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Introduction

Depuis des milliers d'années, I'humanité a utilisé diverses ressources trouvées dans son
environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Actuellement, I’organisation
mondiale de la santé (OMS) estime qu'environ 80% des habitants de la terre ont recours aux
préparations traditionnelles a base de plantes en tant que soins de santé primaire (Lhuillier,
2007).

Parmi, les 25 composés pharmaceutiques les plus vendus au monde, 12 d'entre eux sont issus
de produits naturels. Cela signifie que le nombre de médicaments issus de produits naturels est
supérieur a celui issus de la chimie combinatoire ou plus de 10 000 molécules doivent étre
synthétisées puis testées afin de mener au développement d'un seul médicament (Bérubé, 2006).

Selon certains auteurs, les composés d'origine naturelle présentent I'avantage d'une tres grande
diversité de structures chimiques et ils possedent aussi un trés large éventail d'activités
biologiques (Bérubé, 2006).

Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues depuis
I’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20éme si¢cle pour que les scientifiques
commencent a s’y intéresser (Yano et al.,2006).

L’huile essentielle ou essence végétale, le liquide concentré et hydrophobe des composés
aromatiques volatils d'une plante. Il est obtenu par extraction mécanique, entrainement a la
vapeur d'eau ou distillation a sec. D’autres extraits végétaux sont obtenus par extraction
(Richard et al., 1985).

Cependant les huiles essentielles extraites de ces plantes possédent des propriétés biologiques
diverses et intéressantes par leur composition chimique riche en composés terpenes et en
composés non terpénique. Elles constituent une grande source d’agents antioxydants et
antimicrobiens naturels. (Paul et al, 2006).

Dans le présent travail, notre choix s’est porté sur le romarin (Rosmarinus officinalis), qui est
I’une des plantes les plus répandues en méditerranéen et particulierement en Algérie. Dans ce
travail, nous sommes intéressés a étudier 1’effet de I’huile essentielle de cette plante sur les
bactéries gram-négatives et gram-positives de certaines souches.

Le but de ce travail est d’évaluer 1’activité antibactérienne de I’huile essentielle du romarin
Rosmarinus officinalis L. dans différentes régions, sur quatre souches de bactéries
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli et Klebseilla pneumonaie.

Ce manuscrit se compose de quatre chapitres : du premier chapitre jusqu'au 2éme chapitre est
une synthese bibliographique qui donnera un apercu sur les différentes notions abordées dans
ce travail : Généralités sur la Rosmarinus officinalis L , généralité sur les huiles essentielles, Et
le troisieme chapitre est le travail pratique d'extraction des huiles et d'étude de son effet sur les
bactéries, et enfin le quatrieme chapitre est une discussion des résultats de notre étude avec les
résultats d'études précédentes pour d'autres articles.
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Chapitre 1 Rosmarinus officinalis L

1.1. Généralités sur la plante

1.1.1. Présentation de Rosmarinus officinalis L

R. officinalis L., populairement connu sous le nom de romarin, est une plante appartenant a la
famille des Lamiacées et originaire de la région mediterranéenne. Cependant, on le trouve
partout dans le monde. C’est une plante vivace et aromatique, en forme d’arbuste avec des
branches pleines de feuilles, ayant une hauteur allant jusqu’a deux metres et des feuilles vertes
qui dégagent un parfum caractéristique. R. officinalis peut étre utilisé comme €épice en cuisine,
comme conservateur naturel dans I’industrie alimentaire et comme plante ornementale et
médicinale (Jonatas et al,2019).

1.1.2. Classification scientifique

L'origine de son nom "Rose-Mary" vient de deux mots latins : "rhous” qui signifie "sumac”,
et "marinus” qui signifie "la mer." Certains I'appellent "anthos", dérivé d'un grec, mot qui
signifie « fleur ». Cette plante a un systeme racinaire fibreux (Andrade, 2018).

o Reégne : Plantes

o Sous-regne : Tracheobiontes
o Super division : Spermaphytes
o Division : Magnoliophytes
o Classe: Magnoliopsides
o Sous-classe : Astéridées

o Ordre: Lamiales

o Famille: Lamiacées

o Genre: Rosmarinus

o Espéce: Officinalis

o Nomenclature binomiale : Rosmarinus officinalis L.
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1.1.3. Répartition géographique

Le Romarin pousse spontanément dans le sud de I'Europe et est originaire du bassin
méditerranéen (aux altitudes faibles), en Provence et en Corse. Il remonte le long de la vallée
du Rhone, sur les contreforts « sud du Massif central et parfois sur les causses » de la région
Midi-Pyrénées. Il se retrouve dans les garrigues, maquis, pelouses séches ; souvent sur sols
calcaires (Leplat, 2017).

1.1.4. Description botanique

Le Romarin est un arbrisseau formant un buisson del m et plus, toujours vert, trés rameux et
tres feuille dés la base. Les feuilles persistantes Sant coriace, sessiles, linéaires, entieres,
enroulées par les bords, vertes et chagrinées en dessous, blanches tomenteuses en dessous. Les
fleurs bleues-péale ou blanchatres, subsessiles, Sant disposées en petites grappes axillaires et
terminales. Le calice est en cloche, bilabié, pulvérulent, nu a la gorge, a lévre supérieure ovale
et entiere inférieure a 2 labbes lancéolés. La corolle bilabiée tube saillant, est a levre supérieure
en casque bifide inférieure a 3 lobes, le moyen trés large et concave. Les 2 étalées, a filets
saillants munis vers la-bas petite dents, sont insérées a la gorge de la corolle. Les anthéres sont
lineaires et a une loge. Le fruit est un tétrakene a 4 carpelles obovales et lisses, dissimulés au
fond du calice (Ducerf,2008).

1.1.5. Effets thérapeutiques de Romarin

Le romarin contient de nombreux composés phytochimiques tels que le camphre, l'acide
rosmarinique, l'acide caféique, I'acide ursolique et I'acide butulonique. Et un certain nombre
d'antioxydants tels que l'acide carnosique et le carnosol.

En médecine traditionnelle, I'extrait et I'nuile de romarin des fleurs et des feuilles sont utilisés
pour traiter de nombreux troubles.

Tableau 01. Résultats recueillis sur les utilisations de Rosmarinus officinalis.L (Lucas, 2020).

Résultats

Activité anti-inflammatoire | A. L'acide carnosique inhibe NO.

B. Les plaquettes d'acide carnosique ont été inhibées.

C. Carnosol réduit la dermatite atopique.

D. L'extrait de romarin a montré une activité anti-
inflammatoire similaire a I'indométhacine.

Cancer de la peau A. L'extrait de romarin réduit le nombre, le diametre, le poids
et I'incidence des tumeurs et augmente la période de latence.
B. L'acide rosmarinique a montré une activité
caméoprotectrice.

C. L'acide carnosique a montré un effet protecteur contre le
mélanome.

Cicatrisation des plaies A. L'huile de romarin a montré une cicatrisation, une
angiogenese et des améliorations du tissu de granulation.

B. L'huile de romarin a accéléré la cicatrisation des plaies
chez les animaux diabétiques et non diabétiques.
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C. La créme au romarin a accéléré la cicatrisation des plaies.
Survie des lambeaux | A. L'huile de romarin a montré une amélioration de la survie

cutanés et de la viabilité des tissus, et la nécrose des tissus était plus
faible.

Effets transdermiques A. Les monoterpertenes, présentés dans I'huile de romarin,
favorisaient I'absorption cutanée.

Activité antifongique A. L'huile de romarin était capable d'inhiber la croissance de
C. albicans.

B. L'extrait de romarin était responsable de I'inhibition de la
croissance fongique.

Lipodystrophie ginoide | A. Une créme a l'acide carnosique était responsable d'une
(GLD, cellulite) amélioration de I'apparence de la cellulite.

Alopécie A. L'extrait de romarin a montré une croissance des cheveux.
Anti-age A. Le romarin a un forte capacité antioxydante.

B. Les nanoparticules d'huile essentielle de romarin ont
montré une plus grande capacité d'hydratation et améliorent

I'élasticité.
Protection  contre les | A. Les extraits de romarin et d'agrumes ont pu améliorer la
ultraviolets protection des cellules contre les UV.
B. L'extrait de romarin réduit les dommages cutanés causés
par le soleil.
Autres études A. Les métabolites secondaires présents dans l'extrait de

romarin ont montré des propriétés d'émulsion stabilisatrice.

1.2. Activité antibactérienne

Selon Weckesser et al (2007) ont examiné les effets antimicrobiens des extraits et des
composés isolés de certaines plantes, sur I’ensemble de 29 bactéries et levures avec pertinence
dermatologique. L’extrait obtenu par le dioxyde de carbone (CO2) supercritique du romarin, a
présenté un large spectre antimicrobien, la croissance de 28 sur 29 germes a été empéchée par
cet extrait. Le résultat montre que seule I’acide carnosique a une activité antibactérienne
(Weckesser et al,2007).
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Chapitre 2 Les huiles essentielles

2.1. Généralités

Les HEs sont fabriqués a partir des sucres issus de la photosynthese, par des cellules
spécialisées (ou secrétrices) situées le plus souvent dans les fleurs et les feuilles. Mais il est
aussi possible d’utiliser le fruit, le bois ou encore la racine du végétal considéré. L’huile
essentielle est un extrait pur et naturel de la partie odoriférante des plantes aromatiques (Lardry,
2007).

2.1.1. Définition

L'Agence francaise de normalisation : Agence Francaise de Normalisation (AFNOR) donne
la définition suivante (NF T 75-006) : " L'huile essentielle est le produit obtenu a partir d'une
matiére premiere végetale, soit par distillation a la vapeur d'eau, soit par des procédés
mécaniques a partir de I'épicarpe des Citrus, ou distillation séche ". L'huile essentielle est
ensuite séparée de la phase aqueuse par des moyens physiques.

Les huiles essentielles sont solubles dans I'alcool, I'éther et les huiles fixes, mais insolubles
dans I'eau. Ces huiles volatiles sont généralement liquides et incolores a température ambiante.
Elles ont une odeur caractéristique, sont généralement liquides a température ambiante (Dhifi
et al, 2016).

2.1.2. Propriétés biologiques et pharmacologiques

Rosmarinus officinalis est une herbe médicinale bien connue et largement utilisée dans les
produits pharmaceutiques et la médecine traditionnelle. 1l a fait I'objet de plusieurs études
validant ses effets antibactériens et d'autres investigations ont rapporté que les huiles
essentielles comme alternative naturelle pour controler les micro-organismes résistants aux
antibiotiques, il a également été étudié en déterminant la effet de divers processus de séchage
sur les composants volatils actifs et leurs bioactivités respectives telles que I'antioxydant basé
sur trois dosages antioxydants différents, les propriétés antidiabétiques et anti-age, et a montré
un grand potentiel en tant qu'anti-inflammatoire, antifongique et Il a également été rapporté que
les problémes de toxicité de I'huile essentielle de romarin sont connus a des concentrations
élevées représentées par des doses mortelles par des effets toxiques chez I'hnomme entrainant
des convulsions, de I'ataxie, des hallucinations et une nécrose hépatique, ainsi que les activités
cytotoxiques les plus fortes, ce qui signifie des effets anticancéreux (Diass, 2021).

2.1.3. Composition chimique

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et variables de constituants appartenant
exclusivement a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : les
terpénes volatils et les composés aromatiques dérives du phénylpropane (Lakhdar, 2015).

On retrouve plus d’un millier de composants chimiques dans les huiles essentielles. On
distingue :

2.1.3.1. Composes terpéniques
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I1 s’agit d’une famille de composés largement répandus dans le regne végétal. Ils sont formés
par la combinaison de 5 atomes de carbone (C5) nommeée : isopréne.

Ils sont classés selon : leurs fonctions et leur structure.

Il convient a souligner que seuls les terpenes de faible masse moléculaire (mono — et
sesquiterpenes) sont rencontrés dans les huiles essentielles (67) leur conférant un caractére
volatil et des propriétés olfactives (Pibiri, 2006).

2.1.3.2. Composes aromatiques derivés du phenylpropane

Sont beaucoup moins fréquents dans les huiles essentielles que les monoterpénes et
sesquiterpenes. Citons 1’acide cinnamique et 1’aldéhyde cinnamique, 1’eugénol, I’anéthole et
I’aldéhyde anisique, ainsi que le safrole.

Les lactones dérivées des acides cinnamiques, comme les coumarines, sont, pour la plupart,

entralnables par la vapeur d’eau et ainsi présentes dans certaines huiles essentielles
(Couic,2013).

Z. Aromatic compounds

. Terpenes
-Monoterpenes
Aldehyde Alcohol Phenol Pheml Carbure mnmmllc Carbure bicyclic
Cinnamaldehyde Cinnamy] alcohol Chavicol Eugenol Cymene ("y")orpeymene  Sabinene Alpha-pincoe Betapineae
N
0 CH, e
N\ N
N H ©/\/\0H J_@OH p
% = OCH, e
OH
Methoxy derivative Methoxy derivative Methylene dioxy compound Alcobol cycli Phenol

Anethole Estragole Slrole

J_<\—/>’°°H /—<_/>*OCH3 <ﬁ

3. Terpenoides (Isoprenoides!

Citroneliol Geranlol Carvacrol Thymol

/L\/\l/\ A W o

VOV

Sesquerpitenes
Ascandole Menthol esquerpitene

Carbure
Famesol

Alcohol
Caryophyllene

Figure 02. Structure chimique de certains composés des huiles essentielles (Bakkali et al,
2008).

2.2. Mode d’obtention de I’huile essentielle

Le choix de la technique dépend principalement de la matiére premieére : la fragilité de la plante
utilisée, la partie du végétal traitée et ses caractéristiques. Les quantités d’essences secrétées
par les plantes sont extrémement variables ainsi que le rendement « HE/matiere premiére
végétale », qui varie d’une plante a une autre : de 150 ppm a plus de 20%. La technique utilisée
conditionne les caractéristiques de I’huile essentielle, en particulier la viscosité, la couleur, la
solubilité, la wvolatilité,
(Desmares et al, 2008).

I’enrichissement ou [’appauvrissement en certains constituants



Chapitre 2 Les huiles essentielles

2.2.1. Techniques classiques

Pratiquée sous des différentes formes, la distillation est sans doute la méthode la plus
employée pour extraire les essences des plantes (Kone, 2001). Parmi ces techniques :

2.2.1.1. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

A la différence de I’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct I’eau et la
matiere végétale a traiter. De la vapeur d’eau fournie par une chaudiére traverse la maticre
végétale située au-dessus d’une grille fig.3.A. Durant le passage cette vapeur a travers le
matériel, les cellules éclatent et libérent 1’huile essentielle qui est vaporisée sous ’action de la
chaleur pour former un mélange « eau + huile essentielle ». Le mélange est ensuite condensé
dans le réfrigérant avant d’étre décanté dans I’essencier. Du fait de leur différence de densité,
les HE et 1’eau sont séparées en deux phases : phase liquide et phase organique et les HE sont
ensuite récupérées (Mnayer, 2014).

Le distillat aqueux qui subsiste apres la separation est appelé « eau aromatique », « hydrolat »
ou « eau distillée florale » (Desmares et al, 2008). L’absence de contact direct entre 1’cau et la
matiere végétale, puis entre ’eau et les molécules aromatiques évite certains phénomenes
d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité¢ de I’huile (Fadi, 2011).

2.2.1.2. Extraction par hydrodiffusion

C’est une variante de 1’entrainement a la vapeur. Elle consiste a faire passer un courant de
vapeur d’eau a tres faible pression a travers la masse végétale du haut vers le bas, en utilisant
la pesanteur comme force de déplacement de la vapeur fig.3.B (Bouhaddouda, 2015).
L’ hydrodiffusion présente 1’avantage de ne pas mettre en contact le matériel végétal et 1’eau.
De plus, une économie d’énergie due a la réduction de la durée de la distillation et donc a la
réduction de la consommation de vapeur (Fadi, 2011).
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Figure 03. Illustration présente 1’entrainement a la vapeur d’eau (A) et I’hydrodiffusion (B)
(Fadi, 2011)
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2.2.1.3. Extraction par hydrodistillation

L’hydrodistillation est 1’'une des procédés les plus simples et le plus anciens (Beneteaud,
2011). Dans ce procédé la matiere premicre a traiter est enticrement immergée dans 1’eau dans
un ballon fig.4.A (clevenger) lors d’une extraction au laboratoire ou dans un alambic fig.4.B
industriel qui est ensuite portée a ébullition.

La vapeur d’eau en s’échappant emporte avec elle 1’essence recherchée, les deux vapeurs se
concentrent au niveau du col de cygne de I’alambic puis s’acheminent par un serpentin refroidi
dans un circuit d’eau et se condensent afin d’étre recueillies dans un essencier.

La séparation entre eau et huile essentielle se fait par différence de densité, ce qui permet de
récupérer facilement I’huile essentielle.

Cette méthode est généralement utilisée pour les huiles essentielles dont les constituants
chimiques sont thermorésistants. Elle est aussi utilisée dans I’extraction des huiles a partir des
feuilles et des fleurs fraiches ou séchées (Bouhaddouda, 2015)

col de cygne

Thermometre ; >
i condenseur a
[ Fa LA serpentin
~— 33 t

' -~ 1 Réfrigérant & l'eau ‘ e
huile essentielle
chapiteau \ e
;_.I.‘;:EL__#\ b o essencier ou
i // \ 4 , IO I.[‘rnu\ ete vase florentin
Plante = _‘.,..,'u i Fau / graduée ) alambic
I- g : tucurbite . . siphon de cohobage
il == op 4
bouillante = Chauffe- = Huile
N ballon 1 essentielle — y
— =— Phase aqueuse & O 7 E
. i 8 i
| — B 1
—a ] e ,} H -

Figure 04 . Illustration présente 1’hydrodistilation par la technique Clevnger (A) et Alombic
(B) (Fadi, 2011)

2.2.2. Techniques récentes

Ce sont des techniques qui répondent a un bon nombre d’exigences actuelles en termes de
vitesse et d’automatisation utilisés pour obtenir les huiles essentielles ou d’autres composés des
plantes. Parmi ces techniques : ’extraction aux ultrasons et 1’extraction par micro-ondes.

2.2.2.1 Extraction assistée par microondes

Cette méthode permet de réaliser des extractions a pression atmosphérique du matériel végétal
frais ou un échantillon sec réhydraté. Elle consiste a placer le matériel végétal dans un réacteur
au sein d’un four micro-ondes. Le chauffage interne de I’eau intrinseque de la plante permet de
dilater ses cellules et provoquer la distillation d’un mélange d’eau/huile essentielle. Un systéme
réfrigérant situé¢ a I’extérieur du four a micro-ondes permet la condensation du distillat en
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continu, puis le mélange est dirigé dans 1’appareil de Clevenger ou les composes aromatiques
sont obtenus par simple séparation de phase. Pour I’extraction des autres composés végétale le
solvant permet d’attaquer la paroi cellulaire et la pénétre pour atteindre les composés d’intérét
(Destandau, 2013).

2.2.2.2. Extraction aux ultrasons

Les ultrasons sont des ondes mécaniques capables de se déplacer dans un milieu élastique a
une fréquence supérieure a la limite maximale d’audibilité de 1’oreille humaine (16 kHz). Les
ultrasons de puissance fonctionnant a une intensité entre 20 et 100 kHz sont utilisés pour
I’extraction des ardmes ainsi que d’autres molécules des plantes (Dolatowski et al, 2007).

Lorsque les ultrasons se propagent a travers un liquide, les oscillations des molécules
provoquent la formation des zones de compression et de dépression (raréfaction). Quand les
cycles de raréfaction augmentent, les forces maintenant la cohésion du liquide sont vaincues et
des bulles de cavitation apparaissent. Les bulles vont imploser a c6té de la surface du matériel
végetal et provoquer la rupture des membranes des cellules qui libérent leurs contenus a
I’extérieur fig.5 (Mnayer, 2014).
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Figure 05 . Illustration de 1’extraction par sonde ultrasonique (Mnayer, 2014).
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Chapitre 3 Matériels et méthodes

3.1. Matérieles et méthodes

Vu de la situation épidémiologique sanitaire cette année (covide 19), nous n’avions pas la
capacité de réaliser la pratique et nous sommes appuyés sur 1’analyse et la discussion avec
d’autres articles.

Les informations sur mémoire de référence dans I’annexe.

3.1.1. Matériel vegétale

Pour faire ce travail, nous avons sélectionné Les parties aériennes de Rosmarinus officinalis
qui ont été récoltées dans différentes régions de l'intérieur et de I'extérieur de I'Algérie a
différentes périodes de février, mai, juin et juillet.

Dans ces articles, la plante a été utilisée : dans I'étude de Mouas et al (2017) la plante a été
récoltée dans les regions de Blida et Djelfa, dans I'étude de Mihalian et al (2017) la plante a été
récoltée dans la région de Constantine, et dans I'étude de la Jordan et al (2013) elle a été
collectée dans 31 réserves sauvages appartenant a différentes zones climatiques biologiques de
la province de Murcie, et dans I'étude de Fadil et al (2018) la zone était a Taounate (Maroc), et
dans I'étude d'El Kameli et al (2019), la plante a été collectée dans la zone de Skoura Madaz
dans la partie centrale du nord du Maroc, et dans une étude de Boutabia et al (2016), il a été
collecté a partir de trois sites (Yukos, Draa Hamam et Amasha) en direction de Hammamet,
province de Dar Bir Moghadam Tebessa.

3.1.2. Matériels biologiques

A travers ces études, nous avons choisi étude, deux souches de bactéries pathogénes, Gram-
négatives (Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli) et deux Gram-positives (Enterococcus
faecalis et Staphylococcus aureus).

Ont été sélectionnées pour étudier l'activité des huiles essentielles sur leur activité.
3.2. Préparation de plante médicinale étudiée
Apres avoir cueilli le matériel végeétal (romarin), il est nettoyé et séché a l'air libre et a I'ombre.

e Il reste hors de I’humidité, a température ambiante.

e |l est gardé dans des sacs propres pour éliminer les impuretés.

e La matiére végétale est transportée au laboratoire de biologie pour commencer le
processus d’extraction.

e Avant I’extraction, les plantes sont écrasées manuellement avec du mortier.

3.3. Extraction

L'extraction des HEs a été réalisée au laboratoire pédagogique du département des sciences
biologiques a I’université de Tébessa par la méthode d’hydrodistillation.
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» Principe

L'hydrodistillation est la méthode la plus courante pour I'extraction des huiles volatiles. Cette
méthode est décrite dans la Pharmacopée Européenne 2005 et est réalisée a l'aide d'un appareil
de type Clevenger.

Elle est une méthode qui implique de faire bouillir la matiere végétale dans I'eau, en utilisant
une source de feu située sous le récipient. La matiére volatile est entrainée par la vapeur a travers

des tubes, puis refroidie. L'huile volatile est ensuite retirée du sommet de I’hydrolat (Atofani et
al, 2010).

» Mode opératoire

D’aprés Boutabia et al, (2016) ; Fadil et al, (2018) ; Jordan et al, (2013) ; Mehaliane et al,
(2017).

Les huiles essentielles ont été extraites de 50 g de parties aériennes séches par hydrodistillation
a l'aide d'un appareil de type Clevenger pendant 2 h. Les huiles obtenues ont été completement
séparées de l'eau sans ajouter de solvant et conservées dans des bouteilles en verre foncé
stérilisées a 4 ° C jusqu'a ce qu'elles soient utilisées pour le test d'activité antibactérienne. Les
extractions d'huiles essentielles ont été effectuées en deux a trois répétitions et les rendements
ont été calculés.
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50g de matériel végétal + 500 ml d’eau distillée

Ebullition pendant 2 h a I’aide d’un
chauffe ballon

Vapeurs chargées d’HE

Traversent le réfrigérant

Condensation

Séparation par différence de densité

{ Chuter dans une ampoule de décantation }

Huiles essentielles

Figure 07. Protocole d’extraction des HEs de partie aérienne Rosmarinus officinalis selon la
méthode d’hydrodistillation.
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3.4. Cinétique d'extraction

Le rendement d'extraction de I'huile essentielle a été calculé selon la formule suivante :

RENDEMENT MASSE DES HUILES ESSENTIALS RECUPERER (g) 100
= X
PRISE D’ESSAI DU MATIERE VEGETALE (g)

Ou la masse du matériel foliaire était de 100 g (Sui et al, 2011).

3.5. Etude de Pactivité antibactérienne

3.5.1. Méthode de diffusion sur milieu gélosé (Aromatogramme)
» Principe

L'activité antibactérienne est évaluée par la méthode d'aromatogramme qui permet de
déterminer la sensibilité des différentes espeéces bactériennes vis a vis de I’huile essentielle
donnée.

La méthode de 1’aromatogramme consiste a utiliser des boites de Pétri contenant un milieu
gélosé convenable, déja solidifié et inoculé de la souche microbienne testée. Des disques en
papier buvard, préalablement imprégnés de quantités connues d’huile essenticlle, sont alors
placés en surface de la gélose. Généralement, les microorganismes seront classés susceptibles,
intermédiaires ou résistants, selon le diamétre de la zone d’inhibition (Boutabia et al, 2016).

» méthode de diffusion du disque

D’aprés Boutabia et al,(2016) ; EI-Kamli et al, (2019) ;Jordan et al,(2013) ; Mehaliane et al,
(2017), MOUAS et al, (2017) .

Le test biologique de diffusion sur disque a été appliqué pour déterminer l'activité
antimicrobienne des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis. Les cultures bactériennes ont
été cultivées sur un bouillon nutritif a 37 ° C pendant 24 h et les inoculums avec 106 ufc / ml
ont été uniformément répartis et répartis de maniére homogéne sur la surface des plaques de
gélose Muller Hinton (Merck, Allemagne). Des disques de papier stérilises (disque Whatman),
de 6 mm de diameétre, ont été imprégnés d'huile essentielle (HE) et déposés sur les boites
ensemencées. Apres une période d'incubation de 24h a 37°C, les zones d'inhibition ont été
déterminées et exprimées en mm incluant le diamétre du disque. Les antibiotiques de référence
et les disques sans échantillons ont servi respectivement de témoins positifs et négatifs.
L'expérience a été réalisee et les valeurs moyennes ont été déterminées.

> Expression des résultats

La lecture se fait en mesurant le diametre de la zone d'inhibition autour de chaque disque en
mm au moyen du marqueur. Les résultats sont exprimés en fonction du diametre de la zone
inhibitrice.
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Sensibilité des souches
bactériennes

Non sensible ou résistante (-) Diamétre<8mm

Zone d’inhibition

Sensible (+) Diamétrecomprisentre9 al4mm

Trés sensible (++) Plametrecomprlsentre15
al9mm

Extrémement sensible (+++) Diamétre>20 mm

Sensibilité dessouches microbiennes en fonction des zones d’inhibition (Ponce et al,2003)
3.5.2. Analyse statistique

Afin d'effectuer une étude comparative de I'effet d'une HE sur les souches bactériennes, on a
utilisé le logiciel statistique graph Pad Prism?7.
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Chapitre 4 Résultats et discussion

Dans ce qui suit, nous avons discuté les résultats obtenus par :

Lamia BOUTABIA et al, Mouhcine Fadil et al, S. Mehalaine et al,A. Ouibrahim et al,Maria J.
Jordan et al, MOUAS Yamina, T. El Kamli.

4.1. Extraction et détermination du rendement

Afin d'obtenir une gquantité suffisante d'huile, le processus d'hydrodistillation a été répété a
I'aide d'un appareil Clevenger, sur la partie aérienne de la plante.

La couleur des huiles essentielles varie de claire au foncé et plus légéres que 1’eau. Elles sont
facilement liquides et volatiles.

4.1.1 Rendements

D’aprés le protocole expérimental, les valeurs de rendement des huiles essentielles de
Rosmarinus officinalis sont les suivantes :

Selon Boutabia et al (2016) I’opération d’extraction des huiles essenticlles du romarin dans

les trois stations de la région de Hammamet a permis d’avoir des rendements allant de 1.60 +
0.004 m1/100g MS a 2.29 + 0.041 ml/100g MS. Le tableau 02 regroupe les rendements obtenus
de chaque station d’étude.

Tableau 02 : Rendement en huile essentielle du romarin des stations d’étude

. Moyenne .
Station RHE1 RHE2 RHE2 mI/100gMS Ecart type
Station 1 (Youkous) 2.25 2.27 2.36 2.29 0.041
Station -2 (Draa |, g 157 1.63 1.60 0.004
Hammam)

Station 3 (Ammacha) 1.83 1.96 1.77 1.85 0.004

Selon Fadil et al (2018) Les résultats de la distillation des plantes ont indiqué que le rendement
en huile essentielle était de 2,3 % R. officinalis.

Selon les résultats de Jordan et al (2013), présentés dans la Fig.08, les caractéristiques
écologiques de la zone particuliére dans laquelle les arbustes de romarin sont cultivés affectent
I'nuile essentielle produite par ces arbustes. Ainsi, des différences statistiguement significatives
ont éte détectées entre les huiles essentielles obtenues a partir de plantes poussant dans la zone
thermo méditerranéenne inférieure (1,74 0,38%) par rapport aux niveaux d'huile extraite de
plantes des zones méso- et supra-méditerranéennes supérieures respectivement (2,44 1,26 et
2,58 0,75%). Ce phénomene pourrait étre attribué a certains facteurs environnementaux qui
pourraient stimuler la production d'huile essentielle par les plantes de romarin.
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Figure 08. Rendement en huile essentielle de romarin dans les différentes zones
bioclimatiques de la région de Murcie (Jordan et al 2013).

La différence de rendement peut s'expliquer par la différence de récolte dans les zones
géographiques résultant de différents facteurs biotiques et abiotiques tels que le climat, le type
de sol, I'age, la diversité génétique de la plante, le moment de la collecte ou encore la méthode
d'extraction de I'huile.

Cette différence de ratios est due a plusieurs facteurs dont le plus important est la méthode de
travail. Bien que le principe soit le méme, chacun a une méthode de travail particuliére.

Et les différentes conditions de conservation et de cueillette de la plante, le changement de
saison et le changement de lieu entrainent une modification de la composition chimique de la
plante, nous pouvons donc trouver des différences dans la composition chimique, et cela est
confirmé par la différence de rendement de I'huile extraite.

Des études menées sur des feuilles de Rosmarinus officinalis par Jordan et al (2012) extraites
dans trois zones spécifiques montrent des rendements en HE différents de 0,38 % et 1,26 %. Et
0,75 %. Donc les rendements en HE dépendent de la zone bioclimatique dans laquelle se
trouvent les buissons de romarin.

En revanche, le rendement en HE varie selon la zone d'étude. Selon Boutabia et al, (2016) Des
prospections ont été menées sur trois stations a Wilayah, Tébessa (Youkous, Draa Hammam,
Ammacha), avec des rendements de (1,60% a 2,29%) autorisés, et des rendements obtenus a

cet intervalle.
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C'est ce qui a été mentionné précédemment, la différence dans les régions est un facteur dans
la différence de rendement de I'huile extraite.

4.2, Etude I’effet antibactérien

La méthode de diffusion sur disque est la méthode de référence pour I’évaluation de 1’activité
antibactérienne permet le contact direct de I’HE avec la bactérie testée. L action inhibitrice se
traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque imprégné des extraits étudiés,
toutes les valeurs des zones d’inhibition sont exprimées en moyenne de trois essais + €cart type.

4.2.1. Evaluation de I'activité antibactérienne

D’aprés Boutabia et al, (2016) ; EI-Kamli et al, (2019) ; Jordan et al, (2013) ; Mehaliane et
al, (2017), MOUAS et al, (2017).

Dans une étude menée par MOUAS et al, (2017) qui testait I'effet de I'huile de romarin sur
des souches bactériennes, elle a donné des résultats, dans laquelle les huiles essentielles des
deux écotypes Blida et Djelfa ont inhibé la croissance de Staphylococcus aureus avec
respectivement 23,75 mm et 16,75 mm.

Quant a l'activité antibactérienne d'Escherichia coli, les résultats ont indiqué que I'huile
essentielle de I'écotype blida présente une activité antimicrobienne contre Escherichia coli
approximativement égale a celui de Djelfa, soit 9,25 mm et 9,5 mm, respectivement.

En outre, les résultats de I'activité antibactérienne d'Enterococcus faecalis ont été trouveés. Les
résultats indiquent que dans I'environnement terne, il montre une grande activité
antimicrobienne contre Enterococcus faecalis par rapport a I'huile de Djelfa avec des quantités
de 22,75 mm et 14,25 mm, respectivement.

Quant aux résultats d'une étude menée par El-Kamali et al, (2019) I'huile essentielle
Rosmarinus officinalis a montré une activité antibactérienne variable. Les résultats ont indiqué
que I'huile essentielle testée a montré des propriétés antibactériennes plus élevées que le études
MOUAS et al, (2017) ont donné une activité antibactérienne contre les bactéries Gram-
positives (17-27) mm par rapport aux bactéries Gram-negatives (15-23) mm.

On peut en conclure que I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis récoltée dans le Moyen
Atlas marocain (Skoura Madaz) représente une bonne efficacité comme antibactérien. Cela peut
étre dd au profil chimique de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis.

En ce qui concerne les Gram-négatifs, I'huile essentielle a montré un effet significatif sur E.
coli avec un diametre d'inhibition de 9,83 mm et K. pneumoniae avec un diamétre d'inhibition
de 9,50 mm.

Dans I'étude El-Kamali et al, (2019) L'huile essentielle de Rosmarinus officinalis a présenté
une activité antibactérienne variable, comme le montrent les zones d'inhibition (1Z). Les
résultats du test de diffusion sur disque ont indiqué que I'huile essentielle testée présentait une
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activité antibactérienne plus élevée contre les bactéries gram-positives (IZ 17-27) que contre
les bactéries gram-négatives (1Z 15-23).

Cette activité antibactérienne peut étre attribuée principalement aux constituants majoritaires,
car le mode d’action des composants mineurs des huiles essentielles est inconnu. Les huiles
essentielles ont généralement une plus grande activité antibactérienne que les mélanges de leurs
composants majoritaires, ce qui suggere que les composants mineurs sont essentiels a I’activité
synergique.

Selon Delaquis et al (2002) suggérent que ces composés (mineurs) induisent des différences
dans I’enveloppe des cellules des bactéries Gram positif. Il est bien connu que les bactéries
Gram positif sont plus sensibles aux huiles essentielles que les bactéries Gram négatif. La
grande résistance des bactéries Gram négatif est liée, en partie, a la complexité de leur
enveloppe cellulaire qui contient une double membrane, contrairement a la structure simple de
la membrane des bactéries Gram positif qui est dotée d’une couche de peptidoglycane coincée
entre la membrane plasmique et une assise externe constituée de lipopolysaccharides et de
protéines. Cette structure peut empécher la prise d’huiles ou protéger la couche peptidoglycane
vis-a-vis des huiles. Chez les bactéries Gram négatif, elle constitue une barriere
d’imperméabilit¢ aux substances hydrophobes, susceptibles d’entrer et d’empécher Ia
croissance des bactéries Gram positif. Pour Moussaid et al (2012), I’activité des principes actifs
serait liée aux conditions de séchage et de broyage de la plante. Elle dépend également de
plusieurs facteurs, dont le mode d’extraction et la concentration en principes actifs (Fertout et
al, 2016).
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Conclusion

Le présent travail est consacré a la détermination du rendement, et des propriétés
antibactériennes de 1’huile essentielle extraite de la plante Rosmarinus officinalis L.

Cette étude résume le travail bibliographique en ce qui concerne les caractéristiques du
romarin en tant que plante riche en substances qui peuvent lutter contre les activite bacterienne.
L’étude morpho-physiologique du Rosmarinus officinalis L présente qu’il fait partie de la
famille des Lamiaceae plante trés étendue dans le bassin méditerranéen. L’étude biochimique
montre que le romarin est une plante aromatique et médicinale trés riche en principes actifs
dont I’huile essentielle est un composant majeur, ce qui lui donne une importance économique
importante.

Les techniques d’extraction des dérivés de cette plante sont les mémes pratiquées pour toute
type de plantes aromatiques et médicinales. L hydrodistillation est la méthode classique la plus
courante, due a la simplicité de son protocole et ses rendements adéquats. Les résultats de cette
analyse chimique montrent que les principaux principes actifs sont les composés phénoliques
et les terpénoides (monoterpenes et sesquiterpénes) qui constituent pratiqguement la totalité de
la composition de I’HE du romarin. Quel que soit sur 1’échelle nationale ou régionale cette HE
montre une variabilité de proportions des composantes chimiques. Cela dépend majoritairement
de la race chimique (chimiotype) qui varie selon la réparation géographique mais aussi selon
les conditions de récolte et les procédés d’extraction. En revanche, le rendement est plus au
moins constant entre 1,5-3 % v/masse séche.

Les études citées précédemment révelent 1’efficacité de I’HE in vitro du romarin sur le type
bactérien. D’apres le test d’aromatogramme de I’HE sur les différentes souches testées, les
meilleurs résultats constates sont celui de EI-Kamali et al (2019) avec des halos d’inhibition de
27mm.

Pour faire suite a nos résultats et notre synthése, un travail applique est envisageable afin de
mettre en évidence par expérimentation et étude 1’effet des dérivées du romarin dans la lutte
contre les bacteries. Et la fabrication de produits qui contribuent biologiquement a I'effet sur les
bactéries, d'autant plus qu'il est cette plante du romarin connue et facile a récolter dans notre
territoire national.

Sachant que notre pays possede une formidable diversité biologique, chaque plante se
caractérise par un réservoir assez important d’huiles essentielles aux propriétés curatives et
pharmacologiques particuliéres qui necessitent leure exploitation par la recherche, a cet effet,
et comme perspectives nous vous proposons :

> Une identification de nouveaux composés d'huiles essentielles naturelles pouvant
répondre a differents problemes de santé et constituer une alternative aux médicaments
de synthése.

> Un développement de médicaments végétaux a activité antibactérienne.

> Orienter la recherche scientifique vers la réalisation d'études approfondies et
complémentaires de l'activité antibactérienne des composés huileux en général.
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Le but de cette étude est d'évaluer I'activité antibactérienne des huiles essentielles extraites de la plante de romarin
(Rosmarinus officinalis).

Les bactéries étant résistantes aux antibiotiques, c'est pourquoi des solutions ont été approchées en extrayant des
molécules biologiquement actives des plantes.

Un travail a été effectué sur quatre souches bactériennes, ou les résultats d'évaluation des huiles essentielles
testées avec un volume de 10 pl ont montré des effets d'importance variable en utilisant le milieu solide (méthode
du disque).

Nous concluons des résultats obtenus que la composition chimique des huiles et le type de bactéries testées sont
les principaux facteurs de la différence d'effet antibactérien.

Les mots clés : Rosmarinus officinalis, Activité antibactérienne, huiles essentielles, molécules actives, bactéries.
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The aim of this study is to evaluate the antibacterial activity of essential oils extracted from the rosemary plant
(Rosmarinus officinalis).

Since bacteria are resistant to antibiotics, that is why solutions have been approached by extracting biologically
active molecules from plants.

Work was done on four bacterial strains, where the evaluation results of the tested essential oils with a volume
of 10 ul showed effects of varying importance by using the solid medium (disc method).

We conclude from the obtained results that the chemical composition of the oils and the type of bacteria tested
are the main factors in the difference in the anti-bacterial effect.

key words: Rosmarinus officinalis, Antibacterial activity, essential oils, active molecules, bacteria.
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