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Introduction

Depuis I’antiquité et sur tous les continents les plantes ont toujours tenu une place

prépondérante dans I’art de guérir. Solon les cultures et les époques, elles ont été exploitées
sous différentes formes, de diverses maniere et pour les usages les plus variés.
L’aromathérapie appartient a cet univers. Elle a su exploiter les aromes de ces substances
naturelles que sont les végétaux a des fins médicales ou esthétiques, pour parfumer,
conserver les aliments ...etc. [Buronzo, 2008].

On a longtemps employé des remedes traditionnels a base de plantes sans savoir a quoi
¢taient dues leurs actions bénéfiques. L’isolement de principes actifs datant du XIX°®™®
siecle, en ameéliorant la connaissance des structures, a fait progressivement se séparer et
parfois s’opposer une phytothérapie traditionnelle souvent empirique avec une thérapeutique
officielle incluant les principes chimiques et végétaux dont la pharmacologie était mieux
connue. Cette thérapeutique officielle accepte parfois avec une certaine méfiance I’emploi
de végétaux ou d’extraits complexes de végétaux dont 1’action est confirmée par 1’usage
sans étre attribuée de facon certaine a une molécule type [Bahorun, 1997].

Le Romarin, « Rosmarinus officinalis », plante commune a 1’état sauvage, est, sans doute,
I’une des plantes les plus populaires en Algérie, puisqu’on le trouve dans tous les jardins et les
parcs en bordure odorante. Il fait 1’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, antioxydantes, antimicrobiennes,
antispasmodiques, emménagogues et anti-tumorales, largement utilisée dans les produits
pharmaceutiques et en médicine traditionnelle [Atik et al., 2007].

En effet, les métabolites secondaires font et reste 1’objet de nombreuses recherches in-vivo
comme in-vitro, notamment la recherche de nouveaux constituants naturels tels les composés
phénoliques, les saponosides et les huiles essentielles [Bahorun, 1997].

Les huiles essentielles ont a toutes époques, occupé une place importante dans la vie
quotidienne des hommes qui les utilisaient autant pour se parfumer, aromatiser la nourriture
ou méme se soigner [Robert, 2000]. Puis progressivement, ses huiles essentielles se font
connaitre pour leurs vertus thérapeutiques et deviennent alors des remedes courants des
médecines traditionnelles [Buchbauer et al., 1993].

Les huiles essentielles apparues en Occident sous le doux nom de « parfums d’Arabie »,
sont des extraits végétaux de composition complexe, renferment des produits volatils, obtenu
a partir d’une matiére premiere végétale (feuilles, fleur, bois, racine, écorce, fruit ou autre) par
distillation a la vapeur d’eau ou par extraction mécanique. L’utilisation médicale des huiles
essentielles est désignée aromatherapie, nom donnée pour la premiére fois au debut des
années 1930 par René-Maurice Gattefossé [Renoul, 2014].



Introduction

Le présent travail est consacre a la détermination du rendement, la composition chimique et
des propriétés antibactériennes de [I’huile essenticlle extraite de la plante
Rosmarinus officinalis, récoltée dans la région de Jijel (Algérie).

Dans ce contexte, I'objectif de ce travail est de mettre en évidence 1’activité antibactérienne
de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis.

Notre étude sera répartie en quatre chapitres, initiés par une recherche bibliographique ou
nous apporterons dans le premier chapitre une généralité sur les huiles essentielles, leurs
compositions, activités biologiques et pharmacologiques ainsi que leurs utilisations. .. etc.

Dans le second chapitre nous effectuerons une présentation botanique de la famille
lamiacées et I'espece Rosmarinus officinalis, sa localisation géographique dans le monde, et
son utilisation... etc.

Le troisieme chapitre présentera les méthodes et les techniques utilisées pour la réalisation
de ce travail a savoir:

+ L'extraction de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis;

* Détermination de la composition chimique de I’'HE;

+ Les tests biochimiques;

+ Tests de sensibilitts des bactéries vis-a-vis de notre huile essentielle
(I’aromatogramme et la CMI).

Le quatrieme chapitre abordera les différents résultats et leurs discussions. Enfin, une
conclusion générale qui résume I'ensemble des résultats obtenus.



Chapitre I. Généralités sur les huiles essentielles

I.1. L’histoire des huiles essentielles

Les huiles essentielles (HES) sont connues et utilisées a des fins diverses, depuis 1’antiquité,
quand I’homme a découvert les methodes simples permettant de les extraire
[Bauer et Dorothea, 1985].

En effet environ quatre mille ans avant 1’ére chrétienne, les egyptiens, les grecs, les hébreux, les
perses, les indiens, les chinois et les romains exploitaient leurs propriétés en parfumerie
et leurs diverses vertus médicinales [Ouamba, 1988].

Au XVle siecle, Paracelse, alchimiste et médecin suisse, décrit la théorie des signatures qui
fournit des indications précises dans le choix des remedes. Les HESs voient leur popularité croitre
et les propriétés de plus d’une centaine d’entre elles sont alors connues. De nombreuses
préparations contiennent d’ailleurs des plantes aromatiques, comme 1’eau de mélisse toujours
utilisée de nos jours. Avec I’avénement de la civilisation industrielle, les HEs tombent toute fois
en désuétude jusqu’a la fin du XIXe siécle au profit de la chimie de synthese. Vers 1880,
cite méme chimie initie le retour en grace des HES, en permettant I’isolement de leurs composés
chimiques et 1I’étude de leur activité thérapeutique [Faucon et Lobstein, 2015].

En 1928, le scientifique René Maurice Gattefossé formule pour la premiere fois le terme
«d’aromathérapie». Il découvre les propriétés de HE de Lavande aspic par accident quand, lors
de ses recherches, il se brile la main. Gattefossé la trempe aussitot dans un récipient contenant
I’huile en question et affirme en ressentir un soulagement immédiat. Il constate par la suite une
cicatrisation rapide de sa plaie. Le chercheur publie alors en 1937 son ouvrage «aromathérapie»
dans lequel il codifie précisément les propriétés des HEs [Faucon et Lobstein, 2015].

1.2. Définition

Les HEs étaient des produits de composition généralement assez complexe renfermant
les principes volatils contenus dans les végétaux et plus ou moins modifies au cours de la
préparation [Bruneton, 2009]. Il s’agit des produits parfumés et volatiles, composé de molécules
secrétes par certaines arbres et certaines plantes qui lui conferment un parfum spécifique.

En général les principes aromatiques des plantes sont des gouttes minuscules qui se forment
dans les chloroplastes des feuilles, c’est-a-dire les organites dans lesquelles s’efffectue
la photosynthése. Elles se combinent par la suite avec du glucose et sont transportées dans tout
les parties de la plante. Une HE est danc une sécretion naturelle qui s’effectue dans une partie
du végétal: la feuile, I’ecorce ou la fleur [Buronzo, 2008].
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1.3. La répartition

Les HEs n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Les genres capables d’¢laborer
les constituants qui composent les HEs sont répartis dans un nombre limité de familles. (ex:
Apiaceae, Asteraceae, Cupressaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Poaceae, Rutaceae, ... ).

Les HEs peuvent étre accumulées dans tous les types d’organes végétaux par exemple des
fleurs (oranger, rose, lavande) mais aussi des feuilles (Citronnelle, Eucalyptus, Laurier noble) et,
bien que cela soit moins habituel, dans des écorces (Cannelier), des bois (bois de rose,
camphrier, santal), des racines (vétiver), des rhizomes (curcuma, gingembre), des fruits secs
(anis, badiane, persil), des graines (muscade).

Si tous les organes d’une méme espéce peuvent renfermer une huile essentielle, la composition de
cette derniére (qualitative et quantitative) peut varier selon sa localisation dans la plante.

La biosynthése et 1’accumulation des molécules aromatiques sont généralement associées a la
présence de structures histologiques spécialisées (cellules a essence, poches sécrétrices, canaux
sécréteurs... ), souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la plante [AFSSAPS, 2008].

1.4. Localisation dans la plante

Les HEs sont produites dans le protoplasme cellulaire des plantes aromatiques et représentent
les produits du métabolisme cellulaire dit "secondaire” [Mann, 1987]. La synthése
et I'accumulation de ces métabolites dans un organe sont associées a la présence de structures
histologiques spécialisées qui selon I'espéce botanique peuvent étre des cellules sécrétrices,
des poches sécrétrices, des poils sécréteurs ou des canaux sécreteurs [Deysson, 1979].

1.5. L’activité biologique

L activité biologique d’une HE est liée & sa composition chimique, aux groupes fonctionels des
composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et cétoniques) et a leurs effes
synergiques [Dorman, 2000].

Plusieurs travaux ont mis en évidence les différentes activités biologiques des plantes
aromatiques et médicinales, en particulier certaine de ces activités.

1.5.1. Activité antibactérienne

Plusieurs recherches ont démontré le pouvoir antimicrobien de certaines essences sur une large
palette de micro-organismes, y compris sur des bactéries résistantes aux antibiotiques.
Néanmoins, le mécanisme d’action des HEs sur les cellules bactériennes et fongiques reste
difficile a cerner, compte tenu de la composition complexe des huiles volatiles [Burt, 2004].
La variabilité des constituants des huiles suggere qu’elles agissent sur plusieurs sites d’action
dans les micro-organismes, étant donné que chaque compose possede son propre mode d’action
[Guinoiseau, 2010].
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Les caractéristiques des HEs sont attribuées aux dérives terpenoides et phénylpropanoides dont
elles sont constituées. L’activité de ces molécules bioactives dépend, a la fois, du caractere
lipophile de leur squelette hydrocarboné et du caractere hydrophile de leurs groupements
fonctionnels. Les molécules oxygénées sont généralement plus actives que les molécules
hydrocarbonées [Guinoiseau, 2010].

Les terpenes ainsi que les flavonoides peuvent pénétrer dans la double couche phospholipidique
de la membrane de la cellule bactérienne et induire sa rupture. Le contenu cytoplasmique est
déchargé a I’extérieur de la cellule impliquant sa destruction [Wendakoon et Sakaguchi, 1995].
Egalement, une perturbation chémo-osmotique et une fuite de potassium intra-cytoplasmique
peuvent subvenir, suivi de la libération d’acides nucléiques, de L’ATP, et du phosphate
inorganique [Tsuchiya et al., 1996].

D’aprés Masson et Wasserman (1987), les composés phénoliques et les aldéhydes possédent un
mécanisme similaire, avec une efficacité inhibitrice proportionnelle a leur degré
d’hydrophobicité. Certains composés phénoliques des HEs interférent avec les protéines de la
membrane des micro-organismes comme 1’enzyme ATPase, soit par action directe sur la partie
hydrophobe de la protéine, soit en interférant dans la translocation des protons dans la membrane
prévenant la phosphorylation de I’ADP [Knobloc et al., 1989]. La synthése de I’ADN, I’ARN,
des protéines et des polysaccharides peuvent étre inhibés par les HEs [Johansen et al., 1997].

1.5.2. Activité antifongique

Les HEs agissent sur un large spectre de moisissure et de levure en inhibant la croissance des
levures et la germination des spores, 1’élongation du mycélium, la sporulation et la production de
toxines chez les moisissures. Comme pour I’activité antibactérienne, le pouvoir antifongique est
attribué a la présence de certaines fonctions chimiques dans la composition des HEs. Plusieurs
travaux ont révélé que le pouvoir inhibiteur était essentiellement dd a la réactivité de la fonction
aldéhyde avec le groupement thiol des acides aminés impliqués dans la division cellulaire
[Kurita et al., 1979].

D’autres auteurs ont démontré que la formation d’un complexe entre le donneur d’¢électrons et
’aldéhyde induit un changement de 1’état ionique de la membrane traduisant par un déséquilibre
d’échange avec le milieu extérieur. Ce déséquilibre entraine la mort cellulaire
[Kurita et al., 1979].

1.5.3. Activité antioxydante
Les antioxydants sont des substances capables de protéger I’organisme contre les effets du
stress oxydatif [Beirdo et Bernardo-Gil, 2006].
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On distingue trois types d’antioxydants : les antioxydants enzymatiques, les enzymes de
réparation, et les antioxydants non enzymatiques. Les substances naturelles dont les HEs sont
classées entant qu’antioxydants non enzymatiques. L’activité antioxydante peut étre primaire ou
préventive (indirecte), cette derniére est capable de retarder I’oxydation par des mécanismes
indirects tels que la réduction d’oxygene [Madhavi et al., 1996].

Par contre les antioxydants a action directe sont capables de donner des électrons a 1’oxygéne
radicalaire afin qu’ils puissent le piéger, empéchant ainsi la destruction des structures
biologiques. lls peuvent agir comme agents réducteurs capables de passer leurs électrons aux
ROS et les éliminer [Kohen et Nyska, 2002].

Quelques travaux ont rapporté que certaines HEs sont plus efficaces que les antioxydants
synthétiques. Les effets antioxydants d’HEs et d'extraits de plante sont dus principalement a la
présence des groupes d'hydroxyle dans leur structure chimique [Hussain et al., 2010].

1.5.4. Activité antivirales

Les virus sont sensibles aux molécules aromatiques contenues dans les HEs, ce qui confére
a ces derniére la capacité de combattre certaines pathologie virales, les HEs arrétent
le développement des virus et facilitent 1’élimination du mucus tout en stimulant le systéeme
immunitaire [Buronzo, 2008].

1.5.5. Activité anti-inflammatoires

Les aldéhydes contenus dans un grand nombre d’HEs ont la propriété de combattre
les inflammations. La menthe poivrée est en mesure d’anesthésier les douleurs au niveau du
coude « tennis-elbow », tandis que la citronnelle, le romarin ou I’eucalyptus sont efficaces en cas
de piqares d’insectes [Buronzo, 2008].

1.5.6. Activité cicatrisantes

Les HEs présentent des propriétés cicatrisantes reconnues depuis ’antiquité et utilisées en
temps de guerre pour soigner les blessés. En effet, elles ont le pouvoir de régénérer les tissus qui
ont été abimés et de favoriser la cicatrisation des blessures.
Leur pouvoir antiseptique leur permet de désinfecter en méme temps les plaies, en protégeant
I’organisme des processus de décomposition, des microbes et de leur éventuel déchet nocif
[Buronzo, 2008].

1.5.7. Activité circulatoires

Un grand nombre d’HEs sont de puissants soutiens pour notre systéme circulatoire. Elles ont
la capacité d’activer la circulation sanguines, de réduire les hémorroides et de soulager les jambes
lourdes. 1l ne faut pas oublier leur efficacité quand il si agit de combattre la cellulite. Parmi les
HEs qui ont une action circulatoire, nous retrouvons ente autres celles de cypres, de citron,
de lemon-grass, de genievre, de menthe poivrée et de sauge [Buronzo, 2008].
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1.5.8. Activité digestives

Les HEs ont a une action manifeste sur le systeme digestif. Elles sont efficace contre
la formation de gaz au niveau abdominal (HE de basilic, de sarriette, d’anis) et elles favorisent
la formation des sucs gastriques nécessaires a une bonne digestion (HE de cumin, d’estragon,
de menthe poivrée) [Buronzo, 2008].

1.5.9. Activité antiparasitaires

Les HEs de géranium, de citronnelle, de menthe ou de lavande diffusées dans 1’air sont
efficaces pour protéger des attaques des insectes, en particulier des moustiques. Elles tiennent a
distance tous ces petits indésirables (poux, mites...) mais, pour une protection plus sure, il vaut
mieux les appliquer directement sur le corps (elles devront alors étre diluées) ou sur les vétements
(elles peuvent étre utilisées pures) [Buronzo, 2008].

1.5.10. Activité de régulation métabolique

Les glandes de I’organisme humain peuvent étre comparées aux musiciens d’un orchestre qui
jouent une musique parfaite et sont capables de s’adapter a toutes les situations extérieures,
méme perturbantes. Les HEs ont la capacité de réguler I’action de nos glandes. Les mécanismes
subtils mis en jeu par ces derniéres étant véritablement complexes, il vaut toujours mieux
demander les conseils d’un expert en aromathérapie, méme si I’on sait par exemple que la sauge
est une amie de 1’appareil féminin et que le pin sylvestre ou le basilic agissent sur les glandes
surrénales [Buronzo, 2008].

1.5.11. Activité antispasmodiques

Les HEs de marjolaine, de lavande ou de mélisse peuvent arréter les spasmes, c’est-a-dire
les contractions qui se manifestent de fagon involontaire dans le corps, aussi bien au niveau rénal
qu’au niveau des visceres (coliques, hoquet ...) [Buronzo, 2008].

Dans 1’air, des propriétés désodorisantes et purifiantes a la maison comme au bureau, les HEs
diffusées régulierement dans 1’atmosphéere parfument et assainissent I’air que nous respirons.
Quelques gouttes suffisent pour désodoriser un lieu. Un grand nombre d’HE présentent
les critéres nécessaires pour accomplir cette tache: lavande, eucalyptus, romarin, bois de cédre,
orange, thym, citron [Buronzo, 2008].

1.6. Propiétés physiques

Liquides a température ambiante, les HEs sont volatiles, ce qui les différencie des huiles
« fixes ». Elles ne sont que tres rarement colorées. leur densité est en général inférieure a celle de
I’eau (les HEs de sassafras, de girofle ou de cannelle constituent des exceptions). Elle ont un
indice de réfraction élevé et la plupart devient la lumiere polarisée. Solubles dans les solvants
organique usuels, elles sont liposolubles.

Entrainables a la vapeur d’cau, elles sont trés peu solubles dans 1’eau. Elles le sont toutefois
suffisamment pour communiquer a celle-ci une odeur. Cette eau est une « eau distillée florale »
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Chapitre I. Généralités sur les huiles essentielles

une préparation voisine est obtenue par mise en solution d’aromes dans de I’eau purifiée :
on parle alore « d’cau aromatisée florale » [Bruneton, 2009].

1.7. Les caracteres biochimique des huiles essentilles

Ce sont des mélanges complexes et variables de constituants appartenant de fagon quasi
exclusive a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes: le groupe des
terpenoides d’une part et le groupe des composés aromatique dérivés du phénypropane beaucoup
moins fréquent d’autre part. Le poids moléculaire des composés est assez faible, généralement
compris entre 150 et 200 Da [Bruneton, 1993].

1.7.1. Les terpénoides
Dans le cas des HEs, celles seront rencontrés les terpénes les plus volatils:
mono-et sesquiterpénes.

A- Monoterpénes

Constituants les plus simples de la série, les monoterpénes sont issus du couplage de deux
unites (isoprénique). Il peuvent étre acyclique, monocycliques ou bicycliques. lls constituent par
fois plus de 90% de HE (citrus...) [Bruneton, 1999].

B- Sesquiterpénes
L’allongement de la chaine des sesquiterpenes accroit le nombre de cyclisations possible aissi,
plus d’une certaines de squelettes different a été décrit [Bruneton, 1993].

1.7.2. Les composes aromatiques
Derives du phénylpropane (Cs-Cs), ils sont beaucoup plus moins frequents queles précidents.
Un noyau aromatique est couple & une chaine de trois carbones...) [Bruneton, 1993].

1.7.3. Les composes d’origines divers

Lors de la preparation des huiles essentielles, certains composes aliphatiques, de faible masse
moléculaire, sont entrainés lors de [I’hydrodistilation (carbures,acides,alcohols,aldehydes
esters...)[Bruneton, 1993].

1.8. Les grandes utilisations des huiles essentielles
Les HEs ont servi de matieres premiéres a beaucoup d'industries notamment:

1.8.1. La parfumerie
Beaucoup de grandes margues de parfums sont faites a partir d'HEs naturelles
[Randriamiharisoa, 1996].
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1.8.2. Cosmétiques

Les savons, les crémes, lotions parfumées et autres comme le gel de savons de douche ou les
désinfectants, les nettoyants industriels sont caractéristiques d'un parfum naturel
[Randriamiharisoa, 1996].

1.8.3. Agro-alimentaire

Dans toutes les boissons, on utilise des arémes différents. Dans les huiles essentielles
effectivement, on a toute une gamme utilisée pour une aromatiser les produits courants: yaourts,
boissons algoolisées ou non, biscuits, charcuterie, tabacs. Dans cette gamme on parle surtout des
arémes de fruits naturels, des épices.... ect. [Randriamiharisoa, 1996].

1.8.4. Pharmaceutiques
Utilisation des HEs spécifiques (soins par les plantes aromatiques):
+ Aromathérapie: cure d'amaigrissement (soins esthétiques);
+ Préparations pharmaceutiques [Randriamiharisoa, 1996].

1.8.5. Lutte biologique

Insecticides naturels (protection des végétaux) largement utilisés pour le développement
de I'agriculture biologique. Ces utilisations nous aménent a dire que les HEs continuent toujours
d'étre recllerchées sur le marché international. Elles sont produites par des pays comme
I'Indonésie, la Chine, Madagascar, Sri Lanka, Egypte, Comores, Réunion. Les pays qui les
importent sont principalement la France, et les autres pays d'Europe [Randriamiharisoa, 1996].

1.9. Conservation des huiles essentilles

Les HEs sont des substances trés delicates, et s’altérent facilement, ce qui rend leur
conservation difficile. Les risques de dégradation sont multiples: photoisomérisation,
photocyclisation  coupure  oxydative  propénylphénols,  péroxydation des carbures
et décomposiotion en cétones et alcohols (limonene) [Bruneton, 1999].

Ces dégradations peuvent modifier leurs propiétés si elle ne sont pas en fermées dans des
flacons propres et secs en aluminum, en acier inoxydable ou en ver teinté a I’abri de la lumiére et
de la chaleur [Bruneton, 1999; Valnet, 2000].
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11.1. Définition

Le Rosmarinus officinalis, plante trés connue, (Figure 01) dont le nom rose de mer vient
simplement du fait qu'il pousse spontanément au bord de la mer [Iserin et al., 2007]. C’est un
arbrisseau de 50cm a 1 meétre et plus, toujours vert, trés aromatique, tres rameux, trés feuillé, son
écorce s’écaille sur les branches les plus dgées et son odeur est extrémement odorante et tenace
[Delille, 2007]. Le romarin est en effet considéré comme une plante tonique, revigorante,
stimulante: autant de vertus que reflete sa saveur aromatique bien particuliére [Larousse, 2001].

Figure 11.01: Rosmarinus officinalis (Jijel)
a: le romarin avec les fleures, b: le romarin sans fleures

11.2. Origine du nom
Rosmarinus du latin Rose de la mer. Cette étymologie est controversée: en fait "ros" viendrait
d'un nom du latin dérivant de rhus "rhous=sumac" qui rappelle I'aspect d'arbrisseau de la plante
[Delaveau, 1987].
» Le nom vernaculaire arabe: klil, Hatssa, louban, Hassalban.
» Nom targui ou berbére: lazir, Aziir, Ouzbir, Touzala [Beloued, 2005].

11.3. Description botanique

Sous-arbrisseau touffu, xérophyte, fortement rameux et toujours vert, a racine pivotant, a tiges
ligneuses, généralement érigées, pouvant atteindre jusqu’a 2m de haut.
Les feuilles, portés par des rameaux sub-arrondis, sont opposées et sessiles, étroites et lancéolé,
de 4cm de long sur 5mm de large; leur port est raide, leur texture dure et coriace, leur limbe
épais, cassant, vert foncé sur la face supérieure et chagring, blanchatre car finement tomenteux
sur face inferieure; ses bords sont enroulé sur le dessous et la nervure médiane est saillante
[Anton et Lobstein, 2005].
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Les fleurs sont regroupées en petite grappes axillaires terminales, disposées a 1’aisselle des
feuillées; le calice bilabié a la forme d’une clochette ovale duveteuse; il est persistant et comporte
une levre supérieure formée de 3 sépales et une lévre inférieure a 2 lobes lancéolés; la corolle est
longuement tubuleuse, de 1,2cm de large, bleu péle, lilas ou blanche mais souvent maculées de
petites taches violettes; elle est divisée en 2 pétales dorsaux soudés; la levre antérieure elle-méme
est divisée en 3 lobs dont celui du milieu est large concave; 2 étamines fertiles, munies a la base
d’une petite dent et terminées par une anthére a 2 loges, se dressent hors de la corolle; le gynécée
qui repose sur un disque nectarifére, est formé de 2 carpelles soudés; 1I’ovaire est super divisé en
2 loges chacune 3 ovules le fruit est un tétrakéne, de 2,3mm de long
(Figure 11.02) [Anton et Lobstein, 2005].

11.4. Classification [Quezel et Santa, 1963]

Régne: Plantes.
Embranchement: Spermaphytes.
Classe: Dicotylédones.

Ordre: Lamiales (labiales).
Famille: Lamiaceae .

Genre: Rosmarinus.

Espece: Rosmarinus officinalis.

Figure 11.02: Aspects morphologiques du romarin [Quezel et Santa, 1963].

11.5. 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. Il
apprécie les climats chauds, modérément secs [Larousse, 2001].
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11.6. Utilisation

Grace a ses capacités de stimulation de 1’organisme humain, I’HE du romarin est avant tout
énergétique, avec son parfum camphré, vigoureux, chaud et pénétrant, elle se révéle étre
tonifiante sur le plan cérébral et stimulante pour le systeme nerveux central: elle est utile pour
soulager les personnes souffrant de pertes de mémoire, de maux de téte et de stress émotif, et elle
leur redonne clarté mentale et concentration [ Buronzo, 2008].
Tonique cardiaque et veineux, I’huile essentielle du romarin est efficace pour stimuler la
circulation et le metabolise.

Elle étend son action sur les systemes digestif et respiratoire: elle posséde une action
antiseptique en cas de diarrhée ou d’infection intestinale; elle combat la bronchite, la toux
quinteuse, I’asthme, le rhume et la sinusite [Buronzo, 2008].

Elle se préte aux massages pour réactiver et de réguler les fonctions du systeme hépatique,
désintoxiquer le foie, drainer et fluidifier la bile, et décongestionner la vésicule biliaire.

En cosmétique, elle est utilisée pour lutter contre la sécheresse de la peau, stopper la chute des
cheveux, leur donner de la vigueur et éliminer les pellicules [Buronzo, 2008].

11.7. Propriété du romarin
11.7.1. Usage interne
Le romarin est préconisé pour de hombreux maux:
e Stimulant général (comme menthe, mélisse, sauge, thym) et cardio-tonique, stimulant des
cortico-surrénales,
e Hypertenseur (Caujolle, cazal),
e Stomachique,
e Antiseptique pulmonaire et béchique,
e Antidiarrhérique, antifermentescible,
e Carminatif,
e Antirhumatismal et antinévralgique,
e Antigoutteux,
e le volume de la sécrétion biliaire: chabrol expérimentations par tubages duodénaux de
parturier et rousselle),
e Emménagogue,
e Céphalique,
e Diurétique et sudorifique [Valnet, 1990].

11.7.2. Usage externe
Toutes les applications externes lui conviennent (en diffusion, utilisé en synergie):
e Cicatrisant des plaies et bralures, résolutif;
e Parasiticide [Valnet, 1990].
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11.8. Indications
11.8.1. Par voie interne
Sont utilisées afin de lutter contre:

Affections du systéme nerveux : hystérie, épilepsie, séquelles de paralysies,
Rhumatisme, goultte,

Asthme, bronchites chroniques, coqueluche, grippe,

Asthénies (faiblesse générale),

Surmenage physique et intellectuel,

Hypotension,

Impuissance,

Chlorose, adénites, lymphatisme,

Infections intestinales, colites, diarrhées,

Flatulences,

Hépatisme, cholécystites, ictéres par hépatite et par obstruction, cirrhoses, lithiase biliaire,
Hypercholestérolémie,

Dyspepsies atonique (digestions difficiles), douleurs gastriques,
Dysménorrhées (regles douloureuses) et leucorrhées,

Migraines, alzheimer,

faiblesse des membres,

Troubles cardiaques nerveux,

Vertiges, syncopes [Valnet, 1990].

11.8.2. Par voie externe
Elles sont également utilisées pour remédier aux:

Plaies, brulures,

Douleurs musculaires,

Rhumatismes,

Pertes blanches,

Pédiculose, Gale,

Fatigue générale, deébilité des enfants, faiblesse de la vue (bains) [Valnet, 1990].

11.9. Composition chimique
11.9.1. Huile essentielle

HE du romarin (1 a 3 % dans la plante), sa composition dépend fortement des chimiotypes ainsi
que du degré de développement de la plante. Ses principales constituants peuvent étre de 1,8-
cinéole (teneur entre 3 et 60%), de 1’a-pinéne (1 a 57%), du camphre (1 & 57%), du bornéol (1 a
18%), de I’acétate de bornyle (1 a 21%), de la verbénone (0 a 28%), du p-cymeéne
(0.5 a 10%), ou du myrceéne (0.5 a 12 %); ils peuvent étre accompagnés de B-caryophylléne, de
limonéne, de linalol, de B-pinene, de sabinéne, de y-terpinene, d’a-terpinéol et de terpinéol-4 la
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présence  d’octan-3-one  (teneur allant jusqu’a 10% contestée) (Figure 11.03)
[Anton et Lobstein, 2005].

11.9.2. Phénols diterpéniques

Constitués principalement d’acide carnosolique (=0.35%) qui se dégrade facilement en carnosol
(picrosalvine) et en rosmanol; il est accompagné d’isorosmanol, de rosmadial, de
rosmaridiphénol, de rosmariquinone (miltirone) et de 7-méthoxyrosmanol
[Anton et Lobstein, 2005].

11.9.3. Dérivés de I’acide cinnamique
(Tanins de lamiacées): ~ 3.5%, constitués principalement d’acide rosmarinique (=1.1 a 2.5%)
[Anton et Lobstein, 2005].

11.9.4. Flavonoides
Présent sous formes d’aglycones et d’hétérosides, comme la cirsimarine, la diosmine,
I’hespéridine, I’homoplantiginine, 1’eupafloline... etc [Anton et Lobstein, 2005].

11.9.5. Triterpenes et stérols
Acides oléanolique et ursolique et leurs dérivés 3-acétate, a et -B-amyrines et rofficérone
[Anton et Lobstein, 2005].
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Figure 11.03: La structure chimique des constituants de HE du romarin
[Anton et Lobstein, 2005].
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11.10. Chémotypes du romarin

C’est une forme de classification chimique, biologique et botanique désignant la molécule
majoritairement présente dans une huile essentielle. Cette classification dépend des facteurs liés
directement aux conditions de vie spécifiques de la plante a savoir le pays, le climat, le sol,
I’exposition des végétaux, les facteurs phytosocioalogiques et la période de récolte qui peuvent
influencer la composition de [I’huile essentielle. On parle d’une "H.E.C.T"
[Zhiri et Baudoux, 2005].

11.10.1. H.E.C.T du Rosmarinus officinalis a camphre

Cette HE contient majoritairement du camphre ayant pour propriétés une action contre les
contractures  musculaires ou les crampes et des actions anti-inflammatoires
[Zhiri et Baudoux, 2005].

11.10.2. H.E.C.T du Rosmarinus officinalis a 1,8 cinéole

Cette HE contient majoritairement du 1,8 cinéole ayant des propriétés anti-catarrhales,
expectorantes. Elle a spécialement des actions antiseptiques pulmonaires et mucolytiques
[Zhiri et Baudoux, 2005].

11.10.3. H.E.C.T du Rosmarinus officinalis a verbénone

Cette HE contient majoritairement du verbénone avec des propriétés cicatrisantes, bactéricides,
expectorantes mucolytiques, cholagogues et hépatodrainantes [Zhiri et Baudoux, 2005].
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111.1. Matériel
Objectif

Le présent travail est consacré a la détermination du rendement, la composition chimique et
des propriétés antibactériennes de ’HE du romarin.

111.1.1. Matériel végétal

Il est constitué de la plante Rosmarinus officinalis, qui est collectée au niveau de I’université
Mohamed Seddik ben-Yabhia de Jijel.

La partie sur laquelle nous avons basée notre travail est la partie aérienne de Rosmarinus
officinalis (feuilles, fleurs) au mois d’ Avril-Mai 2017.

111.1.2. Matériel du laboratoire
Les matériels utilisés sont les suivants:
- Bec bunsen.
- Les tubes a essai et les boites de Petri.
- Les flacons.
- Papier whatman (N°=3).
- L’anse de platine.
- Pipette Pasteur.
- Micropipette.
- Les embouts.
- Bec bunsen.

111.1.3. Milieux de culture utilisés
Les milieux de culture utilisés sont les suivants:
- Gélose nutritive: pour le repiquage des souches étudiées.
- Gélose Héktoen: pour I’isolement des souches: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus mirabilis, Klebseilla pneumoniae.
- Gélose Chapman: pour I’isolement de Staphylococcus saprophyticus.
- Gélose Muller Hinton: pour le test de la diffusion en gélose.
- Bouillon nutritif: pour la revivification des souches etudiées.

111.1.4. Les appareils

Plusieurs appareils utilisés pour étudier I'activité antibactérienne de Rosmarinus officinalis.
Le tableau suivant cite ces appareils (Tableau 111.01).
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Tableau I11.01: Les appareils de laboratoire utilisés.

Matériel

Utilisation

Appareil d’hydro-distillation de type Clevenger

Extraction des HEs

Microscope optique

Pour I’observation microscopique

La balance

Pour peser la plante

Bain marie

La solubilisation des milieux de culture

Etuve réglée a 37C°

incubation des souches

pH metre

Pour la régulation du pH

Autoclave

Stériliser les matériels et les milieux de
culture

Réfrigérateur

Conservation des échantillons

Agitateur plaque chauffante

Préparation du milieu de culture

GC /MS

Détermination de la composition chimique
d’HE

111.1.5. Matériel bactériologique

Les souches qui ont été utilisées pour mettre en évidence I’activité antibactériennes d’HE

sont les suivantes: Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa,

Proteus mirabilis,

Klebseilla pneumoniae et Staphylococcus saprophyticus (Tableau 111.02).

Tableau 111.02: L’origine des souches bactériennes étudiées.

Souches Source de germes Prélevement
E. coli Laboratoire d’analyses (Bekioua a jijel) ECBU
P. aeruginosa Laboratoire d’analyses (Amira a Taher) ECBU
P. mirabilis EPH (Jijel) \
K. pneumoniae Laboratoire d’analyses (Bekioua a Jijel) Sang
S. saprophyticus Laboratoire d’analyses (Bekioua a Jijel) ECBU
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111.2. Méthodes
111.2.1. Méthode d’extraction de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis
111.2.1.1. Technique de I’hydrodistillation

L hydrodistillation est la technique de référence dans I’étude des composés volatiles d’une
plante dans le domaine de la recherche. Le phénomene physique est identique a celui décrit
précédemment. Cependant une verrerie adaptée a été mis en place permettant a la fois
la circulation en circuit quasi-fermé de 1’cau sous forme aqueuse et gazeuse et la cohobation
de I’huile essentielle. Ces phénomenes ont été rendus possibles a 1’échelle du laboratoire
grace a I'utilisation d’un appareillage de type Clvenger [Bruneton, 2009].

111.2.1.2. Procédé de I’extraction

L’extraction de ’HE d’une plante étudiée a été effectuée par hydrodistillation grace a un
appareil de type Clevenger (Figure 111.01).

A chaque fois on prend (1/3) de la plante fraiche de Romarin avec (2/3) de I’eau est
introduite dans un ballon de deux litres, I’ensemble est porté a ébullition pendant 3 heures.
Les vapeurs chargées d’huile essentielle traversant un réfrigérant de 40cm se condensent
et chutent dans une ampoule a décanter, I’eau et ’huile se séparent par différence de densité
(Figure 111.02).

Les huiles essentielles récupérées dans de petits flacons opaques sont stockées a 4°C
[Caillet et Lacroix, 2007].

Figure 111.01: Montage d’hydrodistillation employé pour I’extraction de 1’huile essentielle.
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Huile essentielle

Hydrolat

Figure 111.02: Huile essentielle de Rosmarinus officinalis.

111.2.1.3. Plan de P’extraction

L’extraction de I’HE de la plante étudiée a été effectuée par hydrodistillation, cette
technique est représentée dans la (Figure 111.03).

Matériel végétal fraiche + eau J

" Hydro distillation - Chauffage

7

Vapeur + HE J

‘ Condensation
4

Eau +Traces J

‘ Décantation
S

HE + Hydrolat J

/

< of
HE pur J Séparation Hydrolat J

Figure 111.03: Les étapes d’extraction de I’huile essentielle [Caillet et Lacroix, 2007].
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111.2.1.4. Détermination du rendement d’extraction

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

' Rue (%) = M*' /M x 100 1

v Rye: Rendement en huile essentielle en %.
v' M'": Masse d’huile essentielle en gramme.
v' M: Masse de la matiére végétale séche utilisée en gramme [AFNOR, 1986].

111.2.1.5. Détermination de la composition chimique de I’huile essentielle par GC/MS

La determination de la composition chimique de I’huile essentielle a été effectuée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS)
(Figure 111.04).

Figure 111.04: Appareil de chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse.

A. La chromatographie d’HE en phase gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique couramment utilisée pour la
séparation, I’identification et le dosage des constituants chimiques. La chromatographie
consiste a séparer les composés d’un mélange en fonction des vitesses d’entrainement a
travers une phase stationnaire contenue dans une colonne et une phase mobile gazeuse (gaz
vecteur) [Arpino et al., 1995].
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La possibilitt de coupler les chromatographes a divers spectrométres augmente
considérablement la quantité et la qualité des informations obtenues. En GC/MS, la
comparaison informatique des spectres d’un pic inconnu avec une ou plusieurs références
permet son identification [Bruneton, 1993].

B. Chromatographie couplée a la spectrométrie de masse GC /MS

Les huiles essentielles ont été analysées sur un chromatographe de type Shimadzu QP2010
de type EI 70ev quadripole équipé d’une colonne capillaire SE30 (longueur: 25 m), couplé a
un spectrographe de masse (SM) de type El 70ev. Pour toutes les analyses, on injecte
manuellement 0,1l d’échantillon d’huile essentielle pure.

Les conditions analytiques sont les suivantes:

- Température de I’injecteur: 250°C;

- Température du four: 55°C (3min), 5°C & 120°C (5min) et de 5°C a 250°C pendant
(8min);

- Latempérature de trappe d’ions: 200°C;

- Le gaz vecteur est I’hélium avec un débit de 1,2 ml/mn.

111.2.2. L’étude de P’activité antibactérienne de Rosmarinus officinalis
111.2.2.1. Etude bactériologique
Cette etude a eté realisée en deux étapes:
+ [’aromatogramme par diffusion sur milieu gélosé.
+ La détermination de la CMI.

A- Revivification des souches
Dans cette opération nous avons réalisé des repiquages sur le milieu solide, pour obtenir des
souches jeunes pures [Bousseboua, 2002].

B- ldentification des souches bactériennes
1. Caractérisations microscopiques
» Lacoloration de Gram
C’est la coloration de référence en bactériologie. Elle est réalisée comme suit:
- Onrealise un frottis et on le fixe par la flamme;
- Onrecouvre la lame par le violet de gentiane: 1minute;
- Onrejette le violet de gentiane;
- Onrecouvre de lugol:1 minute;
- On décolore a I’alcool;
- On stoppe la décoloration par un nouveau lavage a 1’eau;
- Onrecouvre la lame par la fuchsine diluée, 30 secondes a 1 minute;
- Onlave al’eau;
- On seche entre deux feuilles de papier filtre, puis a la chaleur;
- Onexamine a I’'immersion [Denis et al., 2012].
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2. Les tests biochimiques
A- Type respiratoire
A.l. Test de catalase [Delarras, 2007]
La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobie facultatives. Elle
décompose I’eau oxygénée formée, en eau et en oxygene qui se dégage.

» Meéthode
Sur une lame on dépose une goutte d’eau oxygéné qui et émulsionner un peu de la colonie
suspecte puis de la culture obtenue sur gélose.

» Lecture
Le dégagement immédiat de bulles de gaz (O) indique la présence de la catalase: test
catalase *.

A.2. Métabolites glucidique
A.2.1. Réaction ONPG

Certaines bactéries possedent I’enzyme B- galactosidase permet de scindée le Lactose en
Glucose et Galactose.
L’orthonirophényl-B-D-galactopyranoside (ONPG) est un analogue structural du lactose. Ce
substrat synthétique peut étre scinde en galactose et en orthonitrophénole (composé soluble
jaune) en présence d’une enzyme appelée ONPG hydrolase [Delarras, 2007].

» Meéthode
On prépare une suspension dense dans 0,5 d’eau physiologie dans un tube a essai, puis on
ajoute un disque O.N.P.G et incuber a 37°C pendant 30minute [Denis et al., 2007].

» Lecture
- Coloration jaune: ONPG”
- Pas de coloration: ONPG™ [Delarras, 2007].

A.2.2. Mannitol mobilité [Denis et al., 2007]
I1 s’agit d’un milieu semi-solide contenant entre autres du mannitol, et du rouge de phénol
comme indicateur de pH.

» Méthode

L’ensemencement se fait par piglre centrale a l'aide du fil droit chargé de
suspension de la culture a étudier puis incuber 24heures a 37°C.
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» Lecture
+ le mannitol: le changement de la couleur de milieu du rouge au jaune, correspond
a l’acidification du milieu, le mannitol a été utilisé dans ce cas les bactéries sont
mannitol™.
+ la mobilité: du fait de la faible teneur en agar du milieu, les bactéries mobiles
peuvent s’y déplacer, alors qu’une bactérie immobile ne se développe que la
longue d’une piqure centrale.

A.2.3. Milieu TSI [Delarras, 2007]
» Méthode
A partir des cultures pures sur gélose nutritive, ensemencer le culot du milieu par pigdre
centrale et la pente par stries serrées a 1’aide d’une pipette pasteur. Incubation a 37°c pendant
24h.

» Lecture
Ce test permet également la production du H,S (noircissement de la zone joignant la pente
et le culot) et de Gaz (bulles dans la gélose).
+ une coloration jaune de la zone intermédiaire indique un saccharose positif.
+ une coloration jaune de la pente indique un lactose positif.
+ une coloration jaune du culot montre un glucose positif.

A.2.4. Citrates de Simmons [Denis et al., 2007]
Ce milieu ne contient qu’une seule source de carbone : le citrate. Seules les bactéries
possédant une citrate-perméase sont capables de se développer sur ce milieu.

» Meéthode
La pente est ensemencée par une strie longitudinale, réalisée a I'anse, a partir d'une
suspension de la culture solide en eau distillée stérile. Incuber a 30°C pendant 24h.

» Lecture
+ Virage de l'indicateur de pH au bleu: il y a eu alcalinisation du milieu et la
souche est citrate de Simmons +.
+ Pas de virage de l'indicateur de pH: il n'y a pas eu alcalinisation et le milieu ne
présente pas de culture. La souche est citrate de Simmons .

A.25. Laréactionde VP etde RM [Delarras, 2007]
> Meéthode
- On ensemence a I’aide d’une anse de platine 2 tubes chaqu’un contenant 5 ml de
milieu Clark et lubs.
- On fait ’incubation a 37°C pendant 18h.
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Test VP:

On ajoute 10 gouttes VVP1 (alpha naphtol) et le méme volume de VP2 (soude concentrée)
(ou de potasse).

On incline le tube pour permettre une bonne oxygénation.

On attend quelques minutes a 1 heure.

Test RM:
On ajoute 2 a 3 gouttes de rouge de méthyle, la lecture est immédiate.

» Lecture
Test VP:
+ La couleur rouge: VP+
+ La couleur jaune: VP-

Test RM:
+ La couleur rouge: RM+
+ La couleur jaune: RM-.

A.3. Métabolisme protéique
» ADH, LDC, et ODG [Delarras, 2007]

Les enzymes ADH, LDC, ODC catalysent respectivement la décarboxylation de 1’arginine,
de la lysine et de I’ornithine présent dans le milieu. Cette dégradation aboutit & la formation
de produits basiques; I’acalinisation du milieu est révélée par un virage de I’indicateur de pH
(le pourpre de bromocrésol) a sa teinte basique (violette). On fait I’ensemencement de milieu
avec une goutte de suspension bactérienne dense.

» Lecture
La présence de la lysine décarboxylase se traduit par la production de la cadavérine qui
réagit avec la ninhidrine en donnant une coloration violette.
+ La présence de I’ornithine se traduit par la production de putrescine qui donne une
coloration violette avec la ninhidrine.
+ L’apparition de la couleur violéte témoigne de I’existence de I’arginine
dihydrolases.

A.4. King A et King B [Denis et al., 2007]

Les milieux de King (milieu King A et milieu King B) permettent de différencier entre elles
les différentes especes du genre Pseudomonas, par la mise en évidence de la production de
pigments spécifiques.

» Meéthode
A partir d'une culture sur gélose, on ensemence le milieu en faisant une strie a la surface de

la gélose avec l'anse.
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L'incubation est réalisée en aérobiose, 37°C pendant 48h.

> Lecture
% Couleur bleue sur le milieu King A (présence de pyocyanine).
% Couleur jaune-vert fluorescent sur le milieu King B (présence de pyoverdine)
sous UV.

111.2.3. Etude d’activité antibactérienne d’HE
111.2.3.1. Paromatogramme par diffusion sur milieu gélosé

Des disques de papier whatman (6mm) sont disposés a egale distance les uns des autres
(jusqu’a 6 disques par boite) et de telle facon a éviter le chevauchement des zones
d’inhibitions sur Muller Hinton préalablement ensemencée par écouvillonnage avec la souche
testée. Une légere pression sera exercee sur chaque disque afin d’obtenir une bonne

adhérence.

Avec une micropipette réglable de 10 a 100ul, nous déposons aseptiquement sur chaque
disque 20ul de chaque dilution d’HE.

Aprés 24h incubation a I’étuve a 37°C, la lecture sera effectuée, en cas d’activité d’HE, une
zone circulaire d’inhibition (halo d’inhibition) apparait. Selon la taille du halo d’inhibitions,
nous distinguerons:

+ Des germes résistants a I’huile essentielle: halo de 6 mm;
+ Des germes assez sensiblesa ’'HE = ++: halo de 8 a9 mm;
+ Des germes trés sensible 4 PHE = +++: halo de plus de 9 mm [Raynaud, 2006].

Colonies des bactéries

Zone d’inhibition

Huile essentielle déposée
sur les disques

Figure 111.05: Méthode de diffusion sur disque [Raynaud, 2006].
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a- Préparation des disques

On a utilisé le papier whatman N°3 coupé en disque de 6mm. Ce dernier doit avoir un
contour régulier pour donner une zone d’inhibition facile & mesurer. Les disques une fois

préparés, sont placés dans un
[Fauchére et Avril, 2002].

tube a essai

et autoclaver

b- Préparation des dilutions d’HE de Rosmarinus officinalis
+ On fait la préparation de la solution a partir de 50mg de I’'HE de romarin dans une

solution de 10ml de méthanol (70%).

20min a 120°C

+ A partir de cette solution on prend 6,4ml et on ajoute 3,6ml de méthanol, cette

derniére on I’appelle la solution mére.

£ A partir de la solution mére on fait une série des dilutions (Tableau 111.03)

[Carbonelle et al., 1987; Courvalin et al., 1988].

Tableau 111.03: les différentes dilutions de la solution mére

Concentration initiale en Volume en ml Volume d’eau Concentration
pg/ml distille en mi finale en pg/ml
5000 6.4 3.6 3200
3200 2 2 1600

1 3 800

0.5 35 400

0.5 7.5 200

200 2 2 100
1 3 50

0.5 35 25

0.5 7.5 12.5

C- Préparation de I’'inoculum

Les bacteries a tester sont ensemencées sur des boites de Pétri contenant la (GN) ou autres
milieux selon les souches et incubées pendant 24 heures, afin d’obtenir une culture jeune des
bactéries et des colonies isolées. A partir de ces boites, a l'aide d'une anse de platine quelques
colonies bien isolées et parfaitement identiques sont prélevées et mises dans 5ml de Bouillon
nutritive. La suspension bactérienne est bien homogénéiseée, et la densité optique lue a 625 nm
est justifiée & 0.08 & 0.10. On admet que cette densité mesurée & 625 nm est équivalente & 10°

CFU/ml [Gachkar et al., 2007].

2.3.4. Détermination de la CMI en milieu solide

La CMI ou la concentration minimale inhibitrice est définie comme étant la plus petite
dilution dans laquelle aucune croissance macroscopique n’est observée [Kuete et al., 2004].
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La détermination de la CMI est peut étre effectuée dans le milieu solide ou liquide.
Nous avons choisi la premiére méthode parce qu’elle est la plus facile a réaliser.

a_
On

>

Procédé

Prépare une culture en phase exponentielle en milieu liquide de la bacterie a étudier :
On repique 0.1ml (bacille a Gram négatif), 0.3ml (Staphylococcus saprophyticus,
Pseudomonas aeruginosa) de la culture de 18 h dans 10ml de bouillon nutritif.
On met a I’étuve a 37°C pendant 3 a 5 heures jusqu’a I’apparition d’une légére
opalescence (environ 5x107 bactéries /ml).
On met 2ml de chaque dilution d’HE les boite de Pétri, et on ajoute 18ml de Muller
Hinton et faire des mouvements circulaires jusqu’a ’homogénéisation.
On laisse les boites de Pétri quelques minutes sur la paillasse pour la solidification de
la gélose.
On ensemence en strie a la surface de la gélose les souches bactériennes étudiées
(quatre bactéries a Gram “et une bactérie a Gram *)
On incube les boites pendant 18h a 37°C [Carbonelle et al., 1987;
Courvalin et al., 1988].

Lecture

La concentration  minimale inhibitrice (CMI): est la concentration d’HE de

Rosmarinus officinalis pour laquelle il n’y a pas de culture bactérienne visible
[Carbonelle et al., 1987; Courvalin et al., 1988].
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IV.1. Résultats
IV.1.1. Caractéristiques organoleptiques

L’HE de R. officinalis est extrait par la technique d’hydrodistillation, il est liquide mobile,
d’une coloration jaune clair et a odeur camphrée, les résultats obtenus sont représentés dans le
Tableau I1V.1.

Tableau VI.1: Caractéristiques organoleptiques de I’HE de R. officinalis.

Aspect Couleur Odeur

L’AFNOR | Liquide mobile, limpide | Presque incolore a | Caractéristique fraiche,

(1999) jaune pale plus ou moins camphrée
selon I’origine
HE Liquide mobile Jaune clair Camphrée

IV.1.1.1. Calcule de rendement
Le rendement d’HE a été calculé en fonction de la matiere végétale fraiche de la plante
R. officinalis. Le rendement exprimeé en pourcentage est calculé par la formule suivante:

Rye (%) = M' /M x 100

M’=0.369 } Rue=0.36/60 x 100 = 0.6 %
M= 60g

Rue=0.6%

IVV1.1.2. La composition chimique de ’HE

Les résultats d’analyse par GC/MS ont révélé que I’HE du romarin cueilli de 1’université de Jijel
est composée de 15 constituants, dont les majoritaires sont: 1,8 Cinéol (17.56%), Norborane
(12.28%), Cis-sabinéne (7.39%), Bornéol (10.78%), Pinocamphone (7.26%), D-limonéne
(7.23%), Caryophylléne (6.56%) respectivement.
Les autres constituants ont une teneur comprise entre 2.88% et 5.41% (Tableau 1V.2).
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Tableau 1'V.2: Composition chimique d’HE du romarin de la région de Jijel

Composeés Pourcentage %
a- pinene 2.95
Camphéne 5.16
B-Pinene 2.85
B-myrcéne 2.88
3-caréne 541
1,8 cinéol 17.56
D-limonene 7.23
Cis-p-menthane 3.07
Cis-sabinéne 7.39
Norborane 12.28
Pinocamphone 7.26
Bornéol 10.78
Verbénone 3.60
Bornyl acétate 4.98
Caryophylléne 6.56
Total 99.96

IV.1.2. Identification des souches bactériennes
IV.1.2.1. Caractérisation microscopique des souches bactériennes étudiées
A\ La coloration de Gram
Les bactéries colorées en violet sont des bactéries a Gram positif et celles colorées en rose
sont des bactéries a Gram négatif (Figure IV.1). Le Tableau 1V.3 présente les observations
microscopiques des souches étudiées.

Tableau I1'V.3: Les observations microscopiques.

Souches Gram Forme

E. coli Négatif Coccobacille

K. pneumoniae Négatif Bacille

P. aeruginosa Négatif Bacille

P. mirabilis Négatif Bacille

S. saprophyticus Positif Cocci enamas ou isolé
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P. aeruginosa

K. pneumoniae P. mirabilis

S. saprophyticus

Figure 1V.1: Les observations microscopiques.

1V.1.2.2. Caractérisation macroscopique des souches bactériennes étudiées
Selon [John et al., 2000] les caractéres macroscopique des souches bactériennes étudiées sont

les suivantes:
E. coli: colonies Smooth de 2 a 3mm acidifications du milieu Héktoen, lisse couleur brique.

K. pneumoniae: colonies de 3 a 4mm, rondes, bombées, muqueuses, translucides.

P. aeruginosa: colonies muqueuses, bombées, opaques, visqueuses parfois coulantes.

P. mirabilis: petites colonies en forme de batonnet, mesurant de 0,4 a 0,8pum de diamétre sur
1,0um a 80pm de longueur.

S. saprophyticus: les colonies sont non hémolytiques, de 3 a 9mm de diametre, circulaires, a
bords réguliers, tres brillantes, opaques, crémeuses, convexes, non pigmentées ou pigmentées en
jaune orange.
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1V.1.2.3. Résultats des tests biochimiques
Les resultats des tests biochimiques sont résumes dans le tableau 1V.4.

Tableau 1V.4: Résultats de confirmation de 1’identification des bactéries.

Souches | S1 S2 S3 S4 S5

Tests

Mannitol + + - - +
Mobilité + - + + -
Glucose + + + + /
Lactose + + - - /
Saccharose + + - - /
Gaz + + + + /
H,S - - - + /
Citrate - + + - /
Test catalase / / + - +
LDC + + - - /
OoDC + - - + /
ADH - + + - /
King A / / Pyocianine + / /
King B / / - / /
O.N.P.G + + + - /
VP - + - - +
RM + - - + -

(S): Souche, (/): Absence de résultat, (+): résultat positive, (-): résultat négative.
D’aprés les résultats on a confirmé que nos souches sont: S1: E. coli, S2: K. pneumoniae,
S3: P. aeruginosa, S4: P. mirabilis, S5: S. saprophyticus [John et al., 2000].
IV.1.3. Résultats de I’activité antibactérienne
Nous avons analysé I’activité antibactérienne d’HE de R. officinalis par la méthode de
diffusion sur milieu solide.

L’effet de I’'HE se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque de papier
imprégné d’HE étudié. Le diametre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a une autre.

31



Chapitre 1V. Résultats et discussion

1V.1.3.1. Résultats de I’aromatogramme

L’activité antibactérienne d’huile essentielle de R. officinalis est évaluée sur 5 souches
(E. coli, P. aeruginosa, P. mirabilis, K. pneumoniae, S. saprophyticus) aprés 24 heures
d'incubation a une température adéquate de 37°C.

Cette activité est évaluée par la méthode d'aromatogramme, le pouvoir antibactérien de cette
HE est obtenu par la mesure du diamétre de zone d'inhibition en (mm) a l'aide d'une réegle

(Tableau 1V.5).

Tableau 1V.5: les zones d’inhibition d’HE sur les souches bactériennes utilisées.

Diamétre des zones d’inhibition en mm

SM 1/2 1/4 1/8 1/16
E. coli 21+141 |19+1.41 18 +2.82 17+141 15+141
P. aeruginosa 200 17+£141 |14+0 13+£141 |12+2382
aP. mirabilis 25+1.41 | 190 14+1.41 | 1341 .41 11+141
K. pneumoniae 21+141 |16+1.41 15+0 13+141 11+141
S.saprophyticus | 19+£141 |15+£141 |12+282 |11+141 |10+2.82

NB: Les valeurs sont d’une moyenne de 2 essais avec I'écart type, (les zones sont mesurées en
mm),

SM=3200 pg/ml, 1/2 =1600 pg/ml, 1/4=800 pg/ml, 1/8 =400 pg/ml, 1/16= 200 pg/ml.

IV.1.3.2. Détermination de la CMI
Aprés I’incubation a 37°C pendant 24h, les résultats de la CMI d’HE de R. officinalis sont

présentés dans le Tableau IV.6.

Tableau 1V.6: CMIs en (ng/ml) d’HE de R. officinalis avec les souches bactériennes étudiées.

Souches CMI en (ug/ml)
E. coli 125
P. aeruginosa 100
P. mirabilis 12.5
K. pneumoniae 12,5
S. saprophyticus 25
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1V.2. Discussion

L’HE du romarin récolté de 1’université de Jijel est obtenue par hydrodistillation est la
méthode normé pour I’extraction d’une HE [Caillet, 2007].

Les parameétres organoleptiques (liquide mobile, couleur jaune clair, camphré) de notre HE
sont en accord avec ceux répertoriés dans les normes AFNOR [AFNOR, 1999].

Notre HE a un rendement de 0.6%. Ce rendement en huile obtenue a partir des feuilles et des
fleurs 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, les facteurs climatiques, période de la
récolte, le mode d'extraction [AFNOR, 1999].

Notre HE est caractérisée par une teneur de 17.56% de 1,8 cinéol, cette huile serait du
chémotype R. officinalis a 1,8 cinéole.

L’étude menée par Boutekedjiret et ses collaborateurs (1998) indique que les HEs du romarin
des Biban de la région de Bordj Bou Arreridj, sont dominées par un chémotype spécifique qu'est
le 1,8 cinéole. Ce qui concorde avec notre résultat.

Les études effectuées sur la composition chimique des HEs du romarin en Tunisie, Maroc,
Espagne et Italie, déterminent I'importance du chémotype 1,8-cinéol [Varela et al., 2009; Ayadi
etal., 2011; Jordan et al., 2013; Khia et al., 2015; Tuttolomondo et al., 2015].

En France, I'HE du R. officinalis de larégion de Provence a un niveau élevé de camphre
(30-45%) [Kaloustian et al., 2002] par contre celle de la région de Corse serait caractérisée par
I'a-pinéne (13.7-24.6%) [Pintore et al., 2002].

Cette variabilité des résultats de I’HE du romarin peut étre due a des facteurs intrinséques
(génétique, sous-espéces) ou a des facteurs extrinseques comme le climat et le sol (origine
géographique) ou a la méthode d’extraction [Ozcan et Chalchat, 2008].

A partir des résultats ’aromatogramme (diamétres des zones d'inhibition en mm de chaque
dilution d’HE), on remarque que I’HE du romarin a une activité antibactérienne importante
contre les cinq souches étudiées avec des zones d’inhibition de 25mm, 21mm, 21mm, 20mm,
19mm, pour P. mirabilis, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. saprophyticus
respectivement.

La sensibilité des microorganismes peut varier selon le germe testé car une HE peut étre
bactéricide vis- a-vis de certaines souches, bactériostatique vis-a-vis d’autres ou n’avoir aucun
effet [Hermal, 1993].

Le mécanisme daction d’HE est lié essentiellement a la structure de la paroi et a la
perméabilité membranaire des bactéries. L'HE exerce son pouvoir antimicrobien par son
interférence avec la bicouche lipidique de la bactérie grace a sa proprieté hydrophobe,
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Chapitre 1V. Résultats et discussion

ce qui entraine: l'augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaire;
l'acidification de l'intérieure de la bactérie, bloquant la production de I'énergie cellulaire et la
synthese des composants de structure; la destruction du matériel génétique, conduisant a la mort
de la bactérie [Caillet et Lacroix, 2007].

De nombreux auteurs, ont constaté que le changement dans la composition chimique
d’HEs affecte directement leurs propriétés biologiques [Celiktas et al., 2007; Van Vuuren
et al., 2009]. Ce qui méne a attribuer 1’activité antibactérienne aux composants chimiques des
HEs.

Les propriétés biologiques d’HE de maniére globale seraient liées a la complexité de la
composition chimique et la synergie entre les composants majoritaires et minoritaires
[Ouibrahim, 2015].

L’HE de R. officinalis a quant a elle manifesté un effet inhibiteur jusqu'a la dilution de
(12.5pg/ml), et ce vis-a-vis des souches de P. mirabilis, K. pneumoniae et E. coli des valeurs de
CMI assez peut élevée ont été enregistrées chez S.saprophyticus (25ug/ml), P.aeruginosa
(200 pg/ml).

Selon [Pessini et al., 2003]
% L’activité antibactérienne est bonne, pour une CMI < 100 pg/ml.
+ L’activité antibactérienne est moyenne, pour une 100 < CMI <500 pg/ml.
% L’activité antibactérienne est nulle, pour une CMI < 1000pg pg/ml.

Donc a partir des résultats que nous avons obtenus, on montre que:

% L’HE testée a une bonne activité antibactérienne, ceci explique les bons résultats de
I’aromatogramme.

34



Conclusion

Les plantes aromatiques ont I’aptitude a synthétiser de nombreux métabolites secondaires en
réponse aux stress biotiques et abiotiques qu’ils peuvent subir. Ces métabolites secondaires
possedant diverses propriétés biologiques. Les huiles essentielles ou essences, font partie de
ce groupe de métabolite avec les alcaloides et les phénols.

L’aromathérapie reste toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques.

Le choix de notre plante est basé sur son utilisation fréquente dans nos traditions locales
culinaires et médicinales, afin de revaloriser et redécouvrir notre patrimoine national. De ce
fait on est focalisé sur 1’'un de leurs métabolites secondaires : les huiles essentielles.

A T’heure actuelle, plusieurs travaux ont envisagé 1’utilisation de ces composés bioactifs
comme alternatives aux multiples substances synthétiques.

Le présent travail est consacré a la détermination du rendement, de la composition chimique
et des propriétés antibactériennes d’huile essentielle extraite du Rosmarinus officinalis
récoltée de la région de Jijel en mois d’Avril-Mai 2017.

L’extraction de I’huile essentielle a été réalisée par hydroditillation. Le rendement en HE
est de I’ordre de 0.6%.
Ce rendement est conforme avec les normes internationales (0,5-2%), cela peut étre due aux
différents facteurs qui rentrent en jeu, parmi on cite la nature du sol, la période de la récolte, la
durée de séchage, le mode d’extraction et la situation géographique.

Les analyses chimiques, par GC/MS, ont permis d’identifier 15 composants dont les
majoritaires sont: 1,8 Cinéol (17.56%), Norborane (12.28%), Bornéol (10.78%),
Pinocamphone (7.39%), Caryophyllene (6.56%), D-limonéne (7.23%). Cette huile serait du
chémotype R. officinalis a 1,8 cinéole.

Les résultats obtenus par la méthode de diffusion sur milieu solide montrent que notre HE a
une activité antibactérienne tres importante vis-a-vis les souches a Gram - (P. mirabilis,
E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa) et la souche a Gram + (S. saprophyticus).

De plus les valeurs de la CMI a montré que HE est plus active vis-a-vis les souches
P. mirabilis, E. coli et K. pneumoniae pour lesquelles ont trouvé une CMI d’environ de
12.5ug/ml.
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Glossaire

Antispasmodiques: sont des médicaments qui aident a traiter les spasmes musculaires. Il s'agit de
calmer ou de neutraliser des contractions involontaires des muscles. Ils sont souvent utilisés dans les
spasmes digestifs, les douleurs a type de coliques hépatiques ou néphrétiques et les douleurs utérines
de la femme.

Arbrisseau: une plante ligneuse se ramifiant dés la base. Généralement, il est rare qu'un arbrisseau
dépasse une hauteur de quatre a cing metres.

Aromathérapie: est une branche de la phytothérapie, traitement des maladies par des produits
dérivés des plantes.

Cellulite: est un phénomeéne physiologique complétement naturel. Des cellules graisseuses,
appelées adipocytes, sont stockées sous le tissu cutané et le déforment. La peau n'est plus lisse :
on dit qu'elle a un aspect « peau d'orange » ou qu'elle présente des capitons.

Chabrol: Faire chabrol (ou chabrot). Verser du vin rouge dans la soupe et boire ce mélange a
méme l'assiette. Se réconforter d'un chabrol. Chaque matin, il faisait chabrot, vidait une chopine
de rouge sur le bouillon, dans son écuelle.

Chlorose: est une décoloration plus ou moins prononcée des feuilles, due a un manque de
chlorophylle (qui permet la photosynthese et qui donne aux feuilles leur couleur verte). Le terme
est construit a partir du grec (chloros): jaune-vert.

Cohobation: Procédé de distillation basé sur le recyclage permanent de l'eau de distallation
pendant I'opération.

Décongestionner: Faire cesser la congestion d'un organe, du visage. Dégager un lieu de ce qui
I'encombre, le congestionne : Décongestionner une rue encombreée.

Dysménorrhées: est une douleur qui précede, accompagne ou suit la menstruation (les regles).
C'est une pathologie fréquente qui touche avec plus ou moins d'intensité 30 a 50% des femmes
en période d'activité génital.

Effets synergiques: Effet économique bien connu selon lequel la valeur de I'union de deux
entités est plus importante que la valeur de la somme des deux entités séparées.

Emménagogue: sudorifiqgue qui provoque ou augmente la sécrétion de la sueur. Si non
diaphorétique (rare), hidrotique. Plante, poudre, sirop, tisane sudorifique. La vipérine contient
du nitrate de potasse et on peut la consommer en infusion sudorifique.



Flatulences: est la production de gaz intestinaux, accumulés dans l'intestin ou l'estomac et
provoquant des ballonnements, qui peuvent étre expulsés hors du corps de fagon volontaire ou
involontaire par lI'anus ou la bouche.

Hypertenseur: Qui favorise l'augmentation de la tension artérielle. Médicament hypertensif.
Les glandes surrénales comprennent une partie centrale ou médullo-surrénale qui sécréte une
hormone hypertensive, I'adrénaline.

L’enzyme ATPase: Enzyme, de la famille des hydrolases, catalysant I'nydrolyse de I'ATP en
ADP et en phosphate inorganique, ce qui libere de I'énergie. Elle joue un réle important, entre
autres, dans le mécanisme d'action de la pompe a sodium

La ninhidrine: est un composé chimique utilisé pour colorer les acides aminés. Aussi appelée
nihydrine, elle permet de rendre les acides aminés primaires ou secondaires visibles en pourpre
Ou en jaune.

Molécules bioactives: Molécules qui possedent des propriétés biologiques ou des substances
biologiquement actives dans un but curatif ou préventif.

Pédiculose: est I'infestation de I'organisme par des poux, de petits insectes se nourrissant du sang
humain. Ce sont des ectoparasites, c'est-a-dire des parasites vivant a la surface de la peau, et
hématophages (qui se nourrissent de sang par piqares de leur hote).

Perturbation chémo-osmotique: déréglement dans un fonctionnement.

Phosphate inorganique: Le phosphore est un élément constitutif de tous les tissus de
I'organisme. L'hyperphosphorémie ou hyperphosphatémie correspond a l'augmentation du taux
sérique des phosphates inorganiques (exprimés en unités de phosphore).

Photocyclisation: Tout processus photochimique intramoléculaire conduisant a un systéeme
cyclique par la formation d'une nouvelle liaison simple, soit par un processus concerté (par
exemple, électrocyclisation) ou par des procédés a plusieurs étapes.

Photoisomérisation: Isomérisation d’un composé liée au rayonnement.

Phytosociologiques: est I'étude des associations végétales. En se basant sur des listes de
groupements de végetaux, cette science permet de décrire et de classifier la végétation d'un
milieu de fagon abstraite, mais souvent révélatrice des interactions entre les plantes et leur
milieu.


http://www.doctissimo.fr/principe-actif-7606-PHOSPHORE.htm
http://dictionnaire.doctissimo.fr/definition-organisme.htm
http://dictionnaire.doctissimo.fr/definition-hyperphosphoremie.htm
http://dictionnaire.doctissimo.fr/definition-hyperphosphatemie.htm
http://www.doctissimo.fr/principe-actif-6070-PHOSPHATES.htm

Syncopes: Une syncope est une perte de connaissance soudaine d'origine cardiaque, due a une
diminution de I'apport en oxygene au cerveau, qualifiée d'anoxie cérébrale.

Tennis-elbow: L'épicondylite latérale du coude, le tennis elbow ou I'épicondylalgie du coude
sont différents termes pour désigner la douleur a I'insertion des muscles épicondyliens en latéral
du coude souvent associée a un mécanisme de sur-utilisation des extenseurs du poignet.

Translocation: transfert anormal d’un segment de chromosome non analogue.



ANNEXES

Annexe n°= 01

Les zones d’inhibition d’HE de Rosmarinus officinalis sur E. coli
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Annexe n°= 02

Les zones d’inhibition d’HE de Rosmarinus officinalis sur P. aeruginosa
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ANNEXES

Annexe n°= 03

Les zones d’inhibition d’HE de Rosmarinus officinalis sur P. mirabilis
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Annexe n°= 04

Les zones d’inhibition d’HE de Rosmarinus officinalis sur K. pneumoniae
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Annexe n°= 05

Les zones d’inhibition d’HE de Rosmarinus officinalis sur S. saprophyticus
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Annexe n’= 06

CMI d’HE de Rosmarinus officinalis avec les souches bactériennes.
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Annexe n’= 07

Résultats de I’aromatogramme
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Annexe n°= 08

Résultats de la CMI
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Annexes n°= 09

Les porcentage de la composition chimique d’huile essentielle.
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Sériel: les composants chimiques d’huile essentielle du romarin.
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Etude de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle du Rosmarinus officinalis cultivée

a Jijel

Résumé

Rosmarinus officinalis est une plante tres abondante dans la wilaya de Jijel a I’Est algérien, elle est utilisée
en médecine populaire, cosmétique et phytopharmacie. L’extraction d’huile essentielle du romarin a été
effectuée par I’hydrodistillation.

D’apres les résultats obtenus on remarque que ; le rendement de huile essentielle est de 1’ordre de 0.6%
qui est conforme aux standards international; le composant majoritaire de notre huile est le 1,8 cinéole
(17.5%).

L’activit¢ de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis sur les cing souches bactériennes
(Escherichia coli, Pseudomonas aeuginosa, Proteus mirabilis, Klebseilla pneumoniae, Staphylococcus
saprophyticus) testée par la technique de I’aromatogramme et de la CMI montrent que le pouvoir
antibactérien de cette huile est trés important.

Mots clé: Rosmarinus officinalis, Huile essentielle, Activité antibactérienne, Aromatogramme,
1,8 cinéole.

Abstract

Rosmarinus officinalis is a very abundant species in the city of Jijel in the East of Algeria, it is used in
popular medicine, cosmetics and phytopharmacy. The extraction of essential oil from rosemary was carried
ou by hydrodistillation.

From the results obtained, it was noted that; The yield of essential oil was in the order of 0.6% which was
conformed with international standards, The major component of our oil is the 1,8 cineole (17.5%).

The activity of essential oil of Rosmarinus officinalis on five bacterial strains (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Klebseilla pneumoniae, Staphylococcus saprophyticus) tested
by the aromatogram and the MIC technique showed that the antibacterial activity of this oil was very
important.

Key words: Rosmarinus officinalis, Essential oil, Antibacterial activity, Aromatogram, 1,8 cinéole.
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