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Introduction




Introduction

La nature cache une multitude de merveilles auxquelles, trop souvent, aucune attention

n’est portée.

Grace a leurs propriétés biologiques, les huiles essentielles ainsi que les extraits de
plantes médicinales et aromatiques constituent I'une de ces merveilles. Ces plantes
représentent donc une source inépuisable de substances ayant des activités biologiques trés
variées et dont la connaissance constituerait une raison de plus pour la préservation et la

valorisation du riche patrimoine floristique Algeérien.

Les effets bioactifs des huiles essentielles et des extraits se sont largement avérés étre liés
a leurs grande richesse en composés terpéniques et aromatiques (phénoliques) dont les
structures chimiques sont tres diversifiées (Croteau et al., 2000). Ainsi, le fort pouvoir
antioxydant et antimicrobien des plantes de la famille des lamiacées, a laquelle le romarin
appartient, en fait I’une des familles botaniques les plus fréquemment utilisées au niveau

mondial (Bouhdid et al., 2006).

L’engouement actuel du grand public pour les produits d’origine naturelle, accentué par
les effets controversés des additifs alimentaires de synthése sur la santé, oblige les secteurs
agroalimentaire et pharmaceutique au recours a de tels produits en remplacements de produits
purement synthétiques a 1’instar des additifs antioxydants BHT, BHA et TBHQ (Paradiso et
al., 2008).

L’organisme produit quotidiennement des radicaux libres, composés treés réactifs
comportant un électron célibataire nécessaires a des mécanismes vitaux. Il est établi que ces
radicaux libres appelés aussi especes oxygénéees réactives (EOR) peuvent en cas de
surproduction, donner lieu au stress oxydant, lui-méme impliqué dans 1’apparition de
plusieurs maladies comme le diabete, le cancer, la maladie de parkinson ou encore la maladie
d’Alzheimer et que les composés phénoliques ont prouvé leur role préventif dans 1’incidence

de telles maladies (Liu et al., 2008).

La surproduction d’EOR peut étre prévenue ou limitée par I’emploi d’antioxydants. Ces
derniers ajoutés dans les formulations alimentaires font 1’objet de nombreuses recherches a

cause de leur intérét certain sur la préservation des qualités organoleptiques et nutritionnelles



des aliments ainsi que dans la prophylaxie et le traitement des maladies dans lesquelles le

stress oxydant est incriminé.

L’emploi des huiles essentielles et des extraits de plantes comme agents antimicrobiens a
largement prouvé leur grand spectre d’action (bactéries, champignons et les levures)
(Alzoreky et Nakahara, 2002). A 1’heure actuelle le recours aux huiles essentielles et aux
extraits parait comme une alternative pour la réduction des risques de développement

d’antibiorésistance liée a I’émergence de microorganismes pathogénes mutants.

L’usage généralisé et abusif des antibiotiques en thérapeutique humaine et animale
conduit de plus en plus a la selection de germes résistants, qui paradoxalement ont plus de
mal a développer des résistances aux mélanges complexes de composés que représentent les

huiles essentielles et les extraits (Daferera et al., 2003).

Ainsi, les huiles essentielles et les extraits incorporés dans les formulations alimentaires
permettent, en plus de leur pouvoir antioxydant, de contribuer a la réduction de certaines
infections communes généralement liées a une contamination microbienne dans les aliments

consommeés.

Le romarin (Rosmarinus officinalis), de plusieurs régions du monde a montré de
multiples propriétés bioactives qui seraient intéressantes de comparer a celles du romarin
d’Algérie.

Notre travail s’inscrit dans le cadre d’une meilleure connaissance du romarin d’Algérie
du point de vue de la composition chimique, par I’étude de sa variabilité intra spécifique, et de

I’activité biologique par I’étude in vitro de I’activité antioxydante et antimicrobienne.

La premiere partie de ce travail sera consacrée a I’extraction et a I’analyse par CPG et
CPG/SM des huiles essentielles ainsi qu’a 1’évaluation de la teneur en phénols totaux et en

flavonoides des extraits de romarin de trois régions d’Algérie (Alger, Tizi-Ouzou et Médéa).

Dans la seconde partie les extraits, qui n’ont pas fait I’objet de travaux antérieurs, ainsi
que les huiles essentielles seront testés pour leurs éventuelles activités antioxydante et

antimicrobienne.
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Chapitre I : Les huiles essentielles

La connaissance des huiles essentielles remonte & fort longtemps puisque I'homme
prehistorique pratiquait déja, a sa maniére, I'extraction des principes odorants des plantes. Il
plongeait, dans un méme récipient rempli d'eau, des plantes odorantes et des pierres brilantes,
la vapeur dégagée entrainait les molécules volatiles, puis le tout était recueilli a lI'aide d'une
peau d'animal dont I'essorage donnait quelques gouttes d'huile essentielle (Robert, 2000).

Au fil des siecles, I'extraction et l'usage des principes odorants des plantes se sont
développés, notamment par les civilisations arabes et égyptiennes, qui leurs attribuent avant
tout un usage religieux (Sell, 2006). Puis progressivement, ces huiles essentielles se font
connaitre pour leurs vertus thérapeutiques et deviennent alors des remedes courants des
médecines traditionnelles. En guise d'exemple, a I'époque des grandes épidémies dans la
Grece Antique, les principes odorants de certaines plantes aromatiques étaient répandus par
fumigation dans les rues des villes pour combattre la propagation des maladies infectieuses.
La fumigation des personnes malades est en effet l'une des plus anciennes techniques
thérapeutiques. Plus tard en France, il a été remarqué que les ouvriers parfumeurs et tanneurs,
qui étaient en contact quotidiennement avec des huiles essentielles, résistaient de maniére

quasi-absolue aux épidémies de toutes sortes (Vanier, 1994).

De nos jours, ’'usage des huiles est trés large dans les domaines de la pharmacologie, la
cosmétique, I’agroalimentaire, et récemment I’agrophytosanitaire, et leurs propriétés

thérapeutiques font 1’objet de nombreuses recherches scientifiques.

1. Définition
Malgré 1’usage courant de ce terme « huile essentielle », il est trés difficile de lui attribuer

une seule définition, car ses domaines d’applications sont tellement divers que 1’on ne peut

avoir une seule définition qui englobe et qui refléte toutes ses caractéristiques.

Selon Conner (1993), «les huiles essentielles sont des produits odorants, volatils du
métabolisme secondaire d’une plante aromatique, normalement formées dans des cellules

specialisées ou groupe de cellules».
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D’apres Teuscher et al. (2005), les huiles essentielles sont des mélanges de composés
lipophiles, volatils et souvent liquides, synthétisés et stockés dans certains tissus vegétaux

spécialisés. Elles sont responsables de 1’odeur caractéristique de la plante.

Les huiles essentielles sont des composés aromatiques des plantes, qui sont extraites par

distillation par la vapeur ou des solvants (Smallfield, 2001).

L’association frangaise de normalisation AFNOR définit ’huile essenticlle comme:
«un produit obtenu a partir d’une matiere premicre végétale, soit par entrainement a la vapeur
d’eau, soit par hydrodistillation. L’huile essentielle est séparée de la phase aqueuse par des
procédés physiques ». Cette définition est restrictive car elle exclut aussi bien les produits
extraits a 1’aide de solvants que ceux obtenus par tout autre procédé (gaz sous pression,
enfleurage).

Selon la Pharmacopée Européenne (1997), les huiles essentielles sont des produits de
composition assez complexe renfermant des principes volatils contenus dans les végétaux et

plus ou moins modifiés au cours de la préparation.

2. Répartition botanique et localisation des huiles essentielles

Parmi les especes végétales (800 000 a 1500 000 selon les botanistes), 10% seulement
sont dites aromatiques, c'est-a-dire elles synthétisent et secrétent des infimes quantités

d’huiles essentielles (Bruneton, 1999).

La synthése des huiles essentielles revient aux appareils sécréteurs contenus dans les
organes végétaux (feuilles, fleurs, écorces, bois racine, fruit et graine). Ces appareils sont
souvent situés sur ou a proximité de la surface du végétal et c’est ’espece a laquelle
appartient I’arbre ou la plante qui va déterminer lequel va entrer en action : poils sécréteurs
externes dans le cas des Labiées et des Géraniacées, cellules sécrétrices dans le cas des
Lauracées, Magnoliacées et des Pipéracées, poches sécrétrices dans le cas des Myrtacées, des
Rosacees et Rutacees, et canaux sécréteurs pour les Ombelliferes et les coniféres (Bruneton,
1999).
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3. Procédés d’extraction des huiles essentielles

De nombreux procédés sont utilisés pour ’extraction des huiles essentielles. Cette
derniére est I’'une des plus difficiles et des plus délicates, puisqu’elle a pour but de capter les
produits les plus fragiles élaborés par le végétal et cela, sans en altérer la qualité (Lardy et
Haberkorn, 2007).

3.1. Extraction a froid

Cette technique est utilisée pour extraire les huiles essentielles des agrumes de la famille
des Rutacées (citron, orange, mandarine, ainsi que la bergamote qui est issue d’un greffon de
citronnier et de bigaradier). C’est une méthode assez simple qui consiste a briser
mécaniquement (abrasion, compression, incision, perforation, ...) les poches a essence
(souvent au niveau de 1’écorce ou péricarpe du fruit) pour recueillir un mélange d’essences

odorantes et d’eau (Richard, 1992 ; Werner, 2002).

Dans le cas des agrumes, on parle d’essence et non d’huiles essentielles car aucune
modification chimique liée a des solvants ou a la vapeur n’a eu lieu (contrairement a

I’hydrodistillation ou I’extraction par solvants volatils).

3.2. Extraction a la vapeur d’eau
3.2.1. Hydrodistillation

L’hydrodistillation est sans aucun doute le procédé chimique le plus ancien. En effet, il
fut importé en Europe par les Arabes entre le V1™ et le X*™ siécle mais le principe était
déja connu et utilisé par les Egyptiens dés le IV¥™ siécle avant J.C. Il est aussi le plus utilisé,
le plus rentable et convenant le mieux a I’extraction des molécules en vue d’une utilisation

thérapeutique (Willem, 2002).

Le principe de cette méthode consiste a immerger la matiére végétale a traiter dans un
ballon avec de 1’eau et quelques morceaux de pierre ponce pour assurer le brassage de la
solution. En chauffant, I’eau s’évapore entrainant avec elle les molécules aromatiques, passant
dans un réfrigérant, I’eau se condense. Elle est ensuite récupérée dans une ampoule a décanter
ou il est possible de distinguer deux phases: I’huile essentielle et I’hydrolat chargée d’espéces

volatiles contenues dans la plante et ayant une densité plus élevée (Bachelot et al., 2006).

La durée d’une hydrodistillation peut considérablement varier, et peut atteindre plusieurs

heures selon le matériel utilisé et la matiere végétale a traiter.
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La durée de la distillation influe non seulement sur le rendement mais également sur la

composition de I’huile (Lucchesi, 2005).

3.2.2. Entrainement a la vapeur d’eau

Pour éviter certains phénomeénes d'hydrolyse sur des composants de I'huile essentielle ou
des réactions chimiques pouvant altérer les résultats, le procédé de I'entrainement a la vapeur

a été mis au point.

Cette méthode est similaire & la précédente sauf que la matiere végétale ne macere pas
directement dans I’eau. Elle consiste a introduire la masse végétale dans une colonne
d’extraction a travers laquelle passe la vapeur. Cette dernie¢re endommage la structure des
cellules libére les particules d’huiles essentielles qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant

ou elles seront condensées.

Les phénoménes intervenant lors de I’entrainement a la vapeur seraient des phénomeénes

d’osmose et de diffusion libre.

Cette méthode est supposée apporter une amélioration de la qualité de I’huile essentielle
en minimisant les altérations hydrolytiques car la mati¢re végétale ne baigne pas dans 1’eau

bouillante (Franchomme et Pénoél, 1990 ; Lucchesi, 2005).

3.2.3. Hydrodistillation par micro-onde sous vide

Dans ce procédeé, la matrice végeétale est chauffée par micro-ondes dans une enceinte
close dans laquelle la pression est reduite de maniére séquentielle. Les composeés volatils sont
entrainés par la vapeur d'eau formée a partir de I'eau propre a la plante. lls sont ensuite
récupérés a l'aide des procédes classiques de condensation, refroidissement et décantation. Ce
procédé permet un gain de temps (temps d'extraction divisé par 5 a 10) et d'énergie

(température plus basse) considérable.

La composition de I’huile essentielle obtenue par ce procédé est souvent semblable a
celle obtenue avec un procédé d'entrainement a la vapeur traditionnel. Toutefois, une plus
grande proportion de composés oxygeneés est géneralement observée dans les huiles
essentielles extraites par micro-ondes. Ceci est di a la faible quantité d'eau présente dans le
systéeme et a la rapidité du processus de chauffage. Ainsi, les dégradations thermiques et
hydrolytiques des composes oxygenés sont limitées (Bendahou et al., 2007; Lucchesi et al.,
2007).
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3.2.4. Extraction a I’eau surchauffée

Ce mode d’extraction utilise I’eau surchauffée sous pression entre 125 et 175°C. Il utilise
I’eau désoxygénée qui traverse une cellule ou se trouve la matiere végétale. Cette cellule est
maintenue a une pression d’environ 20 bars et a température constante dans une étuve. Ce
procédé appliqué au romarin donne un rendement plus élevé en composés oxygénés que lors

de I’entrainement a la vapeur (Basil et al, 1998).

3.2.5. Extraction-Distillation Simultanée

C’est une extraction liquide-liquide qui est menée dans un appareil dit de « Likens et
Nickerson ». Les composés volatils entrainés par la vapeur d’eau sont extraits par des vapeurs
de solvant que I’on condense ensuite dans un réfrigérant. Le solvant est recyclé en continu
(Vermin, 1982).

3.3. Extraction par le CO; a I’état supercritique

L'originalité de cette technique d'extraction réside dans le type de solvant employé: le
CO, supercritique qui possede des propriétés intermediaires entre celles des liquides et celles
des gaz ce qui lui confére un bon pouvoir d'extraction, qui plus est, facilement modulable en

jouant sur les conditions de température et de pression.

La matiére végétale est chargée dans I’extracteur ou est ensuite introduit le CO,
supercritique sous pression et réfrigéré. Le mélange est ensuite recueilli dans un vase
d’expansion ou la pression est considérablement réduite. Le CO; s’évapore et il ne reste plus

que I’huile essentielle (Bachelot et al., 2006).

Cette méthode est trés prometteuse car le produit obtenu est proche du naturel et sans
trace de solvant. De plus le CO2 est non toxique, incolore, inodore et ininflammable, ce qui

permet des conditions de sécurité supérieures.

3.4. Extraction au moyen de solvants

Certains organes de vegétaux, en particulier les fleurs, sont trop fragiles et ne supportent
pas les traitements par entrainement a la vapeur d’eau et I’hydrodistillation. C’est le cas des
fleurs de jasmin, d’ceillet, de tubéreuse, ...etc. Il faut donc, pour ces végétaux, recourir a
d’autres méthodes d’extraction des composés odorants volatils. Ces méthodes sont
I’extraction par les solvants fixes c'est-a-dire une extraction par les corps gras (enfleurage) et

I’extraction par les solvants volatils (extraction par I’hexane) (Garnero, 1996).
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3.4.1. Extraction par solvant volatil

Elle est utilisée pour les plantes fragiles qui sont plongées dans une préparation chimique
provoquant la dissolution des substances aromatiques. Apres séparation du solvant par
distillation, on obtient un produit cireux qui doit étre dissout dans I’alcool. Ce dernier est
ensuite éliminé par évaporation. L’huile essentielle ainsi obtenue est dite « absolue » (Lardry
et Haberkorn, 2007).

L'extraction a l'aide de solvants organiques pose un probléeme de toxicité des solvants
résiduels ce qui n'est pas négligeable lorsque I'extrait est destiné aux industries

pharmaceutique et agro-alimentaire (Bruneton, 1999).

3.4.2. Extraction par solvant fixe

Les solvants utilisés sont principalement des matiéres grasses. L’extraction peut étre effectuée

a froid (enfleurage) ou a chaud (macération).

* L’enfleurage

L’enfleurage est une méthode ancienne utilisée uniquement pour les fleurs fragiles. Elle
consiste a pratiquer une diffusion des composés odorants dans une masse de matiére grasse.
Cette derniere absorbant ainsi les molécules odorantes. On remplace réguliérement les fleurs
pour gorger au maximum les graisses (on estime qu’un kilo de graisse absorbe trois kilos de
fleurs). La graisse est ensuite lavée a 1’alcool dans des batteuses, 1’alcool s’évapore et on

obtient ainsi une absolue de pommade (Telphon, 2003).

= Macération (digestion)
A I’'inverse de I’enfleurage qui se fait a température ambiante, la macération utilise les

mémes graisses mais chaudes, ce qui a pour effet d’augmenter le pouvoir adsorbant.

Le principe est basé sur I’immersion des fleurs dans une graisse préalablement portée a
une température comprise entre 50-70°C. La durée du contact varie de 12 a 48 heures et la
charge de fleurs est constamment renouvelée jusqu'a ce que la graisse soit saturee de parfum.
Puis le tout est filtré a travers plusieurs couches de tissu (lin et coton) afin de séparer la
graisse inutile de la pommade. Cette pommade peut étre utilisée telle quelle ou traitée par la

méme méthode que pour I’enfleurage a froid afin d’obtenir une absolue (Telphon, 2003).
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4. Méthode d’analyse des huiles essentielles

Lorsque I'huile essentielle d'une plante est extraite, il est utile d'abord d'en connaitre sa
composition chimique et ensuite quelques parametres physico-chimiques qui seront

nécessaires a la qualification de la dite huile.

La meilleure carte d’identité d’une huile essentielle reste cependant son profil
chromatographique en phase gazeuse. Ce profil permet de connaitre avec exactitude la
composition chimique et de rechercher d’éventuelles traces de produits indésirables tels les

pesticides ou les produits chimiques ajoutes.

4.1. L’analyse chromatographique

En alliant une technique de séparation de haute résolution a une méthode de détection tres
sensible, la chromatographie en phase gazeuse (CPG) et la chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM) sont devenues des méthodes de choix pour
I’analyse des mélanges aussi complexe que celle des huiles essentielles. Etant donné la
gamme trés diversifiée des concentrations des composés d’une huile essentielle, seules ces
techniques de part leur grande sensibilité (de I’ordre de pg), permettent de contribuer a la

résolution de la plupart des problémes d’identification rencontrés.

4.1.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

Actuellement, la méthode de dosage et d'identification, la plus couramment employée
dans I'étude des huiles essentielles, fait appel a la chromatographie en phase gazeuse. Elle
permet l'identification (au moins en principe) des constituants et 1’obtention d’une valeur
approximative des concentrations respectives. Cette méthode permet également de séparer de

faibles quantités des différents composants de I'huile essentielle.

Le principe de cette méthode est basé sur le partage de I’analyte entre une phase gazeuse
mobile et une phase (liquide ou solide) immobilisée sur la surface d’un support inerte (Skoog
et al.,, 2003). Les constituants des mélanges appelés généralement « solutés » sont
inégalement retenus par la phase stationnaire lors du transit dans la colonne. De ce
phénomene appelé « rétention », les solutés injectés se déplacent avec une vitesse inégale
entre eux et inférieure a celle de la phase mobile, ceci les conduit a sortir de la colonne les uns
apres les autres. On enregistre d’abord un signal dit ligne de base en présence du gaz vecteur

seul, puis un pic au passage de chaque soluté séparé (Tranchant et al., 1995).
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4.1.2. Spectrométrie de masse (SM)

La spectrométriec de masse est utilisée depuis de nombreuses années pour 1’élucidation de
la structure de composés organiques. C’est une technique trés sensible et tres rapide, elle est
sans doute, parmi toutes les techniques analytiques, celle dont le domaine d’application est le
plus étendu. En effet, elle peut fournir des informations concernant la composition
¢lémentaire d’un échantillon : la structure de molécules inorganiques, organiques et
biologiques, la composition qualitative et quantitative de mélanges complexes, ... etc (Skoog
et al., 2003).

Vue sa capacité a identifier un tres grand nombre de composés présents dans le mélange a
analyser, elle représente le couplage le plus utilisé dans divers secteurs notamment avec la

chromatographie phase gazeuse.

4.1.3. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CPG/SM)

Cette technique permet d’obtenir a la fois les temps de rétention des constituants volatils
de I’¢échantillon pour un programme donné et leurs spectres de masse. Les systéemes modernes
sont par ailleurs généralement pilotés par un logiciel, qui peut prendre en charge la
comparaison automatique des spectres obtenus avec des bibliothéques de spectres contenant

des informations sur des milliers de composés (Richard et Multon, 1992).

Le développement important de la spectrométrie de masse (SM) dans l'identification des
constituants des huiles essentielles est rendu possible grace au couplage du CPG directement a

la spectrométrie de masse.

Lors du couplage, la chromatographie (CPG) permet dans un premier temps de séparer et
d'isoler chacun des constituants du mélange qui est injecté séparément dans la chambre
d'ionisation de la spectrométrie de masse (deuxieme temps). Grace a cette innovation
importante, cette technique est devenue la plus sensible pour obtenir des données importantes

sur la structure de composés organiques inconnus.

Le principe consiste & soumettre un composé moléculaire a cette analyse, on déclenche un

processus a plusieurs étages (Richard et Multon, 1992) :

= Jonisation : les molécules présentes dans 1’échantillon se volatilisent sous 1’effet du
vide et de la haute température (200°C), il en résulte un mélange d’ions issus de la
fragmentation de départ.

= Accélération : les ions formés se dirigent vers le dispositif de séparation sous 1’effet

10
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d’un champ magnétique augmentant ainsi leurs énergies cinétiques.

= Séparation : les ions seront distribués suivant leur rapport masse /charge.

= Détection : apres séparation, les ions sont recueillis par un détecteur sensible aux
charges électriques transportees.

= Traitement du signal : le signal de sortic de I’appareil conduit au spectre de masse
qui constitue la représentation conventionnelle de 1’abondance des ions en fonction de

leurs rapports : masse / charge.

4.1.4. La resonance magnétique nucléaire du carbone-13 (RMN)

La résonance magnétique nucléaire est un outil exceptionnel pour déterminer la structure
d’une molécule naturelle ou synthétique. L’originalit¢ de la RMN par rapport aux autres
techniques spectroscopiques réside dans le fait d’apporter une information précise et
individuelle sur la trés grande majorité des atomes constitutifs de la molécule, de fournir la
possibilité d’identifier les connexions entre atomes des diverses entités, squelette, groupes
fonctionnels et finalement de permettre de les situer dans 1’espace les uns par rapport aux

autres.

La RMN étant une technique non destructive, 1’échantillon peut étre récupéré pour étre

éventuellement soumis a d’autres analyses.

Les spectres sont réalisés a température ambiante, ce qui évite la dégradation ou la

transformation éventuelle des molécules thermosensibles.

Enfin, I’étude de produits « lourds » ne pose pas de problémes particuliers alors que leur

faible volatilité rend souvent leur analyse difficile (Cavalli, 2005).

5. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont généralement incolores ou jaune pale a 1’état liquide a
temperature ordinaire. Elles sont volatiles, odorantes et inflammables. Leur densité est le plus
souvent inférieure a 1 (sauf les huiles essentielles de cannelle, de girofle et de sassafras qui
ont densité¢ supérieure a celle de I’eau). Elles ont un indice de réfraction qui varie
essentiellement avec la teneur en monoterpénes et en déerivés oxygénés ; une forte teneur en
monoterpénes donnera un indice élevé, cependant une teneur élevée en dérivés oxygéneés

produira I’effet inverse.
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Elles sont peu solubles dans 1’eau, solubles dans les alcools et dans la plupart des solvants

organiques (Bruneton, 1995).

6. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes pouvant contenir plus de 300
composés différents (Sell, 2006). Elles sont constituées principalement de deux groupes de
composés odorants distincts selon la voie métabolique empruntée ou utilisée. Il s’agit des
composés terpéniques, prépondérants dans la plupart des essences, et des dérivés du
phénylpropane, retrouvé en tant que composeé majoritaire dans quelques unes, telles que les
essences d’anis, de cannelle, de girofle, etc... Divers autres constituants minoritaires leurs

sont associés.

De nombreux dérivés porteurs de fonctions diverses sont également considérés comme des

composés terpéniques (Sharma et al., 2003 ; Wagner et al., 2004).

= Les composés terpéniques : ils sont issus d’une voie métabolique secondaire de
I’acide mévalonique. Et ils sont formés du couplage de plusieurs unités isopréniques
(CsHg), soit deux unités pour les monoterpenes (CioHis) (myrcene, B-pinéne, -
terpinéne, etc...) (Figure 01) et trois pour les sesquiterpénes (Cis Has) (B-
caryophyllene, a-humuléne, B-bisaboléne, etc...) (Figure 02). Exceptionnellement,
quelques diterpenes (CyoHs) peuvent se retrouver dans les huiles essentielles

(Sharma et al., 2003) .Ces terpenes peuvent étre acycliques, monocycliques ou
bicycliques.

Myrcéne (+)-B-Pinéne y-Terpinéne (+)-Camphéne Géraniol a-Terpinéol

e

Figure 01 : Exemple de structure de composés monoterpéniques
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B-Caryophylléne f-Bisaboléne a-Humuléne a-Bisabolol Acétate de cédryle

Figure 02 : Exemple de structure de composés sesquiterpeniques

= Les composés aromatiques : sont moins abondants que les terpénoides, ce sont des
arenes issues d’une voie métabolique secondaire dite de I’acide shikimique. Ce sont
des composants odorants de type « phénylpropanoides » (Kurkin, 2003). Cette classe
comporte des composés odorants bien connus comme la vanilline, l'eugénol,
I'anéthole, 1'estragole, etc... (figure 03). Ces composés sont caractéristiques des huiles
essentielles du clou de girofle, de la vanille, de la cannelle, du basilic, de I'estragon,
etc... (Bruneton, 1999).
g

. HZCO

OH OCH; Shy

HaCO
Eugénol trans-Anéthole Vanilline

Figure 03 : Exemple de structure de composés aromatiques.

Il existe naturellement d’autres corps qui peuvent entrer en faible proportion dans la
constitution de certaines huiles essentielles : acides organiques, cétones de faible poids

moléculaire, coumarines volatiles, etc... (Bernard et al., 1988).

La structure des composés des huiles essentielles est constituée d’un squelette
hydrocarbone, constituant une chaine plus au moins longue. Sur ce squelette de base sont
souvent présents un ou plusieurs sites fonctionnels semblables ou différents. La majorité des
sites fonctionnels sont des sites oxygénés avec un ou plusieurs atomes d’oxygene (O):

terpénes (ex : limonene, camphre), alcools (ex : linolool, géraniol), cétone (ex : thuyone,
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carvone), phénols (ex : thymol, carvacrol), aldéhyde (ex : aldehyde cinnamique), éthers (ex :
eucalyptol) (Pibiri, 2005).

7. Facteurs de variation de la composition chimique des huiles essentielles

Il existe beaucoup de facteurs externes pouvant influencer la composition chimique de
I'huile essentielle. La température, le taux d'humidité, la durée d'ensoleillement, la
composition du sol sont des facteurs d'ordre environnemental susceptibles d'exercer des
modifications chimiques. Chez la Mentha piperita par exemple, les nuits froides favorisent la
formation de menthol alors que les nuits tempérées favorisent celle du menthofuranne
(Bruneton, 1999).

L'heure de la récolte du matériel végétal ainsi que le moment dans I'année sont en effet des

facteurs importants.

Outre la composition, ces facteurs peuvent également avoir un impact sur la teneur en
huile essentielle. Les Citrus par exemple ont une teneur plus importante en huile essentielle

lorsque la température est élevée (Alvarez-Castellanos et al., 2003).

Les changements les plus importants interviennent lors du procédé d’extraction sous
I’influence des conditions opératoires ; notamment du milieu (pH, température) et de la durée
d’extraction. Les traitements auxquels la maticre végétale est soumise avant ou pendant
I’extraction (broyage, dilacération, dégradation chimique, pression, agitation) contribuent a la

variation du rendement et de la qualité de I’huile essentielle (Angioni et al., 2004).

Des facteurs intrinséques peuvent aussi influencer la composition chimique des huiles

essentielles comme :

= ['organe utilisé pendant I’extraction: En effet la teneur en huile essentielle de
certaines espéces varie selon 1’organe utilis¢. Ce facteur dépend ¢galement de la nature
des glandes sécrétrices ; les poches situées dans I’exocarpe ou dans I’endocarpe des
fruits génerent des essences qui différent en monoterpenes et sesquiterpenes.

= au cours du cycle végétatif, un autre facteur intervient. La biosynthese des composés
odorants évolue lors de la maturation de la plante. Elle est prédominante pendant les
périodes de forte croissance ou au cours des activités métaboliques intenses, telle que

la floraison et la maturation du fruit (Yesil Celiktas et al., 2007 b).
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L’ensemble de ces facteurs influencent la composition chimique de 1’huile avec des
variations dans la concentration des molécules principales ont conduit a admettre I’existence

de la notion de chémotypes ou races chimiques.

7.1. Chémotype

Au sein d'une méme espece de plante, la composition de I'huile essentielle des divers
individus peut présenter des profils chimiques ou chémotypes différents. L'exemple le plus
marquant est celui de I'espéce sauvage Thymus vulgaris. Il existe en effet six chémotypes
différents pour cette seule espece. Ces différences sont au niveau de la nature du monoterpéne
majoritaire de I'huile essentielle qui peut étre soit le géraniol, I'a-terpinéol, le thuyanol-4, le
linalool, le carvacrol ou le thymol (Thompson et al., 2003). 1l est important de noter que
des huiles essentielles a chémotypes différents présenteront non seulement des activités
différentes mais aussi des toxicités trés variables.

Cette notion de chémotypes est fondamentale en aromathérapie car les indications
thérapeutiques qui découlent de ces divers éléments chimiques spécifiques peuvent étre tres

différentes.

8. Domaine d’utilisation des huiles essentielles

8.1. Industrie agroalimentaire

En industrie alimentaire, le consommateur cherche toujours a avoir une conservation
saine et de longue durée pour les produits consommés ainsi qu’une qualité organoleptique
meilleure. Une technique pour réduire la prolifération des micro-organismes réside dans

I’utilisation des huiles essentielles (Lachowicz et al. 1998).

L’origan, le thym, la sauge, le romarin, les clous de girofle sont des plantes aromatiques
fréquemment utilises comme ingrédients alimentaires. Les huiles essentielles de ces plantes
ont toutes une particularitt commune: elles sont riches en composes phénoliques comme
I'eugénol, le thymol et le carvacrol. Ces composés possedent une forte activité
antibactérienne. Le carvacrol est reconnu comme étant 1’un des composés non toxiques le plus
actif de tous. Il est utilisé comme agent de conservation et aussi comme aréme alimentaire

dans les boissons, friandises et autres préparations (Zambonelli et al., 2004).

Plusieurs travaux ont montré que les huiles essentielles de romarin, thym, d’origan, de

cannelle et d’autres plantes aromatiques ont un effet inhibiteur sur la croissance et la
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toxinogenése de plusieurs bactéries et champignons responsables de toxi-infections

alimentaires (Bilgrami et al., 1992).

8.2. Phytothérapie

Les huiles essentielles sont utilisées en milieu clinique pour soigner des maladies
inflammatoires telles que les rhumatismes, les allergies ou l'arthrite et ainsi pour traiter
certaines maladies internes et externes ; infections d’origine bactérienne ou virale, troubles

humoraux ou nerveux (Maruyama 2005).

Plusieurs études ont, par exemple, mis en évidence l'activité anti-inflammatoire de I'huile
essentielle de Melaleuca alternifolia (Koh et al., 2002; Caldefie-Chézet et al., 2006) et de

son composé principal, I'a terpinéol (Hart et al., 2000).

Les composés actifs agissent en empéchant la libération d'histamine ou en réduisant la
production de médiateurs de I'inflammation. Les huiles essentielles de thym et de romarin ont
été utilisées pour soulager la fatigue, les maux de téte, les douleurs musculaires et quelques

problemes respiratoires.

Le potentiel thérapeutique tres varié des huiles essentielles a attiré, ces derniéres années,
I'attention de chercheurs quant a leur possible activité contre le cancer. De ce fait, les huiles
essentielles et leurs constituants volatils font actuellement I'objet d'études dans la recherche de

nouveaux produits naturels anticancéreux (Edris, 2007).

8.3. Pharmacie

Dans des préparations pharmaceutiques, les terpenes phénoliques, comme le thymol et le
carvacrol, sont souvent utilisés comme antiseptiques, antibactériens et antifongiques
(Zambonelli et al., 2004).

8.4. Cosmetique et parfumerie

L’utilisation des huiles essentielles dans les cremes et les gels permet de préserver ces
cosmétiques grace a leurs activités antiseptique et antioxydante, tout en leur assurant leur
odeur agréable (Vargas et al., 1999). Elles sont utilisées aussi dans 1’industrie des produits

de beauté, parfums, articles de toilette et produits d'hygiéne (Porter, 2001).
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9. Conservation

Trés volatiles par nature, les huiles essentielles peuvent rapidement perdre leurs
propriétés. Tres vite, elles commencent a vieillir, généralement au bout de 6 mois. Pour cela,
elles doivent étre impérativement gardées a 1’abri de I’air, de la lumiére et de la chaleur, et
contenues dans des flacons en verre (les huiles essentielles sont réputées « ronger » les
plastiques) opaques ou teintés (en bleu ou brun) hermétiquement clos, entreposés debout.
(Abrassart, 1997; Telphon, 2003).

10. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque.
Comme tous les produits naturels: "ce n'est pas parce que c'est naturel que c'est sans danger
pour l'organisme”. Cet aspect des huiles essentielles est d'autant plus important que leur
utilisation, de plus en plus populaire, tend a se genéraliser avec I'émergence de nouvelles

pratiques thérapeutiques telle que I'aromathérapie (Smith et al., 2000).

10.1. Toxicité par voie orale

En regle générale, les huiles essentielles d’usage commun ont une toxicité par voie orale
faible ou trés faible avec des DLsg supérieures a 5 g/Kg. En ce qui concerne la sarriette et
I’origan la toxicité est un peu plus élevée avec des DLsp autour de 1.4 g/Kg (donnée observée
chez I’animal) (Bruneton, 1999).

En raison de leur caractere lipophile, les huiles essentielles présentent souvent un impact
au niveau du systéeme nerveux central (Teuscher et al., 2005), les accidents graves, le plus
souvent observés chez les petits enfants, sont provoqués par 1’ingestion en quantité
importantes d’huile essentielle : girofle (eugénol) eucalyptus, gaulthérie (salicylate de
méthyle) (Pibiri, 2005).

10.2. Toxicité sur cellules animales ou humaines

Certaines huiles essentielles se révélent cytotoxiques. Les huiles essentielles de thym et
de lavande selon la phase dans laguelle elles sont mises en contact (la toxicité du thym est
augmentée par contact en phase liquide et réduite en phase gazeuse, alors que c’est I’inverse
pour la lavande), sont cytotoxiques pour des cellules de hamster chinois (Inouye et al., 2003).
Par ailleurs, des huiles essentielles de différentes variétés d’origan ont montré une forte

cytotoxicité sur des cellules humaines dérivées de cancers (Sivropoulou et al., 1996).
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10.3. Toxicité dermique

Certaines huiles essentielles sont dangereuses lorsqu'elles sont appliquées sur la peau en
raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol), allergéne (huiles riches en
cinnamaldéhyde) (Smith et al., 2000) ou phototoxique (huiles de citrus contenant des
furocoumarines) (Teuscher et al., 2005).
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Chapitre Il : Les composés phénoliques

Ces derniéres années, nous avons assisté a un regain d’intérét des consommateurs pour
les produits naturels. C’est pour cela que les industriels développent de plus en plus des
procédes mettant en ceuvre des extraits et des principes actifs d’origine végétale. Parmi ces
nouveaux composes potentiellement intéressants, on trouve les polyphénols qui ont éteé
particulierement étudiés en raison de leur utilisation dans les domaines pharmaceutiques,

cosmetiques et alimentaires pour leurs effets bénéfiques sur la sante.

1. Généralités

L’appellation « polyphénols » ou « composés phénoliques » regroupe un vaste ensemble
de plus de 8000 molécules. Ce sont des métabolites dits « secondaires », ce qui signifie
gu'elles n'exercent pas de fonction directe au niveau des activités fondamentales de
I'organisme végeétal, comme la croissance ou la reproduction. Ils sont présents dans tous les

organes de la plante (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

D’un point de vue structural, les polyphénols se caractérisent par la présence d’un noyau
aromatique contenant un ou plusieurs substituants hydroxyles, incluant différents groupes

fonctionnels dérivés (esters, glycosides, etc.) (Bruneton, 2002).

Les polyphénols peuvent étre divisés en 10 classes différentes au moins selon leur
structure chimique de base. Le classement s’étend de molécules simples, telles que les acides

phénoliques, aux composés fortement polymérisés, tels que les tannins (Lugasi et al., 2003).

Les composés phénoliques (acides phénoliques, flavonoides simples et
proanthocyanidines) forment le groupe des composés phytochimiques le plus important des
plantes, ces composés phénoliques sont classés dans les antioxydants naturels. Leurs
propriétés antioxydantes, mais aussi antibactériennes, antifongiques, antivirales, ..., ont été

démontreées in vitro (Ren et al., 2003 ; Rodrego et Bosco, 2006).

Cette derniere décennie a vu une augmentation des études biologiques de ces composes.
Cet intérét est lié aux résultats de diverses études épidemiologiques ayant établi une relation
entre la consommation d’aliments contenant des polyphénols, et la moindre incidence de
certaines pathologies comme les affections cardiovasculaires, microbiennes, inflammatoires,

I’ostéoporose et les cancers (Ren et al., 2003).
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2. Classification des composés phénoliques

Il existe de nombreuses classes de polyphénols : phloroglucinols, quinones, stilbénoides,

coumarines, acides phénoliques, flavonoides, athocyanes, tannins,...ces structures peuvent

également étre acylées, glycosylées, ce qui donne une grande variété de structures et de

polarités. Leurs origines biosynthétiques sont proches, car tous dérivent de [’acide

shikimique.

2.1. Phénols et acides phénoliques

Les phénols simples sont rares dans la nature (catéchol, phloroglucinol ...) (Cheynier,

2005).

Les acides phénoliques sont tous des composés organiques possédant au moins une

fonction carboxylique et un hydroxyle phénoliqgue (Manach et al., 2004). Deux classes

d'acides phénoliques peuvent étre distinguées: les dérivés de I'acide benzoique (composés en

Ce-Cy) tels que l'acide gallique élément constitutif des tanins hydrolysables ou les dérivés de

I'acide cinnamique (composés en Cg-C3) comme l'acide caféique qui sont souvent estérifiés
(Cheynier, 2005).

IIs sont incolores et se subdivisent en deux groupes : les acides benzoiques et les acides

cinnamiques

Les acides benzoiques : sont formés d'un squelette a sept atomes de carbones. Ils
sont  principalement représentés par les acides p-hydroxybenzoiques,
protocatéchiques, vanilliques, galliques, syringiques, salicyliques et gentisiques.

Les acides cinnamiques : Ces acides possedent une structure du type Cs-Cs. Les
composés les plus fréquents sont l'acide p-coumarique, l'acide caféique, l'acide

fertarique et I'acide sinapique (Cheynier, 2005).

2.2. Les tannins

Les tannins sont des composés polyphénoliques que I’on trouve dans de nombreux

végétaux tels que les écorces d’arbre et les fruits (raisin, dattes, café, cacao...), ils sont

solubles dans 1’eau, avec des poids moléculaires trés élevés (500-3000 Da) (Cowan, 1999).
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Les tanins sont divisés en deux groupes :

= Tannins hydrolysables

Les tannins hydrolysables sont des esters de glucose, c'est-a-dire un noyau central de
glucose sur lequel se fixent au moyen d’une liaison ester, des acides : acide gallique pour le
groupe des gallotannins, 1’acide hexahydroxydiphénique (ou ellagique) pour le groupe des
ellagitannins. Leurs hydrolyses par des acides, des bases ou certains enzymes liberent le

glucose ainsi que les acides galliques ou phénoliques.

= Tannins condensés

Les tannins condensés sont des polymeéres de flavan-3-ols (appelés aussi catéchines) et
de flavan-3,4-diols (appelés leucoanthoyanidines), ou un mélange des deux. Ils sont
largement répandus dans l'alimentation humaine (fruits, légumes, thé, dattes, etc ...)
(Harzfeld et al., 2002).

2.3. Les anthocyanes

La structure de base des anthocyanes est caractérisée par un noyau « flavone »
généralement glucosylé en position C-3. Les anthocyanes se différencient par leur degré
d'hydroxylation et de méthylation, par la nature, le nombre et la position des oses liés a la
molécule. L'aglycone ou anthocyanidine constitue le groupement chromophore du pigment.
On distingue entre autres cing anthocyanidines: la cyanidine, la péonidine, la delphinidine, la
pétunidine et la malvidine. Les anthocyanes jouent un r6le prépondérant dans la coloration du
raisin rouge (Middleton et al., 2000).

2.4. Les coumarines

Les coumarines sont dérivées des acides cinnamiques ortho-hydroxylés. Les coumarines
les plus fréquentes sont I'umbelliférone ou ombelliférone, I'aesculétine, la scopolétine
(Bruneton, 2002).
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2.5. Les flavonoides
2.5.1. Définition et localisation des flavonoides

Les flavonoides sont des substances naturelles issues des plantes, présentes dans tout le
regne végétal. Ce sont des pigments responsables de la coloration des fleurs, des fruits et des
feuilles.

IIs ont une origine biosynthétique commune et, de ce fait, présentent le méme élément

structural de base, a savoir quinze atomes de carbone constitués de deux cycles aromatiques

(cycle A et cycle B) de 7 carbones chacun interconnecté par un autre cycle (cycle C) de 3
carbones (figure 04) (Bruneton, 1999).

Figure 04 : Squelette de base des flavonoides

C’est chez les Angiospermes que la diversité structurale des flavonoides est maximale.
On les trouve, d’une maniére générale dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre
localisés dans divers organes : dans les feuilles (dans 1’épiderme ou entre 1’épiderme et le
mésophylle), dans les fleurs (cellules épidermiques) ou encore dans les fruits (tégument
externe), racines et tiges (Bruneton, 1999). Au niveau cellulaire, les flavonoides, sous forme
d'hétérosides, sont dissous dans le suc vacuolaire ou localisés dans les chloroplastes et les

membranes des végétaux.

La teneur en flavonoides dans les végétaux est fortement influencée par des facteurs tels
que la variation du type et la croissance, la saison, le climat, et le degré de maturité (Lugasi
et al., 2003).

2.5.2. Biosynthése et classification des flavonoides

Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune dérivant de la voie de 1’acide
shikimique. Le précurseur de ces molécules est le 4-hydroxycinnamate coenzyme A

synthétisé a partir de la phénylalanine.
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Tous les flavonoides sont formés via un intermédiaire commun: la 2°,4,4°,6’-
tétrahydroxychalcone. Ce précurseur dérive de la condensation de trois molécules
d’acétylcoenzyme A, qui correspondront au cycle A, et d’une molécule de 4
hydroxycinnamatecoenzyme A, permettant la formation des cycles B et C. Ce mécanisme est
catalysé par la chalcone synthase. La cyclisation de cette chalcone stéréospécifique par la
chalcone isomérase forme la (S)-4’, 5, 7-trihydroxyflavanone conduisant au squelette de base

des flavonoides.

Plusieurs enzymes (synthase, réductase, hydroxylase) contribuent a 1’apparition des
différentes classes de flavonoides. Dans chaque classe de flavonoide, les molécules sont
ensuite diversifiées par hydroxylation (flavonoide 3’-hydrolase, flavonoide 3°,5°-
hydroxylase), méthylation (O-méthyltransférase), glycosylation (rhamnosyl transférase,

flavonoid glycosyl transférase), acylation (acyl-CoA transférase) ou polymérisation.

Ainsi, les flavonoides existent sous différentes classes et ceci en fonction du degré

d’oxydation et d’insaturation du cycle C (figure 05) (Forkmann et Martens, 2001).
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Figure 05: Différentes classes de flavonoides
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2.5.3. Quelques propriétés biologiques des flavonoides

De nos jours, les propriétes des flavonoides sont largement étudiées dans différents
domaines, ou on leur reconnait des propriétés antioydantes, antimicrobiennes, anti-

inflammatoires, anti-allergiques et anti-cancéreuses.

= Propriétés antioxydantes

Les flavonoides sont des piégeurs efficaces de nombreuses especes oxydatives comme
I’anion superoxyde (O%), le radical hydroxyle (OH), le radical peroxy (ROO") ou encore
I’oxygéne singulet (*O,) ( Harborne and Williams 2000; Woodman et al., 2005).

IIs sont aussi de puissants inhibiteurs de la peroxydation lipidique, ce qui est un élément
important pour la protection des membranes cellulaires et qui compléte les systemes
enzymatiques de défense cellulaire (Galvez et al., 1995). De plus, ils pourraient agir en
chélatant les métaux de transition tels que le cuivre et le fer, inhiber quelques enzymes en

particulier les oxydases et activer les enzymes antioxydantes (Lin et Weng, 2006).

Les flavonoides auraient aussi la capacité d’interagir avec les radicaux libres empéchant

ainsi la dégradation des antioxydants endogenes (Négre-Salvayre et Salvayre, 1992).

L’ensemble de capacités antioxydantes des flavonoides sont reliées a différents facteurs
qui sont: La structure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol), la double
liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo sur le cycle C, la présence du groupe 3-
OH en combinaison avec la double liaison C2-C3 (Aliaga et Lissi, 2004).

= Propriétés antimicrobiennes

Théoriquement, les flavonoides pourraient exercer des effets antibactériens puisqu’ils
sont de puissants inhibiteurs in vitro de I’ADN gyrase (Ohemeng et al., 1993). Une étude a
montré 1’effet bactéricide de différentes flavanones sur un staphylococcus aureus (Sato et al.,
1995).

Le mécanisme des effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute trés complexe.

Parmi les hypotheses avanceées, il faut citer :
- I'inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes,

- la séquestration de substrat nécessaire a la croissance microbienne ou la chélation de

métaux tels que le fer,

- I’inhibition du métabolisme microbien (Ultee et al., 2000).
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Harikrishna et al. (2004), ont démontré le pouvoir antimicrobien d’un flavonoide
glycoside " prunine-6"-O-p-coumarate™ contre deux souches de bactéries gram+ (Bacillus
subtilis et Staphylococcus albus) et deux bactéries gram- (Escherichia coli et Proteus

vulgaris).

= Propriétés anti-inflammatoires et anticancéreux

De nombreux travaux montrent que les flavonoides possedent des propriétés anti-
inflammatoires (Read, 1995) et qu’ils sont capables de moduler le fonctionnement du
systéeme immunitaire (Middleton, 1996). lls sont de puissants inhibiteurs de la prolifération

des lymphocytes B et T Namgoong et al., 1994).

L’effet antiprolifératif des flavonoides pourraient s’expliquer par leur capacité a inhiber
I’activité de certaines protéines kinases (protéine Kinase C ou protéine tyrosine Kinase)
(Namgoong et al., 1994). Par ailleurs, les flavonoides sont susceptibles de diminuer la

libération d’histamine des basophiles et des mastocytes (Middleton et al., 2000).

Les flavonoides ont la capacité d’inactiver le t-PA (tissue-type plasminogen activator) en
greffant a celui-ci la laminine, une molécule de la matrice extracellulaire qui joue un réle
important durant la mort cellulaire. La quercétine inhibe la croissance cellulaire en
empéchant certaines phases du cycle cellulaire et en bloquant les sites récepteurs des

hormones (Larocca et al., 1994).
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3. Activité biologique des composés phénoliques

Les principales activités biologiques, reconnues et recensees, des composés phénoliques

sont résumées dans le tableau 01.

Tableau 01: Activités biologiques des composés polyphénoliques (Frankel et al., 1995).

Polyphénols Activités

Acides phénols (cinnamique et benzoique) Antibactériens
Antifongiques

Antioxydants
Coumarines Vasoprotectrices et anticedémateuses
Flavonoides Antitumorales

Anticarcinogénes
Anti-inflammatoires

Hypotenseurs et diurétiques

Antioxydants
Anthocyanes Protection des veines et capillaires
Proanthocyanidines Effets stabilisants sur le collagéne

Antioxydants
Antitumorales
Antifongiques
Anti-inflammatoires

Tanins galliques et catéchiques Antioxydants
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Chapitre 111 : Monographie de la plante étudiee

Le romarin du latin, Rosmarinus officinalis linnaeus signifiant « rose de la mer » ou
encore appelé « Herbe aux couronnes », « Herbe aux troubadours » était déja employé dans
I’Egypte ancienne puis il est parvenu en Europe Centrale au IX°®siécle par I’intermédiaire des
moines benédictins. Le romarin acquit surtout sa célébrité parce que qu'il entrait dans la
composition de 1’eau de la reine de Hongrie; En effet, 4gée de soixante-douze ans, infirme et
goutteuse; elle aurait retrouvé vigueur et beauté par une cure de cette eau magique (Teuscher
et al., 2005).

Les mariées romaines portaient des couronnes de romarin tandis que les invités recevaient

des branches enjolivées de rubans de soie multicolores.

Les étudiants grecs se confectionnaient des couronnes de romarins car elles avaient la
réputation d'améliorer mémoire et facultés intellectuelles. Il y a d'ailleurs un adage qui dit que

le romarin est a I'esprit ce que la lavande est a I'ame.

1. Taxonomie

La classification botanique compléte du genre Rosmarinus L. n’a été achevée qu’au début
20° siécle en raison de I’extréme variabilité des espéces. Le romarin appartient a la deuxiéme
série de la famille des labiées ou Lamiacées qui en compte six. Cette famille, 1’'une des plus

importantes de la flore d’ Algérie, compte plus de 200 genres et 3500 espéces (Boelens, 1985).
La systématique du romarin est la suivante:

Régne : Plantae (vegétal)
Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae (alt. Labiatae)

Genre : Rosmarinus

Trois especes du genre Rosmanirus L ont été décrites : Rosmanirus officinalis L, Rosmanirus

eriocalyx et Rosmanirus tomentosus (Quezel et Santa, 1963).
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2. Description botanique

Le romarin se présente sous forme d’un arbuste ou sous-arbrisseaux ligneux tres odorants
touffu, xérophyte, fortement rameux toujours vert, a racine pivotante et a tiges ligneuses,

généralement érigées, pouvant atteindre jusqu’a 2 métres de hauteur (Quezel et Santa, 1963).

= Les feuilles portées par des rameaux subarrondis, sont opposés et sessiles, étroites et
lancéolées, de 4cm de long sur 5mm de large ; leur port est raide, leur texture dure et
coriace, leurs limbes épais, cassant, vert foncé sur la face supérieure et blanchatre sur
la face inférieure ; ses bords sont enroulés sur le dessous et la nervure médiane est

saillante.

= Les fleurs sont regroupées en petites grappes axillaires terminales, disposées a
’aisselle des feuilles, le calice bilabié a la forme d’une clochette ovale et duveteuse, la
corolle est longuement tubuleuse, de 1,2 cm de large, bleu péle, lilas ou blanche mais

souvent maculée de petites taches violettes.

= Le fruit est un tétrakene lisse et globuleux, brun foncé de 2,3mm de long (Teuscher

et al., 2005). La floraison a lieu de mai a juillet (figure 06).

Figure 06 : Le romarin (Rosmarinus officinalis)
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3. Ecologie

Le romarin posséde une aire géographique tres vaste, il pousse sur tous types de terrains
avec une préférence pour les sols calcaires, argileux, argileux-limoneux situé dans les endroits
ensoleillés, chauds, secs et abrités du vent. Il est répandu sur la plupart des maquis, garrigues,

sur les rivages marins, on le rencontre jusqu’a 1500m d’altitude. Il accompagne souvent le pin

d’Alep, la sauge, le thym (Gilly, 2005).

4. Répartition géographique

Dans le monde, le romarin pousse dans de nombreux pays d’Europe et d’Asie notamment
en Espagne, Italie, Grece, sud de la France, nord de I’ Afrique (du Maroc a la Tunisie), Inde,
les Philippines, les Antilles, 1’Australie, les Etats-Unis et le Mexique (Pelikan, 1986 ;
Teuscher et al., 2005).

En Algérie le romarin s’étale sur une superficie excédant 100 000 hectares (Bensebia et
al., 2009) et les principales localisations, appellations et utilisation traditionnelle sont

reportées dans le tableau 02.

Tableau 02 : Principales localisations géographiques, appellations et utilisations du romarin

en Algérie.
) Nom Partie Utilisation en médecine Mode Superficie
Wilaya i » I
local utilisée traditionnelle d’emploi  approximative
Biskra K’lil Toutela ~ Rhumatisme-Douleurs Tisane 1500 ha
partie stomacales — Défaillance de foie
aérienne
Khenchela Kl Feuilles Maladies du cceur — EStomac —  |nfusion 5000 ha
jaunisse
Bouira M’zir Feuilles Douleurs stomacales — Plante
fourragere Infusion ND
Ain — Halhal Toute la Asthénie — Cellulite — Frigidité  Infusion 800 ha
artie — Migraine — (Edéme — Inhalation
Temouchent P Surmenage — Dépression
aérienne nerveuse — Entorse — Foie — Massage
Impuissance

Embrocation
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Naama

El-bayadh

Mila

Mascara

Médéa

M’sila

Setif

Souk ahras

Béjaia

Sidi Belabes

Oran

Yazir el
Bel

Azir
halhal

ND

Halhal

Yazir

ND

EI” kil

ND

ND

Mostaganem ND

Rameaux et
fleurs

Feuille

Feuille

Feuille

Feuille

Feuille

Feuilles et

fleurs

Feuilles

ND

ND

Feuilles

Feuilles

Antispasmodique et antiseptique

Insomnie — Fonction biliaire —
Troubles intestinaux — Tonique
pour le foie

Antispasmodique et antiseptique
— Plante fourragére — Mélangée
au bain contre les peaux
sensibles.

Antispasmodique — Carminatif
— Stomachique — Chologogue —
Emmenagogue — Cosmétique
(parfums)

Douleurs rhumatismales —
circulation du sang — Excitation
de digestion — Reléve le tonus
des surmenés et des
convalescents — Stimulation de
la fonction biliaire — Effet
tonifiant sur le foie —
Inflammation de la fonction
biliaire — Paresse d’estomac —
Recherchée par les abeilles —
Préparations

antimaigrissantes - Cosmétique

Toux — Conjonctivite — Graines
consommeées par les ovins —
Appréciée par les abeilles

Douleurs gastriques et coliques
- Condimentaires

Estomac — Cuir chevelu
ND

Estomac - Grippe
Antispasmodique et

antirhumatismale

Rhumatisme

Infusion et
bain

Tisane

Infusion

Extrait sec et
liquide — Eau
distillée —
Sirop —
Infusion —
Collyre.
Infusion
Essence
Teinture
Sirop

Extrait sec
Extrait liquide
Eau distillée

Colyre

Infusion

Collyre

Infusion

Infusion

ND

ND

Infusion

ND

500 ha

ND

4000 ha

1500 ha

ND

45000 ha

3500 ha

4410 ha

500 ha

4295 ha

2570 ha

400 ha

ND : non déterminé
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5. Composition chimique du romarin

Huile essentielle : représente 1 a 3% de la plante, sa composition ainsi que la
concentration en ses composés dépend fortement des chémotypes. En effet ses
principaux constituants peuvent étre du 1,8-cinéole (teneur peut variée entre 3 et 60%
selon le chémotype), I’a-pinene (1 a 57% selon le chémotype), du camphre (1 a 57%
selon le chémotype), du bornéol (1 a 18% selon le chémotype), de 1’acétate de bornyl (1
a 21% selon le chémotype), de la verbénone (0 a 28% selon le chémotype), du p-
cymene (0,5-10% selon le chémotype) ou du myrcene (0,5 a 12% selon le chémotype) ;
ils peuvent étre accompagnés de B-caryophylléne, de limonéne, de linalool, de B-pinene,

de sabinene, de y-terpinéne, d’a-terpinéol et de terpinéol-4 (Teuscher et al., 2005).

Phénols diterpinéques: constitués principalement d’acide carnosoliques (environ
0,35%) qui se dégrade facilement en carnosol, et est accompagné d’isorosmanol, de

rosmariquinone, de rosmaridiphénol.

Dérivés de I’acide cinnamique (tannins): représente environ 3,5% et sont constitues

principalement d’acide rosmarinique (1,1a 2,5%).

Flavonoides : présents sous forme d’aglycones et d’hétérosides comme la cirsimarine,

la diosmine, I’hespéridine, I’homoplantiginine (figure 07).

rosmanol

OH
HO
o OH
! " CHO
H
rosmadial rosmariguinone rosmadiphénol

OH acide rosmarinique

Figure 07: Composés phénoliques caractéristiques des extraits de Romarin
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Nous concluons que la composition varie selon la localisation géographique. Déja en
1973 Granger et al., avaient remarqué que le composé majoritaire du romarin d’Italie est le
1,8 cinéole, alors que pour le romarin de corse c’est I’a-pinéne et le camphor pour le romarin

poussant en Espagne.

6. Propriétés du romarin

L'huile essentielle de romarin est largement utilisée dans I'industrie alimentaire (boissons
alcoolisées, desserts, bonbons, etc.). Elle agit comme agent aromatisant et conservateur du fait
de ses propriétés antioxydante, antimicrobienne et antiradicalaire (Gachkar et al., 2007). Elle
est aussi utilisee comme composant aromatique dans l'industrie des cosmétiques (savons,

parfums, cremes, etc.).

Elle contribue a I’augmentation des sécrétions biliaires, agit dans les affections du

systéme nerveux et se révele un excellent cicatrisant des plaies et brdlures.

Les extraits de Romarin sont connus pour leurs propriétés anti-oxydantes puissantes grace
a leurs constituants flavonoidique et phénolditerpenique qui agissent comme des donneurs
d’hydrogene et de capteurs de radicaux libres afin d’améliorer la conservation des produits

alimentaire riches en graisses (Frankel et al., 1996).

L’activité antivirale d’extraits observée in vitro est due essentiellement a leur teneur en

acide rosmarinique (Aruoma et al., 1996).

Les carnosols et I’acide carnosique ont le potentiel d’augmenter la détoxification
d’importants carcinogénes humains, les rendant ainsi de promettant candidats pour les

programmes chémopréventifs (Cheung et Tai, 2007).

Des extraits éthanoliques ont montré une importante dose-dépendante activité

cholérétique ainsi qu’une importante activité hépatoprotective (Fahim, 1999).

L’effet antispasmodique des extraits éthanoliques a été mis en évidence apres

administration d’acétylcholine ou d’histamine (Forster et al., 1980).

L’application dermique d’un extrait de romarin réduit de fagon conséquente la formation

de tumeurs cutanées. (Willem, 2002).
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7. Toxicité

Des effets secondaires n’ont pas été mentionnés quand le romarin est utilisé correctement,
aux doses thérapeutiques adéquates (jusqu'a 20 gouttes par jours), mais a forte dose il peut

étre toxique (Teuscher et al., 2005).

L’ingestion de doses ¢€levées d’huile essentielle de romarin provoque des hémorragies
gastriques, de I’albuminurie, une dégénérescence graisseuse du foie et du rein,
occasionnellement des allergies de contact et peut aussi étre fortement épileptisante
(Teuscher et al., 2005). De plus, 'utilisation durant la grossesse ou I’allaitement serait
déconseillée. Toutefois en utilisation culinaire de quelques feuilles sont sans danger (Baba
Aissa, 2000).
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Chapitre 1V : Phénomenes oxydatifs et implications

L’oxygéne moléculaire est un ¢lément indispensable a la vie des organismes aérobiques.
Toutefois il peut former des especes partiellement réduites et fortement toxiques appelées les

radicaux libres ou encore les espéces oxygenées réactives (EOR).

Aux doses faibles, ces especes sont treés utiles pour 1’organisme et jouent des rdles
importants dans divers mécanismes physiologiques telle que la transduction du signal. Aux
doses excessives, elles deviennent néfastes et toxiques pour 1’organisme. La surproduction des
especes oxygenées réactives au dela des capacités antioxydantes des systemes biologiques

donne lieu au stress oxydant (Favier, 2003).

Le stress oxydant se définit comme étant un désequilibre de la balance entre la production
des espéces oxygenées reactives et les systemes de défenses antioxydantes, en faveur des
premicres. Il est impliqué dans 1’apparition de plusieurs maladies allant de I’artériosclérose au
cancer tout en passant par les maladies inflammatoires, les ischémies et le processus du

vieillissement.

Pour échapper aux conséquences du stress oxydant, il est nécessaire de rétablir 1’équilibre

oxydant / antioxydant afin de préserver I’homéostasie cellulaire de I’organisme.

1. Définition d’un radical libre

Un radical libre est une espece, atome ou molécule, contenant un électron célibataire (ou
non apparié), ce qui le rend extrémement réactif. lls apparaissent soit au cours de la rupture
symétrique d’une liaison covalente (fission homolytique) pendant laquelle chaque atome
conserve son ¢lectron, soit au cours d’une réaction redox avec perte ou gain d’un électron a

partir d’un composé non radical (Kocchilin-Ramonatxo, 2006).

2. Principaux radicaux libres

Les principaux radicaux libres dérivés de I’oxygene sont les suivants :

= L’anion-radical superoxyde (02°-)
Il est issu de I’addition d’un €lectron a 1’oxygene moléculaire souvent au niveau de la chaine
de transport d’électrons de la membrane mitochondriale. Une telle réaction est catalysée par le

cytochrome oxydase mitochondrial. Ce radical peut également se former lors de la
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phagocytose grace a la NADPH oxydase presente dans la membrane plasmique des
phagocytes (Cohen, 2002).

= Le peroxyde d’hydrogéne (H,O,)
Le peroxyde d’hydrogene provient d’une réaction entre deux anions superoxyde. il s’agit d’un
oxydant beaucoup moins puissant, mais il peut néanmoins étre considéré comme un dérivé
réactif de I’oxygéne potentiellement toxique car sa faible réactivité associée a sa capacité de
traverser les membranes biologiques fait qu’il peu se retrouver a une grande distance de son
lieu de synthese, il peut alors participer a la biosynthese du radical hydroxyle (Cash et al.,
2007).

= Le radical hydroxyle (OH®)
C’est le produit de la réaction du péroxyde d’hydrogene avec des ions métalliques comme par
exemple le Fe2" (réaction de Fenton). C’est I’espéce chimique la plus réactive et par
consequent joue un rble majeur dans la peroxydation lipidique et la destruction du matériel
génétique (Cohen, 2002).

= L’oxygene singulet (‘O))
C’est une forme excitée de 1’oxygeéne. Il est formé par action de la lumicére,
photosensibilisateur sur I’oxygene. Il est a ’origine du vieillissement cutané, de la cataracte

et certains cancers de la peau (Cohen, 2002).

3. Principales cibles radicalaires

Les especes réactives de D'oxygene induisent des dommages oxydatifs souvent
irréversibles au niveau d’un grand nombre de substrats biologiques (lipides, protéines, ADN).

3.1. Les lipides

L’un des principaux problémes de 1’industrie agroalimentaire est d’assurer la
conservation des aliments. Les phénomenes d’oxydation sont notamment redoutés. En effet,
au niveau des lipides, les dégradations oxydantes conduisent a une perte en vitamines, une
diminution de la valeur nutritionnelle (acides gras essentiels), une détérioration du go(t
(composés volatils a flaveur caractéristique, rancissement) et méme parfois a 1’apparition de

substances toxiques (aldéhydes, hydrocarbures, cétones,...) (Pokorny et al., 2000).

Comme toutes les molécules organiques, les lipides sont sensibles a un ensemble de
réactions de dégradation, notamment oxydative, et ce d’autant plus qu’ils contiennent
beaucoup de liaisons doubles. Dans le cas précis des acides gras (et donc des molécules qui
les contiennent dans leurs structures: glycérides, phospholipides...). Il est important de noter

que les acides gras polyinsaturés, s’ils sont aujourd’hui unanimement considérés comme
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meilleurs pour la santé (cas des ®3), sont également les plus sensibles a 1’oxydation. En outre,
les isoméres cis s’oxydent plus facilement que les trans ; les doubles liaisons conjuguées sont

plus réactives (Croguennec et al., 2006).

L’oxydation des lipides résulte de ’action directe de 1’oxygene sur les acides gras et
survient dans les huiles alimentaires comme dans les tissus biologiques, in vivo. La réaction
expliquant le phénoméne d’oxydation a pour nom peroxydation lipidique. Cette réaction se
déroule en trois phases suivantes (figure 08).

* Phase d’initiation
Elle consiste en la rupture homolytique, occasionnée par un initiateur radicalaire, d’une
liaison C-H de la chaine d’un acide gras, ce qui en fait un composé radicalaire trés réactif vis-
a-vis de I’oxygene et qui va donc se transformer en radical peroxyde. Ce mode d’initiation,
favorisé par une élévation de température, peut étre produit par des radiations ionisantes, des
générateurs chimiques, des systémes enzymatiques ou chimiques produisant des especes
activées de 1’oxygeéne, ou de traces.

= Phase de propagation
Phase de propagation au cours de laquelle le radical peroxyde va arracher un hydrogene a un
autre acide gras, créant un nouveau radical et entretenant ainsi une réaction en chaine, pour se
transformer en hydroperoxyde.

Lors de cette phase un seul radical libre peut initier la formation de nombreuses
molécules d’hydroperoxydes (1000 ou plus par minute). La quantit¢ d’hydroperoxydes
générée correspond a la quantité d’oxygene consommée lors de I’oxydation des chaines
d’acide gras. La vitesse de formation des hydroperoxydes s’accélére au cours du temps
(Croguennec et al., 2006).

Cette étape se traduit aussi par 1’évolution des hydropéroxydes en composés secondaires
d’oxydation, par deux voies principales (Judde, 2004) ;

= Une voie dite de scission, conduisant par coupure a la libération de composés volatils,

notamment aldéhydiques, responsables de flaveurs de rance, caractérisés par un seuil
de détection trés faible ;

= une voie dite de remaniement, conduisant ensuite a différents types de pontage intra ou

inter — acides gras a 1’apparition d’acides gras oxydés, de triglycérides oxydés ;

Au cours de la phase de propagation 1’auto oxydation s’auto—entretient, les lipides
insaturés disparaissent progressivement. Puis, la concentration en hydropéroxydes croit pour

atteindre son maximum (Richard, 1992).
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= Phase de terminaison
La réaction s’acheéve d’elle-méme lorsqu’il n’y a plus de molécules disponibles ou par
recombinaison de deux radicaux libres entre eux pour conduire a un produit qui n’est pas un
radical.
Il est & noter que certains antioxydants provoquent la terminaison de la peroxydation en
piégeant les radicaux peroxydes. Ces antioxydants sont appelés «chain breaking » (Richard,
1992).
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Figure 08 : Oxydation d’un acide gras insaturé¢ (Moll et Moll, 1998)

3.1.1. Facteurs influencant ’oxydation des lipides

Les facteurs qui influencent 1’oxydation des lipides sont nombreux. Il s’agit de facteurs
intrinséques tels que la composition en acides gras des lipides (nombre et position des
insaturations), la présence de pro oxydants (héme, ions métalliques, enzymes) ou
d’antioxydants naturels (tocophérols, caroténoides...) et des facteurs externes telles que la
température, la lumiére, la pression partielle en oxygene, 1’activité de I’eau, les conditions de

stockage et de transformation (Eymard, 2003; Prior, 2003).

3.2. Les acides nucléiques

Les modifications induites par des processus oxydatifs dans le matériel génetique
appartiennent a quatre catégories : modification des bases (possibilité de dimérisation),
cassure simple et doubles de la chaine d’ADN, sites abasiques et pontage avec des protéines.
Ces lésions sont impliquées dans de nombreux processus pathologiques (létalité cellulaire,
mutagenése, cancérogenese) et dans le vieillissement cellulaire. Dans la cellule ’ADN est en

interaction avec de nombreuses protéines. Ces interactions sont non covalentes et réversibles.
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La formation de pontages covalents entre I’ADN et les protéines peut modifier 1’expression
des genes et avoir ainsi de lourdes conséquences biologiques pour la cellule (Hochberg et al.,
2006).

3.3. Les protéines

Les acides aminés des protéines sont la cible des especes réactives de 1’oxygene, soit au
niveau de leur chaine latérale, avec formation de produits d’oxydations, soit au niveau de la
liaison peptidique, entrainant la fragmentation de la chaine (Berlett et Stadtman, 1997). Si la
majorité des acides aminés peuvent étre oxydés par ces especes, les acides aminés soufrés

(cystéine et méthionine) et aromatiques (tyrosine, tryptophane) sont les plus sensibles.

L’oxydation des acides amines génere des groupements hydroxyles et carbonyles sur les
protéines mais peut également induire des modifications structurales plus importantes comme
des réticulations intra ou intermoléculaires, ce qui affecte leurs fonctionnements, leurs
antigénicités et leurs activités (Lehucher-Michel et al., 2001 ; Valko et al,. 2007). Les
protéines modifiées deviennent généralement plus sensibles a 1’action des protéases et sont

alors dirigées vers la dégradation protéolytique au niveau du protéasome (Jung et al., 2007).

4. Les antioxydants

4.1. Définition

Un antioxydant est défini comme étant toute substance présente en faible concentration
par rapport a un substrat oxydable et qui est capable de ralentir ou inhiber 1’oxydation de ce
substrat (Favier, 2003). Ce sont des substances intervenant dans les processus d’oxydation
des produits alimentaires dans le but d’empécher ou de freiner 1’action de 1’oxygene

moléculaire (Moll et Moll, 1998).

Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de substances, comprenant
des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, et aussi de petites molécules hydro ou

liposolubles.

4.2. Le mécanisme d’action des antioxydants

Le processus d’oxydation est de type radicalaire : les antioxydants vont intervenir comme
"capteurs” de radicaux libres. En effet certains antioxydants de type phénolique réagissent
selon un mécanisme proposé des 1976 par Sherwin décrit comme suit : I’antioxydant céde

formellement un radical hydrogene, qui peut étre un transfert d’électrons suivi, plus ou moins
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rapidement, par un transfert de protons, pour donner un intermédiaire radical stabilisé par ses

structures mesomeres conjuguées (figure 09).
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Figure 09 : Mécanisme d’action des antioxydants phénoliques

4.3. Classification des antioxydants

4.3.1. Les antioxydants naturels

Les antioxydants naturels sont présents dans toutes les parties des plantes supérieures. Ce
sont pour la plupart des composés polyphénoliques, parmi ces composés, les plus importants
sont les flavonoides, les tocophérols et les acides phénoliques (Pokorny et al., 2000).

= Les caroténoides
Les caroténoides, pigments rouges (lycopene de la tomate), oranges (B-caroténe des carottes)
ou jaune (lutéine et zéaxanthine du mais) d’origine végétale, sont particulierement efficaces
dans la neutralisation de I’oxygéne singulet et joue le role de bouclier contre la photoinitiation
de réactions radicalaires par les rayonnements UV. Le -carotene (provitamine A), diffusant
mieux que les tocophérols dans les lipides, protege les graisses profondes (Cohen, 2002).

= Vitamine C (acide ascorbique)
La vitamine C est un micronutriment qui n’est pas synthétisé par I’organisme humain et doit
étre apporté dans les aliments, on le trouve en grande quantité dans les agrumes, le Kiwi, le
persil.
Selon le pH et la présence de métaux de transition, la vitamine C peut prendre une forme
réduite ou oxydée. Le passage de 1’une a I’autre se fait par I’intermédiaire d’un radical libre,
radical ascorbyle, et en présence de glutathion/glutathion-réductase. La vitamine C forme
donc un couple redox avec une forme intermeédiaire radicalaire capable de capter I’oxygéne
singulet et certaines espéces radicalaires (Pokorny et al., 2000).

=  Vitamine E (a-tocophérol)
C’est une molécule liposoluble protége les graisses circulantes contre 1’oxydation, ce qui

constitue la premicre défense contre I’athérosclérose et en fait un protecteur cardiovasculaire.
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Elle limite également la formation d’aldéhydes génotoxiques. Elle est présente dans les huiles
végétales tels que I’huile de colza ainsi que les noix, les amandes, les graines, le lait, les ceufs,
et les Iégumes a feuilles vertes (Cohen, 2002).

= Les huiles essentielles
Les huiles essentielles de cannelle, muscade, clou de girofle, basilic, persil, romarin, origan et
thym possédent de puissants composés antioxydants (Edris, 2007). Le thymol et le carvacrol
sont encore une fois les composes les plus actifs. Leur activité est en relation avec leur
structure phénolique car les composés de ce type ont des propriétés oxydo-réductrices et
jouent ainsi un role important en neutralisant les radicaux libres et en décomposant les
peroxydes (Braga et al., 2006).

= Les composés phénoliques
Les composés phénoliques regroupent une grande variété de composés comprenant entre autre
les flavonoides, les anthocyanes et les tanins qui peuvent agir comme des antioxydants par
piégeage des radicaux libres.

Parmi les extraits naturels qui sont susceptibles d’étre utilisés industriellement, les
extraits de romarin (Rosmarinus officinalis L.) possedent une activité antioxydante
caractérisée par la capacité a inhiber les radicaux libres (Vareltzis et coll., 1997). Les
molécules responsables de cette activité sont des molécules phénoliques et les acides
carnosigue, romarinique et carnosol.

3.3.2. Les antioxydants de synthese

Les antioxydants de synthese habituellement utilisés sont les composés phénoliques
comme le Butyl Hydroxy Anisole (BHA), Butyl Hydroxy Toluéne (BHT) et le Ter-Butyl-
Hydroxy-Quinone (TBHQ), et les esters de ’acide gallique.

4.3.4. Enzymes comme antioxydants

Ce sont des enzymes qui participent a la neutralisation excédentaire en radicaux libres tel
I’enzyme superoxyde dismutase (SOD), le glutathion peroxydase, certaines protéines de

transport comme la ferritine et la ceruloplasmine.

5. Mesure de I’état d’oxydation et du pouvoir antioxydant

De nombreuses méthodes analytiques sont employées dans les tests d’évaluation de
I’efficacité des antioxydants ; on remarque :

= Ceux utilisés dans 1’évaluation de la peroxydation des lipides et dans lesquels le

substrat utilisé est un lipide ou une lipoprotéine sous des conditions standard et ou

I’inhibition de 1’oxydation est mesurée (Sanchez-Moreno, 2002).
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= Ceux utilisés dans la mesure du pouvoir de piegeage des radicaux libres.
On rencontre parfois aussi, des tests de mesure des pouvoirs chélateur et réducteur de
métaux qui sont des initiateurs de 1’oxydation lipidique.

5.1. Analyse sensorielle

L’évaluation sensorielle est souvent considérée comme une bonne méthode d’évaluation
d’oxydation des produits. En général, une ¢lévation du niveau de 1’oxydation se traduit par
une modification de I’odeur ou de I’arome du produit. De nouvelles notes odorantes

apparaissent parmi lesquelles les odeurs qualifiées de rance (Jacobsen, 1999).

5.2. L’indice de peroxyde : la méthode AFNOR T60-220 consiste a réduire les peroxydes a

I’aide de I’iodure de potassium, qui s’oxyde lui-méme en iode que I’on détermine.

5.3. Le test de SWIFT ou AOM (active oxygen method) : est un test accéléré qui consiste a
faire barboter de 1’air dans la matiére grasse a 98 °C. On détermine ensuite l’indice de

peroxyde.

5.4. L’indice TBA — IUPAC 2.531: le test de I’acide thiobarbiturique est 1'un des plus
utilisés Cet acide réagit avec les produits de 1’oxydation en donnant un pigment qui absorbe a

532 nm.

5.5. L’indice de p-anisidine (IpA) — IUPAC 2.504 : les composés aldéhydiques a-insaturés
oxydés réagissent avec la p-anisidine pour former un complexe coloré qui absorbe a 530 nm ;

ce test est souvent associ¢ a 1’indice de peroxyde.

5.6. Le RANCIMAT : Ce test consiste a mesurer la dégradation d’un corps gras face a une
auto oxydation accélérée, dans un appareil automatisé qui chauffe les solutions a 100°C avec
un apport d’air constant de 20 L.h™. Cet appareil détecte les composés volatils libérés,

indiquant indirectement le degré d’oxydation des huiles.

5.7. Mesure des pouvoirs chélateur et réducteur

Les principaux métaux de transition présents au sein des tissus biologiques sont le fer et
le cuivre. Ces derniers catalysent 1’oxydation des lipides par des voies enzymatiques et non
enzymatiques. Ainsi, parmi les méthodes utilisées pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante

on rencontre la mesure des pouvoirs chélateur et réducteur des métaux.
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5.8. Mesure du pouvoir de piégeage des radicaux libres

Le piégeage des radicaux libres est le mécanisme d’action principal des antioxydants dans

les aliments.

Différentes méthodes ont été développées avec lesquelles 1’activité antioxydante est
évaluée par le piégeage des radicaux libres synthétiques dans un solvant organique polaire.
Ces radicaux incluent le radical 2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl DPPH et le radical cation 2,2-
azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonate) ABTS.
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Chapitre V : Activité antimicrobienne

Les vertus antiseptiques des huiles essentielles sont empiriquement connues et utilisées
en médecine traditionnelle depuis I’antiquité (Hala et al., 2000). Il a fallu attendre la fin de
XIX siecle et le début du XX siécle pour voir la confirmation scientifique de I’activité
bactérienne des huiles essentielles et des extraits, on note 1’étude faite par Chamberland en
1887 de I’activité antimicrobienne des essences de cannelle, d’origan et de girofle (Beylier-
Maurel, 1976), et qu’en 1919 Gatte Fosse a montré que le bacille de Koch était détruit en 5

minutes par une émulsion a 1% d’huile de pin.

Une fois cet effet antimicrobien prouvé scientifiquement, 1’engouement pour les huiles
essentielles et les extraits n’a cessé de croitre jusqu'a devenir depuis une vingtaine d’années
une alternative a la médecine des antibiotiques aux pathologies infectieuses. Cette médecine
dite alternative n’a pas été le seul domaine d’application puisque divers procédés industriels
ont mit aussi en application ces propriétés. Il s’agit par exemple d’une utilisation pour la
conservation des produits alimentaires ou encore le traitement de 1’air ambiant a ’intérieur

des batiments (Pibiri, 2005).

1. Activités bactéricide et bactériostatique

Comme cela est le cas pour les agents chimiques on distingue, pour les huiles essentielles
et les extraits, deux sortes d’effets ; un effet bactéricide c'est-a-dire létale et un effet inhibiteur

de croissance mais non létal dit bactériostatique.

1.1. Grandeurs de mesure

L’efficacité de I’huile essentielle testée est évaluée par la mesure de deux concentrations

CMlI et CMB.

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice: concentration minimale d’agent antimicrobien
qui inhibe la croissance bactérienne, aprés incubation en conditions standards, par
comparaison avec un controle de croissance ne contenant pas 1’agent testé. Les

microorganismes restent cependant viables (Klaric et al., 2006).

CMB: Concentration Minimale Bactéricide : concentration minimale d’agent antimicrobien

nécessaire pour détruire 1’inoculum initial aprés incubation en conditions standards. Les
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microorganismes ne sont plus viables. La CMB est aussi connue sous le nom de CML :

Concentration Minimale Létale (Pfaller et al., 2004).

La CMI et la CMB sont aussi utilisées lors d’études sur les effets antifongiques (Pinto et
al., 2006 ; Klaric et al., 2006).

Ces deux concentrations peuvent étre exprimées en pg/ml ou en pl/ml ou encore en %

(vol/vol).

De facon générale, ces grandeurs sont utilisées pour évaluer la résistance des
microorganismes a un agent antimicrobien, ou encore pour évaluer in vitro I’efficacité d’un

nouveau produit désinfectant.

1.2. Expérimentation in vitro

On estime souvent ’activité des huiles essentielles et des extraits a une activité
bactériostatique, cependant plusieurs études ont montré que certains constituants chimiques de
ces huiles et/ou extraits ont des propriétés bactéricides (Lambert et al., 2001 ; Walsh et al.,
2003) et fongicide (Hammer et al., 2003).

L’effet microbicide de certaines huiles essentielles et extraits a méme été trouvé supérieur
a celui des antibiotiques (Valnet et al., 1978) et ont, de plus, un champ d’action trés large.
Plusieurs travaux montrent que les huiles essentielles et leurs composés majoritaires ont un
effet antimicrobien vis-a-vis des bactéries a Gram négatif et a Gram positif (Lis-Balchin,
2000 ; Karaman et al., 2001 ; Lis-Balchin, 2001).

Ultée et al. (1995) ; Ultée et al. (2000) ont montré I’effet bactéricide du carvacrol sur
Bacillus cereus dans les aliments. Didry et al. (1993) ont prouvé I’effet antimicrobien du
thymol et du carvacrol, utilisé individuellement ou en combinaison sur des germes

d’infections respiratoires.

Juven et al. (1994) ont obtenu une diminution importante des cellules vivantes de

Salmonella thyphimirum en les traitants par I’huile de thym et ses constituants actifs.

Une étude sur les actions de 1’huile essentielle de I’arbre a the (Melaleuca alternifolia ou
Tee tree oil= TTO) a montré une sensibilité importante des bacteéries telles que Echerichia
coli, Staphylocoques aureus, Bacillus cereus a des concentrations inferieures a 1% (CMI
<1%, CMB < 1%) (Carson et al., 2006).
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Une revue des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) et des Concentrations
Minimales Bactéricides (CMB) pour 4 variétés de Thym portant sur 14 souches bactériennes
(dont Staphylococcus aureus) a montré que dans la majorité des expériences, les valeurs des
CMI sont identiques aux CMB. Ceci indique que les huiles essentielles incriminées sont
bactéricides (Cosentino et al., 1999).

1.3. Souches bactériennes

La sensibilité des microorganismes vis-a-vis d’une huile essentielle ou d’un extrait donné
peut étre biocide, biostatique, ou bien sans aucun effet selon la nature du germe testé
(Hermal, 1993). C’est pour cela qu’il est important de mentionner la dénomination compléte
du germe de manicre précise ainsi que I’espeéce botanique et chémotype d’essence végétale

utilisée (Pibiri, 2005).

D’une fagon générale, il est possible que les bactéries a Gram négatif soient plus
résistantes aux huiles essentielles. Ces résultats sont confirmés par de nombreuses expériences
(Burt, 2004).

1.4. Association d’huiles essentielles ou d’extraits

Comme pour les antibiotiques, les interactions lors d’associations définissent quatre types

d’actions :

= Indifférence : I’activité d’une huile essentielle n’est pas affectée par I’autre.

= Addition : I’effet de 1’association est égal a la somme des effets de chaque huile

essentielle étudiée isolément, a la méme concentration que dans 1’association.

= Synergie : I’effet est significativement supérieur a la somme de chaque huile essentielle

étudiée isolément, a la méme concentration.

= Antagonisme : 1’association diminue I’activit¢ de 1’'une ou I’autre des huiles
essentielles. Elle est inférieure a la somme des effets de chaque huile essentielle prise

séparément.

Exemples

= Bactéries a Gram positif : des associations d’huiles essentielles de Cannelle et de
Thym sont synergiques ou indifférentes sur Staphylococcus aureus. En revanche elles
sont indifférentes sur le genre Bacillus (Hermal, 1993).

- Bactéries a Gram négatif : Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli : des

associations ne sont pas plus efficaces que les huiles essentielles pures et sont souvent
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indifférentes. En revanche une prédominance de Cannelle est plus efficace que celle

de Thym, contrairement aux bactéries a Gram positif (Hermal, 1993).

2. Activités fongicide et sporocide

Tout autant que I’effet bactéricide ou bactériostatique, diverses études portant sur des
huiles essentielles ou d’extraits démontrent des activités antifongiques inhibitrices ou
carrément fongicides. On note par exemple que 1’huile essentielle de thym (Thymus vulgaris)
sous forme gazeuse présente une activité antifongique sur Aspergillus, Penicillium spp.,

Cladosporium spp., Trichoderma spp., Rhizopus spp., Mucor spp ... (Klaric et al., 2006).

Les résultats de 1I’étude de Su et al. (2006), obtenus pour les champignons présents
naturellement dans 1’air sont identiques a ceux obtenus pour les bactéries. La concentration en
champignons dans D’air diminue seulement pendant les 30 a 60 premicres minutes
d’évaporation des huiles. De méme que I’effet antibactérien, 1’effet antifongique est donc

limité dans le temps.

De plus, un effet suppresseur du développement d’organe de fructification et de
sporulation (sporocide) est observé a 1’égard de plusieurs souches fongiques tel que
Penicillium spp., Trichoderma spp., Mucor spp., Rhizopus spp. au contact d’huile essentielle

de thyms vulgaris (Klaric et al., 2006).

3. Composition chimique et activité

Les activités bactéricides des huiles essentielles et des extraits dépendent directement de
la nature des groupes fonctionnels portés par les composés majoritaires et a la proportion de
ces différents composés (Pibiri, 2005). Autrement dit ’activité d’une huile essentielle ou
d’un extrait se réduit le plus souvent a I’activité de ses composés majoritaires. Il est cependant
probable que des composés minoritaires agissent de fagcon synergique de maniére a ce que la

valeur antibactérienne résulte de I’intégralité des composés (Lahlou, 2004).

Les molécules réputées a forte activité antimicrobienne sont, pour la plus grande part, des
terpenoides (Griffin et al., 1999).

L’effet des terpenoides sur la membrane bactérienne isolée suggere que leurs activités est
fonction de leurs propriétés lipophiles, de leurs solubilités en phase aqueuse ainsi que de leurs

stéréochimie (Dorman et Deans., 2000).
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Les composés tels que les phénols (thymol, carvacrol, eugénol), les alcools (a-terpineol,
terpinen-4-ol, linalool), les alhehydes, les cetones, et plus rarement les terpénes sont
considérés comme les composés les plus efficaces et a plus large spectre (Cosentino et al.,
1999 ; Dorman et Deans., 2000).

I1 est actuellement admis que I’activité antimicrobienne des principaux composés d’huile
essentielle et des extraits se classe dans l’ordre décroissant suivant la nature de leurs
composés majoritaires : Phénol > alcool > aldéhyde >cétone> oxyde> hydrocarbures > esters.
L’effet des composés quantitativement minoritaires n’est parfois pas négligeable (Tantaoui-

Elaraki et al., 1993).

- Les alcools sont bactériostatiques ; ils agissent en dénaturant les protéines, comme
solvants ou comme agents de déshydratation (Dorman et Deans, 2000).

- Les aldéhydes sont de puissants agents antimicrobiens ; un groupe aldéhydique
conjugué a une double liaison est fortement électronegatif. Les composés
électronégatifs peuvent induire des réactions de transfert d’électrons et réagir avec des
composés nitrés vitaux pour la bactérie : protéines et acides nucléiques (Franchomme
et Pénoél ,1990; Dorman et Deans, 2000).

- Les phénols sont responsables de dégats irréversibles au niveau de la membrane.
Parmi les phénols les plus étudiés on peut citer le thymol et I’eugénol responsables de
I’activité fongicide (Bennis et al., 2004) et bactéricide des huiles essentielles qui en
contiennent (Cox et al., 2000 ; Lambert et al., 2001; Walsh et al., 2003). La
molécule de thymol a un effet inhibiteur et Iétal sur diverses souches, dont Echericha
coli et Staphylococcus aureus, sur lesquelles elle provoque des fuites d’ions
potassium. En revanche elle n’est pas active sur Pseudomonas aeruginosa (Walsh et
al., 2003). Plus les teneurs en phénols sont élevées, plus les huiles essentielles sont
efficaces (Cosentino et al., 1999).

Cependant ces compos€s ne sont pas les seuls responsables de I’intégralit¢ de ’activité ;
Carvacol, p-cymene, y-terpinene et le 1-8 cineole montrent une activité antifongique moindre

que le thymol a I’égard d Aspergillus spp. et de Penicillium spp. (Klaric et al., 2006).

47



Etude bibliographique Chapitre V : Activité antimicrobienne

4. Mode d’action

Comme nous ’avons évoqué plus haut, I’action des huiles essentielles et des extraits
varie en fonction de leurs constituants majoritaires. Le mode d’action est donc principalement

lié au profil chimique de ces constituants (Harkenthal et al., 1999 ; Cox et al., 2000).

Etant donne la complexité de leur composition chimique, tout laisse a penser que ce mode
d’action est assez complexe et difficile a cerner du point de vue moléculaire. Il est trés
probable que chacun des constituants des huiles essentielles ait son propre mécanisme

d’action.

La majorité des travaux cités dans les publications s’arrétent au niveau de la mise en

évidence de ’activité antimicrobienne.

Les quelques investigations menées par différents auteurs peuvent résumer, de maniére
schématique, le mode d’action des constituants d’huile essentielle ou d’extrait en trois grande

catégories :

- Attaque des parois cellulaires bactériennes et membranes cytoplasmiques grace a leurs
hautes propriétés de diffusion qui provoquent une désorganisation des échanges
transmembranaires créant une augmentation de la perméabilité et a terme la perte des
constituants cellulaires (Boochird et Flegel, 1982).

- Une acidification du milieu qui provoque une réduction du potentiel membranaire
entrainant une diminution de I’ATP intracellulaire et du flux de potassium.

- Une destruction du matériel génétique qui serait diie a 1’affinité des composés de
certaines huiles essentielles et extraits pour les groupements SH impliqués dans la

division cellulaire (Ultée et al., 1999).
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Chapitre VI : Matériels et méthodes

1. Matiere végetale

Le mateériel végétal est constitué de trois écotypes de romarin (Rosmarinus officinalis),
collecté au mois de Mars de différentes régions (tableau 03 et figure 10) qui sont :
= Ecole Nationale Supérieure Agronomique ENSA ex. INA (Alger)
= Tablat (Médéa), poussant a 1’état spontané

= Beni yenni (Tizi Ouzou), poussant a 1’état spontané

Tableau 03 : Caractéristiques de chaque région

Région Altitude Latitude Longitude Etage
(m) Nord Est bioclimatique Type de sol
ENSA 48 36°43° 3°08° Sub-humide a  Sol limono-argileux
. hiver tempéré  avec un faible taux

(Alger) de calcaire et riche
en matiére organique

Tablat 450 36°,24° 3°,19° Sub-humide a Sol pauvre insaturé a

e hiver tempéré  teneur faible en

(Médéa) calcaire et
moyennement riche
en matiére organique
en surface

Beni yenni 835 36°,39° 4°24° Sub-humide a  Sol essentiellement

(Tizi Ouzou)® hiver tempéré  calcaire recouvert

d’une mince couche
d’argile et d’humus

'Mihoub, (2007) ; 2Zaouche, (1990) ; *Fernane, (2009).
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Figure 10 : Localisation des trois régions de récolte

2. Coupes anatomiques et localisation de sites producteurs d’huile essentielle

Pour définir la localisation des entités productrices d’huile essentielle et pour une meilleure
compréhension des phénomeénes d’extraction, nous avons effectué des coupes anatomiques sur
les feuilles et les tiges de I’espece étudiée au niveau du département de Botanique de 1’Ecole

Nationale Supérieure Agronomique d’Alger selon la méthode de Deysson(1954).

Les coupes ont été réalisées sur la moelle de sureau a main levée dans le but d’avoir des
coupes transversales trés fines. Ces derniéres sont ensuite passées dans une série de bains ayant

des solutions différentes comme cela est expliqué ci-dessous :

- Bain n°1 : solution d’hypochlorite de sodium a 12° pendant 20 mn, afin de vider les cellules

de leur contenu et de garder ainsi que les parois.
- Bain n°2 : Eau distillée pendant 1 a 5 mn afin de stopper 1’effet de I’hypochlorite de sodium.

-Bain n°3: Acide acétique a 5% pendant Smn, contribue aussi a stopper ’effet de

I’hypochlorite de sodium et permet de préparer les coupes a la coloration.
-Bain n°4 : Eau distillée pendant 1 a 5Smn afin de stopper I’effet de 1’acide acétique.

-Bain n°5 : Coloration dans du carmino-vert pendant 1mn, ce qui donne un aspect rose pour

les parois cellulosiques et une coloration verte pour les parties lignifiées.

-Bain n°6: Eau distillée.
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Un montage des coupes dans une goutte d’eau distillée entre lame et lamelle est observé
immédiatement au microscope photonique de marque AUS JENA JENALUMAR doté d’un
appareil photo (figure 11).

Plusieurs coupes ont été observees et les plus intéressantes ont eté photographiées.

Figure 11 : Microscope photonique équipé d’un appareil photo

3. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles des trois écotypes de romarin a été effectuée par
entrainement a la vapeur grace au dispositif expérimental représenté par la figure 12 au

laboratoire de chimie de I’Ecole Nationale Supérieure Agronomique.

Circuit réfrigérant

Ampoule a décanter

Arrivée d'eau
Sortie d'eau

Colonne contenant la matiere végétale

Ballon

Chauffe-ballon

Figure 12 : Montage du procédé de I’entrainement a la vapeur
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3.1. Protocole d’extraction

La matiere végetale est introduite dans la colonne surmontant le ballon, ce dernier est
rempli d’eau jusqu’au 2/3 de sa capacité. L’ensemble est porté a ébullition en branchant le

chauffe ballon.

La vapeur envoyée dans I’extracteur (colonne), traverse la matiére végétale et se charge
d’huile essentielle, elle passe ensuite dans le réfrigérant ou elle est condensée. Le condensat est
recueilli dans une ampoule a décanter, ou s’effectue la séparation par différence de densité des
deux phases non miscibles : une phase aqueuse et une phase organique qui constitue 1’huile

essentielle.

L’huile essentielle recueillie est séchée a I’aide de sulfate de Sodium anhydre (Na,;So4) afin

d’éliminer toutes traces d’eau.

Les huiles essentielles sont conservées au réfrigérateur dans des flacons en verre brun
hermétiquement fermés a 1’abri de la lumiére et a une température de 4°C en vue de leurs

utilisations.

3.2. Rendement de I’extraction

Plusieurs maniéres d’exprimer le rendement en huile essentielle sont utilisées dans la
littérature. Soit en rapportant en pour cent (%) la masse de 1’huile récupérée a la masse de la
matiere végétale seche ou humide utilisée, soit en rapportant le volume d’huile essentielle

recueillie pour 100 g de matiére végétale seche ou humide utilisée.

Dans notre étude nous avons exprimé les rendements en grammes (g) pour 100g de la

matiére végétale humide et seche comme suit :

R% = M; / My* 100
Avec : M;. Masse d’huile essentielle récupérée (g).
Mo. Masse de la matiére végétale utilisée (g) (fraiche ou humide).

Afin d’étudier I’influence du séchage sur le rendement, nous avons réalisé des extractions a
des intervalles d’une semaine a partir d’'un méme échantillon frais séché jusqu'a un mois et ceci
pour ’ensemble des écotypes. En méme temps, une détermination du taux d’humidité

résiduelle a été effectuée sur ces mémes échantillons a ces mémes intervalles de temps comme

suit :
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La quantité d’eau contenue dans la matieére végétale est calculée apres €vaporation de toute la

quantité d’cau contenue dans 1’échantillon aprés étuvage a 100°C a poids constant.

La détermination du taux d’humidité de la matiere végétale s’effectue par gravimétrie

selon la relation suivante :
H(%) = Pz-Pg/ PE*].OO

Avec : P;. Poids de la capsule vide
P,. Poids de la capsule pleine
P3. Poids de la capsule pleine aprés étuvage
Pe. Prise d’essai (P,- P1)

3.3. Cinétique des extractions

Le méme protocole expérimental est utilis¢ pour étudier la cinétique d’extraction, mais,
I’huile essentielle est récupérée pour y mesurer le volume a des intervalles de temps différents.
Dans notre travail, nous avons étudié la cinétique d’extraction de I’huile essentielle des trois
écotypes de romarin. C’est une étude exploratoire dont le but est de déterminer les intervalles

de temps qui permettent d’obtenir les rendements les plus intéressants.

4. Détermination des caractéristiques organoleptiques et physico-chimiques des huiles

essentielles des trois écotypes

La caractérisation d’une huile essentielle consiste en
= L’appréciation des caractéristiques organoleptiques
= Détermination des indices physiques (densité et indice de réfraction)
= L’obtention des profils chromatographiques et une quantification relative des différents

constituants.
4.1. Caractéristiques organoleptiques
L’appréciation des caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles consiste a
évaluer leurs : aspect, odeur, couleur et flaveur en utilisant nos sens.
4.2. Caractéristiques physico-chimiques

Les propriétés physico-chimiques des huiles essentielles sont importantes surtout du point

de vue commercial, car elles sont soumises a une législation et une normalisation.

Les propriétés physico-chimiques de nos huiles essentielles sont déterminées par une série
d’analyses qui sont indiquées par le recueil de normes de I’Association Francaise de

Normalisation (AFNOR).
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= Densité relative a 20°C (NF T 75-111)
Elle est définie comme étant le rapport de la masse d’un certain volume d’huile essentielle a

20°C, a la masse d’un égal volume d’eau distillée a la méme température.

. . 20
Cette grandeur est sans dimension et son symbole est : d 55

= Indice de réfraction a 20°C (NF T 75-112)
L’indice de réfraction d’une huile essentielle est le rapport entre le sinus de ’angle d’incidence
et le sinus de I’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminée, passant
de I’air dans I’huile essentielle maintenue a une température constante. Les mesures ont été
effectuées a I’aide d’un appareil de type Bellingham.
Lorsque celles-ci sont effectuées a une température T (°C) différente de 20 °C, on effectue

alors la correction a 20 °C par le biais de la formule suivante:

n2’ =n; +0,0004(T —20)

-
Avec : N5 Valeur de la lecture obtenue a la température T (°C).

4.3. Analyse qualitative et semi-quantitative des huiles essentielles par CPG et CPG/ SM
4.3.1. Analyse qualitative des huiles essentielles par CPG

L’analyse qualitative des huiles essentielles des trois écotypes de romarin a été effectuée au
laboratoire d’analyse instrumentale du département de technologie alimentaire a 1’Ecole
Nationale Supérieure Agronomique, selon les conditions opératoires suivantes :

= Appareil de type CP. Chrompack 9002

= Colonne capillaire : Stabilwax de phase stationnaire polyethyleneglycol (PEG) de
Longueur : 30 m ; et de diamétre interne : 0.32 mm ; épaisseur du film de la phase 0,25
pm.

= Températures de I’injecteur et du détecteur (FID), 250 et 280°C respectivement

= Programmation de la température : 50°C pendant 3 min puis augmentation de la
température a raison de 2 °C/min jusqu’a 220 °C ; maintenue en isotherme pendant 15
min.

= Gaz vecteur : Azote

= Débit du gaz vecteur : 1 ml/min

= Volume injecté : 0,2 pul dans le mode d’injection split avec un rapport de division de 1/20.
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4.3.2. Mode d’identification

L’identification des composés a été réalisée par comparaison, de leurs indices de rétentions
(indices de Kovats) en programmation de température, a ceux cités par la littérature ainsi qu’a
ceux d’étalons injectés dans les mémes conditions. Pour le calcul de ces indices, un mélange
d’alcanes (Cy — Cy3) est injecté dans les mémes conditions opératoires que I’échantillon. Les

indices de Kovats sont désignés par IK et calculés selon la formule suivante :
IK =100z + 100n (tRc — tRz / tRz+n — tRz)

Avec : tr .. Temps de rétention du compose étudié (min)
trz. Temps de rétention de I’alcane a z atomes de carbones qui précéde le composé
étudié (min)
tr 2 +n. Temps de rétention de 1’alcane a z . n atomes de carbones qui suit le composé
(min)

n : Différence des nombres d’atomes de carbone

4.3.3. Analyse qualitative et semi quantitative des huiles essentielles par CPG/SM

Cette analyse a été effectuée au laboratoire de chromatographie (CRAPC) de la faculté de
Chimie a I’Universit¢é Houari Boumediene (Bab Ezzouar), selon les conditions opératoires
suivantes :
< Chromatographie phase gazeuse (CPG)

= Appareil du type GC 6890 séries GC systemes (HP Agilent technologies)

= Colonne apolaire : DB1-MS (100% dimethylpolysiloxane); longueur : 30 m; diametre

interne : 0,25 mm ; épaisseur du film de la phase : 0,25 um

= Programmation de la température : 60°C en isotherme pendant 8 min puis augmentation

de la température a raison de 2°C/min jusqu’a 280 °C puis laissée en isotherme pendant
30 min

= Volume injecté : 0,2 pl ; mode d’injection : Splitl & T= 250 °C

= Tempeérature de détection : 280 °C (interface)

= Gaz vecteur : hélium ; Débit du gaz vecteur : 0.5 ml/ min
< Spectrométrie de masse (SM)

= Appareil : HP-5973 (HP Agilent Technologies)

= Mode de détection : Scan

= Potentiel d’ionisation : 70 eV

= Pression (Source, analyseur) : 6,75 Psi
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< L’identification des constituants des huiles essentielles extraites est basée sur :
= La comparaison des spectres de masse des molécules inconnues a ceux des composés
purs cités par la littérature
= [’ordre d’élution du composé sur la colonne considérée
= La comparaison des indices de rétentions en programmation de température a ceux cités
par la littérature sur le méme type de colonne
= La proposition et le pourcentage de probabilité de présence du composé, fournis par la

base de données du micro-ordinateur couplé au spectromeétre de masse (Wiley 7N).

5. Préparation d’extraits éthanoliques des trois écotypes

Les extraits éthanoliques ont été obtenus en utilisant la méthode de Soxhlet (I’extraction solide-

liquide) au niveau du laboratoire de chimie de I’Ecole Nationale Supérieure Agronomique.

5.1. Mode opératoire

Les feuilles, fleurs et les tiges des échantillons étudiées ont été broyés et réduits en poudre

fine.

20g de la poudre obtenue ont été placés dans une cartouche et ont été extraits avec 300 ml
d’éthanol sous réfrigérant a reflux (pendant 6 heures). L’expérience est répétée jusqu'a ce que

le solvant obtenu soit incolore.

Apres ’extraction, le solvant riche en substances extraites, a été récupéré dans un ballon et

passé au rotavapor afin d’évaporer le solvant.

L’extrait ainsi récupéré a été placé dans un dessiccateur, pesé et conservé a 4-6°C. Le

rendement en extrait éthanolique est calculé selon la formule suivante :
Taux de la matiére extraite (%) = [(P1-Po)/E]*100

Avec : P;.Poids du ballon aprés evaporation du solvant (g)
Po. Poids du ballon vide (Q)
E. Poids de I’échantillon (poudre) (g)

56



Etude expérimentale Chapitre VI : Matériels et méthodes

6. Dosage des composés phénoliques des extraits de romarin

6.1. Dosage des polyphénols

La teneur en composés phenoligues est évaluée selon la méthode Folin-ciocalteu décrite

par Singleton et al. (1999) utilisant 1’acide gallique comme standard.

6.1.1. Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune, constitué de polyheterocycles
acides contenant l'acide phosphotungstique (H3PW1,040) et l'acide phosphomolybdique
(H3PMo01,040), dont la réaction est :

Oxydation des phénolates — réduction des polyheterocycles — formation d'un complexe
molybdéne (Mog0,3)-tungstene (Wg023) stable bleu qui absorbe fortement & une longueur d'onde
de l'ordre 765 nm. Le phénol standard utilisé dans cette méthode est I'acide gallique dont la

formule chimique est la suivante :

= O

Acide gallique (Acide 3,4,5-trinydroxybenzoique)

6.1.2. Mode opératoire

Un volume de 0,25ml d’extrait dilué est mélangé a 1,25 ml de réactif de Folin-ciocalteu.
Aprés 3 minutes de temps de réaction du melange, 1ml de la solution de carbonate de sodium
(Na,CO3) a une concentration de 75g/1 est ajouté. Apres 30 minutes a I’abri de la lumiére et a
température ambiante, 1’absorbance est lue a 765 nm. L’expérience est répétée trois fois pour

chaque concentration d’extrait.

La méme procédure est appliquée au standard d’acide gallique. Ainsi la concentration en
composés phénoliques totaux est déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage de 1’acide

gallique et sera exprimeée en mg équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait.
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6.2. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides est estimée selon la méthode au trichlorure d'aluminium (AICI3)

modifiée (Lamaison et Carnet, 1990).

6.2.1. Principe

Le trichlorure d'aluminium forme un complexe avec les flavonoides dont on dose 1’absorbance
a 420 nm. Le flavonoide standard utilisé dans cette méthode est la quercétine dont la formule

chimique est la suivante : oH

_.'-'-i'ﬂ'“*-.-""IDH
[

T

g

Quercétine

6.2.2. Mode opératoire

Iml de I’extrait dilué est ajouté a Iml de la solution de chlorure d’aluminium. Apres
lheure d’incubation a température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 420 nm. Cette

expeérience est répétée trois fois.

La teneur en flavonoides est déterminée en se référant & une courbe d’étalonnage obtenue

en utilisant la quercétine et sera exprimée en mg d’équivalant quercétine par g d’extrait.
7. Evaluation de ’activité antioxydante des huiles essentielles et des extraits obtenus

L’activité antioxydante a été évaluée in vitro par deux méthodes de référence citées dans la
littérature : le pouvoir réducteur et I’activité d’inhibition du radical DPPH (2-2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl). Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles et des extraits éthanoliques a été

comparé a un antioxydant de synthése qui est le BHT.

7.1. Mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH

7.1.1. Principe

La capacité de céder des hydrogénes par les huiles essentielles, extraits ou par certains
composés purs, est mise en évidence par une methode spectrophotométrique en suivant la
disparition de la couleur violette d’une solution éthanolique contenant le radical libre DPPH

(2-2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) (figure 13).
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Figure 13 : Réaction du radical DPPH avec un antioxydant AH.

7.1.2. Mode opératoire

Le test du radical DPPH est réalisé en suivant la méthode décrite par Burits et Bucar
(2000) et Sahin et al. (2004), ou 25 pl de chacune des dilutions des huiles essentielles testées et
de certains composeés purs tels que le BHT sont mélangés dans la cellule placée dans la cuvette
du spectrophotometre avec 975ul d’une solution éthanolique de DPPH (60 uM). Aprés une
période d’incubation de 30 mn a I’abri de la lumicre et de ’oxygeéne atmosphérique, et a
température ambiante, 1’absorbance est lue a 517 nm. Les expériences sont réalisees en 3
répétitions pour chaque concentration.

Le BHT a été utilisé comme témoin (référence de comparaison).

Le pourcentage d’activité antioxydante (1%) est calculé selon la formule suivante :
I (%) = [(Ablanc— Aéch_) /Ablanc] X 100

AVEC A pianc. Absorbance du témoin (nm), il représente I’absorbance du DPPH au temps
zéro avant I’addition de 1’échantillon (huile essentielle, extrait ou témoin) a
une concentration donnée.

Agch. Absorbance de 1’échantillon testé apres 30mn

< Détermination de la concentration inhibitrice de 50%o des radicaux (I1Csp)

Elle est définie comme étant la quantité ou la concentration d’antioxydants (huile essentielle ou
toute autre substance utilisée comme antioxydant) necessaire pour inhiber ou faire disparaitre
50% des radicaux. En d’autres termes, c’est la concentration nécessaire pour obtenir une
activité en % égale a 50. Elle est obtenue a partir de 1’équation de la courbe de 1’activité

antioxydante (%) en fonction de la concentration de I’antioxydant.
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7.2. Mesure du pouvoir réducteur
L’aptitude des huiles essenticlles et de certains composés a réduire le fer ferrique est
évaluée par la méthode décrite par Oyaizu (1986).
7.2.1. Mode opératoire
L’estimation du pouvoir réducteur des échantillons étudiés (huiles essentielles, extraits,
BHT et I’acide ascorbique) est obtenue selon le protocole expérimental de la figure 14
L’augmentation de 1’absorbance indiquera une augmentation du pouvoir réducteur. Le test

a été répété 3 fois pour chaque concentration de chaque échantillon étudie.

0,125 ml de la solution éthanolique de I’échantillon

v

2,5 ml d’une solution tampon phosphate (0,2 M, pH : 6,6)

\’

2,5 ml d’hexacyanoferrate de potassium [K;Fe (CN)qs] a 1%

Incubation pendant 20 mn a 50°C

v

Addition de 2,5 ml d’acide trichloracétique a 10%

\’

Centrifugation pendant 10 mn a 1500 tr/mn

v

Prélever 2,5 ml de la phase supérieure de la solution

et lui ajouter 2,5 ml d’eau distillée

v

Addition de 0,5 ml de chlorure ferrique FeCl;a 0,1

Mesure de I’absorbance a 700nm

Figure 14 : Procédure de mise en ceuvre du test du pouvoir réducteur
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8. Evaluation de D’activité antimicrobienne des huiles essentielles et des extraits

éthanoliques

8.1. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Elles sont déterminées selon la méthode de diffusion dans 1’agar comme précédemment
décrite (Sokmen et al., 2004, Zitouni et al., 2004). Pour chaque huile et extrait, une solution
meére a raison de 1pg/ml est préparée dans du méthanol et servira a préparer les dilutions finales
dans le milieu de culture. Pour cela, les volumes correspondants aux concentrations finales de
0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15 et 20 pg/ml sont ajoutées de maniere aseptique a 3 ml de gélose
nutritive en surfusion contenant du tween 80 (0,5 % V/V) comme agent de dispersion

(annexel). Il faut noter que nous avons concideré qu’un 1pg d’huile est equivalent a 1ul.

Apres homogénéisation, la gélose est immédiatement coulée dans des boites de pétri de 3 cm
de diametre et laissées a refroidir jusqu’a solidification puis les germes cibles, en suspensions
préalablement calibrées & environ 10° UFC/mI, sont disposés en surface en double spots &
raison de 1ul chacun. L’incubation se fait & 30°C pendant 24 heures pour les bactéries et 48

heures pour les champignons.

Les lectures sont effectuées en comparaison avec des boites témoins contenant la méme
quantité de méthanol mais sans I’huile ou ’extrait. Pour chaque germe les valeurs de la CMI
correspondent a la plus faible concentration d’huile ou d’extrait qui enregistre une absence de

croissance.

8.2. Détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB)

Aprés avoir mis en évidence un effet inhibiteur de nos huiles et extraits nous avons essayé

d’approfondir 1’étude de I’effet antimicrobien afin de voir au-dela de cet effet inhibiteur
I’existence d’effet bactéricide. Pour cela nous avons procédé comme suit :
L’ensemble des germes qui n’ont pas enregistré de croissance visible, c'est-a-dire en dessus de
leurs CMI, sont repiqués par grattage a partir des spots dans des tubes contenant du milieu ISP2
liquide (annexe 1). Apres incubation & 30°C pendant 24 a 48 heures, les lectures sont effectuées
en enregistrant pour chaque germe le premier tube non trouble correspondant a la plus faible
concentration d’huile ou extrait ayant 1’effet bactéricide (CMB), les tubes présentant une
croissance correspondent par contre a une activité bactériostatique.

8.3. Les germes cibles utilisés

Les germes cibles permettant d’évaluer le pouvoir bactériostatique et bactéricide de nos

huiles et extrais font partis de la collection de microorganismes du Laboratoire de Recherche
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sur les Produits Bioactifs et Valorisation de la Biomasse (LPBVB) de I’Ecole Nationale
Supérieure (Kouba).

L’ensemble des germes utilisés sont des bactéries (Gram + et Gram -), des levures et des
champignons filamenteux conservés a 4°C. Plusieurs de ces germes sont des agents pathogénes
pour ’homme ou les animaux ou bien phytopathogenes.

8.3.1. Bactéries

Les souches bactériennes testées par les huiles essentielles et les extraits de romarin ainsi
que leurs caractéristiques et les pathologies engendrées pour ’homme sont représentées dans le

tableau 4.

Tableau 04 : Souches bactériennes testées par les huiles essentielles et les extraits de romarin,

leurs caractéristiques et les pathologies engendrées pour I’homme.

. . Caractéristique, pathologie ou trouble Isolat
Bactérie Famille . o,
engendrés pour ’homme utilisé
Enterobecter Enterobacteriaceae Cette bactérie est un important pathogene
cloacae Gram négatif nosocomial, opportuniste, provogue des
infections au niveau de la peau, des voies
respiratoires et urinaires. Composant naturel E13

de la flore intestinale de I'homme et des
animaux, elle est aussi trouvée dans les
selles, les eaux usées, le sol et les produits
laitiers.

Escherichia coli  Enterobacteriaceae Bactérie commensale du tractus digestif,
Gram négatif mais sa capacité a acquérir des genes de
résistance rend certaines souches associées a
des pathologies (intoxication alimentaire): ~ E195
diarrhées, gastroentérites, infections extra
intestinale, septicémies, infection des voies
urinaires et gynécologiques, etc...

Klebsiella Enterobacteriaceae  Bactérie commensale, saprophyte, ubiquitaire

pneumoniae Gram négatif du tube digestif et I’appareil respiratoire,
fréquente dans les selles. Elle est un bon
indicateur de contamination fécale. E40

La capsule lui confére un fort pouvoir invasif ~ kp19
qui détermine des : infections respiratoires
(pneumonies, abces respiratoires, pleurésies),
infections intestinales, infections
nosocomiales.
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Salmonella Enterobacteriaceae  Bactérie fréquemment retrouvée dans les

enterica Gram négatif milieux aquatiques. Les vertébrés aquatiques
tels que les oiseaux sont d’importants
vecteurs, les bovins et ovins ainsi que la
volaille sont fréquemment contaminés, ce qui
rend les viandes, les ceufs crus et les produits
laitiers susceptibles d’étre contaminés. Elle
provoque des toxi-infections, intoxications
alimentaires en pénétrant par voie digestive
entrainant des inflammations intestinales E32
avec diarrhées.

Pseudomonase Pseudomonadaceae Bactérie ubiquitaire, avec des bacilles trés
aeruginosa ] mobiles. Trés contagieuse car elle se trouve
Gram négatif partout dans la nature: I’eau, sol, plantes,
animaux. Facilement véhiculée par 1’eau,

I’air ou surfaces contaminées.

. s A CIPA22
Elle présente une grande capacité pathogéne

et de plus en plus responsables opportunistes.
Les pathologies engendrées sont trés
diverses : infections des plaies, infections
gastro-intestinales chez les sujets ayant une
maladie hématologique.

Bacillus subtilis  Bacilliaceae C’est une bactérie ubiquitaire, n’est pas
considérée comme pathogéne pour ’homme,

Gram positif mais elle peut contaminer les aliments et ATCC6633
provoquer exceptionnellement des
intoxications alimentaires.

Listeria Listeriaceae C’est la seule espece du genre listeria qui est
monocytogenese pathogéne pour [I’homme. Ubiquitaire,

Gram positif

responsable d’infections sporadiques séveres.

La capacité de L. monocytogenese de se
développer a des températures proches de
0°C pose un véritable probléme pour les
aliments réfrigérés méme si la population
microbienne de départ est faible. CIP82110

Les bactéries ingérées avec la nourriture
contaminée (viandes, légumes, fromages,
etc...) traversent la paroi intestinale et
induisent une listériose dans un cas extréme a
une  septicémie chez les  patients
immunodéprimes.
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8.3.2. Champignons et levures

= Champignons mycotoxinogenes
Aspergillus carbonarius (M333), A. niger, A. flavus, Penicillium glabrum et P. expansum.
Ces champignons se développent sur de nombreuses denrées alimentaires dont les plus
importantes sont les céréales, les fruits secs et les épices. Ces champignons produisent des
métabolites secondaires toxiques: les mycotoxines. Les principales mycotoxines sont les
aflatoxines, les ochratoxines, les fumonisines, certaines trichothécénes, la zéaralénone et la
patuline. Ces substances peuvent occasionner des effets cancérogenes, mutagenes, tératogénes,
immunosuppresseurs, allergiques, oestrogéniques, nécrosants, neurotoxiques et néphrotoxiques
(Riba et al, 2008).

= Champignons phytopathogénes
Fusarium oxysporum lini
Ce champignon provoque un flétrissement vasculaire chez le lin. Les tiges deviennent brunes et
les racines noires, nécrosees.

Le lin attaqué donne des fibres courtes qui ne sont pas utilisables pour la production
industrielle.
Les sources de contamination peuvent étre le sol, les débris végétaux et les graines.

= Levures
Candidat albicans (IPA 200)
Candidat albicans est un pathogéne opportuniste présent a I'état naturel sur la peau et les
mugqueuses, dans la bouche et le tube digestif de I'étre humain. Il provoque des infections
fongiques, essentiellement au niveau des couches superficielles de la peau ou des muqueuses

digestive et gynécologique.

9. Analyse de données

La significativité des différences des résultats obtenus lors de 1’évaluation des activités
antioxydantes de nos huiles et extraits a été réalisée par une analyse de variance (ANOVA) a
un ou a deux facteurs effectuées sur le logiciel Statistica 4.00 avec un seuil de signification fixé
a 5%.
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1. Localisation de sites producteurs de I’huile essentielle de romarin

L’observation des coupes histologiques réalisées sur les feuilles et les tiges de romarin

révéle la présence de poils técteurs, sécréteurs et glandulaires illustrés par les figures (15, 17,

19) et schématisés par les figures (16,18).

Essence
Cuticule
Cellule
secretrices
Cuticule
Base dun poil Epiderme

tecteur ‘

Figure 15 : Coupe transversale de la feuille de Figure 16 : Schéma d’un poil sécréteur et
romarin mettant en évidence la présence de poils tecteur (Camefort, 1972).
sécréteurs (PS) et tecteurs (PT) (Gr. : X 160).

Cavite subeuticulaire de
stockage de |'huile essentielle

Cuticule
Cellules
secretnices
Cellle basique
(endoblastique) Cellle pied
; ; AN Y
Figure 17 : Coupe transversale de la feuille de Figure 18 : Schéma d’un poil glandulaire
romarin mettant en évidence la présence d’un poil (Stahl-Biskup, 2002)

glandulaire (PG) (Gr. X 160).
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Figure 19 : Coupe transversale de la tige de romarin mettant en évidence la présence d’un poil
tecteur, sécréteur et glandulaire (Gr. X 80).

Selon Wagner et al. (2004), seuls les poils glandulaires et sécréteurs ont I’aptitude de
biosynthétiser, sécréter et sequestrer les huiles essentielles en quantité significative. Ces types
de poils sont beaucoup plus répandus et plus denses sur les feuilles que sur les tiges. C’est la
raison principale qui fait que les tiges produisent une quantité infime d’huiles essentielles par

rapport aux feuilles et aux fleurs.

2. Rendement en huile essentielle

Les rendements (valeurs moyennes) en huile essentielle reportés dans le tableau 05 et la

figure 20 montrent des différences notables entre les écotypes.

Tableau 05 : Rendement en huile essentielle des trois romarins

Echantillon Rendement (g/100g MV)
R. INA 1,02

R. Tablat 0,89

R.Beni Yenni 1,8

R : Romarin

MV : matiere végétale
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Figure 20 : Rendement en huiles essentielles des trois romarins

Le rendement le plus éelevé (figure 20) est enregistré pour le romarin de Beni Yenni (1,8
g/100g de matiere végétale), suivi par le romarin de I’INA et Tablat (1,02 et 0,89g/100g de
matiere végétale respectivement). Ces différences de rendements pourraient étre expliquées

par les conditions édaphoclimatiques dans lesquelles la plante évolue.

Les études de Boutekedjiret et al. (1998) ; Sahraoui et al. (2007), effectuées sur le
romarin de I’INA et celui des Bibans obtiennent des rendements en huile essentielle dans le

méme ordre de grandeur (1,2 g/100 et 1,5g/100g respectivement) que ceux que nous avons
obtenus.

Angioni et al. (2004), obtiennent des rendements allant de 0,48 a 1,759/100g de matiere

végeétale pour les huiles essentielles issues du romarin de Sardaigne.

Cependant, le rendement enregistré par les huiles essentielles des mémes romarins de
I’INA obtenus par hydrodistillation sont de 1’ordre de 1,7 a 1,8 g/100g de matiére végétale
(Makhlouf, 2002 ; Bousbia, 2006). La méthode d’extraction pourrait donc étre a son tour un

facteur non négligeable pour 1’appréciation des rendements obtenus.
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3. Effet du séchage sur le rendement en huile essentielle

Les effets du séchage sur la variation du rendement en huile essentielle des différents
romarins sont illustrés dans les figures (21, 22)

— Rendement
1,6 - —Humidité
14 1 - 18,8
~ 127 - 168
?; 1 ED
g - 148 2
§ 0,8 A =
5 06 - - 12,8 &
0,4 -
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Figure 21: Effet du séchage sur le rendement en huile essentielle du
romarin de 1'TNA

1,6 - 11,3
— Rendement
1,4
— Humidité - 10,8
1,2 -
':'a —
= - 103 °
2 os 2
N =
= - 9,8 =3
o 0,6 1 ’ =
(a2 s
0,4 -
- 9,3
0,2
0 8,8
ANe e ine ine
4 61€ ‘—'ema\“ ‘mese o ‘mesema\ wme sema\
e 2e pe

Figure 22 : Effet du séchage sur le rendement en huile essentielle du
romarin de Tablat
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Figure 23 : Effet du séchage sur le rendement en huile essentielle du
romarin de Beni Yenni

A premicre vue, I’ensemble des graphiques de rendements et d’humidités (figures 21, 22,

23) présentent la méme allure générale.

On remarque également, que les augmentations des rendements en huile essentielle sont
inversement proportionnelles aux taux d’humidité pendant les trois premieres semaines pour
I’ensemble des écotypes de romarin. Le maximum en rendement est atteint a la troisieme
semaine (1,39 g/100g de maticre végétale seche pour le romarin de I’'INA, 0,91et 2,1 g/100g
de matiere végétale séche pour les romarins de Tablat et Beni Yenni respectivement). Cette
augmentation de rendement en huile essentielle durant les trois premiéres semaines de
séchage s’expliquerait par la continuité et 1’accélération de la biosynthése des substances
terpéniques en faveur du métabolisme glucidique stocké dans le végétal, cette fonction
particuliére des cellules sécrétrices est appelée respiration terpénique (Gueorguiev, 1980;
Silou et al., 2002).

Aprés la troisieme semaine, on remarque une baisse de rendement en huile essentielle
pour les trois romarins. Ceci serait du a la réduction ou I’arrét de la respiration terpénique,

causant la mort des cellules sécrétrices suite a une forte déshydratation.
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4. Cinétique d’extraction des huiles essentielles

Afin d’étudier I’influence de la provenance de la plante sur la cinétique d’extraction, nous
avons suivi I’évolution des rendements en huile essentielle en fonction du temps pour chaque
écotype.

Une masse d’environ 50g de la matiére végétale séche ont été soumise a une extraction par
entrainement a la vapeur d’eau pendant une durée de 90mn. L’huile essentielle a été récupérée
a des intervalles de temps plus ou moins réguliers. Le rendement est exprimé en pourcentage
(9/100g de la matiére vegétale seche).

Les résultats de la cinétique d’extraction sont regroupés dans le tableau 06 et la figure 24.

Tableau 06 : Variation du rendement en huile essentielle des romarins étudiés en fonction du

temps d’extraction.

Rendement (g/100g MVS)

Temps (min)

R.INA R. Tablat R.BY
0 0 0 0
S 0,44 0,35 0,4
10 0,61 0,49 0,8
15 0,77 0,68 1,2
20 0,84 0,78 1,5
25 0,92 0,86 1,6
30 0,97 0,9 1,68
35 1,01 0,9 1,71
40 1,06 0,9 1,75
45 1,09 0,9 1,78
50 1,14 0,9 1,83
55 1,19 0,9 1,87
60 1,23 0,9 19
65 1,23 0,9 1,93
70 1,23 0,9 1,95
80 1,23 0,9 1,98
90 1,23 0.9 2
MVS : mat.iére végétale seche.
R : Romarin.
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Figure 24 : Cinetique d’extraction des huiles essentielles des romarins étudiés

Selon la figure 24, on constate que les cinétiques correspondantes aux trois huiles essentielles
des différents écotypes, présentent la méme allure générale.

Les trois courbes se caractérisent par une partie ascendante ou on remarque une
augmentation rapide du rendement en huile essentielle pour les trois romarins, ceci peut étre
expliqué par le fait que les poils sécréteurs d’huiles essentielles présents au niveau de la
feuille et de la tige sont exogénes, facilitant ainsi I’extraction de 1’huile essentielle.

Ensuite, nous avons une tendance linéaire et la formation d’un palier au cours duquel les
quantités en huiles recueillies sont pratiquement nulles en raison de I’épuisement des organes
de la plante. Cependant, on peut remarquer que le palier est atteint a 90mn pour le romarin de
Beni Yenni, alors que pour le romarin de I’INA et Tablat le palier est atteint a 60mn et 30mn
respectivement. Ces différences pourraient étre expliquées par les plus ou moins grandes
quantités d’huiles contenues dans les feuilles et les tiges des différents échantillons. Ceci est
clairement vérifié par les valeurs du rendement final enregistré par les différents romarins :
celui de Beni Yenni (2g/100g de la matiere végétale séche), de I'INA (1,39g/100g), et de
Tablat (0,919/100g).
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5. Proprietés physiques et organoleptiques des huiles essentielles

Les indices physiques et organoleptiques des huiles essentielles des trois romarins étudiés

sont regroupés dans le tableau 07.

Tableau 07 : Caractéristiques physiques et organoleptiques des huiles essentielles

Caractéristiques R.INA  R.Tablat R.Beni  ApNOR
Yenni
Densité
relative a 0,884 0,893 0,890 0,860-0,920
v 20°C
siques
Yol Indice de
réfractiona 1,476 1,475 1,472 1,466-1,475
20°C

Liquide Liquide Liquide  Liquide
Aspect mobile mobile mobile mobile
limpide limpide limpide  limpide

Presque incolore

Couleur Jaune Jaune pale  Jaune . .
) a jaune pale
Organoleptiques
Caractéristique
Odeur Caracteéristique aromatique plus
camphrée au moins

camphrée

Nos résultats sont conformes a ceux rapportés par 1’association frangaise de normalisation

(AFNOR, 2000).

6. Composition chimique des huiles essentielles

La composition chimique des huiles essentielles des romarins de I’'INA, de Tablat ainsi
que celle de Beni Yenni a été établie par chromatographie en phase gazeuse seule (CPG) et
par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM).

Le tableau 08 résume I’ensemble des composés identifié€s ainsi que leurs proportions pour

chacune des huiles des romarins étudiés (INA-Tablat-Beni Yenni).
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Tableau 08 : Composition (%) chimique des huiles essentielles des différents romarins

N°  Composés® IK? R.INA R.Tablat R.Beni Yenni Identification®
IrDB1 PEG

1  Tricyclene 913 1017 0,1 0,2 0,1 SM-IR
2 a-Thujene 921 1029 t t - SM-IR-E
3 o-Pinene 926 1026 51,8 20,9 24,7 SM-IR-E
4 a-Fenchene 946 1046 - - t SM-IR
5 Camphene 957 1072 6,2 22,0 45 SM-IR-E
6 Verbenene 958 1121 0,2 - 0,4 SM-IR
7 1-Octen-3-Ol 962 1411 - t - SM-IR
8  Sabinene 970 1132 t t - SM-IR
9 3-Octanone 980 1225 - - t SM-IR
10 B-Pinene 985 1119 2,3 6,6 0,2 SM-IR-E
11 B-Myrcene 990 1173 11 0,2 0,6 SM-IR
12 a-phellandrene 1005 1177 0,1 0,1 0,1 SM-IR-E
13 5-3-carene 1009 1163 t - 0,3 SM-IR-E
14 o-terpinene 1020 1192 0,2 0,1 0,1 SM-IR-E
15 p-cymene 1025 1290 11 0,2 3,8 SM-IR-E
16 1-8cineole 1034 1223 t 9,5 t SM-IR-E
17  B- phellandrene 1044 1222 t - - SM-IR
18 Limonene 1045 1212 4,5 - 14,3 SM-IR-E
19 B-Ocimene 1052 1246 t t - SM-IR
20 y-terpinene 1057 1261 0,8 0,1 0,1 SM-IR-E
21 cis-sabinene hydrate 1058 1567 t t - SM-IR
22  Fencholenic aldehyde 1063 - t - - SM-IR
23 a-Fenchone 1070 1389 - - 0,1 SM-IR
24 p-Cymenyl 1087 1452 - - 0,4 SM-IR
25 Terpinolene 1093 1300 0,3 0,1 0,2 SM-IR-E
26 Filifolone 1097 1423 - - 0,7 SM-IR
27 Linalool 1104 1558 11 - - SM-IR-E
28 trans-sabinene

Hydrate 1101 1482 - t - SM-IR
29 B-Thujone 1105 1412 - - t SM-IR
30 Chrysantenone 1106 1493 0,2 - 0,1 SM-IR
31 a-Campholene

1108 1401 0,3 - 0,7 SM-IR

aldehyde
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32 Fenchyl alcohol 1118 - - t - SM-IR
33 Camphor 1122 1556 7,8 32,0 13,8 SM-IR-E
34 Exo-Methyl

camphelinol 1144 - - - 0.2 SM-IR
35 Pinocarvone 1162 1586 0,3 t 1,6 SM-IR
36 Pinocamphone 1164 1507 - - 0,3 SM-IR
37 Borneol 1167 1732 - 0,3 - SM-IR
38 isoBorneol 1177 - 0,9 - - SM-IR-E
39 4-Terpineol 1182 1613 0,3 0,2 1,2 SM-IR
40 a-Terpineol 1190 1723 0,2 0,2 2,2 SM-IR-E
41 Verbenone 1210 1734 4,1 - 6,3 SM-IR
42 endo-Borneol 1216 - 1,9 - - SM-IR
43 Carveol 1226 1845 0,1 - - SM-IR
44 Thymol methylether 1255 1611 - - t SM-IR
45 Carvone 1260 1755 0,1 - 0,1 SM-IR
46  Carvacrol methyl

ether 1263 1976 - - t SM-IR
47  Piperitone 1264 - - - t SM-IR
48  Geraniol 1272 1820 0,1 - - SM-IR-E
49  Thymol 1280 2212 - - 0,2 SM-IR-E
50 Bornyl acetate 1285 1608 1,3 0,3 0,6 SM-IR-E
51 Carvacrol 1297 2238 t - 1,3 SM-IR
52 «a-Cubebene 1328 - - t - SM-IR
53 Piperitenone 1335 - - - 0,3 SM-IR
54 a-Ylangene 1350 - - t - SM-IR
55 Eugenol 1351 2172 t - 0,1 SM-IR
56 Methyleugenol 1352 - - - 0,2 SM-IR
57 a-Copaene 1353 1509 - 0,2 0,2 SM-IR
58 «a-Bourbonene 1380 1536 - t - SM-IR
59 B-Cubebene 1386 1549 - t - SM-IR
60 p-Caryophyllene 1438 1620 6,8 3,3 2,5 SM-IR-E
61 Geranyl acetone 1440 1769 t - 0.4 SM-IR
62 o-Bergamotene 1442 1563 t - - SM-IR
63 o -Farnesene 1442 - - - 0,2 SM-IR
64 [B-Farnesene 1449 1641 0.1 0,1 0,2 SM-IR
65 Aromadendrene 1449 1625 - - 0,2 SM-IR
66 o-Humulene 1450 1687 0,8 0,3 1,2 SM-IR
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67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86

a-Curcumene
Zingiberene
vy-Muurolene

Ledene

Germacrene
a-Muurolene
B-Bisabolene
y-Cadinene
cis-Calamenene
d-Cadinene
B-Sesquiphellandrene
Cadina-1-4-diene
a-Bisabolene
Caryophyllene oxide
Spathulenol

Methyl jasmonate
a-Cadinol
B-Eudesmol
Cadalene

a-Bisabolol

Composés identifiés %

Monoterpenes

Monoterpenes oxygénés

Sesquiterpene

Sesquiterpene oxygénés

1460
1471
1472
1477
1486
1500
1505
1511
1516
1519
1525
1526
1540
1600
1602
1636
1650
1654
1659
1686

1790

1690
1713
1726
1690
1776
1776
1835
1772
1770
1757
1776
2014
2154

2259
2255
2200

0,1

0,1

96,9

68,7
18,7

91
0,4

- 1,0 SM-IR
- - SM-IR
0,3 - SM-IR
t - SM-IR
0,1 - SM-IR
0,1 - SM-IR
0,1 2 SM-IR
0,2 0,5 SM-IR
t 0,3 SM-IR
0,8 0,2 SM-IR
- - SM-IR
t t SM-IR
0,1 - SM-IR
0,1 - SM-IR
- 0,1 SM-IR
- 0,2 SM
t - SM-IR
t - SM-IR
- 0,1 SM-IR
0,1 0,3 SM-IR
98,8 94,2
50,5 49,8
42,5 35,2
5,6 8,6
0,2 0,6

Tcomposés classés dans I"ordre d’élution sur la colonne apolaire DB1 ; “indice de rétention relatif aux n-alcanes

C9-C23; *ldentification : SM, comparaison des spectres de masse avec ceux des banques de données : E,

comparaison des indices de rétention avec ceux des étalons ; IR, comparaison des indices de rétention avec ceux

fournis par la littérature sur des colonnes de polarité identique a celle que nous avons utilisé; t : trace (<0,05%).

6.1. Composition chimique de I’huile essentielle du romarin de P’INA

L’analyse par CPG et CPG/SM nous a permise d’identifier 48 composés (figure25)

représentant 96.9% de la somme totale des aires de pics des chromatogrammes (figures 28a et

28b).
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: Figure 27 : Proportion de composés majoritaires du romarin de ’INA

. Sesquiterpenes

1 Sesquiterpenes oxygéneés
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: Figure 26 : Familles de composés identifiés du romarin de I’'INA

Composition chimique de I’huile essentielle du romarin de I'INA
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Figure 28a : Chromatogramme CPG/SM de I’huile essentielle du romarin de I’INA
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Figure 28b : Chromatogramme CPG de I’huile essentielle du romarin de I'INA

Comme nous le montre la figure 26, les monoterpénes représentent la majorité des pics
identifiés avec 60%, suivis par les monoterpénes oxygénes (18,7%) puis les sesquiterpénes
(9,1%) et les sesquiterpenes oxygénés (0,4%).

Selon I’histogramme représenté par la figure 27, cette huile est caractérisée par 1’a pinéne
comme composeé le plus important qui représente a lui seul plus de la moitié des composés
identifiés (51,8%), suivi par les autres composés majoritaires; camphor (7,8%), B-
caryophyllene (6,8%), limonene (4,5%) et la verbenone (4,1%).

La nature ainsi que les proportions des composés identifiés lors de notre analyse sont
proches de celles précédemment obtenues pour ce méme romarin de I'INA, étudié par

différents auteurs (Makhlouf, 2002 ; Sahraoui et al., 2007 ; Bousbia et al., 2009).

Dans I’ensemble des études citées ci-dessus ainsi que dans ce travail, I’a pinéne est de
loin le composé majoritaire. Un tel model de composition correspond a un chémotype a a-

pinene (Rosuaj et Garcia-Granados, 1987).

Méme si la nature et les proportions des composeés majoritaires sont sensiblement les
mémes entre celles de notre échantillon et celles obtenues par Makhlouf, (2002) ; Sahraoui
et al. (2007); Bousbia et al. (2009), on peut cependant noter des différences de

concentrations qui pourraient étre liées aux procédés d’extraction et a la période de récolte.
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Les analyses effectuées sur I’huile essentielle du romarin de I'INA obtenue par
hydrodistillation montrent une concentration légérement inférieure en a-pinéne (44,05%)
(Bousbia et al., 2009) par rapport a celle que nous avons obtenue par entrainement a la
vapeur (51,8%).

La teneur en a-pinéne de I’huile essentielle du romarin de I’'INA obtenue par la méme
méthode (entrainement a la vapeur), peut présenter, malgré tout, des différences notables. En
effet Sahraoui et al. (2007), enregistrent une concentration de 15,5% alors que nous
observons dans notre cas une concentration de 51,8%. Cette grande différence pourrait étre
expliquée par la période de récolte (du stade végétatif de la plante) (Yesil Celiktas et al.,
2007 b ; Hazzit et Baaliouamer, 2009).

6.2. Composition chimique de I’huile essentielle du romarin de Tablat

L’analyse par CPG et CPG/SM a permit d’identifier 47 composés (figure 29) représentant
98,8% de l’'information fournie par les chromatogrammes (figures 32a et 32b), ou les
proportions des composés regroupés par famille et illustrées par la figure 30 révele que la
moitié des pics identifiés (50,5%) correspondent aux monoterpénes. L’autre moitié regroupe
les monoterpénes oxygenés (42,5%) suivis par les sesquiterpenes (5,6%) et les sesquiterpénes

oxygeénés (0,2%).

D’aprés la figure 31, la prédominance combinée du camphor (32%), camphene (22%), o-
pinéne (20,9%), 1-8 cinéole (9,5%) et P-pinéne avec 6,6% caractérise la composition

chimique de cette huile.
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Figure 29 : Composition chimique de 1’huile essentielle du romarin de Tablat
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Figure 32a : Chromatogramme CPG/SM de I’huile essentielle du romarin de Tablat
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Figure 32b : Chromatogramme CPG de I’huile essentielle du romarin de Tablat

D’une maniére générale, on remarque une grande similitude en composés majoritaires
entre 1’huile essentielle du romarin d’Espagne (Bannour et al., 2006) et de Cuba (Pino, 1998)
avec celle de Tablat. D’une part les trois huiles se caractérisent par la prédominance du
camphor (38%, 34,8%, 32% respectivement) et d’autre part elles se distinguent par leurs
fortes proportions en 1-8 cinéole (16%, 11%, 9,5% respectivement).

6.3. Composition chimique de I’huile essentielle du romarin de Beni Yenni

L’analyse par CPG et CPG/MS a révélé I'identification de 57 composés (figure 33)

correspondant a 92,2% de I’ensemble des pics enregistrés par les chromatogrammes (figures
36a et 36b).
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Figure 35 : Proportion de composés majoritaires du romarin de
Beni Yenni

Sesquiterpenes
OXYgénés
0,6%

Monoterpenes Sesquiterpenes
OXYEEénés 8,6%
35,2%

Composés non
identifiés
5,8%

49,8%

Familles de composés identifiés du romarin
de Beni Yenni

Figure 34 :

Figure 33 : Composition chimique de 1’huile essentielle du romarin de Beni Yenni
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Figure 36a : Chromatogramme CPG/SM de I’huile essentielle du romarin de Beni Yenni
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Figure 36b : Chromatogramme CPG de I’huile essentielle du romarin de Beni Yenni

Comme le montre la figure 34, les monoterpenes représentent a eux seuls 49,8% des
composés identifiés suivis par les monoterpénes oxygénés (35,2%) et par les sesquiterpénes et

sesquiterpénes oxygénés (8,6% et 0,6% respectivement).

D’aprés la figure 35, I’huile essentielle de Beni Yenni se caractérise par sept composés
majoritaires : 1’a-pinéne avec 24,7%, le limonéne et le camphor avec 14,3% et 13,8%
respectivement, puis le verbenone, le linalool, le camphene et le p-cymene avec 6,3%, 4,8%,

4,5%, 3,8% respectivement.

Au regard des différents travaux cités dans la littérature, 1’analyse par CPG et CPG/SM
de I’huile essentielle du romarin de Beni Yenni révele une plus grande diversité de composés
ainsi que des singularités importantes. Méme si 1’a-pinéne demeure le composé majoritaire
(24,7%), la concentration importante du limonene (14,3%) fait que cette huile se distingue des
autres huiles essentielles analysées et publiées dans diverses investigations ; excepté 1’étude
de Bozin et al. (2007) sur I’huile essentielle de romarin de Serbie qui reléve la présence de

limonéne comme composé majoritaire a coté du camphor (21,7% et 21,6% respectivement).
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6.4. Comparaison des compositions des huiles essentielles étudiées

Lorsque 1’on compare les huiles essentielles des romarins étudiés (figure 37 et tableau
08), on remarque que celle du romarin de I’INA se distingue des autres par sa grande teneur
en monoterpénes (proche de 70%) alors que les huiles essentielles de Tablat et de Beni Yenni
ont une teneur autour de 50%. Le fort taux en monoterpénes de I’huile essentielle de I’'INA est
da a sa forte concentration en a-pinene (51,8%), alors que ce dernier ne représente qu’un peu

plus de 20% dans les huiles essentielles de Tablat et de Beni Yenni.

Par contre, I’huile essenticlle du romarin de I’INA posséde le plus faible taux en
monoterpenes oxygénés (18,7%), alors que dans les huiles essentielles du romarin de Tablat
et de Beni Yenni on enregistre un taux de 42,5% et 35% respectivement. L’importante
teneur en camphor (32% pour I’huile essentielle de Tablat et 13,8% pour 1’huile essentielle de
Beni Yenni) ainsi qu’en 1-8cinéole pour I’huile essentielle de Tablat 9,5% explique le fort

taux en monoterpenes oxygénés de ces deux huiles.

Méme si I’huile essentielle de Tablat ne posséde qu’une teneur de 9.5% de 1-8cinéole,
c’est la seule des trois huiles a avoir un taux significatif en ce composé (1-8 cineole se trouve
sous forme de trace dans I’huile essentielle du romarin de I’'INA et de Beni Yenni). Selon ce
constat, il semblerait que les huiles des trois régions étudiées sont différentes de 1’huile
essentielle du romarin des Bibans (Boutekedjiret et al., 1998 ; Sahraoui et al., 2007), du
Maroc (Chalchat et al., 1993 ; Lamiri et al., 2001), de Turquie (Orhan et al., 2008), de
Tunisie, de Grece, de Yougoslavie, d’Italie et de France (Pintore et al., 2002) qui contiennent
plus de 40% de 1-8 cinéole.

Malgré la proximité des teneurs en sesquiterpenes des huiles essentielles du romarin de
I’INA et de Beni Yenni (9,1%, 8,6% respectivement), il semblerait que I’huile essentielle du
romarin de Beni Yenni présente une plus grande diversité en ces composés avec des teneurs
faibles, alors que I’huile essentielle du romarin de I’INA tire sa forte teneur en sesquiterpenes
principalement du - caryophyllene qui représente a lui seul environ 75 % des sesquiterpenes.
L’huile essentielle du romarin de Tablat quant a elle présente une teneur en sesquiterpenes

inférieure a celle des deux autres huiles.

De manicre globale, 1’analyse par CPG et CPG/SM montre clairement une plus grande
diversité de composé dans 1’huile essentielle de Beni Yenni comparée aux deux autres huiles
de romarins étudiés. Ainsi I’huile essentielle de Beni Yenni contient entre autres une

proportion non négligeable de filifolone (0,7%) (figure 38), composé qui est détecté pour la
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premicre fois dans I’huile essentielle de romarin d’Algérie. Ce composé ne se trouve que dans
de tres rares huiles de romarin comme celles du romarin des régions d’Izmir et Canakale
(Turquie) (Yesil Celiktas et al., 2007)b.
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Figure 37 : Proportion des familles de composes identifies du romarin des trios régions
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Figure 38 : Spectres de masse du filifolone. A : Spectre de masse du composé détecté dans
I’huile essentielle. B : Spectre de masse du filifolone fourni par la banque de donnée
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L’ensemble des différences de compositions et de teneurs sont liées a la diversité des
habitats dans lesquels évoluent les romarins dont les huiles essentielles ont été investiguées.
Ainsi Tucker et Maciarello (1986) ; Angioni et al. (2004) ; Graber et al. (2010) rapportent
que la composition chimique des huiles essentielles de romarin est trés dépendante des
conditions pédoclimatiques.

7. Rendement en extraits

Le tableau 09 et la figure 39 représentent les rendements en extraits exprimés en
pourcentage (g extrait/100g matiere végétale) obtenus pour les trois écotypes étudieés.
Tableau 09 : Rendements en extrait des trois romarins étudiés

Echantillon Rendement (%)
R. INA 39,6
R. Tablat 20,55
R.Beni Yenni 22,61
R. romarin
50 -
40 -
T 30 -
3
E 20 -
10 -
$‘P~
Q\‘\ q»-@\owk ‘2'3"{

Figure 39 : Rendements en extraits

D’apres la figure 39, on remarque que le romarin de 'INA enregistre le plus fort
rendement avec environ 40% suivi par le romarin de Beni Yenni et de Tablat avec
respectivement 22,61% et 20,55%.
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La différence de rendement en extraits des romarins étudiés peut étre attribuée a la
disponibilité¢ des différents composés extractibles définis d’une part par la composition
chimique des feuilles de romarin (facteurs génétiques) et d’autre part par les conditions
pédoclimatiques (nature du sol, climat, altitude, exposition, etc...) (Hsu et al., 2006 ; Sultana
et al., 2007 ; Babovic et al., 2010).

Il n’existe pas dans la littérature de modeles prédictifs des rendements utilisant la

composition chimique d’une plante donnée (Maisuthisakul et al., 2008).

De plus, de précédentes études rapportent que les plantes ayant des rendements élevés en
extraits contiennent une forte teneur en composés phenoliques (Lehtinen et Laakso, 1998 ;
Borneley et Peyrat-Maillard, 2000).

7.1. Teneur en phénols totaux

La teneur en phénols totaux des différents écotypes étudiés est déterminée par la méthode
colorimétrique de Folin ciocalteu, en utilisant la courbe d’étalonnage obtenue avec 1’acide

gallique qui est représentée par la figure 40.
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Figure 40 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique
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Les résultats du dosage des phénols totaux sont représentés dans le tableau 10 et la figure 41.

Tableau 10 : Teneurs en phénols totaux des différents extraits

Extraits Teneur en phénol totaux (mg eq.ag/g)*
R. INA 462,7
R. Tablat 372,73
R.BY 408,62
* mg equivalent d’acide gallique/g d’extrait
R. romarin
500 1
400 -
oh
& 300
g
2 200 -
100 -
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Figure 41 : Teneur en phenols totaux

Selon la figure 41, les résultats du dosage des phénols totaux ont permis d’enregistrer de
fortes teneurs pour I’ensemble des extraits étudiés, avec cependant des différences notables.
Ainsi I’extrait du romarin de I’INA se distingue par la plus forte teneur en phénols totaux
(462,7 mg eq.ag /g d’extrait) suivi par celui du romarin de Beni Yenni (408,62 mg eq.ag /g
d’extrait) et le romarin de Tablat (372,73 mg eq.ag /g d’extrait).

Comme cela a été démontré dans diverses études (Saenz-Lopez et al., 2002 ; Samotyja
et Malecka, 2007), la forte teneur en phénols totaux des extraits de romarin est attribuée aux
proportions importantes de certains composés phénoliques de cette plante tels que : 1’acide

carnosique, le carnosol, 1’acide rosmarinique, le rosmanol et 1’epirosmanol.

Les variations importantes des teneurs en phénols totaux du romarin de différentes
provenances s’expliquerait, en plus de D’aspect purement génétique, par des facteurs

environnementaux tels que le climat, 1’altitude, I’exposition etc...., qui influenceraient
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directement sur le métabolisme de la production des composés phénoliques (metabolites

secondaires) cité précédemment (Wojdylo et al., 2007 ; Yesil Celiktas et al., 2007 a).

Il faut cependant noter, qu’en plus des facteurs intrinséques a la plante influencant la
teneur en phénols totaux, les conditions et les méthodes d’extraction affectent directement la
concentration finale en composes phénoliques (Albu et al., 2004 ; Wada et al., 2004), a titre
d’exemple, les extraits aqueux et méthanoliques issus de romarin traité dans les mémes
conditions que les notres (feuilles séchées, méthode d’extraction) ont des teneurs en phénols

totaux de 185 mg eq.ag /g (Dorman et al., 2003).

Les mémes teneurs en phénols totaux sont observées pour des extraits méthanoliques
obtenus avec des feuilles séchées dont les extraits bruts sont prétraités avec un procédé

incluant 1’acide chlorhydrique (Kosar et al., 2005).

La teneur en phénols totaux des extraits de romarin obtenue a partir des feuilles fraiches
est la plus faible enregistrée avec environ 2,19 mg eqg.ag /g (Zheng et Wang, 2001).

7.2. Teneur en flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium en

utilisant la courbe d’étalonnage établie pour la quercitrine et représentée par la figure 42.
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Figure 42 : Courbe d’étalonnage de le quercitine
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La teneur en flavonoides des trois extraits de romarin est représentée dans le tableau 11 et
la figure 43.

Tableau 11 : Teneur en flavonoides des différents extraits de romarin

Extrait Teneur en flavonoides (mg eq. gr /g extrait)*
R. INA 54,75
R. Tablat 38,14
R.BY 45,17

* mg équivalent de quercitine /g d’extrait
R. romarin

mg.eqqr'g

ﬂ?‘
Q"

Figure 43: Teneur en flavonoides des extraits

Les résultats du dosage des flavonoides des trois extraits étudiés réveélent de fortes teneurs
en flavonoides avec une méme hiérarchisation des teneurs que celles obtenues pour les
phénols totaux (54,75mg eq. qr /g d’extrait pour le romarin de I’INA, 45,17 mg eq. qr /g
d’extrait pour le romarin de Beni Yenni et 38,14 mg eq. qr /g d’extrait pour le romarin de
Tablat).

Les flavonoides sont considérés comme une sous classe des composés phénoliques, il est
par consequent logique que la teneur en phénols totaux des extraits soit directement reliée a

leur teneur en flavonoides.
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On note cependant, que méme si la teneur en phénols totaux est largement supérieure a
celle décrite par Dorman et al. (2003), Chen et al. (2007), la proportion en flavonoides ne
représente que 25% environ des phénols totaux, alors que ces mémes auteurs enregistrent des

proportions supérieures a 50%.

8. Evaluation de I’activité antioxydante des huiles essentielles et des extraits de romarins

étudiés
8.1. Activité de piégeage du radical DPPH

Le recours a 1’évaluation du pouvoir de piégeage du radical DPPH comme méthode pour
la mesure de I’activité antioxydante de nos huiles et extraits, est motivé par le fait que cette
méthode est largement utilisée pour sa fiabilité et répétabilité (Thaipong et al., 2006 ;
Siddhuraju, 2007).

8.1.1. Activité de piégeage du radical DPPH des différentes huiles essentielles des
romarins étudiés

Les résultats de 1’évaluation de I’activité de piégeage du radical DPPH par les huiles

essentielles et le BHT sont résumeés dans le tableau 12 et la figure 44.

Tableau 12 : Activité de piégeage du radical DPPH des différentes huiles essentielles de

romarin comparée a celle du BHT.

Concentration Activité de piégeage du radical DPPH des huiles essentielles (%)

(mg/l)

R. INA R. Tablat R. Beni Yenni BHT
100 10,98 +0,26 4,66 £0,88 6,24 £0,9 73,15+0,85
200 14,27 +£0,48 6,36 £0,67 8,18 £0,44 80,63+0,32
400 15,31 +0,33 9,48 £0,33 11,7 +0,03 84,75+0,52
600 16,18 +1,73 10,75 +0,42 14,24+0,62 86,35+0,6
800 17,61 +0,3 16,75 +0,21 17,12+0,25 88,81+0,3
1000 21,74 +0,49 17,09 £0,35 19,7+0,65 91,07+0,13
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L’analyse de variance de I’effet des €écotypes et des concentrations en huile essentielle
indique un effet trés hautement significatif (<0,01) de ces deux facteurs sur ’activit¢ du

piégeage du radical DPPH (tableau 13).

Tableau 13: Récapitulatif de ’ANOVA des activités de piégeage du radical DPPH

exprimées par les huiles des trois écotypes

Facteur Somme des carrés ddl Signification
A 68061,36 3 <0,01
B 1493,58 5 <0,01
A*B 127,12 15 <0,01
Erreur 17,74 48

A : Ecotype ; B : Concentration (mg/l) ; A* B : Interaction (Ecotype - Concentration).

100 -

m 100
m 200
=400
m 600
800
W 1000

Pouvoir de piégeage (%)

R.INA R.Tablat R. BY BHT

Figure 44 : Activite de piegeage du radical DPPH par les différentes huiles essentielles
de romarin et du BHT
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D’apres la figure 44, on remarque que l’activité¢ de piégeage du radical DPPH des
différentes huiles essentielles augmente proportionnellement avec [’augmentation des

concentrations en huiles mises en présence.

On observe, que I’activité de piégeage du radical DPPH par le BHT est nettement plus
importante que celles des différentes huiles essentielles quelque soit les concentrations

considérées ; méme si ces huiles montrent des activités notables.

L’évaluation de la capacité de piégeage du radical DPPH par la détermination de la
concentration minimale inhibant 50% des radicaux libres (ICsp), montre qu’aucune des huiles
n’a pu atteindre un seuil d’inhibition de 50% des radicaux étant donné qu’a la plus forte

concentration (1000mg/1), on arrive a peine a un taux d’inhibition de 20%.

La comparaison des moyennes du pouvoir de piégeage montre que 1’huile essentielle de
I’INA présente une activité significativement supérieure (p <0,05) a celle de Beni Yenni, qui

est elle-méme supérieure a celle de Tablat.

Des études similaires menées sur des huiles essentielles de différentes plantes attribuent

ces différences d’intensité de piégeage a la composition chimique de ces dites huiles (Wang

et al., 2008 ; Oke et al., 2009).

La teneur ainsi que la nature des composés majoritaires semblent donc déterminantes de
I'intensité de piégeage. Wang et al. (2008), remarquent une corrélation de 1’activité de
piégeage du radical DPPH de I’huile essentielle de romarin avec la teneur de certains
composés tels que 1’a-pinéne, B-pinéne et la 1-8 cinéole. La meilleure activité de piégeage du
radical DPPH de I’huile essentielle du romarin de I’INA, pourrait étre liée a sa forte teneur en

a-pinene (51,8%).

Cependant, la teneur de quelques composes majoritaires ne peut expliquer a elle seule ces
différences d’activités, car chaque huile contient un mélange complexe de différents
composés. De plus les composés présents en faible concentration pourraient contribuer

significativement a I’activité de I’huile essentielle (Wang et al., 2008).
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8.1.2. Activité de piégeage du radical DPPH des extraits de romarins étudiés

Les différentes activités de piégeage obtenues pour les différents extraits comparé a celle

du BHT (antioxydant de synthese) sont reportées dans le tableau 14 et la figure 45

Tableau 14 : Résultats d’activité de piégeage du radical DPPH des différents extraits de

romarin comparée a I’activité du standard BHT

Concentration

(mg/l)

10
20
50

100

Activiteé de piégeage du radical DPPH des extraits (%)

R. INA R. Tablat R. Beni Yenni BHT
13,45 +0,41 13,46 +0,24 11,3+1,65 ND
37,10+0,59 14,84 +0,18 19,12+0,42 ND
46,91+1,24 25,82+0,77 26,84+0,71 31,40%0,70
69,75+1,13 48,4+1,18 55,97+0,33 42,14+0,48
86,24+0,35 70,79+0,7 92+0,06 62,49+0,69
88,27+0,42 85,04+0,55 92,08+0,008 73,15+0,85

ND : non déterminé

L’analyse de variance de I’effet des €cotypes et des concentrations en extrait indique un
effet tres hautement significatif (<0,01) de ces deux facteurs sur I’activité du piégeage du
radical DPPH (tableau 15).

Tableau 15 :
exprimées par les extraits des trois écotypes

Récapitulatif de PANOVA des activités de piégeage du radical DPPH

Facteur Somme des carrés ddl Signification
A 14511,8 3 <0,01
B 23082,0 5 <0,01
A*B 33118,3 15 <0,01
Erreur 23,0 48

A : Ecotype ; B : Concentration (mg/l) ; A* B : Interaction (Ecotype - Concentration).
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Figure 45 : Activite de piegeage duradical DPPH par les ditférents extraits de romarin et
dn RHT

D’apres la figure 45, les mémes tendances observées lors de 1’évaluation de 1’activité de
piégeage du radical DPPH des différentes huiles sont observeées pour les extraits
(augmentation proportionnelle des activités de piégeage a I’augmentation des concentrations
en extraits) ; avec cependant une différence nette de supériorité des intensités de piégeage des

extraits.

Aux concentrations inférieures ou égales a 20 mg/l, ’activité de piégeage du radical
DPPH de I’extrait du romarin de ’INA est la plus importante. A ces mémes concentrations on
note également une réelle supériorité de ’activité de piégeage du radical DPPH par le romarin
de Beni Yenni par rapport a celle de Tablat.

Cependant, aux concentrations supérieures ou égales a 50 mg/l, on remarque que le
pouvoir du piégeage du radical DPPH des extraits du romarin de Beni Yenni et celui de 'INA
est & peu prés similaire, alors que I’activité de 1’extrait du romarin de Tablat reste toujours

inférieure a celles des deux autres extraits méme si I’écart s’amenuise a une concentration de

100mg/l.

De maniere géneérale, hormis mis pour les concentrations de 10mg/1 (ou seul I’extrait du
romarin de ’INA a une activité supérieure a celle du BHT), les concentrations supérieures
montrent, pour I’ensemble des extraits étudiés, une activité de piégeage plus élevée que celle

du BHT avec une large supériorité de I’extrait du romarin de I’ INA.
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La comparaison des moyennes du pouvoir de piégeage montre que 1’extrait du romarin de
I’INA présente une activité significativement supérieure (p <0,05) a celle de Beni Yenni, qui

est elle-méme supérieure a celle de Tablat.

La détermination des ICsy des différents extraits et du BHT (figure 46), permet de
conforter I’ensemble de nos observations. Etant donné que les plus faibles valeurs d’ICsg
indiquent les plus grandes activités antioxydantes, on conclut d’une part que 1’extrait du
romarin de ’INA possede de loin la plus forte activité (ICs50=10.4mg/1), suivi par 1’extrait du
romarin de Beni Yenni et de Tablat (14,92 mg/I et 20,73mg/I respectivement), et d’autre part
que I’ensemble des extraits étudiés disposent d’une plus grande activité antioxydante par

rapport a celle du BHT (1Cs5o=28mg/I).

35 4
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R.INA R. BY R. Tablat BHT

Figure 46 : 1C;., des différents extraits et du BHT

En effet, diverses études montrent le fort pouvoir antioxydant des extraits de romarin et
lient ce pouvoir a leur forte teneur en phénols totaux et en flavonoides (Zheng et Wang,
2001 ; Caillet et al., 2007 ; Erkan et al., 2008 ; Babovic et al., 2010)

Ce phénomene est vérifié pour les extraits que nous avons étudiés, il est a noter que
I’intensité du pouvoir de piégeage augmente avec la teneur en phénols totaux et en

flavonoides de chaque extrait comme resume dans le tableau 16.
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Tableau 16 : Valeurs d’ICsp, phénols totaux et flavonoides des différents extraits

Extrait ICso (mg/l)  Phénols totaux (mg eq. ag/g) Flavonoides (mg eq. qr/g)
R. INA 10,4+0,17a 462,7 54,75
R. Beni Yenni  20,73%0,37b 408,62 45,17
R. Tablat 14,92+0,11c 372,73 38,14

Les moyennes avec des lettres différentes sont significativement différentes (0,05%).

La variabilité des teneurs en phénols totaux et en flavonoides déterminante du pouvoir de
piégeage, est elle-méme liée a la variabilité relative des écotypes dont les extraits sont issus
(Yesil Celiktas et al., 2007 a). Cette variabilité en composition chimique des écotypes (et
donc du pouvoir de piégeage du radical DPPH) est dépendante des facteurs génétiques et
environnementaux (climat, altitude, latitude, etc...) dans lesquels évolue la plante (Shan et

al., 2005 ; Wojdylo et al., 2007).

La capacité des flavonoides ainsi que des phénols totaux a piéger les radicaux libres
s’explique par leurs structures chimiques comportant un nombre important d’atomes
d’hydrogene, des groupements hydroxylés, des noyaux phényles qui seraient capables de
capter les radicaux libres en démobilisant leurs électrons célibataires (Calliste et al., 2001,
Torres de Pinedo et al., 2007 ; Wojdylo et al., 2007).

Tawaha et al. (2007) ; Torres de Pinedo et al. (2007) Erkan et al. (2008), expliquent
que le pouvoir antioxydant des extraits dépend du nombre et de la nature des groupements
phénoliques présents dans I’extrait. Les flavonoides et les autres phénols totaux tels que le
carnosol, 1’acide rosmarinique et 1’acide carnosique, sont les principaux composés dont la
teneur a été directement liée au pouvoir antioxydant (Schwarz et al., 2001 ; Saenz-Lopez et
al., 2002 ; Cosio et al., 2006 ; Wei et Ho, 2006 ; Romano et al., 2009).

Les travaux de Cuvelier et al. (1996), ont révélé que 90% de 1’activité antioxydante des

extraits de romarin serait due a sa teneur en acide carnosique et au carnosol.

8.2. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur mesure la capacité de réduire le fer ferrique (Fe**) en fer ferreux
(Fe2+), donc la mesure de I’aptitude d’une huile essentielle ou d’un extrait a interagir avec les
especes chimiques réactives en tant que donneur d’électrons tels que les radicaux libres. Ces

radicaux ainsi réduits deviennent plus stables.
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8.2.1 Le pouvoir réducteur des différentes huiles essentielles

L’ensemble des estimations du pouvoir réducteur des différentes huiles essentielles et du

BHT sont représentées dans le tableau 17 et la figure 47.

Tableau 17 : Pouvoir réducteur des différentes huiles essentielles de romarin et du BHT

Concentration Absorbances des huiles essentielles lues a 700nm

(mg/l) R. INA R. Tablat R. Beni Yenni BHT
100 0,018 +0,002  0,039+0,004  0,037£0,006  0,8630,011
200 0,117 #0,001  0,105:0,003  0,118+0,009  1,0630,024
400 0,205+0,007  0,213:0,014  0,243:0,003  1,1610,008
600 0,348 0,009  0,318+0,006 0,254+0,001  1,178+0,005
800 0,380 £0,005  0,373+0,005  0,274+0,003  1,218+0,036
1000 0,394 £0,004  0,387+0,002 0,31£0,002  1,303+0,003

L’analyse de variance de 1’effet des écotypes et des concentrations en huile essentielle
indique un effet tres hautement significatif (p<0,01) de ces deux facteurs sur le pouvoir

réducteur (tableau 18).

Tableau 18 : Récapitulatif de I’ANOVA des pouvoirs réducteurs exprimés par les huiles

essentielles des trois écotypes

Facteur Somme des carrés ddl Signification
A 10,74178 3 <0,01
B 1,15416 5 <0,01
A*B 0,04792 15 <0,01
Erreur 0,00546 48

A : Ecotype ; B : Concentration (mg/l) ; A* B : Interaction (Ecotype -Concentration).
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Figure 47 : Pouvoir reducteur des ditférents huiles essentielles de romarin et du BHT

D’aprées la figure 47, on remarque que le pouvoir réducteur de 1’ensemble des huiles
essentielles augmente proportionnellement avec leur concentration, de méme que pour le
BHT.

A premiere vue, le BHT apparait comme ayant un pouvoir réducteur largement plus élevé

aux différentes huiles essentielles étudiées quelles que soient leurs concentrations.

Hormis pour la concentration de 100mg/l, ou le pouvoir réducteur de I’ensemble des
huiles essentielles semble négligeable au regard du pouvoir réducteur du BHT, aux valeurs
allant de 200 a 600 mg/l, I’huile essentielle du romarin de I’INA apparait comme ayant un

pouvoir réducteur largement supérieur a celles de Beni Yenni et de Tablat.

Aux concentrations de 800 et 1000 mg/l, les capacités réductrices des huiles essentielles
du romarin de I’INA et de Tablat semblent équivalentes, alors que celle de I’huile essentielle

du romarin de Beni Yenni est plus faible.

Plusieurs auteurs attribuent le pouvoir réducteur des huiles essentielles a la présence de
composés phénoliques (donneurs d’électrons) dans ces derniéres (Dorman et al., 2003). Le
faible pouvoir de nos huiles pourrait donc étre partiellement expliqué par leurs faibles teneurs

en composés phéenoliques.
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Cependant la capacité réductrice enregistrée pourrait étre attribuée a d’autres types de
composés ayant I’aptitude de céder des électrons appelés reductones (Duh, 1998). Ces
derniéres correspondent a 1’ensemble des substances dont la structure chimique contient des

fonctions énols issues de I’enolisation des composés cétoniques.

8.2.2 Le pouvoir réducteur des différents extraits de romarins

Les résultats de 1’évaluation du pouvoir réducteur des différents extraits rapportés dans le
tableau 19 et la figure 48 montrent la méme tendance de proportionnalité entre I’augmentation

des concentrations et I’augmentation du pouvoir réducteur observé pour les huiles (figure 47).

Tableau 19 : Pouvoir réducteur des différents extraits de romarin comparé au pouvoir

réducteur du BHT et de 1’acide ascorbique

_ Absorbances des extraits lues a 700nm
Concentration

(mg/1) R. INA R.Tablat  R.Ben Yenni BHT Acide
ascorbique
2 0,156 0,005 002240003  0,009+0,003 ND  0,1985+0,0065
5 0,245+ 0,005 002440001  0,030,0006 ND  0,3865:0,0015
10 0,27740,005 004940008  0,072+0,002 ND  0689+0,016
20 0,42240,006 011940009  0146+0008 0,311+0,006 1,6275+0,016
50 0,65240,006 029340008  0405:0,002 0,576+0,001 2.8965+0 0175
100 0,87940,012 050440011  0.765:0,009 0,863+0,011 ND

L’analyse de variance de I’effet des €cotypes et des concentrations en extrait indique un
effet tres hautement significatif (p<0,01) de ces deux facteurs sur le pouvoir réducteur
(tableau 20).

Tableau 20 : Récapitulatif de ’ANOVA des pouvoirs réducteurs exprimés par les extraits des

trois écotypes

Facteur Somme des carrés ddl Signification
A 35478,03 4 <0,01
B 7935,06 5 <0,01
A"B 63789,37 20 <0,01
Erreur 0,00 60

A : Ecotype ; B : Concentration (mg/l) ; A* B : Interaction (Ecotype - Concentration).
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Figure 48 : Pouvoir reducteur des difterents extraits de romarin, du BHT et de ['acide
ascorbique

On remarque, que la capacité réductrice des extraits est nettement plus importante que
celle des huiles, ceci devient d’autant plus prononcé aux concentrations élevées (> 20mg/l).

La figure 48 montre que I’extrait du romarin de I’'INA possede un pouvoir réducteur
superieur & celui du BHT et des deux autres extraits. De plus on peut remarquer que pour
I’ensemble des concentrations, le pouvoir réducteur significativement différent (p<0,05) des
trois extraits gardent le méme ordre (extrait INA> extrait Beni Yenni > extrait Tablat).

De plus, on observe clairement une corrélation entre la capacité réductrice de nos extraits
avec leurs teneurs en flavonoides et en phénols totaux. On peut donc conclure que I’intensité
réductrice de nos échantillons de romarin serait attribuée a leurs teneurs en flavonoides et en
phénols totaux. Le pouvoir réducteur de ces derniers serait di a leurs aptitudes aux
substitutions de groupements hydroxyles sur les noyaux aromatiques (Shimada et al., 1992).
La capacité réductrice de nos extraits par rapport a 1’acide ascorbique (connu pour son fort

pouvoir réducteur) reste cependant relativement faible.
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9. Activités antimicrobienne, antifongique et antilevurienne

9.1. Détermination des concentrations minimales inhibitrices des huiles essentielles et
des extraits de romarin

La détermination des concentrations minimales inhibitrices (pl/ml) des différentes huiles

et extraits de romarin vis-a-vis de certains microorganismes pathogenes, mycotoxinogenes et

phytopathogeénes sont représentées dans le tableau 21.

Tableau 21 : Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) des huiles essentielles et des

extraits

Concentration (ul/ml)

Concentration (ug/ml)

Microorganismes Huile essentielle Extrait
(R. INA) (R. Tablat) (R.INA)  (R. Tablat)

En. cloacae E13 10 >20 2 4
E.coli E195 20 >20 4 6
K.pneumoniae E 40 20 20 2 2
K.pneumoniae

KP19 >20 >20 4 4
S.enterica E32 >20 >20 2 4
P.aeruginosa 15 >20 4 4
B.subtilis 8 >20 2 2
L.monocytogenes 15 >20 2 2
A.carbonarius 4 >20 6 8
A.niger 8 >20 8 10
A flavus 8 >20 20 20
F.O.L 6 20 6 10
P.glabrum 15 >20 20 20
P.expansum 6 >20 6 8
C.albicans 10 >20 8 20

En. Enterobecter ; E. Escherichia ; K. Klebsiella ; S.Salmonella ; B. Bacillus ; L. Listeria ; A. Aspergillus ;

FOL. Fusarium oxysporum lini ; P. Penicillium ; C. Candida.

104



Etude expérimentale Chapitre VII : Résultats et discussions

< CMI des huiles essentielles

L’¢évaluation du pouvoir antimicrobien de I’huile essentielle du romarin de I’INA et de
Tablat représentée dans le tableau 21 confirme I’existence d’un effet antimicrobien des huiles
essentielles de romarin sur un large spectre de microorganismes (pathogeénes,
mycotoxinogeénes, phytopatogenes). Les résultats obtenus pour 1’huile essentielle du romarin
de I’INA sont en accord avec ceux rapportés par différents auteurs (Gachkar et al., 2007 ;
Yesil Celiktas et al., 2007 b; Okoh et al., 2010).

On note, de grandes différences d’activités entre 1’huile essentielle du romarin de I’'INA
et celle de Tablat, avec une meilleure efficacité de 1’huile essentielle du romarin de I’INA.
L’huile essentielle du romarin de Tablat n’a manifesté aucune action inhibitrice a une

concentration inférieure ou égale a 20ul/ml.

Chaibi et al. (1997), attribuent ces différences d’activités d’huiles essentielles a leurs

différences de teneurs en composés actifs tels que les phénols, les aldéhydes et les cétones.

La teneur des principaux composés joueraient un réle primordial dans la détermination du
pouvoir antimicrobien d’une huile. La quasi-totalité des auteurs s’accordent a dire que les
huiles essentielles qui possédent de fortes teneurs en composés phénoliques et terpénoides,
sont celles qui manifestent la plus forte activité (Benchaar et al., 2008 ; Oussalah et al.,
2008).

La plus forte activité de I’huile essentielle du romarin de I’'INA pourrait donc étre liée a
sa forte teneur en a-pinene (51,8%). En effet Benchaar et al. (2008) ; Daferera et al. (2003),
expliquent que le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles de romarin serait dose-
dépendante de leurs teneurs en composés tels que a-pinéne et le 1-8 cinéole, alors que le
camphor, composé majoritaire de 1’huile essentielle du romarin de Tablat (32%), aurait une

action moins prononceée.

On ne peut cependant attribuer 1’effet antimicrobien d’une huile essentielle a sa seule
teneur en composés majoritaires, car une huile essentielle doit étre considérée comme un
mélange de composés (majoritaires et minoritaires), pouvant avoir un effet synergique (Burt,
2004).

Ultee et al. (2000) ; Bagamboula et al. (2004), démontrent 1’existence d’un synergisme

d’action entre le carvacrol et le p-cymene.
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L’huile essentielle du romarin de I’'INA, montre une activité inhibitrice beaucoup plus
importante vis-a-vis des bactéries gram positif comparée a celle enregistrée contre les
bactéries gram négatif. B. subtilis parait étre la bactérie la plus sensible (CMI=8ul/ml), alors
que K. pneumoniae et S. enterica ne sont pas affectée méme a une concentration de 20ul/ml
(tableau 21).

Ces résultats suggerent que 1’huile essentielle du romarin de I’'INA posseéde une activité
bactériostatique contrastée au regard des activités des huiles essentielles précédemment
étudiées, excepté pour le genre Salmonella qui semble toujours posséder le méme pouvoir de
résistance (20ul/ml) (Hammer et al., 1999). En effet, I’huile essentielle du romarin de I’'INA
semble avoir une meilleure activité inhibitrice en ce qui concerne le genre Bacillus comparée

aux résultats obtenus par Govarisa et al. (2007) qui notent des CMI de 20 pl/ml.

On observe cependant pour E.coli et L.monocytogenes des activités plus faibles que celles
rapportées dans certaines études. En effet, Burt (2004), rapporte une CMI de ’ordre de
10ul/ml vis-a-vis d’E. coli et Gachkar et al. (2007) notent une CMI de 2ul/ml pour le genre
Listeria.

En ce qui concerne les activités fongistatiques des deux huiles, on remarque la méme
tendance que celle observée contre les bactéries : I’huile essentielle du romarin de Tablat ne
semble pas manifester d’activités inhibitrices aux concentrations inférieures a 20ul/ml. En
revanche I’huile essentielle du romarin de I'INA posseéde une plus grande aptitude
fongistatique que bactériostatique. En effet, certains travaux constatent un fort effet
fongistatique de 1’huile essentielle de romarin contre les champignons aflatoxinogénes et les

Fusariums (Duru et al., 2003).

Quant aux levures, 1’huile essentielle du romarin de I’INA possede une activité inhibitrice
appréciable contre C. albicans comparée a I’huile essentielle du romarin de Tablat (10 et

>20ul/ml respectivement).

Différents auteurs attribuent 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles a leurs
degrés d’hydrophobicités (caractéristique lipophile) (Gutierrez et al., 2008 ; Tajkarimi et
al., 2010).

Sikkema et al. (1994) ; Okoh et al. (2010), expliguent que la caractéristique hydrophobe
des huiles essentielles permet a ces derniéres de se dissoudre dans les lipides des membranes
cellulaires et mitochondriales, ce qui provoqueraient des perturbations de la structure

cellulaire qui aboutiraient en définitif a la fuite du contenu intracellulaire du microorganisme.
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La plus grande résistance des bactéries gram négatif par rapport aux bactéries gram
positif serait expliquée par la différence d’hydrophobicité des surfaces cellulaires. La
présence d’une enveloppe cellulaire externe composé entres autres de lipopolysacharides chez
les bactéries gram négatif empécherait les composés lipophiles de 1’huile d’atteindre la
membrane cellulaire bicouche phospholipidique (figure 49). L’absence de cette enveloppe
externe protectrice chez les bactéries gram positif, les rendraient directement accessibles aux
composés lipophiles capables de traverser passivement leurs membranes cellulaire a travers
les phospholipides (Holley et Patel, 2005).

Cependant, la présence d’une certaine action de 1’huile essentielle du romarin de I'INA
vis-a-vis des bactéries gram négatif, suggére que certains composés arrivent a atteindre la

double membrane phospholipidique.

Holley et Patel, (2005), rapportent que la présence de porines sur la membrane externe des
bactéries gram négatif permettent le passage de composés de faible poids moléculaire
(inférieure a 600 Da), tels que certains composes phénoliques.
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membrane

Figure 49 : Representation schématique de la Structure de la menbrane des bactéries Gram

négatif

En ce qui concerne les levures et les moisissures, la présence de stérols dans leurs
membranes (absents chez les procaryotes) ne confere pas de résistances particulieres a ces

microorganismes (Vardar-Unlu et al., 2003).

Il faut cependant noter que, la perte de la perméabilité selective de la membrane
bactérienne identifiée comme la cause principale de 1’action de I’huile essentielle n’est pas le
seul phénomene répertorié dans la littérature (Holley et Patel, 2005). A titre d’exemple, Cox

et al. (2000), montrent que I’huile essentielle de I’arbre a thé contenant du terpinéne 4-ol
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(monoterpene oxygéné), inhibe la respiration oxydative par interférence avec la geneése d’ATP

chez E. coli, Staphylococcus et levures.

Ultee et al. (2002), rapportent un effet de dépolarisation de la membrane et une inhibition

d’enzymes liées a I’utilisation de substrats pour la croissance cellulaire.

< CMI des extraits

L’évaluation du pouvoir antimicrobien des extraits de romarin de 'INA et de Tablat
représentée dans le tableau 21 montre le fort pouvoir inhibiteur de ces derniers par rapport a
celui des huiles essentielles. Plusieurs auteurs rapportent cette forte action des extraits de

romarin sur la croissance microbienne (Georgantelis et al., 2007 ; Tsai et al., 2007).

Del campo et al. (2000), attribuent la forte action des extraits a leurs richesses en phénols
totaux et en flavonoides. Tsai et al. (2007), lient la forte activité des extraits de romarin a
leurs fortes teneurs en acide carnosique, acide rosmarinique et rosmanol. La plus forte teneur
de ces derniers dans I’extrait du romarin de I’INA pourrait expliquer sa plus grande activité

par rapport a I’activité de I’extrait du romarin de Tablat (figure 41 et 43).

On remarque également, que de facon identique aux huiles essentielles, les extraits ont
une plus grande capacité inhibitrice sur les bactéries gram positif que sur les bactéries gram
négatif. Ceci serait lié a la plus grande sensibilité aux composes apolaires tels que les phénols
totaux et les flavonoides, dont le mode d’action semblerait €tre similaire a 1’action des
composés présents dans les huiles essentielles (Ultee et al., 2002 ; Fernandez-Lopez et al.,
2005 ; Pérez-Fons et al., 2006).

Del compo et al. (2002), remarguent une action importante des extraits de romarin sur les
bactéries gram négatif lorsqu’on les combine avec un pH acide car un milieu acide

augmenterait I’hydrophobicité des composés phénoliques.

9.2. Détermination des concentrations minimales bactéricide fongicides et antilevurienne
des huiles essentielles et extraits de romarin

L’évaluation du pouvoir biocide des huiles et extraits présentée dans le tableau 22,
montre clairement que ces derniers ne possedent pas un réel pouvoir létal vis-a-vis des

microorganismes considérés aux concentrations utilisees.

108



Etude expérimentale Chapitre VII : Résultats et discussions

Tableau 22 : Concentrations Minimales Bactéricides des huiles essentielles et des extraits.

Concentration (ul/ml) Concentration (ug/ml)

Microorganismes Huile essentielle Extrait

(R. INA) (R. Tablat) (R. INA) (R. Tablat)
En. cloacae E13 15 >20 >20 >20
E.coli E195 >20 >20 >20 >20
K.pneumoniae E 40 20 >20 >20 >20
K.pneumoniae
KFf’l ) >20 >20 >20 >20
S.enterica E32 >20 >20 >20 >20
P.aeruginosa >20 >20 15 >20
B.subtilis >20 >20 20 >20
L.monocytogenes >20 >20 >20 >20
A.carbonarius >20 >20 >20 >20
A.niger >20 >20 >20 >20
A flavus >20 >20 >20 >20
F.O.L 15 >20 >20 >20
P.glabrum >20 >20 >20 >20
P.expansum >20 >20 >20 >20
C.albicans >20 >20 >20 >20

En. Enterobecter ; E. Escherichia ; K. Klebsiella ; S.Salmonella ; B. Bacillus ; L. Listeria ; A. Aspergillus ;
FOL. Fusarium oxysporum lini ; P. Penicillium ; C. Candida.

L’¢étude du pouvoir antimicrobien des huiles et extraits de romarin de I’INA et de Tablat
suggere que 1’ensemble de nos huiles et extraits possédent une réelle capacité inhibitrice mais
une quasi absence de pouvoir létal aux concentrations considéres. Les différences de pouvoir
inhibiteur attribuées a leurs teneurs en certains composés actifs, seraient eux méme liés aux
conditions écologiques dans lesquelles évolue la plante, a la période de récolte et au mode
d’extraction (Ozcan et Erkmen, 2001 ; Oussalah et al., 2008).

Il faut cependant souligner, 1’existence de différences notables d’évaluation du pouvoir
antimicrobien des huiles et des extraits de romarin dans les diverses études citées. Ces
différences sont liées aux conditions expérimentales de mise en ceuvre des méthodes
d’évaluation des activités inhibitrices, bactéricides ou fongicides tels que le volume et la
concentration de I’inoculum, la durée de la phase de croissance, le milieu de culture, le pH du

milieu, la température d’incubation etc... (Burt, 2004).
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Conclusion générale

Le romarin (Rosmarinus officinalis L.) est un arbuste largement répandu et abondant dans
notre pays et dans le reste du basin méditerranéen. Une meilleure connaissance de cette plante
du point de vue de sa composition chimique et de ses éventuelles propriétés contribuerait a sa
valorisation dans les secteurs agro-industriels et pharmaceutiques. A cet effet et afin d’évaluer
I’influence de 1’origine géographique, nous nous sommes intéressés a la détermination de la
composition chimique ainsi qu’a 1’évaluation du pouvoir antioxydant et antimicrobien des
huiles essentielles et extraits de romarin issus de trois régions d’Algérie : Alger (INA), Medea

(Tablat) et Tizi Ouzou (Beni Yenni).

Dans la premiére partie de notre travail, I’étude histologique au microscope photonique des
tiges et feuilles de romarin, révele la présence de poils sécréteurs, tecteurs et glandulaires.
L’extraction des huiles essentielles par entrainement a la vapeur a fourni des rendements de
0,89 g/100g MV pour le romarin de Tablat, 1,02 g/100g MV pour le romarin de I’INA et 1,8
0/100g MV pour le romarin de Beni Yenni.

L’influence de la durée de séchage sur les rendements en huiles essentielles des trois
romarins a montré un optimum atteint a la troisieme semaine de séchage, puis une diminution
au dela. L’étude de la cinétique d’extraction en fonction du temps permettant la fixation de la
durée optimale d’extraction qui fournit la majorité d’huile, réveéle que le romarin de Beni
Yenni est le dernier a atteindre le palier d’extraction synonyme d’une plus grande quantité
d’huile contenue dans ce romarin.

En ce qui concerne le rendement en extraits obtenus par soxhlet, le romarin de 'INA
enregistre le plus grand rendement (39,6%), suivi par le romarin de Beni Yenni et Tablat
(22,61% et 20,55% respectivement).

Dans la seconde partie, nous nous sommes intéressés a la caractérisation des huiles de
romarin des trois régions par 1’étude de leurs compositions chimiques par GC et GC/MS ainsi
qu’a I’évaluation des teneurs en phénols totaux et flavonoides des extraits.

La caractérisation des trois huiles de romarins étudiés, nous a permis de constater une
grande variabilité chimique de ces dernieres. Ainsi I’huile essentielle du romarin de I’'INA se
caractérise par une prédominance de I’a-pinene (51,8%), camphor (7,8%), p-caryophyllene

(6,8%), limonéne (4,5%) et le verbénone (4,1%). L’huile essentielle du romarin de Tablat se
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caractérise a son tour par la prédominance du camphor (32%), camphéne (22%), a-pinéne
(20,9%), 1-8 cinéole (9,5%) et B-pinéne (6,6%). Quant a I’huile essentielle du romarin de
Beni Yenni, elle se distingue des autres huiles par sa plus grande diversité en composés, dont
les plus importants de cette huile sont 1’a-pinéne (24,7%), le limonene (14,3%), le camphor
(13,8%), la verbenone (6,3%), le linalool (4,8%), le camphene (4,5%) et le p-cymene (3,8%).

L’¢évaluation de la teneur en phénols totaux des extraits, nous a permise d’enregistrer le
plus fort taux pour I’extrait du romarin de ’INA (462,7mg eq.ag/g), suivi par 1’extrait du
romarin de Beni Yenni et de Tablat (408,62 et 372,73 mg eq.ag/g respectivement).

Le dosage des flavonoides de ces mémes extraits révéle une teneur de 54,75 mg eq.qr/g
pour I’extrait du romarin de I’INA, 45,17 mg eq. qr/g pour I’extrait du romarin de Beni Yenni

et 38,14mg eq. qr/g pour I’extrait du romarin de Tablat.

Dans la troisieme partie, nous avons évalué in vitro le potentiel antioxydant et
antimicrobien des huiles essentielles et des extraits étudiés.

L’estimation de ’activité antioxydante de I’ensemble de nos huiles et extraits par le test de
I’inhibition du radical DPPH et I’évaluation du pouvoir réducteur, révéle que les extraits ont
un pouvoir antioxydant bien supérieur, lié a leur forte teneur en composes phénoliques.

L’inhibition du radical DPPH exprimée en terme de concentration inhibitrice de 50% des
radicaux (IC50), n’a pu étre évaluée pour les huiles étant donné qu’a la concentration
maximale (1000mg/l), aucune des huiles n’arrivent a dépasser 20% d’activité de piégeage,
alors que pour les extraits, la détermination des IC50 indique que ’ensemble de nos extraits
possedent une activit¢ d’inhibition du radical DPPH plus élevée que celle du BHT
(IC50=28mg/1), avec une supériorité de I’extrait du romarin de I’'INA (IC50=10,4mg/1), suivi
par lextrait du romarin de Beni Yenni (14,92mg/l) et I’extrait du romarin de Tablat
(20,73mg/1).

En ce qui concerne le pouvoir réducteur des huiles essentielles des romarins considérés, on
constate également qu’elles possédent une faible capacité réductrice par rapport au BHT et
aux extraits. L extrait du romarin de I’INA fournit un pouvoir réducteur plus fort que celui du
BHT mais reste cependant inférieur a celui de I’acide ascorbique.

L’estimation de 1’activité antimicrobienne des huiles et des extraits de romarin évaluée sur
un ensemble de bactéries (gram positif et gram négatif), champignon (mycotoxinogénes et
phytopathogénes) et une levure révele que nos huiles et extraits possédent beaucoup plus un
pouvoir inhibiteur que létal.
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L’huile essentielle et extrait du romarin de I’INA montrent une action plus forte que ceux
de Tablat dont I’huile n’a manifesté aucun pouvoir inhibiteur méme a la concentration
maximale considérée (20ul/ml) vis-a-vis de la quasi-totalité des germes.

Nous remarquons également une plus grande activité inhibitrice des huiles et extraits sur la
croissance des bactéries gram positif, champignon et levure par rapport aux bactéries gram
négatif. Ce phénomeéne serait lié a la plus grande difficulté de diffusion des composés actifs
lipophiles a travers la membrane des bactéries gram negatif.

En outre, et de facon genérale, les extraits de romarin expriment un pouvoir inhibiteur
nettement plus fort que celui des huiles essentielles. Ce fort pouvoir serait attribué a la plus
forte teneur des extraits en composes phénoliques.

L’ensemble des paramétres considérés pour les huiles essentielles et les extraits de romarin
lors de notre étude, démontrent leur grande dépendance vis-a-vis de leur origine et par
consequent des facteurs environnementaux, pédoclimatiques et autres facteurs intrinséques a

la plante (génétique, age et stade physiologique).

Dans la continuité¢ de ce travail, il serait intéressant d’approfondir 1’investigation des
compositions chimiques des différents extraits obtenus, afin d’identifier les espéces chimiques
responsables de leurs fortes activités antioxydante et antimicrobienne.

Il serait tres utile de confirmer le potentiel d’activité antioxydante des extraits par
I’application d’autres tests supplémentaires tels que : le test des substances réactives a I’acide
thiobarbiturique (TBARS), mesure du pouvoir de piégeage du radical hydroxyle (OH"), du
radical superoxyde (O;") et du radical mono-oxyde d’azote (NO).

Le recours a d’autres méthodes d’extraction permettrait d’évaluer leurs influences sur la
composition chimique et les capacités biologiques.

L’¢étude des effets de la combinaison des huiles essentielles ou extraits de romarins avec
ceux d’autres huiles essentielles ou extraits, pourrait mettre en lumicre d’éventuelles
interactions synergiques entre les composés.

Les fortes activités antioxydantes et antimicrobiennes des extraits de romarin suggérent
qu’il faudrait dorénavant se concentrer sur ces derniers, pour de futures applications
alimentaires en prenant en considération 1’aspect organoleptique.

L’étude de I’influence de facteurs tels que le pH sur le pouvoir antimicrobien serait également
un point non négligeable a éclaircir afin de mieux cibler les applications alimentaires

possibles.
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Gélose nutritive

Peptone...........ooiiiiii. S5¢g
Extrait de viande............... g
Extrait de levure................ 2g
Chlorure de sodium............ S5g
Agar........ooiiiiiiiiiii, 15¢
Glucose......coevvviniinnnn.. 10g

pH égale a 7,2

Isp2

Glucose.......ovevveneneinennnn. 4g
Extrait de malt................ 10g
Extrait de levure............... 4g

pH égale a 7, 3

Annexe 1



Résumé

Les huiles essentielles de romarin (Rosmarinus officinalis) issues de trois régions d’Algérie
(ENSA, Tablat, Beni Yenni), ont été extraites par entrainement a la vapeur. Le rendement le
plus élevé a été obtenu pour le romarin de Beni Yenni avec 1,8%.

L’analyse par CPG et CPG/SM des trois huiles essentielles a révélé de grandes variabilités en
compositions chimiques. L’a-pinéne est le composé majoritaire de 1’huile essentielle du
romarin de ’ENSA et de Beni Yenni (51,8 et 24,7% respectivement), alors que c’est le
camphor pour I’huile essentielle du romarin de Tablat (32%). L’huile essentielle de Beni
Yenni se distingue des deux autres huiles par sa plus grande diversité en composes.

En ce qui concerne les extraits de romarins de ces mémes régions, le romarin de ’ENSA
enregistre le plus fort rendement (39,6%). Le dosage des phénols totaux des différents extraits
révéle la plus grande teneur de ces derniers dans I’extrait du romarin de ’ENSA.

L’estimation de I’activité antioxydante des huiles essentielles et des extraits etudiés par le test
d’inhibition du radical DPPH et du pouvoir réducteur montre que les extraits ont un pouvoir
antioxydant supérieur a celui des huiles essentielles et du BHT. Ceci serait lié a leur teneur en
composés phénoliques plus importante. L huile essentielle et I’extrait du romarin de ’ENSA
se distinguent des autres huiles et extraits par leurs plus fortes activités antioxydantes.
L’évaluation de I’activité antimicrobienne de 1’ensemble des huiles et des extraits révéle une
plus grande aptitude biostatique que biocide avec une nette supériorité des extraits. Les
germes gram positif semblent étre les plus sensibles. L’huile et extrait du romarin de "ENSA
montrent ici encore leurs plus fortes actions.

Mots clés : Rosmarinus officinalis, huiles essentielles, extraits, composés phénoliques,
activités antioxydante, antimicrobienne.

Abstact

Essential oils of Rosemary (Rosmarinus officinalis) from three Algerian regions (ENSA,
Tablat, Beni Yenni) were obtained by steam distillation. The highest yield was scored for
Beni Yenni rosemary with 1.8%.

The GC and GC/MS analysis of these oils revealed high chemicals compounds variability. a-
Pinéne was the main compound for ENSA and Beni Yenni essential oils (51.8 and 24.7%
respectively), whereas camphor (32%) was the main compound for Tablat essential oil. Beni
Yenni essential oil expressed the highest compounds diversity.

Regarding the extracts of rosemary of these same regions, ENSA rosemary records the
highest yield (39. 6%). Total phenol compounds estimation show their greatest amount in
INA rosemary.

The antioxidant activities of essentials oils and extracts assessed by radical DPPH scavenging
and reducing power demonstrate a best antioxidant power of extracts compared than that of
essentials oils and BHT. This could be due to their higher amount of phenolic compounds.
Essential oil and extract of ENSA rosemary differentiate from the other essentials oils and
extracts by their more powerful antioxidant activity.

Antimicrobial activity evaluation demonstrated the more important biostatic capability than
biocide of rosemary essentials oils and extracts, with a higher activity for extracts. Gram
positive strains seem to be more sensitive than gram negative. ENSA essential oil and extract
still show their higher action.

Keywords: Rosmarinus officinalis, essentials oils, extracts, phenolic compounds, antioxidant,
antimicrobial activities.
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