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Résumé

Dans le but de valoriser les plantes aromatiques d’ Algérie, nous nous sommes intéressés
dans ce mémoire a I’étude des rendements et des activités biologiques (antioxydante,
antifongique) de I’huile essentielle d’une espéce végétale, a savoir : Rosmarinus officinalis
poussant spontanément dans la région de Mécheria.

Dans la premiere partie, nous avons prélevé 27 échantillons qui ont été soumis & une
simple hydrodistillation et a une hydrodistillation avec un appareil de type Clevenger. Cette
plante est riche en huile essentielle. Les teneurs obtenues sont trés variables, allant de 0,7% a
2,49% pour le mois de novembre et de 1,30 a 2,76% pour le mois de mai.

Ensuite, nous avons regroupé I’huile essentielle des différents échantillons de la méme
période pour avoir suffisamment d’huile essentielle et pouvoir effectuer les activités
biologiques. Ainsi, nous avons constitué trois échantillons « communelle » (E1, E2 et E3).
Nous avons également testés les activités biologiques de deux autres échantillons
« communelle » : EC1 et EC2, provenant de la région de Béchar.

La deuxieéme partie a été consacrée a I’étude des activités biologiques. Le pouvoir
antioxydant a été évalué par la méthode de la réduction du radical DPPH. L’échantillon
« communelle » E1, récolté en novembre s’est montré le plus actif, avec une Clso de ’ordre
de 14,48 + 1,06 mg/ml, mais qui reste faible par rapport au composé de référence, 1’acide
ascorbique (Clso = 0,02 £ 0,001 mg/ml). Enfin, nous avons testé I’activité antifongique de
I’huile essentielle de trois échantillons par la méthode de diffusion sur disque et la méthode du
contact directe en déterminant la concentration minimale inhibitrice, vis-a-vis de trois
champignons filamenteux. Les résultats obtenus ont montré qu’Aspergillus fumigatus s’est
avéré le plus sensible a I’huile essentielle du romarin des trois échantillons testés, avec des
diametres des zones d’inhibition variant de 39,0 et 47,3 mm, alors que Fusarium oxysporum
s’est révélé trés résistant a I’huile essentielle de I’échantillon E1, avec un diamétre de la zone
d’inhibition de 6 mm. Par contre, nous avons noté une bonne sensibilité pour Aspergillus
flavus vis-a-vis de I'huile essentielle de 1’échantillon EC2 avec un diametre de la zone
d’inhibition de 15,3 mm. Concernant la méthode de contact direct en milieu gélosé, tous les
échantillons testés se sont montrés actifs contre le champignon filamenteux : Aspergillus

fumigatus, avec une CMI de I’ordre de 3 pul/ml. Cependant, cette sensibilité reste modérée.

Mots clés : Rosmarinus officinalis L., Huile essentielle, Activité antioxydant, DPPH, Cls,

Pouvoir antifongique, Aromatogramme, CMI.



Abstract

In order to enhance the aromatic plants of Algeria, we were interested in this study to
evaluate the yields and biological activities (antioxidant, antifungal) of the essential oil of a
plant species, namely: Rosmarinus officinalis growing spontaneously in the region of
Mécheria.

The first part, we took 27 samples that were subjected to simple hydrodistillation and
hydrodistillation with a Clevenger type apparatus. This plant is rich in essential oil. The
contents obtained are very variable, ranging from 0.7% to 2.49% for the month of November
and from 1.30 to 2.76% for the month of May.

Then, we grouped the essential oil from the different samples from the same period to
have enough essential oil and be able to perform the biological activities. Thus, we have
constituted three samples (E1, E2 and E3). We also tested the biological activities of two
other samples EC1 and EC2, from the Béchar.

The second part was consecrated to the study of biological activities. The antioxidant
power was evaluated by the DPPH radical scavenging assay method. The "common™ E1
sample, collected in November, was the most active, with an ICso of the order of 14.48 + 1.06
mg/ml, but which remains low compared to the reference compound, ascorbic acid (ICso =
0.02 + 0.001 mg/ml). Finally, we were tested the antifungal activity of the essential oil of
three samples by the disc diffusion method and the direct contact method which determine the
minimum inhibitory concentration, against three filamentous fungi. The results obtained
showed that Aspergillus fumigatus was found to be the most sensitive to rosemary essential
oil of the three samples tested, with inhibition zone diameters of 39.0 and 47.3 mm, while
Fusarium oxysporum was found to be highly resistant to the essential oil of the E1 sample,
with an inhibition zone diameter of 6 mm. On the other hand, we noted a good sensitivity for
Aspergillus flavus against the essential oil of the EC2 sample with a diameter of the inhibition
zone of 15.3 mm. Regarding the method of direct contact in agar medium, all the samples
tested were active against the filamentous fungi, namely: Aspergillus fumigatus, with an MIC

of the order of 3 pl/ml. However, this sensitivity remains moderate.

Keywords: Rosmarinus officinalis L., Essential oil, Antioxidant activity, DPPH, ICsq,

Antifungal power, Aromatogram, MIC.
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Introduction

A travers les différents ages, les vertus des plantes occupaient une place importante dans les
rites religieux et les fétes, elles étaient a I’origine de nombreuses superstitions. Ceci a amené
I’homme a se servir des espéces végétales pour les intégrer dans son alimentation et également pour

se soigner.

Les propriétés thérapeutiques des plantes constituent une source inépuisable de substances a
activité biologique et pharmacologique tres variées. L’organisation mondiale de la santé a estimé
que plus de vingt milles espéces végétales a travers le monde sont utilisées par les différentes
populations, particulierement celle qui n’ont pas accés aux S0ins médicaux pour prévenir ou guérir

certaines affections (Hammad et Himed, 2020).

L’Algérie par sa position biogéographique bénéficie d’un climat trés diversifié, dotée d’un
patrimoine floristique estimé a 3 000 especes, tres peu explorees sur le plan phytochimique comme
sur le plan pharmacologique. Parmi les plantes médicinales les plus populaires en Algérie, on cite le
Rosmarinus officinalis connu sous le nom du Romarin qui pousse abondamment dans les régions

littorales, montagneuses et sahariennes.

Ce travail consiste a apporter notre modeste contribution scientifique pour la valorisation de
cette espece aromatique provenant du biotope de la Daira de Mécheria, dans la wilaya de Nadma.
L’objectif principal de recherche est d’une part, de déterminer les rendements en huile essentielle de
plusieurs échantillons récoltés a partir de pieds individuels et d’autre part d’évaluer les activites

biologiques : antioxydante et antifongique.

Dans ce cadre d’étude, nous avons structuré notre mémoire en trois grandes parties :

La premiére partie concerne une synthese bibliographique qui comporte trois chapitres
principaux. Le premier chapitre est consacré a une étude bibliographique concernant la description
botanique de l'espéce : Rosmarinus officinalis, les propriétés thérapeutiques et les travaux déja

effectués sur cette espéce végetale.

Dans la deuxiéme partie, nous présenterons le matériel et les méthodes utilisées dans cette

étude. Celle-ci est divisée en trois axes principaux.

Dans le premier axe, nous avons réalisé 1’extraction des huiles essentielles a partir des feuilles
de R. officinalis. Dans le deuxieme axe, nous nous sommes intéresses au calcul des rendements en
huiles essentielles de cette plante. Dans le troisieme axe, nous avons évalué les activités biologiques
de cette huile essentielle a savoir, le pouvoir antioxydant par le test DPPH" et le pouvoir

antifongique par contact direct et par la méthode de diffusion sur disque.
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Enfin, dans la troisieme et derniére partie du mémoire, nous avons rapporté les résultats
obtenus, concernant les rendements, I’étude des activités biologiques et la discussion de ces

résultats avec la littérature.

Ce mémoire s’achévera par une conclusion et des perspectives.




Synthése bibliographique

Premiére partie : Synthese bibliographique sur Rosmarinus officinalis
1. Description de la famille des Lamiacées
1.1. Généralités

Les Lamiacées (Figure 1) comprennent 7 000 especes dont l'aire de dispersion est
extrémement étendue, mais avec une prépondérance pour les régions meéditerranéennes :
thym, lavande et romarin caractérisent la flore des garrigues, les Lamiacées sont rares, par
contre, dans les régions arctiques et en haute montagne. C'est une famille trés homogeéne : une
Lamiacee est facile a reconnaitre (Dupont et Guignard, 2015).

1.2. Appareil végétatif

Ce sont des herbes ou des arbustes généralement aromatiques (Anonyme 1), a tiges
quadrangulaires (souvent renflées aux nceuds) se multipliant, en une méme saison, a l'aide de
rejets aériens (stolons ou rhizomes), en climat méditerranéen (Dupont et Guignard, 2015).

Les feuilles sont simples et toujours opposeées. Elles sont, chez les espéces vivant dans
les endroits secs, coriaces et présentent des adaptations leur permettant de réduire leur
transpiration (feuilles velues a limbe enroulé par-dessous, stomates enfoncés) (Dupont et
Guignard, 2015).

Ce sont des plantes a essence dont lI'odeur se dégage par simple attouchement. En effet,
la localisation des huiles essentielles est tres externe. Elles se forment dans des poils a essence
et se localisent sous la cuticule qui se souléve (Dupont et Guignard, 2015).

Toutes les espéces ont un appareil sécréteur a huile essentielle. Celle-ci s'accumule dans
une cellule évoluant vers la glande sécrétrice et, sauf par rupture de I'enveloppe par
frottement, ne sera séparée de la plante que par la sénescence des parties aériennes (Gilly,
2005).

1.3. Appareil reproducteur

Les inflorescences, situées a l'aisselle des feuilles supérieures, sont du type de la cyme :
d'abord bipares, puis unipares par manque de place. Elles sont fréquemment condensées en
glomérules et souvent, simulent autour de la tige un verticille de fleurs (Dupont et Guignard,
2015).

La corolle est typiquement bilabiée, d'ou le nom de Labiées donné par les premiers
botanistes : une levre est formée de deux pétales supérieurs, l'autre de trois pétales inférieurs
(Dupont et Guignard, 2015).

L'androcée est a quatre étamines didynames (2 longues et 2 courtes) mais on trouve

chez quelques rares Lamiacées tropicales, une cinquiéme étamine (la supérieure) et quelques
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genres dont les sauges, le romarin, n'ont plus que deux étamines (Dupont et Guignard,
2015).

Le gynécée, dispose sur un disque nectarifere toujours présent, comporte deux carpelles
soudés qui se subdivisent chacun par une fausse cloison en deux demi-loges, chacune
contenant un ovule. Le style unique qui semble partir de la base est dit gynobasique. Chez
quelques espéces tropicales primitives, le style est encore terminal, il est intermédiaire chez la
bugle (Dupont et Guignard, 2015).

Le fruit est un tétrakéne logé au fond d'un calice persistant, chaque demi carpelle

donnant naissance & un akene élémentaire (Dupont et Guignard, 2015).
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Figure 1 : Planche botanique représentant les symptomatiques de la famille des
Lamiacées (Anonyme 2)
26. Description de I’espéce Rosmarinus officinalis

Symbole de lI'amour, du mariage et de la mort, le romarin de I'Antiquité appartenant aux
cérémonies religieuses, entre en thérapeutique au X° siécle avec la médecine arabe, doté

d'indications rapportées par Ibn al Baytar (Fleurentin et Hayon, 2016).
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Le romarin est la francisation de Rosmarinus, qui en latin fait référence a cette plante
aromatique : Rosmarinus officinalis. Le nom vient du latin ros (ou rhus), sumac, et marinus,
marin, et signifie donc « sumac marin ». Le romarin pousse effectivement non loin de la mer,
mais sa ressemblance avec le sumac, Rhus coriaria est trés loin (Couplan, 2012).

2.1. Description botanique

Le romarin est un arbrisseau vivace de 1 & 2 metre de hauteur, touffu et trés rameux, a
feuilles subsessiles, coriaces, repliées en dessous (Rombi et Robert, 2007) jusqu’a 4 cm de
long enroulées au bord non piquantes, face supérieure vert foncé et face inférieure blanche
tres tomenteuse (Kremer, 2011). Les feuilles sont opposées, décussées et persistantes. Elles
sont sessiles, entiéres et linéaires. Les bourgeons axillaires se developpent latéralement,
formant des touffes de petites feuilles ou des rameaux feuillés. Le limbe est coriace, entouré
sur les bords, blanchétre et tomenteux en dessous, vert et chagriné dessus. L'épiderme
renferme de nombreux poils sécréteurs liberant I'essence sous la cuticule. L'odeur fraiche,
légerement camphrée, voisine de I'encens se dégage au froissement de la feuille (Arvy et
Gallouin, 2015).

La tige est un peu tordue, avec de nombreuses branches minces. La racine est pivotante
(Small et Deutsch, 2001).

Les inflorescences sont des épis de fleurs zygomorphes variant du bleu pale au blanc
lilas et tachés de violet, groupées en grappes denses axillaires ou terminales : calice
gamosépale 3-lobé, corolle tubuleuse a lévre supérieure en casque bilobé et levre inférieure
trilobée, androcée réduit a deux étamines (Rombi et Robert, 2007).

Les inflorescences de 1 cm de long, sont des petites grappes axillaires terminales. La
floraison a lieu de mars a juin et souvent, dans les régions méditerranéennes, jusqu'en
septembre (Arvy et Gallouin, 2015).

Les fleurs aux aisselles des feuilles, calices en clochettes, corolle bilabiée blanchatre a
bleu clair, parfois plus foncée et violette, levre supérieure trés retroussée (Kremer, 2011). La
corolle bilabiée, forme un tube saillant dépassant le calice (corolle gamopétale). La levre
supérieure, bifide, est formée par les 2 pétales dorsaux soudés. La levre inférieure est
composée des 3 pétales ventraux. Le lobe médian, trés large et concave, sert de « zone
d'atterrissage » pour les insectes pollinisateurs (Arvy et Gallouin, 2015). L'androcée posséde
2 étamines fertiles, a filets saillants insérés a la gorge de la corolle. Les anthéres sont linéaires
a une seule loge. La forme des étamines permet de rabattre la loge pollinique sur le dos de
I'insecte visiteur qui se couvre ainsi de pollen (Arvy et Gallouin, 2015). Le gynécée repose

sur un disque nectarifere. Il est formé de 2 carpelles soudés (Arvy et Gallouin, 2015).
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L'ovaire supére, posséde 2 loges contenant chacune 2 ovules (Arvy et Gallouin, 2015). Le

style trés long, est souvent recourbé vers la levre inférieure (Arvy et Gallouin, 2015).

La pollinisation est entomophile (Arvy et Gallouin, 2015).

Les fruits sont des tétrakenes lisses et globuleux. lls sont formés de 4 parties par le

développement de fausses cloisons. A maturité, chaque partie devient indépendante et

comparable a un akene dont la graine, exalbuminée, occupe tout le volume (Arvy et

Gallouin, 2015).

Photo 1 : Vue d’ensemble d’un pied de
I’espéce Rosmarinus officinalis
(Station de Béchar, le 12/04/2019)

Photo 2: Feuilles, et fleurs de
I’espéce Rosmarinus officinalis
(Station de Béchar. le 12/04/2019)

38. Systématique de I’espeéce Rosmarinus officinalis

Selon, I’APG III (Anonyme 3), I’espéce Rosmarinus officinalis est classée comme suit :

Classification phylogénétique APG IlI

Clade : Spermaphytes
Clade : Angiospermes
Clade : Dicotylédones vraies
Clade : Astéridées

Clade : Lamiidées

Clade : Lamiales

Famille : Lamiacées

Genre : Rosmarinus

Espeéce : Rosmarinus officinalis L.
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Nomenclatures vernaculaires
En Frangais : Encensier, herbe aux couronnes, romarin, romarin officinal.
En Arabe : EKlil, Klil, Lazir (Quézel et Santa, 1963 ; Goetz et Ghedira, 2012)
4. Répartition de I’espéce Rosmarinus officinalis
4.1. Origine et habitat

Le romarin est spontané dans les régions méditerranéennes ou il croit dans les terrains
calcaires, les lieux secs et arides du Midi, surtout au voisinage du littoral, en Corse; dans tout
le bassin méditerranéen (Figure 2), ou il fleurit toute I'année (Goetz et Ghedira, 2012).

Le romarin pousse aussi 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 (Iserin, 2007).

,\\\\‘ \ ’ ..'v .
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Figure 2 : Distribution géographique du Rosmarinus officinalis accordée au GBIF
(Anonyme 4)

5. Usages thérapeutiques du Rosmarinus officinalis

Le romarin en tisane de fleurs et de feuilles est un stimulant énergique, hépatique et
biliaire (cholagogue). Il a été préconisé aux convalescents et aux personnes souffrant de
dermites (eczéma) (Arvy et Gallouin, 2015).

Il est employ¢ aussi en médecine populaire pour stimuler le cceur, soulager les maux de
téte, faciliter le sommeil et traiter toute une gamme de maux, dont l'asthme, la calvitie, la
bronchite, les ecchymoses, le cancer, les frissonnements, le rhume, la toux, les pellicules, la
fievre, I'enrouement, I'hystérie, la tension nerveuse, les névralgies, les rhumatismes et les
entorses (Small et Deutsch, 2001).

En usage externe, c'est un sédatif léger des douleurs articulaires et musculaires. 11

possede des propriétés antiseptiques, anti-infectieuses, anti-inflammatoires et cicatrisantes. il
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est employé pour les soins des plaies, de certaines brllures peu graves et des dermites (Arvy
et Gallouin, 2015).

Le romarin est utilisé comme un stimulant cérébral. 1l soulage également la céphalée et
la migraine. Il est utilisé aussi, en cas d'évanouissement provoqué par l'insuffisance
circulatoire en raison de ses vertus hypertenseurs (Iserin, 2007).

Il est utilisé également, en tant que fortifiant en accélérant le rétablissement aprés une
maladie chronique ou un stress prolongé (Iserin, 2007).

Il stimulerait les glandes surrénales et se révélerait trés efficace pour le traitement de
I'asthénie (Iserin, 2007), il est efficace en tant qu'un stimulant physique et antidépressive. En
lotion, il soulage les douleurs rhumatismales (Iserin, 2007).

En médecine vétérinaire, le romarin a toujours été prescrit pour ses propriétés
désinfectantes en I’ajoutant a 1’eau de ringage de ’animale pour le protéger des puces (Arvy
et Gallouin, 2015).

Le romarin est peu utilisé en médecine moderne, mais son huile essentielle possede des
propriétés antibactériennes reelles. Des chercheurs étudient egalement I'efficacité du romarin
contre les indigestions, les troubles rhumatismaux et les probléemes circulatoires, et on peut
entrevoir de nouveaux usages médicinaux pour cette plante (Small et Deutsch, 2001).

6. Travaux antérieurs
6.1. Composition chimique de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis
L’huile essentielle est le produit noble résultant de la distillation d’une plante
aromatique, notamment celle du Rosmarinus officinalis qui a été une des premiéres a recevoir
la mention HE chémotypée, et qui est un véritable concentré de principes actifs (Tableau 1).
Il s’agit d’une huile essentielle riche en monoterpénes, principalement : I’a-pinene, le 1,8-
cinéole, le camphre et une quantité plus faible en camphéne et en bornéol (Figure 3), en
limonene, en acétate de bornyle et en verbénone décrite par Casanova et Tomi, 2018. En
effet, ces derniers ont établi une classification des compositions d’HE de romarin spontané,
poussant hors de la région de Corse et de Sardaigne qui comprennent principalement I’un ou
’autre des composés suivants : verbénone, a-pinene et acétate de bornyle :
% HE contenant I’a-pinene et la verbénone mais peu ou pas d’acétate de bornyle, se
trouvant a grande échelle en Italie, Espagne, Bosnie-Herzégovine, Hongrie, Algérie,
Tunisie, Egypte, Arabie Saoudite, Iran, Yémen, Alabama et Brésil ;

% HE de romarin dominée par la verbénone et I’acétate de bornyle avec une infime

partie d’a-pinéne, en provenance de : Hongrie et Egypte ;

10



Synthése bibliographique

R/
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HE de romarin dominée par la verbénone et également par I’a-pinéne et I’acétate de
bornyle : Ethiopie, Algérie et Portugal. Aussi, I’échantillon d’HE de romarin
appartenant a la station expérimentale en Pologne révele une teneur en verbénone
¢égale a 44,4% de la composition globale tandis que 1’a-pinéne ne représente que 3,2%
et que I’acétate de bornyle n’est pas mentionné. Les constituants de I’'HE de romarin
deTurquie, est soumise a des variations quantitatives phénoménales. Ainsi, la teneur
en verbénone du romarin d’Izmir varie de 4,4% a 43,5% entre mars et septembre. Il en
est de méme pour ’'HE du romarin de Canakkale qui atteint 45,2% de verbénone en
décembre puis chute jusqu’a 5,5% dans les mois qui suivent. De ce qui précede, 1l se
dégage que la teneur en o-pinéne ne dépasse pas 14,2% tandis que ’acétate de bornyle
est totalement absent (0,2-2,3%).

Par ailleurs, la classification proposee par Casanova et Tomi en 2018 en faisant abstraction

de quelques rares compositions inhabituelles :

Huile contenant plus de 40% de 1,8-cinéole, est originaire du Maroc, Tunisie, Turquie,
Grece, Yougoslavie, Italie et France.

Celle qui présente des teneurs comparables entre a-pinéne, 1,8-cinéole et camphre est
originaire de France, Espagne, Italie, Grece et Bulgarie. Par contre, en Portugal, au
sud de I’Espagne, et en Argentine, un autre composé est dominant, il s’agit du
myrcene.

En finalité, le romarin qui se développe a I’état spontané en Corse et en Sardaigne
produit une HE dont la composition est dominée par ’a-pinéne, I’acétate de bornyle et

la verbénone (Casanova et Tomi, 2018).
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Figure 3 : Structure des principaux composes dans I'huile essentielle de
Rosmarinus officinalis (Hafoud et Abed, 2020)

11
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Tableau 1 : Composés majoritaires identifiés dans I’huile essentielle du romarin collecté en Algérie, au Maroc et en Tunisie

Parties
utilisées

Lieu de récolte

Meéthode
d’extraction

Rendement

Composés identifiés

Références
bibliographiques

Algérie

Feuilles,
fleurs et
petites
tiges

Bordj Bou

Arrerid]

Hydrodistillation
de type Clevenger

1,5%

1,8-Cineole (52,4%), camphre (12,6%), a-pinene
(5,2%), p-pinéne (5,7%), p-caryophyllene (4,2%),
borneol (3,4%), camphene (3,0%), p-cymene
(2,2%), o-terpinéol (2,1%).

Boutekedjiret et al., 1998

Plante
entiere

(Portes de
Fer)

Bibans Bord]
Bou Arreridj

Hydrodistillation

Entrainement a la
vapeur d'eau

0,44%

1,2%

Hydrodistillation

1,8-Cinéole (31,9%), camphre (19,7%), o-
terpinéol (12,8%), bornéol (12,1%), terpinéol-4
(4,0%), linalol (3,9%), acétate de bornyle (3,1%),
p-caryophylléne (3,0%), a-pinéne (0,4%), hydrate
de sabinene (0,4%), camphene (0,3%), S-pinéne
(0,3%).

Entrainement a la vapeur d’eau

1,8-Cinéole (52,4%), camphre (12,6%), S-pinene
(5,7%), a-pinéne (5,2%), p-caryophylléne (4,2%),
bornéol (3,4%), camphene (3.0%), p-cymene
(2,2%), a-terpinéol (2,1%), myceéne (1,7%),
acetate de bornyle (1,1%), linalol (1,1%),
terpineol-4 (0,7%), y-terpinene (0,5%).

Boutekedjiret et al., 2003

Parties
aériennes

Oued Souf

Hydrodistillation
de type Clevenger

1,8-Cinéole (29,5%), 2-éthyl-4,5-diméthylphénol
(12,0%), camphre (11,5%), bornéol (9,4%), o-
terpinéol (9,2%), a-pinene (7,5%), camphéne
(5%).

Touafek et al., 2004

Parties
aériennes

Oued Souf

Hydrodistillation
de type Clevenger

1,8-Cinéole (29,5%), 2-éthyl-4,5-diméthylphénol
(12,0%), camphre (11,5%), bornéol (9,4%), -

Kabouche et al., 2005

12
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terpinéol (9,2%), a-pinene (7,5%), camphene
(5,0%), 2,7-diméthylocta-2,6-diénol (4,0%), pS-
pinéne (3,2%), acétate de bornyle (3,0%).

Parties Le Park 0,82% Camphre (14,6%), 1,8-cinéole (12,2%), p- | Djeddi et al., 2007
aeriennes | national El Caryophyllene (10,9%), bornéol (10,6%), p-
Hamma pinéne (8,5%), camphene (7,2%), a-pinéne
(5,4%), acétate de bornyle (5,3%), a-terpinéol
(5,2%), oxyde de -caryophyllene (3,1%), a-
Humuléne (3,0%), linalol (2,2%).
Feuilles et | Honaine, Hydrodistillation 0,8% Romarin spontanée Bekkara et al., 2007
fleurs Tlemcen de type Clevenger | (Spontané, a-Pinene (23,1%), camphre (15,3%), pS-pinéne
Honaine) (12,2%).
0,6% (Cultive, | Romarin cultivé
Tlemcen) Camphre (13,8%), a-pinéne (12,6%), cinéole
(11,82%), bornéol (10,8%).
Parties | Sétif Hydrodistillation 0,50% a-Pinéne (12,6%), 1,8-cinéole (13 ,5%), camphre | Zoubiri et Baaliouamer,
aeriennes de type Clevenger (11,8%), bornéol (9,4%), verbénone (8,3%). 2011
Parties | 5 stations : Hydrodistillation 0,35% Camphre (9,13 - 42,73%), eucalyptol (6,64 - | Lograda etal., 2013
aériennes | Bedjaia, Setif, | de type Clevenger | 0,20% 42,56%), a-pinéne (11,35 - 25,2%), camphéne
Bourdj Bou 0,30% (3,72 - 22,68%), bornéol (0,94 - 11,94%).
Arriradj, 0,10% ; 0,25%
Batna, Msila 0,15%
Feuilles et | Alger Hydrodistillation 0,89 - 1,8% Echantillon 1 Outaleb et al., 2015
fleurs de type Clevenger a-Pinéne (51,8%), camphre (7,8%), camphéne (6,

2%), 1,8-cinéole est présent a 1’état de trace.
Echantillon 2

a-Pinene (24,7%), camphéne (4,5%), camphre
(13,8%).

Echantillon 3

Camphre (32,0%), a-pinene (20,9%), camphene
(22%), 1,8-cinéole (9,5%).

13




Synthése bibliographique

Parties | 3 Stations Entrainement a la | 2,29% Echantillon 1 Boutabia et al., 2016
aeriennes | Youkous, vapeur d’eau 1,8-Cinéole (72,9%), camphre (17,2%), bornéol
Draa (4,2%), sabinene (2,4%), terpineol-4 (1,9%).
hammam, 1,60% Echantillon 2
Ammacha 1,8-Cinéole (32,6%), sabinene (15,9%), camphene
(Tébessa) (14,4%), bornéol (9,7%),
Pinocamphone (6,2%), camphre (4,5%), terpinéol-
4 (3,6%), a-pinéne (3,4%), a-terpinéol (3,3%), p-
cymene (1,6%).
1,85% Echantillon 3
1,8-Cineéole (32,8%), sabinene (16,0%), camphéne
(14,5%), bornéol (9,7%), pinocamphone (6,2%),
camphre (4,5%), terpinéol-4 (3,7%), a-pinéne
(3,4%), o-terpinéol (3,3%), p-cymeéne (1,6%), S-
pinéne (1,5%).
Feuilles et | Mascara Hydrodistillation 1,29% Verbénone (23,5%), camphre (22,4%), bornéol | Belkhodja et al., 2016
fleurs de type Clevenger (16,6%), eucalyptol (11,7%), linalol (6,4%), iso
pinocamphone (4,8%), a-terpinéol (3,3%).
Tébessa Hydrodistillation 1,8-cinéole (31,5%), a-pinéne (18,3%), camphre | Ksouri et al., 2017
Parties de type Clevenger (9,7%), a-terpinéol (9,4%).
aeriennes
Parties Djelfa Hydrodistillation 1,2% Camphre (39,7%), 1,8-cinéole (18,26%), a-pinéne | Lakhel et al., 2018
aeriennes de type Clevenger (13,19%), camphene (9,51%).
Blida Hydrodistillation 0,49% TW (tap water) eau de robinet Sarmoum et al., 2019
Parties de type Clevenger a-Pinene (18,22%), oxyde de caryophyllene
aeriennes (14,43%), eucalyptol (1,8-cinéole) (14,15%),
camphéne (12,21%), bornéol (11,16%), D-
verbénone (8,08%), acétate de bornyle (4,21%), S-
pinene  (3,51%), trans-verbénol  (4,88%),
iIsobutyrate de linalyle (3,12%).
0,48% NIR (sans irrigation)

14




Synthése bibliographique

a-Pinéne (17,43%), eucalyptol (1,8 cinéole)
(15,56%), D-verbénone (15,14%), camphre
(14,58%), bornéol (13,45%), camphéne (13,29%),
Linalol (3,00%).

0,33% Régime SW (Salt water) eau salée
a-Pinéne (17,00%), eucalyptol (1,8 cinéole)
(15,37%), bornéol (14,13%), camphre (13,72%),
dodécane  (8,42%), camphéne  (7,73%),
caryophyllene (5,80%), D-verbénone (5,023%),
acétate de bornyle (3,16%).
Parties | 15 régions Hydrodistillation 1,54 +£0,3% Echantillon 1-12 Hendel et al., 2019
aeriennes a-Pinene (14,9 - 21,0%), camphéne (15,1 -
22,4%), camphre (32,2 - 41,2%), 1,8-cinéole (1,8 -
8,8%), bornéol (1,4 - 4,3%).
Echantillon 13-15
a-Pinene (28,5%), camphéne (4,7%), 1,8-cinéole
(10,9%), bornéol (3,7%).
Partie Biskra Hydrodistillation Trans-Caryophyllene (14,8%), camphre (17,5%), | Zouaoui et al., 2020
aeriennes a-pinéne (9,7%), camphene (9,7%).
Parties Blida Hydrodistillation 1,6% a-Pinéne  (9,14%), camphéne (5,68%), a- | Zineddine etal., 2021
aeriennes Terpinéol (4,00%), p-pinéne (3,73%), linalol
(feuilles et (3,74%), acetate de bornéol (3,36%), S-myrcene
fleurs) (1,53%), delta-3-Carene (1,38%), p-mentha-

1,4(8)-diéne (1,22%), eucalyptol (18,58%), -
terpinene  (2,49%), terpinoléne (1,86%), o-
campholénal (1,51%), pinocarvone (1,58%), p-
menth-1-en-4-ol (2,06%), acétate de bornyle
(3,45%), verbénone (1,64%), cis-carvéol (0,84%),
caryophyllene (1,43%).
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Parties
aériennes

Brezina
Bayadh)

(El

Hydrodistillation
de type Clevenger

Eucalyptol (70,90%), bornéol (16,63%), o—pinéne
(10,52%), p-pinéne (5,77%), camphre (2,15%), a—
terpinéol (1,45%).

Benchohra et al., 2022

Maroc

Sommités
fleuries et
feuilles

Rabat

1,8-Cinéole (52,20%), camphre (10,08%), acétate
de carvoacétone (8,15%), pipéritone (6,68%),
géraniol (5,75%), a-pinene (4,21%), camphéne
(4,06%), linalol (3,37%), bornéol (3,75%), cis—3-
myrcene (2,61%), verbénone (1,86%), terpinéol-4
(1,71%), 3-octanone (1,49%), acétate de bornyle
(1,46%), R-caryophylléne (1,36%), p-cymene
(1,36%).

Maarif et al., 2008

Parties
aériennes

Angad
(Oujda)

Hydrodistillation
de type Clevenger

1,8%

1,8-Cinéole (43,99%), camphre (12,41%), a-pinene
(10,09%), p-caryophylléne (5,53%), f-pinene
(4,84%), camphéne (3,82%), bornéol (2,74 %),
limonene (2,07 %), p-cyméne (1,44), myrcene
(1,03%), y -terpinéne (0,99%), linalol (0,97%),
terpinéol-4 (0,85%).

Ait-Ouazzou et al., 2011

Parties
aériennes

Hydrodistillation
de type Clevenger

1,0%

Camphre (17,07%), verbénone (16,02%), bornéol
(12,05%), acetate de bornyle (11,58%), p-
caryophyllene (7,47%), santolinatriéne (4,63%),
aromadendréne (3,83%), a-fenchyl alcool (1,82%),
oxyde de caryophyllene (1,82%),

o-cadinéne (1,62%), 1,8-cinéole (0,84%).

Benazzouz et al., 2011

Feuilles

Taza

Hydrodistillation
de type Clevenger

0,86%

Menthol (38,83%), campholene (1,02%), a-pinene
(11,05%), bornéol (10,00%), camphéne (5,31%),
acetate de terpinényle (4,42%), sabinéne (1,72 %),
santolina-triene (1,48%), aldéhyde
d’aromadendréne (1,20%).

Chahboun et al., 2014

Feuilles

Biougra
(Agadir)

Hydrodistillation
de type Clevenger

1,9%

a-Pinéne (34,83 %), 1,8-cinéole (28,30 %),
camphre (10,54 %), camphéne (6,21 %), S-Pinéne

Mattazi et al., 2015
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(2,56 %), linalol (1,69 %), bornéol (1,64 %),
limonéne (1,43 %), acétate de bornyle (1,43%), S-
caryophyllene (1,05%), sabinene (1,04%), p-
cymeéne (0,67%).

Parties
aériennes

QOuezzane

Entrainement a
vapeur d’eau

la

2,7%

1,8-Cinéole  (23,673%),
bornéol (15,46%), a-pinéne (14,076%),
caryophyllene (8,666%), verbénone (4,687%),
camphéne (2,712%), acétate de bornyle (2,585%),
tricycléne (1,70%), terpinoléne (1,487%).

camphre  (18,743%),

Bouyahya et al., 2017

Feuilles

Loukous
Moyen Atlas

Hydrodistillation
de type Clevenger

2,73 +0,12%

2,3+0,17%

Echantillon 1

Camphre (21,33%), 1,8-cinéole (17%), a-pinéne
(9,19%), p-pinene (8,58%), camphene (7,44%),
caryophyllene (6,43%), acétate de bornyle (4,76%),
borneol (4,75%), terpinéol-4 (2,8%), p-Cymeéne
(2,44%), a-terpinéol (1,85%), sabinéne (1,56%), 3-
caréne (1,32%).

Echantillon 2

1,8-Cineole (46,23%), camphre (17,29%), bornéol
(6,84%), p-pinene (5,62%), a-terpineol (5,31%),
camphéne  (2,63%), caryophyllene  (2,3%),
terpinéol-4 (2,19%), acétate de bornyle (1,97%), a-
pinene (1,85%), linalol (1,54%), sabinéne (1,51%),
y -terpinéne (1,41%).

Hannour et al., 2018

Feuilles

Settat

Hydrodistillation
de type Clevenger

1,35+ 0,07%

1,8-Cinéole (37,06%), cyclofenchéne (13,53%),
camphre (9,26%), camphéne (8,02%), bornéol
(4,92%), p-Myrcene (3,50%), acétate de bornéol
(3,00%), a-terpinéol (2,87%), S-pinene (2,75%), O-
cymene (2,30%), caryophyllene (2,02%), terpinéol-
4 (0,80%), tricycléne (0,61%), y-terpinéne (0,41%).

Moussi et al., 2019

Feuilles

Taounate

Hydrodistillation
de type Clevenger

Caryophyllene (14,81%),
bicyclosesquiphellandrene (18,13%), terpinéol-4
(10,65%), bornéol (10,44 %), camphre (10,02%),

El Kharraf et al., 2021
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eucalyptol (7,81%), p-cymene (7,70%), S-myrcéne
(7,03%), p-pinéne (6,67%), camphene (6,09%), a-
pinéne (5,81%).

Feuilles

Taourirt

Entrainement a la

vapeur

1,8-Cinéole  (43,988%), a-pinéne (12,769%),
camphre (9,177%), S-pinéne (6,943%),
caryophyllene (5,001%), camphene (3,642%), o—
terpinéol (2,793%), bornéol (2,545%), D-limonéne
(2,219%), linalol (1,055%).

Oualdi et al., 2021

Parties
aériennes
(tiges,
Feuilles et
fleurs).

Khénifra

Extracteur
(Alambic)

pilote

1,2%

Eucalyptol  (44,97%), camphre  (10,79%),
caryophyllene (9,43%), a-terpinéol (3,25%), endo-
borneol (2,74%), 3-carene (2,53%), p-pinéne
(2,20%), a-pinéne (1,99%), terpinéol-4 (1,45%),
anthranilate de linalyle (1,20%), a-copaéne
(1,17%), y-muroléne (1,14%), S-terpinéne (1,11%),
D-limonéne (1,05%), humulene (1,06%).

Abdoul-latif et al., 2021

Parties
aériennes

Fés
Figuig

Hydrodistillation
de type Clevenger

1,35 + 0,04%

2,24 + 0,05%

Echantillon 1

a-Pinene (15,40%), camphene (9.16 %), pS-pinéne
(3,72%), o-terpinene (2,49%), p-cymene (4,15%),
1,8-cinéole (32,18%), p-myrcéne (4%), linalol
(1,37%), camphre (16,2%).

Echantillon 2

Bornéol (1,64%), a- terpinéol (7,36%), a-pinene
(51,19%), camphene (2,76%), p-cymene (1,09%),
1,8-cinéole (28,97%), f-myrcene (207%), camphre
(10,01%).

Elyemni et al., 2022

Tunisie

Feuilles

14 stations
Région : aride,
supérieure

semi-aride et

Extraction
solvant

par

1,8-Cinéole (20,34 - 45,79%), camphre (8,5
- 30,17%), a-pinéne (6,53-13,1%), borneol (3,73-
25%).

Zaouali et al., 2005
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humide
Feuilles | Kasrine Hydrodistillation 1,8-Cinéole (39,8%), camphre (13,21%), a-pinéne | Marzouk et al., 2006
(9,17%), p-myrcene (6,96%), terpinéol-4 (5,43%).
Feuilles | Cap bon, | Extraction par 1,8-Cinéole (35,3 - 60,4%). Zaouali et Boussaid.,
nord-ouest, solvant 2008
tunisien
Matmata
Feuilles | 6 stations Hydrodistillation 1,2-2,7% 1,8-Cinéole (23,3 - 59,1%), camphre (1,8 - 37,3%), | Zaouali et al., 2010
de type Clevenger Bornéol (1,4 - 17,5%), camphene (1,2 - 15,4%), a-
pinene (6,8 - 13,1%), a-terpinéol (1,7 - 6,1%).
Parties | Sidi Aich Hydrodistillation 1,8-Cinéole (35,32%), trans-caryophylléne | Kadri et Zarai, 2011
aeriennes (14,47%), bornéol (9,37%), camphre (8,97%), a-
pinene (7,9%), a-thuyone (6,42%).
Feuilles et | 8 stations Hydrodistillation 1,8-Cinéole (36,9 - 40,5%), camphre (25,8 Zaouali et al., 2012
fleurs de type Clevenger 30,2%), a-pinéne (13,1 - 13,3%), camphéne (10,8 -
12,4%).
Feuilles et | Hadjeb El | Hydrodistillation 1,8-Cinéole (50%), camphre (11,9%), o-pinéne | Mathlouthi et al., 2012
fleurs Ayoun (10,0%), p-pinene (6,5%), caryophyllene (3,9%),
camphene (3,7%), bornéol (3,5%).
Parties Beja, Sidi | Hydrodistillation Beja (1,8%) | 1,8-Cinéole (33,08 ; 37,75; 36,75%), camphre | Hcini et al., 2013
aériennes | Bouzid et | de type Clevenger | Sidi Bouzid | (18,13 ; 13,55; 15,57%), a-pinéne (9,23 ; 9,32 ;
(tiges et | Gabes (1,6%) 8,58%), a-terpinéol (8,17 ; 6,79 ; 6,98%), bornéol
feuilles) Gabe (1,4%) | (548; 4,08; 4,49%), camphéne (5,07; 4,18;
5,58%), p-cymeéne (2,42 ; 3,11 ; 2,67), pour Beja,
Sidi Bouzid et Gabes, respectivement.
Feuilles | Korbous Hydrodistillation 0,71% 1,8-Cinéole (47,5%), a-pinene (14,9%), camphre | Amri et al., 2014

de type Clevenger

(14,1%), bornéol (13,1%).
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Parties | Sfax Hydrodistillation 1,8-Cinéole  (23,56%), camphéne (12,78%), | Jardak et al., 2017
utilisées de type Clevenger camphre (12,55%), pS-pinéne (12,3%), y-terpinéne
non (7,56%), oxyde de caryophylléne (5,02%).
précisées
Les 13 Stations Hydrodistillation 1,8-Cinéole (29,11 - 60,44%), camphre (5,88 - | Yeddes et al., 2018
feuilles | Région aride, | de type Clevenger | 2,33 -2,70% | 27,95%), a-pinéne (6,76 - 12,60%), camphene (1,61
superieure 1,52-1,58% | -12,87%), borneol (2,63 - 12,61 %).
semi-aride et 1,17 -1,27%
humide
Feuilles et | Seliana Hydrodistillation 1,2% 1,8 Cinéole (54,60%), camphéne (12,27%), a- | Ben Kaab et al., 2019
fleurs de type Clevenger pinene (7,09%).
Parties | Shikha Hydrodistillation 1,8-Cineole (37,6 et 47,2%), camphre (7,1 et | Moumni etal., 2020
aeriennes | Fahs 13,3%), a-pinéne (7 et 19,4%), verbénone (4,4 et
24,9%).
Feuilles | 8 stations Hydrodistillation 1,13-1,69% | 1,8-Cinéole (44,75 - 57,88%), camphre (9,27 - | Ben Abada et al., 2020
de type Clevenger 18,99%), a-pinéne (9,18 - 13,66%), bornéol (tr -
13,21%), camphene (3,1 - 4,69%).
Feuilles | Djebel Hydrodistillation 1,50 £ 0,12% | 1,8-Cinéole (52,06%), a-pinéne (15,35%), camphre | Aouadi et al., 2021
Chaanbi de type Clevenger (7,69%).
Feuilles | Zaghouar Hydrodistillation 2,85% 1,8-Cinéole (25,26 + 7,71%), camphre (29,46 £ | Yeddes et al., 2022

de type Clevenger

4,92%), o-pinene (12,34 = 1,83%), camphene
(11,63 + 2,03%), bornéol (5,05 £ 0,53%).
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6.2. Activités biologiques de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis

Les propriétés biologiques de Rosmarinus officinalis ont fait 1’objet de plusieurs
études :

6.2.1. Activité antioxydante

En 2010, Zaouali et al. ont étudié I’activité antioxydante de I’HE de six échantillons du
romarin récoltés dans différentes stations, par plusieurs méthodes : le piégeage du radical 2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH), le blanchiment du p-carotene, le pouvoir chélateur des
ions ferriques et le pouvoir réducteur de I’ion ferrique (FRAP). Les résultats obtenus par le
test DPPH et par le blanchiment du S-caroténe ont montré une bonne activité antioxydante,
avec des Clso variant entre 1,1 £ 0,0 et 7,0 £ 0,5 pg/ml, respectivement, plus importante que
celle du controle positif (BHT : Clso = 21,0 pug/ml).

De méme Kadri et Zarai (2011) ont déterminé I’activité antioxydante de I’'HE du
romarin par différentes méthodes : le piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle
(DPPH), le blanchiment du p-caroténe, le pouvoir chélateur des ions ferriques et le pouvoir
réducteur de 1’ion ferrique (FRAP). Le résultat du pouvoir antioxydant obtenu par le
blanchiment du p-caroténe (Clso = 27,28 pg/ml) est comparable au composé de référence
(BHT, CI50 = 20,00 pg/mL). Par contre, une faible activité antioxydante a été rapportée par
les autres méthodes : DPPH, CI50 : 110,20 ug/ml contre 40,50 pg/ml pour BHT ; FRAP,
CI150 : 38,68 pg/ml contre 13,80 ug/ml pour BHT).

En 2017, Bouyahya et al. rapportent que I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis
posseéde une bonne activité antioxydante déterminée par le test du blanchiment du g-caroténe,
avec un Clso de 85,74+7,57 pg/ml, comparable a celle du trolox (85,45 + 1,36 pug/ml) mais
plus faible que celle de I’acide ascorbique (47,63 + 0,58 ug/ml) qui sont utilisées comme
composés de référence. Par contre, ils ont montré un faible pouvoir antioxydant testé par
DPPH, avec une CI50 : 523,41 + 8,25 ng/ml contre 43,72 + 0,32 pg/ml pour BHT.

Par ailleurs, en 2018, Lakhel et al. rapportent que I’huile essentielle de Rosmarinus
officinalis posséde une activité antioxydante (par le test de DPPH) trés faible par rapport aux
antioxydants de référence. Ils avancent une Clso de ’ordre de 3,4838 + 0,42 (mg/ml) contre
0,0086 + 0,0005 mg/ml, 0,006 + 0,0001 mg/ml, 0,0046 + 0,0003 mg/ml pour le BHT, BHA et
la vitamine C, respectivement.

En 2019, Hendel et al. ont testé I’activité antioxydante par le test du DPPH de 15
échantillons récoltés dans plusieurs wilaya de I’est de 1’Algérie. Six échantillons se sont
montrés trés actifs (Clso varient entre 120,4 + 2,21 et 176,8 + 15,92 pl/ml), avec un pouvoir

antioxydant plus important que celui du trolox (Clso= 185,21 + 7,23 pl/ml). lls rapportent
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également dans une autre étude, un fort pouvoir antioxydant, avec une Clsg de ’ordre de 3,53
pg/ml, nettement supérieure a celle du BHT Clso= 21,21 pg/ml) (Hendel et al., 2016).

De méme, Yeddes et al. (2018) ont déterminé I’activité antioxydante de 13 échantillons
de I’huile essentielle du Rosmarinus officinalis récoltés dans plusieurs stations en Tunisie. Les
résultats obtenus par les tests DPPH et FRAP, ont montré un fort pouvoir antioxydant avec
des Clso trés faibles variant entre 2,98 et 5,48 mg/ml pour le test de DPPH. Yeddes et al. en
2022 rapportent également que ’HE du romarin originaire de Tunisie a une forte activité
antioxydante évaluée par trois méthodes différentes: DPPH, FRAP et
blanchissement par du g-caroténe, avec des Clso de ’ordre de : 3,87 £ 0,21, 3,88 + 0,02, 20,80
+ 0,02 (ug/ml), respectivement.

le test du

Enfin, Benchohra et al. en 2022 avancent que I’HE de romarin a montré une activité
antioxydante moderée, avec une Clso = 18,04 + 1,15 pg/ml par comparaison au standard, 7,24
+ 0,97 pg/ml.

6.2.2. Activite antimicrobienne

Selon la littérature, I’activité antimicrobienne a fait I’objet de plusieurs études reportées

dans le tableau 2.

Tableau 2 : Activité antimicrobienne selon la littérature

Méthodes . . ] Réferences
o Souches microbiennes Résultats . .
utilisées bibliographiques
Contact direct | Bacillus subtilis /
(CMI) Enterobacter aerogenes >128 pg/mi Kabouche et al.,
Escherichia coli >128 pg/mi 2005
Klebsiella pneumoniae 0,625 pg/ml
Proteus mirabilis > 128 pg/ml
Pseudomonas aeruginosa 2,5 pg/ml
Salmonella typhimurium /
Serratia marcescens /
Staphylococcus aureus >128 pg/mi
Contact direct CMI (ul/ml) CMB (ul/ml)
(CMI, CMB) Staphylococcus aureus 160 250 Marzouk et al.,
Staphylococcus epidermidis 125 250 2006
Micrococcus luteus 180 250
Bacillus / /
Escherichia coli 67 125
Pseudomonas aeruginosa 250 400
Méthode de | Escherichia coli 15-18 mm Zaouali et al., 2010
diffusion sur | Pseudomonas aeruginosa 7.5 mm
disque Klebsiella pneumoniae 12 - 16,5 mm
CMI Staphylococcus aureus 9,5-14 mm
6 échantillons Bacillus subtilis 10,5 -15,5mm
Bacillus cereus 12 - 14 mm
Staphylococcus epidermis 9-115mm
Streptococcus faecalis 9-10,5mm
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Contact direct CMI (ul/ml) CMB (ul ml) | Ait-Ouazzou et al.,
(CMI, CMB) Salmonella enteritidis 15,0 >30,0 2011

Escherichia coli >30,0 >30,0

Pseudomonas aeruginosa >30,0 >30,0

Staphylococcus aureus 15,0 >30,0

Enterococcus faecium >30,0 >30,0

Listeria monocytogenes 5,0-30,0 10,0- >30,0
- Méthode de CMI Mathlouthi et al.,
diffusion sur | Lactobacillus plantarum / / 2012
disque Lactobacillus rhamnosus / /
- Contact direct | Lactobacillus reuteri / /
(CMmI) Enterococcus faecium / /

Enterococcus fecalis / /

Lactobacillus salivarius / /

E. coli / /

Salmonella indiana 8 mm 4,4 mg/ml

Listeria innocua 11 mm 8,8 mg/ml

Bacillus subtilis 9 mm 8,8 mg/mi

S. aureus / /
Méthode de | Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, | 8,7-16,3 mm Ouibrahim et al.,
diffusion sur | Staphylococcus epidermidis, Enterococcus 2013
disque avium,  Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Salmonella, Klebsiella oxytoca,

Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,

Enterobacter sp, Citrobacter  freundii,

Acinetobacter baumanni, Serratia marcescens,

Salmonella sp., Shigella sp., Providencia

alcalifaciens.
Méthode de | Enterobacter cloacae 8-13mm Lograda et al.,
diffusion sur | Staphylococcus aureus 8 -40 mm 2014
disque Escherichia coli 8- 20mm

Pseudomonas syringae 0-9mm

Salmonella sp 7-13mm

Serratia liquefaciens 10 - 15 mm

Serratia marcescens 8-15mm

Shigella sp 10 - 20 mm

Escherichia coli 12 mm Chahboun et al.,
Méthode de | Enterobacter 22 mm 2014
diffusion sur | Pseudomonas aeruginosa
disque Acinetobacter baumanni 20 mm

Klebsiella pneumonia 12 mm

Proteus vulgaris 16 mm

Staphylococcus aureus 18 mm
Méthode de | Escherichia coli 12,66 £ 0,79 mm Mattazi et al., 2015
diffusion sur | Salmonella sp. 15,33 +£1,9 mm
disque Pseudomonas aeruginosa 10,5 + 0,86 mm

Klebsiella pneumonia 145+ 1,32 mm

Enterococcus aerogenes 24,3 +1,12 mm

Micrococcus luteus 30 +£2mm

Bacillus subtilis 36 £ 2 mm

Staphylococcus aureus 13+ 1,5mm
Méthode de | Staphylococcus aureus 15,3-18,1 mm Boutabia et al.,
diffusion sur | Escherichia coli 14,7 - 17,2 mm 2016
disque Acinetobacter sp 13-15mm
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3 échantillons
Contact direct | Candida albicans 23,99 - 31,08 pg/ml Ksouri et al., 2017
(CMI)
Méthode de | Staphylococcus aureus 23,75 mm 16,75 mm. Mouas et al., 2017
diffusion sur | Enterococcus faecali 22,75 mm 14,25 mm
disque Bacillus cereus 17,25 mm 13,75 mm
2 échantillons Escherichia coli 9,25 mm 9,5 mm

Pseudomonas aeroginosa / /
Contact direct CMI (ul/ml) CMB (ul/ml) | Jardak et al., 2017
(CMI, CMB) Staphylococcus aureus 1,25 5

Staphylococcus epidermidis 0,312 2,5
Contact direct CMI (mg/ml) CMB (mg/ml) | Bouyahya et al.,
(CMI, CMB) 1 1 2017

Escherichia coli 2 2

Staphylococcus aureus 0,5 0,5

Listeria monocytogenes 2 /

Proteus mirabilis / /

Pseudomonas aeruginosa 1 1

Bacillis subtilis
Méthode de | Klebsiella Pneumonia 13 £ 0,51 mm Lakhel et al., 2018
diffusion sur | Escherichia coli 06 £ 00 mm
disque Bacillus subtilis 17 £ 0,25 mm

Staphylococcus aureus 22 + 0,54 mm

Pseudomonas aeruginosa 28 + 0,46 mm
Méthode de CMI Hendel et al., 2019
diffusion des | Staphylococcus aureus 9-10,3mm (0,25 et > 2%)
disques et | Escherichia coli 11,3-17 mm
Contact direct | Aspergillus niger 11-14,6 mm
(CMI) A. westerdijkiae 10,6-14,3 mm

A. flavus /

A. parasiticus 7,3-8,6 mm

Penicillium sp. 7 -8,6 mm

P. frequentans 8-9,3mm

Fusarium oxysporum 7,3-12,6 mm

Alternaria alternata 7-11mm

Candida albicans 7,3-13,6 mm

Saccharomyces cerevisiae /
Contact direct CMI (ul/ml) CMB (ul/ml) | Moussi et al., 2019
(CMI, CMB) Staphylococcus aureus 1,67+0,44 10,67 + 3,56

Escherichia coli 1,33+0,44 13,33 £ 3,56

Pseudomonas aeruginosa 42,67 +14,22 85,33 + 28,44
Contact direct A6 ul/ml Ben kaab et al.,
(CMI) Fusarium oxysporum 100% 2019

Fusarium culmorum 95%

Penicillium italicum 85%
Méthode de (mm) CMI (mg/ml) CMB Moumni et al.,
diffusion sur (mg/ml) 2020
disque Pseudomonas 8,3-6 225-91 455 -182
- Contact direct | aeruginosa 8,7-77 22,75-455 | 22,75-91
(CMI, CMB) Salmonella enterica 11 - 15,3 11,38-455 | 22,7-182
2 échantillons Escherichia coli 10-10,3 22,75-455 455 -91

Staphylococcus aureus 19,3-25,3 22,75-91 22,75-91

Bacillus subtilis
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Méthode de | Staphylococcus aureus 25,46 mm Abdoul-latif et
diffusion sur | Enterococcus faecalis 23,91 mm al., 2021
disque Bacillus cereus 12,62 mm

Escherichia coli 7,35 mm

Pseudomonas aeruginosa 5,71 mm
Contact direct CMI (ug/ml) CMB (pg/ml) | Elyemni et al.,
(CMI, CMB) Staphylococcus aureus 0,625 ; 0,625 1,25; 1,25 2021

Bacillus subtilis 0,315; 1,25 0,625; 2,5

Escherichia coli 1,25;25 255;5

Pseudomonas aerugenosa 2,5,;50 5;>10

Candida albicans 0,315 0,625 1,25;1,25

Aspergillus niger 1,25:;25 2,5:50

Alternaria alternata 1,25; 1,25 2,5;25
Méthode de CMI (ug/ml) Zineddine et
diffusion sur | Pseudomonas fragi 20 mm 0,37 al., 2021
disque et contact | Staphylococcus epidermidis 8 mm 0,75
direct (CMI) Escherichia coli 9 mm 0,37
Contact  direct | Escherichia coli 2 mg/ml
(CMI, CMB) Pseudomonas aeruginosa 2 mg/ml Yeddes et al.,

Enterobacter aerogenes 2 mg/ml 2022

Campylobacter jejuni 2 mg/ml

Salmonella enteric 2 mg/ml

Bacillus subtilis 1,11 mg/ml

Enterococcus faecalis 1 mg/ml

Staphylococcus aureus 2 mg/ml
Méthode de | Candida albicans 18 - 15 mm Benchohra et
diffusion sur | Escherichia coli 18 - 7mm al., 2022
disque Pseudomonas aeruginosa 16 - 10 mm

Staphylococcus aureus 18- 11 mm

Bacillus 19-6 mm

6.2.3. Autres activités

En 2014, Amri et al. ont réalisé une étude sur Dactivité insecticide vis-a-vis

d’Ectomyelois ceratoniae. Ils avancent que I’'HE du R. officinalis possede une bonne activité

insecticide de (90-100% d’inhibition) contre E. ceratoniae. Ainsi, elle peut étre utilisee

comme une potentielle source de pesticides bioécologiques.

Hannour et al. (2018) ont réalisé aussi une étude sur I’activité insecticide des deux HEs

de R. officinalis. Ces huiles essentielles provoquent la mort de I’insecte Bruchus rufimanus,

par fumigation.

Ben Kaab et al. (2019) ont démontré que I’HE du Rosmarinus officinalis présente une

bonne activité herbicide. A 5 mM, elle inhibe la germination des graines de Trifolium

incarnatum, de Silybum marianum et de Phalaris minor. C’est une nouvelle stratégie de lutte

biologique contre les plantes nuisibles et les mauvaises herbes.

Bouyahya et al. (2017) ont testé I’activité antileishmanienne de I’huile essentielle du

romarin contre trois espéces : Leishmania major, L. infantum et L. tropica. lls avancent que
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les résultats obtenus ont montré une activité tres intéressante, avec des Clso variant entre 1,2
+ 0,36 et 3,5 £ 0,83 pg/ml plus efficace que celle du composé de référence, a savoir :
glucantime (Clso> 10 pg/ml).

En 2022 Benchohra et al. ont testé I’activité anti-inflammatoire de I'HE du
Rosmarinus officinalis in vivo, par le test de l'eedéme de la patte de la souris induit par la
carraghénine. Ils avancent que I’HE de romarin a un effet anti-inflammatoire élevé a une

concentration égale a 600 mg/kg, comparable a celui du diclofénac.
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Partie expérimentale

1. Matériel végétal

Pour valoriser la flore médicinale algérienne, nous nous sommes proposées dans cette étude,
d'évaluer les activités biologiques (antioxydante et antifongique) de I’huile essentielle des feuilles
d’une plante médicinale algérienne, a savoir : Rosmarinus officinalis qui pousse spontanément, dans
la région de Mécheria.

Des parties aériennes de Rosmarinus officinalis ont été collectées dans une seule station a
Mécheria (Djebel Antar) de la wilaya de Naama qui se situe a I'ouest de I'Algérie (Figure 4). La
cueillette a été réalisée sur 2 périodes différentes, a la fin de la floraison. L’échantillonnage a été
effectué sur 17 pieds individuels en mois de novembre 2021 et 10 pieds individuels en mois de mai
2022,

Aprés la récolte, les parties aériennes de R. officinalis ont été séchées a I’air libre et dans un
endroit aéré pendant 10 jours.

L'identification de cette plante a été réalisée par le Dr B. Babali (Laboratoire d’écologie et
gestion des écosystemes, université de Tlemcen). Un spécimen de référence a été déposé au

Laboratoire des « Produits Naturels » (Département de Biologie, université de Tlemcen).
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Figure 4 : Situation géographique du lieu des prélévements de Rosmarinus officinalis
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2. Extraction des huiles essentielles
L’extraction d’huile essentielle de Rosmarinus officinalis a été effectuée par la méthode

d’hydrodistillation. C’est une technique simple et plus répandue. Nous avons utilisé deux types
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d’appareillage : un appareil de type Clevenger (photo 3) et un appareil d’hydrodistillation simple
(photo 4).
Le principe consiste a immerger les feuilles séchées directement dans 1’eau, puis 1’ensemble

est porté a ebullition pendant 2 heures.

Photo 3 : Dispositif d'extraction des huiles Photo 4 : Dispositif d'extraction des
essentielles par hydrodistillation avec un huiles essentielles par simple
appareil de type Clevenger hydrodistillation

Les vapeurs chargées d’HE, traversent le réfrigérant et se condensent ainsi avant de chuter
dans une ampoule a décanter. L’huile se sépare par la suite de I’eau par la différence de densité.

Aprés extraction et pour éviter leur dégradation, due a I’action de I’air ou de la lumiére, les
huiles essentielles étaient conservées dans des piluliers en verre sombre a 4 + 1° C a ’abri de la

lumiére.

3. Calcul des rendements en huile essentielle
Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse d’huile
essentielle obtenu et la masse du matériel végétal séche a traiter. Le rendement est calculé par la

formule suivante :
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Rdt% = M/Mo*100

e Rdt% : Rendement en huile essentielle
e M : Masse d’huile essentielle récupéré (g)

e Mo : Masse de matiére végétale a traiter (g)

4. Etude des activités biologiques de I’huile essentielle du romarin

Nous savons désormais que, depuis I'Antiquité et sur tous les continents, les plantes ont
toujours tenu une place prepondérante dans l'art de guérir. Selon les cultures et les époques, elles
ont été exploitées sous différentes formes, de diverses maniéres et pour les usages les plus variés
(Buronzo, 2008).

Si l'aromathérapie se nomme ainsi depuis moins d'un siecle, les huiles essentielles sont
utilisées a des fins thérapeutiques, cosmétiques ou culinaires depuis des millénaires, par différentes
civilisations. Aujourd'hui, elles sont souvent vues comme des produits de cosmétique et de
parfumerie naturels, domaines dans lesquels elles sont dailleurs souvent employées. Il ne faut
toutefois pas oublier que si I'aromathérapie est, comme son nom l'indique, une thérapie du corps et
de I'esprit fondée sur les arébmes, elle ne repose pas uniquement sur les odeurs, mais sur tout un
ensemble de composants chimiques. Les traitements par aromathérapie concernent uniquement des
huiles essentielles pures, extraites des plantes de fagon naturelle (Huete, 2007).

Dans ce contexte, nous nous sommes proposé d’étudier le pouvoir antimicrobien et
antioxydant de 1’huile essentielle de Rosmarinus officinalis. Ainsi, pour avoir une quantité
suffisante afin de pouvoir réaliser les activités biologiques, nous avons mélangé les huiles

essentielles des différents échantillons de la méme période.

4.1. Activité antioxydante de I’huile essentielle

Dans cette partie, nous avons utilisé la méthode du piégeage du radical libre DPPH (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyle) pour déterminer I’activité antioxydante de I’huile essentielle de R.
officinalis en utilisant I’éthanol comme solvant.
4.1.1. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle)

Le test DPPH repose sur la théorie qu’un donneur d’hydrogéne est un antioxydant ; Le radical
DPPHe, de coloration violette et qui présente une bande d’absorption caractéristique a 517 nm,
accepte I’hydrogéne qui est cédé par I’antioxydant pour former le DPPH (Figure 5). L’effet de

I’antioxydant est proportionnel a la disparition du radical DPPH et a la décoloration de la solution
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du violet au jaune, facilement mesurable par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 517 nm.

(Sarr et al., 2015).
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Figure 5 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH

Le protocole utilisé repose sur la méthode expérimentale rapportée par Kouame et al. en
(2017). 2,5 ml de diverses concentrations (256, 128, 64, 32, 16, 8 et 4 mg/ml) de I’huile essentielle
préparée dans de 1’éthanol absolu, sont ajoutés a 1 ml d'une solution éthanolique de DPPH" a 0,03
mg/ml. Pour chaque concentration, un blanc a été préparé. En parallele, un contrble négatif est
préparé en mélangeant 2,5 ml d'éthanol absolu avec 1 ml d’une solution éthanolique de DPPH".
Aprés incubation a I’obscurité pendant 30 min et a température ambiante, la lecture des absorbances
est effectuée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotometre.

L’activit¢ de I’huile essentielle a été comparée & l'acide ascorbique en tant que controle
positif.

L'activité de piégeage des radicaux libres DPPH en pourcentage (%) a été calculée en utilisant
la formule suivante :

% d’inhibition = [(Acontrole — Atest) / Acontrole] X 100

Avec : Acontrole : Absorbance du contréle (nm) ; Acest : Absorbance du test effectué (nm)

La concentration de I’huile essentielle nécessaire pour la réduction de 50% de la concentration
initiale du DPPH" (Clso), a été calculée a partir du graphique tracé en pourcentage d'inhibition en

fonction des concentrations en huile essentielle.

4.2. Activité antifongique des huiles essentielles
4.2.1. Provenance des germes

Les souches pathogénes (Tableau 3) utilisées ont été choisis pour leurs fréquences élevées a
contaminer les denrées alimentaires, leurs résistances courantes a différents antifongiques et pour

leur pathogéniciteé.
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Tableau 3 : Origines des souches fongiques utilisées pour I’étude du pouvoir antimicrobien
des huiles essentielles

Champignons Code Origine
(Molsissures)
Aspergillus flavus MNHN 994294 MNHN
Aspergillus fumigatus ~ MNHN 566 MNHN
Fusarium oxysporum MNHN 963917 MNHN

MNHN : Muséum National d’Histoire Naturelle (Paris)
4.2.2. Mise en culture des souches

Une préculture des souches microbiennes est préparée afin d’obtenir une phase exponentielle
de croissance. Les suspensions de spores de moisissures, (préparées a partir d’une culture de 7 jours
ayant atteint le stade de sporulation sur milieu PDA (Potato Dextrose Agar) sont ajustées a 10°
spores/ml, ce qui correspond a une transmittance de 68-82% (A = 530 nm) (Pfaller et al., 1998).
4.2.3. Méthodes d’étude du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles

La technique utilisée pour déterminer le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles a une
grande influence sur les résultats. Des difficultés pratiques viennent de 1’insolubilité des
constituants des HEs dans I’eau, de leur volatilité et de la nécessité de les tester a faibles
concentrations. A 1’heure actuelle, ’activité antimicrobienne in vitro d’une substance peut étre mise
en évidence par un grand nombre de techniques classiques, aussi bien en milieu solide qu’en milieu
liquide (Fernandez et Chemat, 2012).

Les techniques choisies pour la détermination de I’activité antimicrobienne des huiles
essentielles, portaient d’une part sur la caractérisation du pouvoir antimicrobien et d’autre part, a
quantifier ce pouvoir en termes de concentration minimale inhibitrice.

Dans un premier temps, nous avons testé les huiles essentielles vis-a-vis des souches
microbiennes par la méthode de diffusion. Ensuite, nous avons déterminé la concentration minimale
inhibitrice (CMI) en milieu solide.
4.2.3.1. Détermination de P’activité antifongique par la méthode de diffusion sur disque
(aromatogramme)

Cette méthode qualitative teste la sensibilité ou la résistance des micro-organismes par contact
direct avec les huiles essenticlles. C’est une méthode qui est généralement utilisée pour la
présélection de l'activité antimicrobienne des HEs, car le diametre d'inhibition n'est pas une mesure
directe de l'activité des HEs mais une indication qualitative de la sensibilité ou de la résistance des
germes.

Un disque de papier filtre de 6 mm de diamétre imprégné de 15 pl d’huile essentielle et de 5

ul de DMSO est déposé sur la surface d'un milieu gélosé¢ en boite de Pétri (3 disques parboite)
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préalablement ensemencées en surface en nappe avec 1 ml de suspension microbienne (10*
spores/ml pour les moisissures) pendant 10 a 15 min. L'excédent de I'inoculum est éliminé par
aspiration.

Le milieu de culture utilisé est le milieu PDA (Potato Dextrose Agar).

Les boites sont laissées 1 h a tempeérature ambiante puis retournées et incubées a 25 °C
pendant 3 a5 jours.

Les germes se développent et sont visibles a I’ceil nu pendant I'incubation de sorte qu'un halo
clair autour du disque indique l'inhibition de la croissance microbienne, dont le diamétre de ce
dernier dépend de la sensibilité aux huiles essentielles et est mesuré en mm, disque inclus.

En parallele, la sensibilité des souches microbiennes, vis-a-vis de : fluconazole (FLU. 25
ug/disque) et ’amphotéricine B (AMB 20 U/disque) a été testée comme contrble positif et du
DMSO (20 pl/disque) comme contrble négatif.
4.2.3.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices par la méthode de contact
direct en milieu gélosé

En bactériologie médicale, les souches microbiennes sont caractérisées par rapport a leur
résistance ou a leur sensibilité aux antimicrobiens par le biais de deux valeurs : le diametre
d'inhibition et la concentration minimale inhibitrice (CMI). La CMI est la plus petite concentration
d'antimicrobien ou d'extrait capable d'inhiber la croissance microbienne. La CMI est la plus faible
concentration requise pour 1'inhibition compléte de I'organisme test en 24 ou 48 heures d'incubation
(Fernandez et Chemat, 2012).

Pour déterminer les CMIs des huiles essentielles vis-a-vis des souches sensibles, nous avons
utilisé la méthode de contact direct en milieu gélosé. L’huile essentielle est déposée dans des boites
de Pétri afin d'effectuer une gamme de concentration de 1 a 3 pl/ml dans le milieu PDA pour les
champignons filamenteux, avec pour chaque concentration, son équivalent en DMSO. Le mélange est
alors homogénéiseé et ensuite refroidi. Aprés une durée d'incubation de 3 a 5 jours a 25 °C, la lecture

des résultats se fait par la présence ou l'absence de la croissance microbienne.
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Parmi le répertoire des plantes médicinales, nous avons choisi de valoriser 1’espéce
végétale : Rosmarinus officinalis, pour 1’originalité de sa prescription par les tradipraticiens de
tout le bassin méditerranéen. Cette plante contient un grand nombre de composants chimiques
qui ont des intéréts multiples mise en avantage dans I’industrie, en alimentation, en
cosmétologie et en pharmacie.

En Algérie, au Maroc et en Tunisie, divers travaux ont été réalisés sur la composition
chimique de cette espece végétale. En effet, nous avons dénombré dans la littérature une
centaine de publications qui décrivent la composition chimique de I’huile essentielle de
Rosmarinus officinalis de diverses origines.

En Algérie, plusieurs travaux ont étudié la composition chimique de cette espéce
vegétale. Le 1,8-cinéole, le camphre, 1’a-pinene sont les composés majoritaires les plus
fréquemment identifiés avec une tres forte variation du point de vue quantitative, d’autres ne
sont cités que rarement. De méme, il y a eu beaucoup d’étude sur les activités
antibactériennes. En revanche, les pouvoirs antioxydant et antifongique ont été tres peu
étudies. De plus, a notre connaissance, le Sahara a fait I’objet d’une seule étude de la
composition chimique et des activités biologiques (antibactérienne et antioxydante) de I’huile
essentielle du romarin.

Ainsi, 1’objectif de notre travail est d’une part de déterminer les rendements en huile
essentielle des feuilles de Rosmarinus officinalis récolté dans une région steppique des hautes
plaines occidentales, a savoir Mécheria et d’autre part d’évaluer les activités biologiques
(antioxydante et antifongique) de I’huile essentielle de cette plante.

Nous avons préleve 27 échantillons sur des pieds individuels et sur deux périodes
différentes : 17 échantillons en novembre 2021, et 10 échantillons en mai 2022.

1. Extraction des huiles essentielles

L'extraction des huiles essentielles a partir des feuilles seches de Rosmarinus officinalis
a ete réalisé par simple hydrodistillation et par hydrodistillation avec un appareil de type
Clevenger. Les huiles essentielles obtenues sont de couleur jaune clair, avec un aspect liquide
et caractérisé par une forte odeur.

2. Calcul des rendements
Les rendements en huile essentielle sont calculés par rapport a la quantité de la matiere

végetale séche et sont représentés dans les figures 6, 7, 8 et 9.
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Figure 6 : Rendements (%) en huile essentielle de Rosmarinus officinalis de la
station de Mécheria (novembre 2021)

Selon la figure 6, nous avons constaté une importante variabilité des rendements en
huile essentielle en mois de novembre, allant de 0,7 a 2,49%.
La teneur en huile essentielle la plus élevée (2,49%), a été observée pour 1’échantillon 9

et la plus faible (0,7%) pour I’échantillon 2.
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Figure 7 : Rendements (%) en huile essentielle de Rosmarinus officinalis de la
station de Mécheria (mai 2022)

En revanche, une variabilité moins importante a été observée pour les rendements en
huile essentielle de Rosmarinus officinalis récolté en mois de mai, allant du 1,3 a 2,76%.
L’échantillon 08 est trés riche en huile essentielle avec un teneur de ’ordre de 2,76%, alors

que le rendement en huile essentiele de 1’échantillon 2 est le plus faible (1,30%).
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Figure 8 :

Comparaison entre les rendements en huile essentielle de Rosmarinus officinalis de la

station de Mécheria sur les deux périodes de récolte

D'aprés nos résultats, nous avons remarque que le romarin est tres riche en huile

essentielle. En comparant les rendements en huiles essentielles des échantillons récoltés sur

les deux périodes, nous avons constaté que les teneurs en huile essentielle obtenues en mai
2022 (1,3 - 2,76%) sont plus importants que celles obtenues en novembre 2021 (0,7 - 2,49%)

(Figure 8).

Cette variabilité est présente entre les échantillons prelevés pendant la méme période et

entre les deux périodes de prélevement. En effet, la moyenne des rendements obtenue en mois

de mai est de ’ordre de 2,3%, nettement supérieure a celle obtenue en mois de novembre

(1,71%) (Figure 9).
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Figure 9 : Moyennes des rendements en huile essentielle de Rosmarinus officinalis

relatives aux deux périodes de récolte

Par comparaison de nos résultats avec ceux des travaux antérieurs, nous avons constaté

que nos rendements (0,7 - 2,76%) sont comparables a ceux cités dans la littérature (0,71 -
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2,73%). Cependant, certains auteurs rapportent des rendements trés faibles variant entre 0,21
et 0,50% (Boutekedjiret et al., 2003 ; Zoubiri et Baaliouamer, 2011 ; Lograda et al.,
2013 ; Sarmoum et al., 2019). De méme, une autre étude rapporte également un rendement
faible de I’ordre de 0,6% pour le romarin cultivé dans la région de Tlemcen. En revanche,
Yeddes et al. en 2022 avancent un rendement pour un échantillon de provenance de Tunisie,
de I'ordre de 2,85% plus important aux teneurs obtenues pour nos échantillons.

Par ailleurs, le rendement obtenu pour 1’échantillon 3 (novembre 2021) est comparable
a ceux rapporteés par Boutekedjiret et al en 2003 et Lakhel et al. en 2018, de I’ordre de 1,2%
pour des échantillons de Rosmarinus officinalis collectés a Bordj Bou Arreridj et a Djelfa,
respectivement.

De méme, une étude rapportée par Djeddi et al. en 2007 montre que les parties
aeriennes de Rosmarinus officinalis récoltées dans le parc national EI Hamma ont fourni un
rendement de l'ordre de 0,82% qui est comparable a notre échantillon E13 (novembre 2021) :
0,85%.

En outre, nos rendements (échantillons 8, 13 et 17 : 2,29 ; 0,85 ; 1,34%, respectivement,
récoltés en novembre 2021) sont tres proches de ceux rapportés par Hannour et al. (2018),
Chahboun et al. (2014) et Elyemni et al. (2022) pour des échantillons de romarin récoltés au
Maroc (2,30 ; 0,86 et 1,35%, respectivement).

De méme, les échantillons 3, 4, 5 et 7 récoltés en mai 2022 ont présentés des teneurs
similaires (1,82 ;2,71 ; 2,25 ; 1,9%) avec celles de Ait-Ouazzou et al. en 2011, Bouyahya et
al. en 2017, Elyemni et al. en 2022 et Mattazi et al. en 2015 (1,8; 2,70 ; 2,24 ; 1,9%,
respectivement).

Face a ces résultats, nous pouvons conclure que diverses conditions peuvent affecter les
rendements en huiles essentielles a savoir : conditions climatiques, biotope, l'origine
géographique et la période de récolte.

3. Etude des activités biologiques de I’huile essentielle de R. officinalis

La présente partie porte sur l'activité antioxydante et antifongique de I’huile essentielle
des feuilles de Rosmarinus officinalis. Nous avons regroupé les huiles des différents
échantillons, afin de disposer de quantités suffisantes pour pouvoir effectuer la totalité des
tests. Les échantillons « communelle » sont les suivants : E1 (novembre 2021) ; E2 (mai
2022, simple hydrodistillation, HS) ; E3 (mai 2022, hydrodistillation avec un appareil de type
Clevenger, HC).

Nous avons également testé un autre échantillon « communelle » : EC1 (récolté dans la
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région de Béchar) (Chaib Dra, 2020).
3.1. Etude de P’activité antioxydante

Dans notre étude, Le pouvoir antioxydant de I’huile essentielle des feuilles de R.
officinalis a été testé en utilisant le test du piégeage du radical libre 2,2-diphényl-
1picrylhydrazyle (DPPH) et en utilisant I’éthanol comme solvant. Cette activité a été évaluée
a l'aide d'un spectrophotométre en suivant la réduction de radical qui s'accompagne par son
passage de la couleur violette a la couleur jaune, mesurable a 517 nm.

Les résultats du pourcentage d’inhibition de [I’huile essentielle des différents

échantillons (E1, E2, E3 et EC1) sont reportés sur les figures 10, 11, 12 et 13, respectivement.
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Figure 10 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des
différentes concentrations de I’huile essentielle des feuilles de R. officinalis de
I’échantillon E1 (Novembre 2021)
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Figure 11 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des
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différentes concentrations de I’huile essentielle des feuilles de R. officinalis de
I’échantillon E2 (Mai 2022, HS)
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Figure 12 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des
différentes concentrations de I’huile essentielle des feuilles de R. officinalis de
I’échantillon E3 (mai 2022, HC)
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Figure 13 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des
différentes concentrations de I’huile essentielle des feuilles de R. officinalis de
I’échantillon EC1 (Béchar)

Les données des graphes, indique que I'huile essentielle de feuilles du romarin de la
région de Mécheria récolté en mois de novembre 2021 (E1) montre une activité antioxydante
la plus importante vis-a-vis de piégeage du radical libre DPPH, avec une valeur en
pourcentage d'inhibition de I'ordre de 97,02% a une concentration de 256 mg/ml, comparable
a celle de I’échantillon EC1 (93,28%), a la méme concentration (Figure 13).

En revanche, les échantillons récoltés en mai présentent un pouvoir antioxydant

40



Résultats et discussion

nettement moins important a la méme concentration 256 mg/ml. En effet les pourcentages
d’inhibition sont de l'ordre de 79,17% pour I’échantillon E2 (HS) et 73,77% pour
I’échantillon E3 (HC) (Figures 11 et 12).

Les valeurs des Clso, présentées dans le tableau 4, nous permettent de comparer
I’efficacité des huiles essentielles. Nous rappelons que plus la valeur de la Cls est faible plus

I’huile essentielle posséde un potentiel pour le piégeage des radicaux libres.

Tableau 4 : Capacité de piégeage du radical libre DPPH par I’huile essentielle
De R. officinalis exprimée en Cls

Echantillons Clso (mg/ml)
E1 (Novembre 2021) 14,48 + 1,06
E2 (Mai 2022, HS) 17,12 £5,01
E3 (Mai 2022, HC) 79,20 + 8.82
EC1 (Béchar) 20,66 + 0,51
Acide ascorbique 0,02 £ 0,001

Ces donnees confirment ceux obtenus pour les pourcentages d’inhibition. Ainsi,
I’échantillon E1 de Rosmarinus officinalis récolté en mois de novembre est le plus active,
avec une Clso de ’ordre de 14,48 + 1,06 mg/ml.

Pour I’échantillon EC1 (Chaib Dra, 2020), Nous avons obtenu également une Clsg
(20,66 £ 0,51 mg/ml) comparable a celle (21,33 £ 0,51 mg/ml) de Chaib Dra en 2020.

Cependant, nos échantillons restent nettement moins actif par rapport au compose de
référence, ’acide ascorbique qui présente une trés faible Clso de 1’ordre de 0,02 + 0,001
mg/ml.

Tres peu de travaux ont été réalisés sur l'activité antioxydante de 1’huile essentielle de
Rosmarinus officinalis.

Ainsi, nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par Lakhel et al. en 2018 qui
avancent que le pouvoir réducteur du radical DPPH par I'huile essentielle des feuilles de
Rosmarinus officinalis est trés faible par rapport au standards testés, Clso est de 1’ordre de
3,4838 + 0,42 mg/ml, contre 0,0086 + 0,0005 mg/ml pour BHT ; 0,006 + 0,0001 mg/ml pour
le BHA et 0,0046 + 0,0003 mg/ml pour la vitamine C. En 2017, Bouyahya et al. rapportent
également une faible activité antioxydante de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis,
avec une Clso, de ’ordre de 523,41 + 8,25 pug/ml contre 43,72 + 0,32 pg/ml pour BHT, utilisé

41



Résultats et discussion

comme composé de référence.

En revanche, Kadri et Zarai en 2011, rapportent que I’'HE de R. officinalis présente
une activité antioxydante modérée avec une Clsp de 'ordre de 110,20 ug/ml par le test du
piégeage des radicaux libres (DPPH), par comparaison au composé de référence (BHT, Clso =
40,50 pg/ml). De méme, Benchohra et al. en 2022 avancent que ’'HE de romarin a montré
une activité antioxydante modérée, avec une Clso = 18,04 + 1,15 pg/ml par comparaison au
standard : Clso= 7,24 £ 0,97 pg/ml.

En 2019, Hendel et al. ont testé ’activité antioxydante de 15 échantillons de ’'HE du
romarin par le test du DPPH. Ils avancent que six échantillons se sont montreés tres actifs (Clsg
varient entre 120,4 + 2,21 et 176,8 £ 15,92 ul/ml), avec un pouvoir antioxydant plus
important que celui du trolox (Clso= 185,21 £+ 7,23 ul/ml), qui est considéré comme un
compose de référence. lls rapportent également un fort pouvoir antioxydant, avec une Clso de
I’ordre de 3,53 pg/ml, nettement supérieure a celle du BHT Clso= 21,21 pug/ml) (Hendel et al,
2016). Les résultats obtenus par Yeddes et al. en 2022 ont montré aussi une bonne activité
antioxydante par le test de DPPH, avec une Clso de I’ordre de 3,87 £+ 0,21 pg/ml. Enfin,
Zaouali et al. (2010) avancent une activité antioxydante trés élevée par le test de DPPH, avec
des Clsg variant entre 6,0 £ 0,5 et 7,0 £ 0,5 ul/ml, plus importante que celle du contrdle positif
(BHT : Clso = 21,0 pg/ml).

3.2. Etude de Pactivité antifongique

Le pouvoir antifongique des huiles essentielles du R. officinalis a été testé vis-a-vis de
trois champignons filamenteux, en utilisant la méthode de diffusion sur disque
(aromatogramme) et la méthode de contact direct sur milieu gélosé en déterminant les
concentrations minimales inhibitrices.

Nous avons regroupé les huiles des différents échantillons, afin de disposer de quantités
suffisantes pour pouvoir effectuer la totalité des tests. L’échantillon « communelle » est le
suivant : E1 (novembre 2021). Nous avons également testé deux autres échantillons
« communelle » : EC1 et EC2 (récoltés dans la région de Béchar) (Chaib Dra, 2020).

3.2.1. Détermination de Dactivité antifongique par la méthode de diffusion sur disque
(aromatogramme)
Les diamétres des zones d’inhibition de la croissance fongique des différentes souches

filamenteuses sont résumés dans le tableau 5.
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Tableau 5 : Moyenne des diamétres des zones d’inhibitions (en mm) des trois

échantillons de I’huile essentielle des feuilles de R. officinalis relatives aux moisissures
selon la méthode de diffusion sur disques (moyenne + écart type)

Champignons Controles positifs Huile essentielle (15 pl//disque) Co,ntrQIe
. FLU AMB negatif
filamenteux E1l EC1 EC2 DMSO
25 pg/disque | 20 U/disque 20 pl/disque
Aspergillus
6,0+ 0,0 6,0 0,0 127+£25 120+£16 | 15321 6,0
flavus
Aspergillus
] 6,0+ 0,0 15,0+0,8 39,0+ 3,0 450+30 | 473+£19 6,0
fumigatus
Fusarium
6,0+ 0,0 6,0+ 0,0 6,0+£0,0 150+16 | 10,5+0,5 6,0
oxysporum

FLU : Fluconazole AMB : Amphotéricine B DMSO : Diméthylsulfoxyde

Les résultats rapportés dans le tableau 5, nous permettent de comparer entre les trois
espéces de moisissures ayant subi un traitement avec trois échantillons d’huile essentielle du
romarin. Les resultats obtenus montrent que les trois échantillons testés se sont révelés actif
vis-a-vis de tous les moisissures avec des diameétres des zones d’inhibition variant entre 12,0
et 47,3 mm, a ’exception de Fusarium oxysporum (Photo 5) s’est avéré trés résistant a 1’huile
essentielle de I’échantillon E1.

Par ailleurs, nous avons constaté qu’Aspergillus fumigatus (Photo 6) s’est montre le
plus sensible vis-a-vis des trois échantillons testés avec des diamétres des zones d’inhibition
variant entre de 39,0 et 47,3 mm.

De méme, I’échantillon EC2 s’est montré actif vis-a-vis d’Aspergillus flavus, avec un
diameétre de la zone d’inhibition, de I’ordre de 15,3 mm (Photo 7). Par contre, Fusarium
oxysporum s’est révélé sensible a I’huile essentielle de 1’échantillon EC1, avec un diametre de
la zone d’inhibition, de I’ordre de 15,0 mm.

Ces résultats confirment ceux de Hendel et al. (2019) qui rapportent une tres faible
activité de 15 échantillons d’huile essentielle des parties aériennes de R. officinalis vis-a-vis
de 8 souches filamenteuses (Aspergillus niger, A. westerdijkiae, A. flavus, A. parasiticus,
Penicillium sp., P. frequentans, Fusarium oxysporum et Alternaria alternata), avec des zones
d’inhibition variant entre 7,0 et 13,6 mm. Ils avancent également que la souche fongique
Fusarium oxysporum s’est avérée la plus sensible vis-a-vis des 15 échantillons testés, avec

des diameétres des zones d’inhibition variant entre 7,3 et 13,6 mm.
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ko Ro

Photo 5 : Résistance du Fusarium oxysporum vis-a-
vis ’échantillon E1 de I’huile essentielle de R.

Qo

Photo 6 : Inhibition élevée d’Aspergillus fumigatus
par I’échantillon E1 de I’huile essentielle de R.

AE

Photo 7 : Inhibition modérée d’Aspergillus flavus par
I’échantillon EC2 de I’huile essentielle de R. officinalis
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3.2.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices par la méthode du
contact directe en milieu gélosé

Nous avons également déterminé les concentrations minimales inhibitrices par la
méthode de contact direct en milieu gélosé. Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau
6.

Tableau 6 : Concentrations minimales inhibitrices (CMIs) de I’huile essentielle de R.
officinalis des trois échantillons relatives aux moisissures testées
selon la méthode du contact direct

Champignons Echantillon Echantillon Echantillon
filamenteux E1 (ul/ml) EC1 (ul/ml) EC2 (ul/ml)
Aspergillus flavus >3 >3 >3
Aspergillus fumigatus 3 3 3
Fusarium oxysporum >3 >3 >3

Selon Teixeira et al. en 2005, toute huile essentielle présentant des CMIs inférieures a
2000 pg/ml est considérée avoir un potentiel antimicrobien. Une interprétation globale des
résultats montre une concordance entre les valeurs des CMiIs et celles des diametres des zones
d’inhibition obtenus.

Ainsi, tous les échantillons testés se sont montré actifs contre le champignon
filamenteux, a savoir : Aspergillus fumigatus (Photos 8, 9 et 10), avec une CMI de I’ordre de
3 ul/ml. Cependant, cette sensibilité reste modérée.

En revanche, les autres souches fongiques (A. flavus et F. oxysporum, (Photos 11 et
12)) se sont montrées résistantes aux huiles essentielles des trois échantillons, méme a une
CMI de I’ordre de 3 pl/ml.

Par comparaison de nos résultats avec ceux de Ben Kaab et al. en 2019 qui ont
déterminé I’activité antifongique de 1’huile essentielle des feuilles et de fleurs de R.
officinalis, contre trois souches filamenteuses, notamment Fusarium oxysporum, nous avons
constaté que nos huiles essentielles sont plus actives. En effet, ces auteurs ont noté une
activité antifongique tres faible, avec des pourcentages d’inhibition de 1’ordre 100%, mais a
une concentration de 6 pl/ml. De méme, Hendel et al. (2019) ont noté une faible activité de
I’huile essentielle des parties aériennes de 15 échantillons de romarin prélevées dans plusieurs

stations en Algérie, vis-a-vis de plusieurs souches fongiques, notamment Fusarium
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oxysporum et Aspergillus flavus, avec des CMIs supérieures a 2 ul/ml.

Photo 8 : Sensibilité d’Aspergillus fumigatus a ’échantillon E1 de I’huile essentielle de R.
officinalis a la concentration de 3 pl/ml

Photo 9 : Sensibilité d’Aspergillus fumigatus a I’échantillon EC2 de I’huile essentielle de
R. officinalis a la concentration de 3 pl/ml

Photo 10 : Sensibilité d’Aspergillus fumigatus a I’échantillon EC1 de I’huile essentielle de
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R. officinalis a la concentration de 3 pl/ml

Photo 11 : Résistance d’Aspergillus flavus a I’échantillon EC2
de PPhuile essentielle de R. officinalis

Photo 12 : Résistance de Fusarium oxysporum a I’échantillon EC1
de I’huile essentielle de R. officinalis
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Conclusion

De nos jours, les huiles essentielles sont des substances trés sollicités dans divers
domaines de la thérapeutique médicale.

Dans ce contexte, nous sommes intéressés a plusieurs aspects liés a la valorisation de
I’espece végétale, a savoir le Rosmarinus officinalis poussant spontanément dans la région de
Meécheria (willaya de Nadma), en déterminant les teneurs en huiles essentielles des feuilles,
ainsi que leur pouvoir antifongique et antioxydant.

Nous avons prélevé 27 échantillons (17 au mois de novembre 2021 et 10 au mois de mai
2022) sur des pieds individuels.

Dans la premiere étape, nous avons procédé a I’extraction des huiles essentielles par
simple hydrodistillation et par hydrodistillation avec un appareil de type Clevenger. Les
feuilles de cette espéce vegétale sont riches en huiles essentielles, avec des rendements variant
entre 0,7% et 2,49% pour le mois de novembre et 1,3% et 2,76% pour le mois de mai.
Cependant, nous avons constaté que la moyenne des rendements obtenue en mois de mai est
de I'ordre de 2,3%, nettement supérieure a celle obtenue en mois de novembre (1,71%).

Dans un second temps, nous avons évalué les activités biologiques de I’huile essentielle
de Rosmarinus officinalis : la capacité antioxydante par le test de DPPH. L’échantillon
« communelle » E1 récolté en novembre, s’est montré le plus actif, avec une Clso de 1’ordre
de 14,48 + 1,06 mg/ml, mais qui reste faible par rapport au composé de référence, 1’acide
ascorbique (Clso = 0,02 + 0,001 mg/ml).

Ensuite, I’activité antifongique a été évaluée par la méthode du contact direct et la
méthode de diffusion sur disque. Elles reposent sur le méme principe, celui de confronter la
substance (huile essentielle du Rosmarinus officinalis) et I'agent pathogéne Aspergillus flavus,
Aspergillus fumigatus et Fusarium oxysporum sur un support artificiel (le milieu PDA).

Les résultats obtenus ont montré qu’Aspergillus fumigatus s’est avéré le plus sensible a
I’huile essentielle du romarin vis-a-vis des trois échantillons testés, avec des diamétres des
zones d’inhibition de 39,0 et 47,3 mm, alors que Fusarium oxysporum s’est révéelé tres
résistant a I’huile essentielle de I’échantillon E1, avec un diameétre de la zone d’inhibition de
I’ordre de 6 mm. Par contre, nous avons noté une bonne sensibilité pour Aspergillus flavus
vis-a-vis de I’huile essentielle de I’échantillon EC2 avec un diameétre de la zone d’inhibition
de 15,3 mm.

Concernant la méthode de contact direct en milieu gélosé, tous les échantillons testés se
sont montré actifs contre le champignon filamenteux, a savoir : Aspergillus fumigatus, avec

une CMI de I’ordre de 3 pul/ml. Cependant, cette sensibilité reste modérée.
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En revanche, les autres souches fongiques se sont montrées résistantes aux huiles
essentielles des trois échantillons, méme a une CMI de I’ordre de 3 pl/ml.

Toutefois, il serait intéressant aussi de compléter cette étude par :
La caractérisation chimique de I’huile essentielle du romarin des différents

échantillons ;
Une analyse statistique de la composition des différents échantillons afin de mettre

en évidence une éventuelle variabilité chimique ;
- L’évaluation d’autres activités biologiques : anti-inflammatoires ... ;

Il serait intéressant aussi d’isoler les molécules bioactives pour la recherche d’un

remede naturel et trouver de nouvelles applications thérapeutiques.
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Tableau 1 : Rendements (en%) en huile essentielle des feuilles de R. officinalis récoltées en
mois de novembre 2021

Poids des huiles
Echantillons| Poids (g) (Matériel essentielles Rendements (%)
végétal) (9)
E1l 52,00 0,90 1,73
E2 42,70 0,30 0,70
E3 49,90 0,60 1,20
E4 43,49 0,90 2,10
E5 50,70 0,50 1,00
E6 35,80 0,70 1,95
E7 51,80 0,90 1,73
ES8 43,50 1,00 2,29
EO9 36,10 0,90 2,49
E 10 37,89 0,90 2,37
E1ll 33,70 0,80 2,37
E 12 77,70 1,60 2,05
E 13 46,59 0,40 0,85
E 14 31,60 0,60 1,89
E 15 83,60 1,10 1,31
E 16 47,50 0,80 1,68
E 17 59,70 0,80 1,34
Moy + ET 1,71+ 0,56

E : Echantillon, Moy : Moyenne, ET : Ecart type




Tableau 2 : Rendements (en%) en huile essentielle des feuilles de R. officinalis récoltées
au mois de mai 2022

Poids des huiles

Echantillons|  Poids (g) (Matériel essentielles Rendement (%)
végetal) (9)
192,89 4,60 2,38
El
304,00 4,10 1,30
E2
263,20 4,80 1,82
E3
151,00 4,10 2,71
E4
120,00 2,70 2,25
E5
204,90 2,80 1,37
E6
100,20 1,90 1,90
E7
235,20 6,50 2,76
ES8
235,40 4,90 2,08
E9
E10
210,50 4,80 2,28
Moy + ET 2,09 £0,50

E : Echantillon, Moy : Moyenne, ET : Ecart type




Tableau 3 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de I’huile essentielle des feuilles de R. officinalis de I’échantillon E2 (HS)

Concentrations DO1 DO 2 Moyenne DO % d'inhibition

4 0,04 0,04 0,04 22,92

8 0,04 0,03 0,03 31,25

16 0,02 0,02 0,02 59,38

32 0,02 0,01 0,02 67,71

64 0,01 0,01 0,01 73,96
128 0,01 0,01 0,01 78,13
256 0,01 0,01 0,01 79,17

Tableau 4 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de I’huile essenticlle des feuilles de R. officinalis de 1’échantillon E3 (HC)

Concentrations DO 1 DO 2 Moyenne DO % d'inhibition

4 0,10 0,10 0,10 16,80

8 0,08 0,09 0,09 30,74

16 0,08 0,08 0,08 33,61

32 0,07 0,08 0,08 37,70

64 0,07 0,07 0,07 42,21
128 0,07 0,06 0,07 46,31
256 0,03 0,03 0,03 13,77




Tableau 5 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de I’huile essentielle des feuilles de R. officinalis de I’échantillon E1

(Novembre 2021)
Concentration DO 1 DO2 Moy DO % d'inhibition
4 0,16 0,15 0,15 20,73
8 0,14 0,14 30,05
16 0,10 0,09 51,30
32 0,04 0,04 77,20
64 0,01 0,01 0,01 89,50
128 0,01 0,01 0,01 94,12
256 0,01 0,01 0,01 97,02

Tableau 6 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de ’huile essentielle des feuilles de R. officinalis de 1’échantillon EC1

Concentrations DO 1 DO 2 Moy DO % d'inhibition

4 0,16 0,16 17,10

8 0,14 0,15 0,15 24,35

16 0,11 0,11 41,45

32 0,03 0,04 0,04 70,17

64 0,03 0,03 0,03 78,99
128 0,02 0,02 0,02 86,13
256 0,01 0,01 0,01 93,28




