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Résumé

Composition et activités biologiques de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis (Klil)
de la région de Béchar

Dans ce présent travail, nous nous sommes proposés d’une part, de déterminer la
composition chimique et d’autre part, d’évaluer les activités biologiques (antioxydante,
antimicrobienne et anti-inflammatoire) de I’huile essentielle des feuilles d’une plante
médicinale algérienne, a savoir : Rosmarinus officinalis qui pousse spontanément, dans la
région de Béchar (& Djebel Antar) récoltée apres floraison sur deux périodes différentes.

Nous avons préleve 36 échantillons (21 en avril et 15 en novembre 2019) sur des pieds
individuels. Les huiles essentielles ont été obtenues par hydrodistillation avec un appareil de
type Clevenger. Les feuilles de cette espéce végétale sont riches en huiles essentielles, avec
des rendements variables, allant de 1,11 a 2,49%.

La premiere partie est consacrée a la caractérisation chimique de I’huile essentielle des
36 échantillons de R. officinalis, par des techniques chromatographique et spectroscopique
(CPG-Ir et CPG-SM). Ayant observé des variations concernant la composition et les teneurs
des composés majoritaires, les résultats de la composition chimique des 36 échantillons ont
été soumis a l'analyse statistique qui a suggéré I'existence de deux groupes principaux, qui ont
été distingués sur la base des teneurs en 1,8-cinéole et en camphre. Ensuite, nous avons
regroupé 1’huile essentielle des échantillons ayant le méme profil chimique pour avoir
suffisamment d’huile essentielle et pouvoir effectuer les activités biologiques. Ainsi, nous
avons constitué deux échantillons « communelle » (EC 1 et EC 2). L’analyse a permis
d’identifier 21 composés représentant 99,1 et 98,8% de la composition totale, respectivement.
Les deux échantillons sont largement dominés par des monoterpénes, principalement des
monoterpenes oxygénés. Le 1,8-cinéole (66,9%) est le composé trés majoritaire dans
I’échantillon EC 1. Il contient aussi : a-pinéne (5,1%), B-pinéne (6,0%), linalol (6,1%) et a-
terpinéol (3,9%), présents en quantités appréciables. Par contre, 1’échantillon EC 2 est moins
riche en 1,8-cineole (49,5%) mais, il contient une quantité plus importante en camphre (16,9%
contre 1,5% dans EC 1), suivi de: a- pinéne (6,8%), B-pinene (5,1%), bornéol (5,0%) et
linalol (3,2%).

La deuxieme partie a été consacrée a I’étude des activités biologiques. Le pouvoir
antioxydant a été évalué par la méthode de la réduction du radical DPPH. L’échantillon EC 2
s’est montré le plus actif, avec une Clso de I’ordre de 21,33 £ 0,51 mg/ml, mais qui reste
nettement moins actif par rapport au composé de référence, 1’acide ascorbique (Clso = 0,02 +
0,001 mg/ml. Enfin, nous avons testé 1’activité antibactérienne de 1’huile essentielle des deux
échantillons par la méthode de diffusion sur disque vis-a-vis de six souches bactériennes
(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, 2 Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus
et Bacillus cereus). Staphylococcus aureus s’est montré le plus sensible a I’huile essentielle
de I’échantillon EC 1, avec un diamétre de la zone d’inhibition de I’ordre de 14,0 mm, alors
qu’Escherichia coli s’est révélé le plus sensible a I’huile essentielle de 1’échantillon EC 2,
avec un diametre de la zone d’inhibition de I’ordre de 12,0 mm.

Enfin, & cause de la crise sanitaire due au coronavirus (Covid-19), nous n’avons pas pu
évaluer le pouvoir antifongique de ces huiles essentielles contre le mycélium ainsi que I’activité
anti-inflammatoire par le test d’inhibition de la lipoxygénage in vitro.

Mots clés : Rosmarinus officinalis, huile essentielle, composition chimique, CPG(Ir),
CPG-SM, activité antioxydante, DPPH, Clso, pouvoir antibactérien.



Abstract

Composition and biological activities of essential oil of Rosmarinus officinalis (Klil) of
Béchar

In this present work, we proposed on the one hand, to determine the chemical
composition and on the other hand, to evaluate the biological activities (antioxidant,
antimicrobial and anti-inflammatory) of the essential oil of the leaves of an Algerian
medicinal plant, namely: Rosmarinus officinalis which grows spontaneously, in the region of
Béchar (in Djebel Antar) harvested after flowering over two different periods.

We took 36 samples (21 in April and 15 in November 2019) from individual plant. The
essential oils were obtained by hydrodistillation with a Clevenger apparatus. The leaves of
this plant species are rich in essential oils, with varying yields, ranging from 1.11 to 2.49%.

The first part is devoted to the chemical characterization of the essential oil of the 36
samples of R. officinalis, by chromatographic and spectroscopic techniques (GC(RI) and GC-
MS). Having observed variations in the composition and contents of the major compounds,
the results of the chemical composition of the 36 samples were subjected to statistical analysis
which suggested the existence of two main groups, which were distinguished on the basis of
1.8-cineole and camphor contents. Then, we grouped the essential oil from the samples with
the same chemical profile to have enough essential oil and to be able to carry out biological
activities. Thus, we constituted two “communal” samples (EC 1 and EC 2). The analysis
identified 21 compounds representing 99.1 and 98.8% of the total composition, respectively.
The two samples are largely dominated by monoterpenes, mainly oxygenated monoterpenes.
1,8-cineole (66.9%) is the major compound in the EC 1 sample. It also contains: a-pinene
(5.1%), B-pinene (6.0%), linalool (6.1%) and a-terpineol (3.9%), present in appreciable
amounts. Contrariwise, the EC 2 sample is less rich in 1,8-cineole (49.5%) but, it contains a
greater amount of camphor (16.9% against 1.5% in EC 1), followed by: a- pinene (6.8%), B-
pinene (5.1%), borneol (5.0%) and linalool (3.2%).

The second part was devoted to the study of biological activities. The antioxidant power
was evaluated by the method of reduction of the DPPH radical. The EC 2 sample was the
most active, with an 1Cso of the order of 21.33 £ 0.51 mg/ml, but which remains clearly less
active compared to the reference compound, ascorbic acid (ICso = 0.02 = 0.001 mg/ml
Finally, we tested the antibacterial activity of the essential oil of the two samples by the
method of disc diffusion against six bacterial strains (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli , 2 Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus and Bacillus cereus). Staphylococcus
aureus was the most sensitive to the essential oil of EC 1 sample, with a diameter of the
inhibition zone of around 14.0 mm, while Escherichia coli was found to be the most sensitive
to the essential oil of the EC 2 sample, with a diameter of the inhibition zone of the order of
12.0 mm.

Finally, because of the health crisis due to the coronavirus (Covid-19), we were unable
to evaluate the antifungigal power of the essential oils against the mycelium as well as the
anti-inflammatory activity by the inhibition test of the lipoxygenation in vitro.

Key words: Rosmarinus officinalis, essential oil, chemical composition, GC(RI), GC-
MS, antioxidant activity, DPPH, ICso, antibacterial power.
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INTRODUCTION

L’homme s’est toujours servi des plantes médicinales qui constituent une source
naturelle de molécules chimiques que ce soit pour le plaisir du goQt (cuisine), ou pour se
soigner (phytothérapie ou aromathérapie) et c’est ce qu’on appelle la médecine traditionnelle
qui utilisent des plantes pour des applications sous forme d’emplatre, tisanes ou des
décoctions grace a la présence des substances bioactives ayant des propriétés thérapeutiques
(antioxydante, antimicrobienne, anti-inflammatoire, antidiabétique, etc.). Ces connaissances
se sont transmises de génération en génération et jusqu’a maintenant plusieurs populations
préferent 1’utilisation des plantes médicinales au lieu des médicaments.

Depuis quelques années, de nombreux chercheurs ont commencé a eétudier
scientifiquement les plantes traditionnelles et en particulier leurs huiles essentielles gréace a la
présence des principes actifs qui sont bénéfiques offrant un large champ d’application :
cosmétique, pharmaceutique, parfumerie, etc.

Le but de ces recherches est d’évaluer leurs activités biologiques telle que : I’activité
antioxydante et antimicrobienne qui sont devenues des taches tres utile et trés intéressante
pour la découverte de nouveaux produits naturels qui remplacent les médicaments.

Ces derniers temps, ’apparition de la résistance des souches microbiennes aux
médicaments est devenue un probleme trés fréquent ce qui pousse les populations a
I’utilisation des vertus antimicrobiennes des huiles essentielles des plantes médicinales.

En plus de I’augmentation de la fréquence des infections dues aux germes multi-
résistants, il y a les radicaux libres qui lorsqu’ils sont en surcharge, ils provoquent le stress
oxydatif. Ce dernier peut provoquer de nombreuses pathologies telles que le cancer, les
maladies cardiovasculaires, etc. C’est pour cela que les scientifiques s’intéressent a la
recherche de I’activité anti-radicalaire des plantes médicinales pour minimiser I’influence de
ces radicaux libres sur les cellules humaines.

La flore algérienne est trés diversifiée, ceci a rendu la recherche et 1’évaluation des
activités biologiques des plantes médicinales tres intéressante et indispensable. Dans ce
contexte, nous nous sommes proposés de déterminer les activités biologiques : antioxydante,
antimicrobienne et anti-inflammatoire de I’huile essentielle des feuilles de Rosmarinus
officinalis poussant a 1’état spontané dans la région de Béchar. A notre connaissance, 1’espéce
de cette région n’a jamais fait I’objet d’une étude de la composition chimique. Cependant, un
produit naturel se présente presque toujours sous la forme d’un mélange complexe pouvant
renfermer une centaine (et parfois plus) de composes. Ainsi, la valorisation de ces produits
naturels nécessite généralement une connaissance précise de leur composition chimique.

Ce mémoire est structuré en 3 grandes parties :



INTRODUCTION

La premiere partie concerne la synthese bibliographique qui regroupe la description
botanique de Rosmarinus officinalis, les propriétés thérapeutiques et les travaux antérieurs.

La deuxiéme partie concerne les données expérimentales dont laquelle, nous détaillons
la cueillette du matériel végétal, I’extraction des huiles essentielles des feuilles de R.
officinalis ainsi leur caractérisation par les techniques chromatographique et spectroscopique
(CPG(Ir) et CPG-SM). Ensuite, nous décrivons les méthodes utilisées pour 1’évaluation des
activités biologiques : antioxydante, antibactérienne, antifongique et anti-inflammatoire.

Dans la troisieme et derniere partie, nous rapportons les résultats obtenus qui vont étre
interprétés et discutés par rapport aux données de la littérature sur cette plante.

Enfin, ce mémoire s’achéve par une conclusion et quelques perspectives.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Le romarin dont le genre est Rosmarinus, est un arbrisseau de 50 cm a 1 m, a feuillage
persistant, tres aromatique, qui fait partie de la famille des Lamiacées (Couplan et Styner,
2012). Du latin « ros » apparenté a « rhus » qui signifie : arbrisseau ou buisson (Fournier,
2010) et « marinus » : de la mer (Rameau et al., 2008).

I. Description de la famille des Lamiacées

La famille des Lamiacées est une famille trés importante dans la flore de 1’ Algérie qui
comprend des arbustes, des sous-arbrisseaux ou des plantes herbacées, en général odorantes et
a tiges quadrangulaires avec une inflorescence en cyme axillaires plus ou moins contractées
stimulant souvent des verticilles ou bien condensées au sommet des tiges et stimulant des
épis. Les genres de cette famille (Figure 1) portent généralement des feuilles opposées sans
stipules et des fleurs pentaméres hermaphrodites, avec calice & 5 divisions bilabiées et
persistant. Une corolle généralement bilabiée, longuement tubuleuse, parfois a 4-5 lobes sub-
égaux ou a une seule levre (Quézel et Santa, 1963). Une levre supérieure bilobée qui protége
généralement les étamines et le stigmate, alors que la levre inférieure trilobée fournit une piste
d’atterrissage et est souvent remarquable (Judd et al., 2002). Les étamines sont au nombre de
4, la cinquiéme nulle ou trés réduite, parfois 2 étamines et 2 staminodes. Les anthéres sont a
loges parfois dissociées et a connectif tres différencié. Le style bifide est genéralement
gymnobasique. L 0vaire supere est constitue de 2 carpelles originellement bi-ovulés, ensuite
uniovulés par la constitution d’une fausse cloison. Les Lamiacées produisent des fruits
constitués de 4 akenes plus ou moins soudés par leur face interne et diversement ornés
(Quézel et Santa, 1963).

LAMIACEAE
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Odorante tige carré opposée décussé fleur= bilabié

Figure 1 : Quelques caractéristiques de la famille des Lamiacées
(Anonyme I)
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I1. Description botanique de I’espéce Rosmarinus officinalis

Le romarin possédent des tiges ligneuses, tres rameuses pourvues de feuilles linéaires de
1 a2 cm, sessiles, opposées, de couleur verte en dessus et blanchatre en dessous (Couplan et
Styner, 2012) avec un sommet obtus ou arrondi, une face supérieure faiblement ridée et une
face inférieure caractérisée par une nervure médiane tres saillante (Godet, 2004).

Les fleurs de cette espéce sont réunies en petites grappes axillaires, mélees de feuilles et
terminales (Couplan et Styner, 2012), avec un calice en cloche, bilabié et une corolle bleue
pale ou blanchatre a 2 lévres (Quézel et Santa, 1963).

Le romarin (Photo 1 et 2) a une inflorescence en épis tres courts, a bractées
squamiformes de 1 - 2 mm rapidement caduque (Quézel et Santa, 1963) et ses fruits sont

formés de 4 petits akénes avec une floraison toute I’année (Couplan et Styner, 2012).
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Photo 1 : Vue d’ensemble d’un pied de Photo 2 : Feuilles, inflorescences et fleurs
I’espéce Rosmarinus officinalis de I’espéce Rosmarinus officinalis
(Station de Béchar, le 12/04/2019) (Station de Béchar, le 12/04/2019)

I11. Systématique de I’espéce Rosmarinus officinalis
Selon I’APG 111, I’espece Rosmarinus officinalis est classee comme suit :

¢ Clade : Spermaphytes

+ Clade : Angiospermes

% Clade : Eudicots

% Clade : Lamiales

% Famille : Lamiacées

% Genre : Rosmarinus L.

“ Espece : Rosmarinus officinalis L.
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Noms vernaculaires
- Nom en francais : Encensier, herbe aux couronnes, romarin, rose marine (Rameau et al.,
2008).
- Nom en arabe : « Klil », « Hassalhan », « lazir » (Quezel et Santa, 1963).
IV. Répartition de I’espéce Rosmarinus officinalis

Le romarin est trés répandu dans le bassin méditerranéen (Lemoine, 2001). Il est
originaire d’Afrique du nord et de I’Europe méridionale (Figure 2) (Santich et Bryant,
2013).

Cette plante croit dans les maquis, les garrigues, les lieux arides et les rocailles (DE

Bonneval, 2006). Elle apprécie les climats tempérés et bien ensoleillés (Chaib, 2015).

Figure 2 : Aire de distribution de Rosmarinus officinalis (Anonyme I1)
V. Huiles essentielles de Rosmarinus officinalis

Selon la pharmacopée francaise 1965 : les huiles essentielles sont des produits odorantes
qui renfermant les principes volatils contenus dans les végétaux et qui sont obtenues soit par
entrainement a la vapeur, soit par distillation seche ou par procédé mécanique approprié sans
chauffage.

Leur synthése et leur accumulation sont assurées par des structures histologiques
spécialisées telles que les poils sécréteurs chez les Lamiacées.

Les huiles essentielles de Rosmarinus officinalis sont constituées de plusieurs composés
dont les constituants majoritaires (Figure 3) sont : camphre, 1,8-cineole, bornéol, camphéne,
a-terpinéol, a-pinéne, B-caryophyllene et myrcéne (Goetz et Ghedira, 2012). D’autres
composés sont présents a teneurs appréciables, il s’agit de : vérbénone, acétate de bornyle et

B-pinene (Casanova et Tomi, 2018).
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OAc

a-pinéne Verbénone Acétate de bornyle
Figure 3 : Structures de quelques composés de I’huile essentielle de
Rosmarinus officinalis (Casanova et Tomi, 2018)
V1. Usages thérapeutiques de Rosmarinus officinalis

L’homme s’est toujours servi des plantes pour aromatiser et conserver les aliments et
aussi comme remede pour le traitement de nombreuses maladies humaines et ¢’est ce qu’on
appelle la médecine traditionnelle qui est une pratique ancestrale et qui utilise ces plantes
médicinales pour des applications locales sous forme d’emplatre, des tisanes ou des
décoctions grace a leur richesse en molécules thérapeutiques.

Parmi les plantes qui ont pris un grand intérét et qui ont fait I’objet de plusieurs travaux
de recherche : Rosmarinus officinalis qui est réputé traditionnellement pour ses propriétés
stimulantes. 1l stimule le systeme nerveux et aide a favoriser la circulation au niveau cérébral.
Il agit aussi sur la mémoire et prévient le vieillissement du tissu conjonctif. Il est aussi connu
comme un fortifiant, un reminéralisant, un cholérétique qui augmente la sécrétion biliaire du
foie, un cholagogue en facilitant 1’évacuation de la bile contenu dans la vésicule biliaire, un
chasseur des maux de téte et il améliore la circulation sanguine (Lemoine, 2001).

Cette plante est indiquée en cas d’état de fatigue et de stress. En usage externe, elle
apaise les douleurs rhumatismales et la chute des cheveux (Chaib, 2015).

Elle est aussi utilisée comme un antispasmodique, diurétique, vermifuge en usage
interne et comme résolutive et astringente en usage externe (Fournier, 2010).

Rosmarinus officinalis est reconnaissable par la présence d’une huile essentielle qui se
caractérise elle aussi par une valeur thérapeutique Elle combat les troubles digestifs et exerce
une action tonique sur le cerveau, les muscles et le systéme cardio-vasculaire. Elle peut étre
employee aussi comme un anti-inflammatoire, un antiseptique et un dépurative (Chaib, 2015)
et en usage externe, elle est utilisée comme un antinévralgique (De Bonneval, 2006).

VII. Travaux antérieurs
VII. 1. Composition chimique de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis
La composition chimique de I’huile essentielle du Rosmarinus officinalis a fait 1’objet

de trés nombreuses études, répertoriées par Lawrence en 2012. Il avance qu’il s’agit d’une
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huile essentielle riche en monoterpénes, principalement: 1’a-pinene, le 1,8-cinéole et le
camphre et une quantité plus faible en camphéne, limonéne, bornéol, acétate de bornyle et en
verbénone (Casanova et Tomi, 2018). Ces mémes auteurs ont reporté une classification des
compositions d’HE de romarin spontané, poussant hors de Corse et de Sardaigne qui
comprennent majoritairement 1’un ou 1’autre des composés suivants : verbénone, a-pinene et
acétate de bornyle.

» HE contenant o-pinéne et verbénone mais peu ou pas d’acétate de bornyle, en
provenance de : Italie, Espagne, Bosnie-Herzégovine, Hongrie, Algérie, Tunisie,
Egypte, Arabie Saoudite, Iran, Yémen, Alabama et Brésil ;

» HE de romarin contenant verbénone et acétate de bornyle mais peu ou pas d’a-pinene,
en provenance de : Hongrie et Egypte ;

» Romarins contenant de la verbénone mais peu ou pas d’a-pinéne et d’acétate de
bornyle : Ethiopie, Algérie et Portugal. En effet, un échantillon d’HE de romarin
provenant d’une station expérimentale en Pologne fait état d’une teneur en verbénone
¢égale a 44,4% de la composition globale tandis que 1’a-pinéne ne représente que 3,2%
et que I’acétate de bornyle n’est pas mentionné. La composition de ’HE de romarin de
Turquie, subit des variations quantitatives impressionnantes. Ainsi, la teneur en
verbénone du romarin d’Izmir varie de 4,4% a 43,5% entre mars et septembre. Il en
est de méme pour I’HE du romarin de Canakkale qui atteint 45,2% de verbénone en
décembre puis chute jusqu’a 5,5% dans les mois qui suivent. Dans les deux cas, la
teneur en a-pineéne ne dépasse pas 14,2% tandis que 1’acétate de bornyle est quasiment
absent (0,2-2,3%).

Une autre classification, a été proposée par Casanova et Tomi en 2018 en faisant
abstraction de quelques rares compositions inhabituelles :

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

e Celle qui présente des teneurs comparables entre en a-pinene, 1,8-cinéole et camphre
est originaire de France, Espagne, Italie, Gréce et Bulgarie.

Par contre, en Portugal, au sud de I’Espagne, et en Argentine, un autre composé est
dominant, il s’agit du myrcéne.

Enfin, le romarin poussant a 1’état spontané en Corse et en Sardaigne produit une HE
dont la composition est dominée par 1’a-pineéne, ’acétate de bornyle et la verbénone
(Casanova et Tomi, 2018). Ce type chimique a déja été rapporté par Pintore et al. en 2002

concernant le romarin poussant en Corse et en Sardaigne.
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En 2017, Satyal et al. ont réalisé une étude statistique sur 6 échantillons récoltés par ces
auteurs et 72 échantillons décrits dans la littérature et collectés dans différentes régions du
monde. Cette analyse a suggeré cing types chimiques. Le cluster 1 est caractérisé par
I’association a-pinéne/1,8-cinéole. Il est trés répandu sur tous les continents : Iran, Italie,
Mexique, Liban, Brésil, Elba (Italie), Chine, Sicile, Algérie, Uruguay, Maroc, Sardaigne,
Corse, Kenya, Alabama (Etats Unis), Victoria (Australie), Népal, W. Cape (Afrique du Sud).
Le cluster 2 est caractérisé par I’association verbénone/a-pinene/camphre/1,8-cinéole. Ce
cluster 2 est plus limité, il est présent en Méditerranée (Corse, Sicile, Sardaigne, Italie,
Turquie) et au Yémen. Le cluster 3 est caractérisé par I’association myrcéne/l,8-
cinéole/camphre. Il est beaucoup moins fréquent, retrouvé en Argentine, Brésil et en Portugal.
Le cluster 4 est caractérisé par 1’association 1,8-cinéole/camphre/a-pinéne. Il est présent dans
tous les continents : Créte, Algérie, Tunisie, Italie, Turquie, Sicile, Egypte, Tunisie, Maroc,
Autriche, Allemagne, Breésil, Pakistan, Espagne, Inde, Chine. Enfin, le cluster 5 est dominé
par des teneurs semblables en a-pinéne, B-pinéne et camphéne. Il n’est retrouvé qu’au
Mexique.

Précédemment a I’étude de Satyal et al. (2017), Napoli et al. (2010) ont caractérisé
I’HE de 44 échantillons provenant de plusieurs stations en Sicile. L’analyse statistique de la
composition de ces echantillons a permis de définir deux groupes eux méme divisés en
plusieurs sous-groupes (Tableau 1) mais ou 1’on retrouve les clusters 1, 2, 4 définis dans
I’étude citée précedemment.

Tableau 1 : Composés majoritaires identifiés dans les 44 échantillons récoltés en

Sicile (Napoli et al., 2010)
Groupe A (13 échantillons) Groupe B (30 échantillons)
a-pinéne associé aux : 1,8-cinéole, 1,8-cinéole
verbénone, camphre et bornéol
1A a-pinene (28 - 46%), suivi de : | IB 1,8-cinéole (53 - 67%), a-pinéne (10 -
verbénone (12 - 15%) et 1,8- 14%)
cinéole (6 - 12%)
1A a-pinene (46%), bornéol (12%) | 11B | 1,8-cinéole, suivi de camphre et d’a-
et camphene (10%) pinene
1A verbénone (22 - 23%), | IIIB | 1,8-cinéole, une faible teneur en
camphre (15%) et 1,8-cinéole camphre, une teneur appréciable en
(15 - 16%) thymol (12%) et absence de la verbénone
IV-VIA | Quantités comparables en 1,8- | IVB | 1,8-cinéole, suivi d’a-pinéne (22 - 23%)
cinéole/a-pinene et des teneurs et une quantité appréciable en borneol (3
appréciables en camphre et - 13%).
bornéol. VB | Quantités comparables en 1,8-cinéole/a-
pinene et une teneur appréciable en
camphre (11 - 17%)
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Récemment, en 2019, Melito et al. ont déterminé la composition chimique de 60
¢chantillons de ’huile essentielle des parties aériennes de R. officinalis récoltés dans cing
stations en Sardaigne. Au niveau de chaque lieu de récolte, un prélevement a été réalisé
chaque mois. Ils ont identifié 27 composés dont sept constituants sont majoritaires : a-pinéne
(26 - 28%), camphéne (5 - 8%), 1,8-cinéole (15 - 25%), bornéol (5 - 11%), camphre (3 -
12%), verbénone (6 - 15%) et acétate de bornyle (4 - 7%). Ces auteurs avancent que le type
chimique « a-pinéne/bornéol /acétate de bornyle/verbénone » est en accord avec le romarin de
Sardaigne. Ce chémotype a déja éte décrit précedemment par Pintore et al. en 2002.

En ce qui concerne 1’Afrique du Nord, divers articles font état de romarins poussant a
I”état spontané ou cultivé.

Dans la majorité des travaux antérieurs, 1’huile essentielle du romarin de Tunisie est
caractérisée par 1,8-cinéole (35,3 - 60,4%) trés majoritaire (Marzouk et al., 2006 ; Zaouli et
Boussaid, 2008 ; Akrout et al., 2010; Marzouk et al., 2011 ; Kadri et al., 2011;
Mathlouthi et al., 2012 ; Hcini et al., 2013 ; Ben Jemia et al., 2014 ; Yeddes et al., 2018 ;
Ben Kaab et al., 2019 ; Ben Abada et al., 2020 ; Moumni et al., 2020), ou bien associé au
camphre (8,5 - 30,2%), a I’a-pinene (6,5 - 19,0%) et/ou au bornéol (3,3 - 25,0%) (Zaouali et
al., 2005 ; Akrout et al., 2010 ; Hosni et al., 2013 ; Ben Jemia et al., 2014 ; Jridi et al.,
2015 ; Yeddes et al., 2018) et dans de rares cas au camphéne (2,1 - 12,7%) (Zaouali et al.,
2005 ; Zaouli et Boussaid, 2008 ; Akrout et al., 2010 ; Ben Jemia et al., 2014 ; Moumni et
al., 2020). Par ailleurs, Zaouli et Boussaid (2008) rapportent une composition d’un
échantillon dominé par le camphre (28,0%) et 1,8-cinéole (22,7%) suivis d’a-pinene (13,3%)
et camphéne (11,6%). Un autre échantillon décrit par Jardak et al. (2017) contient 1,8-
cinéole (23,6%) comme composé majoritaire, associé aux: camphéne (12,8%),
camphre (12,6%), PB-pinéne (12,3%) et vy-terpinene (7,6%). Par contre, les composés
majoritaires dans un échantillon décrit par Farhat et al. (2017) sont 1’a-pinéne (35,6%) et le
1,8-cinéole (20,8%), suivis du camphre (17,0%), isobornéol (8,4%) et de myrténal (7,4%). En
revanche, deux compositions inhabituelles ont été ponctuellement décrites. Un échantillon est
caractérisé par 1’association : myrthenol (17,5%), 1,8-cinéole (16,3%), camphre (15,7%) et
bornéol (14,1%) (Khalil et al., 2015), alors que le deuxiéme échantillon contient de la
verbénone (21,0%) comme composé majoritaire et absence totale de 1’a-pinéne et du 1,8-
cinéole (Mhiri et al., 2018). Cependant, Il est a noter que la verbénone est absente dans la
moitié des echantillons décrits dans la littérature. Lorsqu’elle est trouvée, elle est présente en
faible teneur (jusqu’a 0,8%), a I’exception d’un échantillon qui contient une teneur

appréciable en verbénone jusqu’a 13% (Akrout et al., 2010).
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De méme, en ce qui concerne les travaux antérieurs réalisés sur la caractérisation
chimique de I’huile essentielle de R. officinalis récoltés dans différentes régions du Maroc, le
1,8-cinéole (23,7 - 63,7%) est le composé majoritaire (Elamrani et al., 2000 ; Lahlou et
Berrada, 2003 ; Mounchid et al., 2004 ; Wanner et al., 2010 ; Fadli et al., 2011 ; Ait-
Ouazzou et al., 2011 ; Alnamer et al., 2011 ; Bouyahya et al., 2017 ; Hannour et al.,
2017 ; Ismaili et al., 2017 ; El Kamli et al., 2019 ; Elyemni et al., 2019 ; Chraib et al.,
2020), associé au camphre (5,3 - 21,3%), a I’a-pinéne (2,5 - 23,5%) (Elamrani et al., 2000 ;
Lahlou et Berrada, 2003 ; Mounchid et al., 2004 ; Wanner et al., 2010 ; Fadli et al.,
2011 ; Ait-Ouazzou et al., 2011 ; Alnamer et al., 2011 ; Bouyahya et al., 2017 ; Hannour
et al., 2017 ; Ismaili et al., 2017 ; EIl Kamli et al., 2019 ; Elyemni et al., 2019 ; Chraib et
al., 2020) et dans certains cas, au bornéol (2,6 - 15,5%), a I’a-terpinéol (3,1 - 8,1%), au B-
pinene (2,9 - 8,6%) (Elamrani et al., 2000 ; Lahlou et Berrada, 2003 ; Mounchid et al.,
2004 ; Wanner et al., 2010 ; Fadli et al., 2011 ; Alnamer et al., 2011 ; Bouyahya et al.,
2017 ; Hannour et al., 2017 ; Ismaili et al., 2017 ; EI Kamli et al., 2019 ; Elyemni et al.,
2019 ; Chraib et al., 2020) et au camphéne (6,8 - 9,8%) (Alnamer et al., 2011 ; Hannour et
al., 2017 ; Elyemni et al., 2019).

Cependant, une étude faite par Tahri et al. (2015) rapporte une composition a 1,8-
cinéole (56,5%) trés majoritaire, suivi du camphre (13,6%). Une autre analyse propose aussi
un composé trés inhabituel dans I’huile essentielle du romarin, le cyclofenchene (13,5%)
associée au 1,8-cinéole (37,1%) et au camphre (9,3%) (Messaoudi Moussi et al., 2020). De
méme, Aitboulahsen et al. (2018) rapportent des quantités appréciables en (E)-2-
heptenal (9,8%) et en (Z)-p-ocimene (7,7%), associés au 1,8-cinéole (35,7%), a l’o-
pinéne (20,0%) et au camphre (9,6%). Un autre échantillon est dominé par I’a-
pinene (34,8%), associé au 1,8-cinéole (28,3%) et suivi de:camphre (10,5%) et
camphene (6,2%) (Mattazi et al., 2015). De méme, deux autres échantillons sont riches en a-
pinéne (37,0 - 40,0% ; 34,0%), suivi du camphre (4,6 - 7,6% ; 11,7%) (Elamrani et al.,
2000 ; Lahlou et Berrada, 2003). lls contiennent également des teneurs appréciables en
camphéne (4,6 - 6,7%) (Elamrani et al.,, 2000), en bornéol (16,9%) et en 1,8-
cinéole (8,7%) (Lahlou et Berrada, 2003). Enfin, Elamrani et al. (2000) décrivent des
échantillons caractérisés par le camphre (41,7 - 53,8%) tres majoritaire, suivi de : 1,8-cinéole
(1,2 - 13,5%), bornéol (3,7 - 6,3%), a-terpinéol (5,1 - 6,4%), a-pinéne (0,5 - 5,5%) et
campheéne (1,2 - 2,9%). Un autre échantillon est caractérisé par 1’association bornéol (15,6%),
a-pinene (15,3%), 1,8-cinéole (11,6%), camphre (11,6%), verbénone (11,2%) (Lahlou et
Berrada, 2001 ; Chebli et al., 2003). Elamrani et al. (2000) et Bouyahya et al. (2017)

11
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rapportent également des quantités appréciables en verbénone (4,8 - 55% et 4,7%),
respectivement. Cependant, la verbénone est présente en trés faible teneur dans certains
travaux (tr - 0,5%) (Lahlou et Berrada, 2003 ; Fadli et al., 2011 ; Mattazi et al., 2015 ;
Ismaili et al., 2017 ; EI Kamli et al., 2019 ; Elyemni et al., 2019).

En ce qui concerne I’Algérie, les données de la littérature traitant la composition
chimique de I’HE de R. officinalis montrent une variabilité chimique importante. Peu
d’échantillons correspondent au chémotype 1,8-cinéole majoritaire. L’association o-pinéne,
1,8-cinéole et camphre semble la plus freqguemment retrouvée. Le camphene ou le bornéol
peuvent étre ponctuellement importants. La verbénone est trés souvent absente mais peut
atteindre jusqu’a 23%. Pour 1’Algérie, il n’existe pas d’étude compléte avec plusieurs
échantillons collectés au sein de la méme station mais plutdt un seul échantillon collecté dans
une ou plusieurs stations.

En 1997, Arnold et al. ont fait une comparaison entre les huiles essentielles de 1’ Algérie
et celles d’Italie et d’Espagne. Ils ont constaté que celles d’Algérie contiennent le camphre, le
camphéne, 1’o-pinéne et 1,8-cinéole comme composés majoritaires, alors que celles
d’Espagne et d’Italie contiennent le camphre, suivi par le 1,8-cinéole et le limonene.

En 1998, Boutekedjiret et al. ont réalisé une étude sur la composition chimique de
I’huile essentielle des différentes parties (feuilles, fleurs et tiges) de Rosmarinus officinalis
provenant de la région de Bibans (Bordj Bou Arréridj). Cette étude montre une dominance en
1,8-cinéole (52,4%) suivi du camphre (12,6%). Par contre, en 1999, ces mémes auteurs ont
montré que la composition chimique varie fortement au cours du cycle de développement.
Ainsi, la teneur en a-pinéne varie de 2,5% (bourgeon) a 17% (pleine floraison) alors que celle
du 1,8-cinéole élevée au stade bourgeon et en début de floraison autour de 40% diminue
autour de 17% en pleine et aprés floraison. La teneur en camphre est elle aussi variable avec
26% au stade bourgeon, mais seulement de 11% en pleine et apres floraison.

Ensuite, en 2003, ces mémes auteurs ont effectué une étude sur I’influence de la
méthode d’extraction sur la composition de 1’huile essentielle de R. officinalis récolté a Porte
de Fer (région de Bibans). lls ont avancé que la teneur des composés est différente. L huile
essentielle obtenue par distillation a la vapeur contient : 52,4% en 1,8-cinéole, 12,6% en
camphre, 5,7% en B-pinéne et 5,2% en a-pinene alors que celle obtenue par hydrodistillation
contient : 31,9% en 1,8-cinéole, 19,7% en camphre, suivi 12,1% en bornéol et 12,8% en a-
terpinéol.

En 2004, Touafek et al. puis Kabouche et al. en 2005 ont étudié également la

composition chimique de I’huile essentielle de R. officinalis provenant du Sahara
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septentrional (Oued Souf, El Oued). Le composé majoritaire est 1,8-cinéole (29,5%), suivi du
camphre (11,5%) et de I’a-pinéne (7,5%). Cette analyse propose aussi un composé tres
inhabituel, jamais trouvé dans I’huile essentielle du romarin: 2-éthyl-4,5 diméthylphénol
(12,0%).

En 2005, Boutekedjiret et al. ont déterminé la composition chimique de 1’huile
essentielle de R. officinalis collectés dans 5 régions différentes. Ils ont trouvé que I’huile
essentielle de la région de Bibans est tres riche en 1,8-cinéole (52,4%), celle de Laghouat et
de Dijelfa sont riches en camphre (plus de 30%), celle de I’Institut national d’agronomie
d’Alger est riche en a-pinéne (15,5%) et celle du Parc national de 1’école polytechnique
d’Alger est dominée par le camphre (12,3%) et le bornéol (11,9%).

En 2007, I’étude faite par Djeddi et al. sur la caractérisation de 1’huile essentielle de R.
officinalis récolté pendant la période de floraison dans le parc national d’El Hamma, rapporte
une composition chimique contenant du camphre (14,6%), du 1,8-cinéole (12,2%) et plus de
10% en bornéol et en B-caryophyliene.

Par contre, 1’étude menée par Atik et al. en 2007 est basée sur la comparaison de la
composition chimique des huiles essentielles provenant de 2 régions différentes : Tlemcen et
Honaine. L’échantillon récolté a Tlemcen est caractérisé par 1’association camphre (13,8%)/a-
pinéne (12,6%)/1,8-cinéole (11,8%), alors que celui de Honaine est dominé par 1’a-pinéne
(23,1%), suivi de camphre (14,5%) et de B-pinéne (12,2%).

Giordani et al. (2008) décrivent aussi un échantillon de 1’est algérien (Annaba) qui
contient des teneurs comparables pour le camphre (12,6%), le 1,8-cinéole (7,9%), 1’a-pinéne
(19,7%) et le bornéol (11,2%).

En 2009, Bousbia et al. ont réalisée une étude sur la comparaison de la composition
chimique de I'huile essentielle des feuilles de R. officinalis provenant de la région d’El
Harrach (Alger) et obtenue par deux méthodes d’extraction différentes : hydrodistillation et
hydrodiffusion assistée par micro-ondes. lls ont obtenu une composition homogéne du point
de vue qualitatif et quantitatif. Le composé majoritaire est 1’a-pinene (44,1% et 43,6% ;
respectivement). D’autres constituants sont présents en quantités appréciables: camphre
(7,8% ; 8,6%), verbénone (6,4% ; 7,7%), camphéne (6,1% ; 6,5%) et limonéne (5,5% ; 5,5%),
respectivement.

Zoubiri et Baaliouamer (2011) décrivent un échantillon des parties aeriennes de R.
officinalis provenant de la région de Seétif. 1l est caractérise par 1’association o-pinéne
(12,6%)/1,8-cinéole (13,5%)/camphre (11,8%), suivis de bornéol (9,4%) et de la verbénone
(8,3%).
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Lograda et al. (2013) ont décrit I’huile essenticlle de parties aériennes de R. officinalis
récoltées dans 6 régions différentes : Boussaada (M’sila) et Agmeroual (Batna), Kherrata
(Béjaia), Bibans (Bordj Bou Arreridj), Boutaleb (Sétif) et N’gaous (Batna). Deux échantillons
sont caractérisés par une forte teneur en 1,8-cinéole (35,5% et 42,2%), suivi de camphre
(14,5% et 9,1%) et d’a-pinéne (11,4% et 13,8%). Deux autres echantillons sont dominés par
le camphre (38,8% et 42,7%), suivi d’a-pinene (16,9% et 15,1%) et de camphene (13,8% et
17,7%). Un échantillon est caractérisé par 1’association a-pinene (25,2%)/camphre
(24,1%)/camphéne (22,7%), alors que les composés majoritaires dans le dernier échantillon,
sont : camphre (16,9%), a-pinéne (13,6%), 1,8-cinéole (12,1%) et bornéol (11,9%).

Outaleb et al. (2015) rapportent la composition chimique de trois échantillons récoltés
dans la région d’Alger. Un échantillon est trés riche en a-pinene (51,8%), suivi de
camphre (7,8%) et de camphéne (6,2%), alors que le 1,8-cinéole est présent a 1’état de trace.
Une composition similaire est rapportée pour un autre échantillon, mais avec une plus faible
teneur en a-pinene (24,7%) et en campheéne (4,5%) et une quantité plus importante en
camphre (13,8%). Un autre échantillon contient du camphre (32,0%) comme composé
majoritaire et des teneurs comparables en a-pinéne (20,9%) et camphene (22,0%) et une
faible teneur en 1,8-cinéole (9,5%).

Belkhodja et al. (2016) ont réalisé une étude sur I’huile essentielle de R. officinalis de
la région de Mascara. lls rapportent une composition différente dominée par la verbénone
(23,5%) et le camphre (22,4%), suivi de bornéol (16,6%). Un pourcentage aussi élevé en
verbénone n’a jamais été rapporté auparavant dans les travaux réalisés en Algérie.

Boutabia et al. (2016) et Ksouri et al. (2017) décrivent aussi la composition chimique
de quatre d’échantillons collectés dans la région de Tébessa. Si 1’échantillon décrit par Ksouri
est assez classique : 1,8-cinéole (31,5%), a-pinéne (18,3%) et camphre (9,7%) associés a I’a-
terpinéol (9,4%), les trois autres décrits par Boutabia sont plus originaux avec un échantillon a
1,8-cinéole trés majoritaire (72,9%), suivi du camphre (17,2%) et les deux autres sont
caractérisés par I’association 1,8-cinéole (32,6 et 32,8%), sabinéne (15,9 et 16,0%) et
camphéne (14,4 et 14,5%) et contiennent des teneurs appréciables en bornéol (9,7%) et en
pinocamphone (6,2%).

Hendel el al. (2019) ont décrit la composition chimique de 15 échantillons ; 11 au
centre (Djelfa, Médéa, M’Sila, Bordj Bou Arreridj), trois échantillons a 1’est (Oum EI
Bouaghi, Béjaia, et Souk Ahras) et un a I’ouest (Oran). La composition chimique est assez
variable. Douze échantillons sur 15 correspondent a 1’association a-pinéne (14,9 -
21,3%)/camphre (32,2 - 41,2%)/camphéne (15,1 - 22,4%) avec une teneur en 1,8-cinéole

14



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

toujours inférieure a 10% (1,8 - 8,8%). Deux échantillons présentent des teneurs elevés en
1,8-cinéole dont un a I’est (43,2%, Souk Ahras) et un autre au centre (47,6%, Bordj Bou
Arreridj). L’échantillon de I’ouest Algérien (Oran) est atypique avec une teneur en a-pinene
élevée (28,5%) associé a des teneurs en camphre (3,1%), camphene (7,7%) et 1,8-cinéole
(10,9%) faibles.

Enfin, Zouaoui et al. (2020) rapportent un pourcentage plus élevé en trans-
caryophyllene (14,8%), avec le camphre majoritaire (17,5%) associé au a-pinéne (9,7%) et au
campheéne (9,7%) pour un échantillon récolté a Biskra.

VI1I. 2. Activités biologiques de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis

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

Goetz et Ghedira (2012) rapportent que I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis
possede plusieurs activités : action anti-hépatotoxique, activité anti-inflammatoire qui est due
a I’acide rosmarinique, activité antioxydante qui est en partie liée a I’acide rosmarinique et
90% due aux O-diphénols diterpéniques qui inhibe la peroxydation lipidique, activité
antibactérienne et antifongique qui sont dues aux principaux constituants de [’extrait
chloroformique, activité antivirale due a la présence du carnosol et activité antidiabétique.

En 2007, Gachkar et al. ont réalisé une étude sur I’activité antimicrobienne vis-a-vis de
trois bactéries: E. coli, S. aureus et L. monocytogenes. lls avancent que ces souches
bactériennes se sont averées sensibles a 1’huile essentielle de Rosmarinus officinalis avec des
zones d’inhibition variant entre 8,3 a 16,7 mm.

L’étude menée par Ben Kaab et al. (2019), en Tunisie a montré que 1’huile essentielle
de R. officinalis a une activité antifongique & une concentration en huile essentielle de 1’ordre
de 6 mM, avec des pourcentages d’inhibition de la germination des spores : 86,0%, 100% et
95,4% pour F. culmorum, F. oxysporum et P. italicum, respectivement. Ils avancent
également, une bonne activité herbicide en inhibant complétement la germination des graines
de 3 mauvaises herbes (T. incarnatum, S. marianum et P. minor) & une concentration en HE
de I’ordre de 5 mM.

En Algérie, peu de travaux ont été effectuées sur les activités biologiques de I’huile
essentielle de R. officinalis :

En 2005, Kabouche et al. ont réalisé une étude sur ’activité antibactérienne vis-a-vis
de huit souches microbiennes : Enterobacter aerogenes, E. coli, Klebsiella pneumoniae,

Proteus mirabilis, P. aeruginosa, Salmonella typhimurium, Serratia marcescens et S. aureus.
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Seules Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa se sont averées sensibles, avec une
CMI de I’ordre de 0,625 et 2,5 ug/ml, respectivement.

Hendel et al. (2019) ont testé I’activité antibactérienne de 15 échantillons de I’huile
essentielle R. officinalis, récoltés dans plusicurs régions d’Algérie, vis-a-vis de:
Staphylococcus aureus et Escherichia coli. Ils avancent un pouvoir antibactérien faible voir
modérée contre ces deux souches bactériennes avec des diamétres des zones d’inhibition
variant entre 10,0 et 14,6 mm.

En revanche, 1’étude réalisée par Djeddi et al. (2007) sur 1‘huile essenticlle du romarin
récolté pendant la période de floraison dans le parc national d’El Hamma, ont montré une
forte activité contre S. aureus, S. epidermis, P. aeruginosa, E. faecalis, K. pneumoniae et E.
coli, avec des diamétres des zones d’inhibition allant de 19,3 et 34,1 mm, une faible activité
contre Salmonella bruneii et aucune sensibilité vis-a-vis de C. albicans.

De méme, Ksouri et al. en 2017 rapportent une importante activité antifongique de
I’huile essentielle de R. officinalis vis-a-vis de plusieurs souches de C. albicans, avec des
CMls variant entre 24,0 et 31,1 pg/ml.

Hendel et al. en 2019 rapportent aussi une bonne activité antioxydante de certains
échantillons de I’huile essentielle R. officinalis récoltés dans plusieurs régions en Algérie. En
effet, ils avancent des Clso, pour six échantillons sur quinze, variant entre 120,4 + 2,21 et
176,8 + 15,92 ul/ml, plus faibles que celle du trolox (185,21 + 7,23 pl/ml) qui est utilisé

comme composeé de référence.
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PARTIE EXPERIMENTALE

I. Matériel végétal

Dans ce présent travail, nous nous sommes proposés d’une part, de déterminer la
composition chimique et d’autre part, d’évaluer les activités biologiques (antioxydante et
antimicrobienne et anti-inflammatoire) de 1’huile essentielle des feuilles d’une plante
médicinale algérienne, a savoir : Rosmarinus officinalis qui pousse spontanément, dans la
région de Béchar.

La récolte de la plante a été effectuée dans une seule station a Djebel Antar de la wilaya
de Béchar (Figure 4) qui se situe a 1150 Km au nord-est de la capitale d’Alger, a 852 Km au
nord-est de Tindouf et a environ 80 Km de I’est de la frontiére marocaine.

La cueillette a été realisée sur 2 périodes différentes. L’échantillonnage a été réalisé sur
21 pieds individuels en mois d’avril 2019 et 15 pieds individuels en mois de novembre 2019.
Les prélevements ont été effectués par Dr. MALTI Charaf Eddine Watheg.

Aprés la récolte, les feuilles de R. officinalis ont été séchées a I’air libre et dans un

endroit aéré pendant 10 jours.
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Figure 4 : Situation géographique du lieu des prélévements de Rosmarinus officinalis

I1. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles de R. officinalis a été effectuée par hydrodistillation
avec un appareil de type Clevenger (Photo 3), pendant une durée de 2 heures ou le matériel
végétal est en contact direct avec le solvant.

Dans un ballon rempli d’eau, on a déposé les feuilles séchées de la plante a extraire puis
on les a portées a ébullition. La vapeur d’eau monte dans la colonne jusqu’a atteindre le
réfrigérant ou elle se transforme en liquide séparant les deux phases, 1’huile flotte sur I’eau

qui est pour sa part progressivement renvoyée dans le ballon chauffé.
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Pour éviter leur dégradation, due a I’action de I’air ou de la lumiére, les huiles

essentielles étaient conservées dans des piluliers en verre a 4 £+ 1° C a I’abri de la lumicére.

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

I11. Calcul des rendements en huiles essentielles
Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse
d’huile essentielle obtenu et la masse du matériel végétal seéche a traiter. Le rendement est

calculé par la formule suivante :

Rdt % = M/Mo x 100

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

Mo : Masse de matiere végétale a traiter (g)

IV. Analyse des huiles essentielles

L’analyse des échantillons d’huile essentielle de R. officinalis a été réalisée par les
techniques chromatographique et spectrométrique (CPG(Ir) et CPG-SM) au niveau du
laboratoire « Chimie et Biomasse » de I’université de Corse-CNRS.
IV.1. Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)

Les analyses chromatographiques en phase gazeuse ont été réalisées a 1’aide d’un
appareil Perkin-Elmer Clarus 500, équipé d’un détecteur a ionisation de flamme (FID), d’un

injecteur diviseur et de deux colonnes capillaires de dimensions (50 m x 0,22 mm ; épaisseur
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du film : 0,25 um), apolaire (BP-1, polymethylsiloxane) et polaire (BP-20, polyéthyléne
glycol).
IV.1.1. Conditions opératoires

Le gaz vecteur est I’hydrogene (0,8 ml/min), avec une pression en téte de colonne de 25
psi ; la température de D’injecteur et du détecteur est de 250 °C ; la température est
programmée depuis 60 °C jusqu’a 220 °C, a raison de 2 °C/min, suivie d’un palier de 20 min
a 220 °C ; I’injection se fait par mode split avec un rapport de division de 1/60.
1VV.1.2. Identification des constituants

Les constituants ont été identifiés par comparaison de leurs indices de rétention (Ir)
calculés par rapport a une série d’alcanes (Cs-Cag) avec interpolation linéaire sur les deux
colonnes, avec ceux des composés de référence contenus dans la bibliothéque du laboratoire.
IV.2. Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse (CPG-
SM)

Les analyses ont été réalisées a I’aide d’un chromatographe Perkin Elmer TurboMass
doté d’un injecteur automatique et d’une colonne capillaire de silice fondue (50 m x 0,22 mm,
épaisseur du film 0,25 pum), BP-1 (diméthylpolysiloxane), couplé & un détecteur de masse
Perkin-Elmer TurboMASS.
IV.2.1. Conditions opératoires

Les molécules sont bombardées par un faisceau électronique de 70 eV, la détection se
fait par un analyseur quadripolaire constitué d’un assemblage de quatre électrodes paralleles
de section cylindrique. La température de la source est de 250 °C. Les spectres de masse
obtenus par impact électronique ont été acquis sur la gamme de masse 40 - 400 Da.

Le gaz vecteur est I’hélium (0,8 ml/min), exergant une pression en téte de colonne de 43
psi ; la température linéaire est programmée depuis 60 °C jusqu’a 220 °C, a raison de 2
°C/min, suivie d’un palier de 20 min a 220 °C ; I’injection se fait par mode split avec un
rapport de division de 1/75.
1VV.2.2. Identification des constituants

L’identification est basée sur la comparaison du spectre de masse, obtenu pour chacun
des composés de 1’huile essentielle lors de la fragmentation de nos solutés, avec une banque
de spectres de produits de référence (National Institute of Standards and Technology, 1999
; Konig et al., 2001 ; Adams, 2007 ; National Institute of Standards and Technology,
2014).
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V. Etude des activités biologiques de I’huile essentielle du romarin

Utilisées depuis toujours par toutes les civilisations, les plantes ont apporté aide et
réconfort aux maux les plus divers. D’abord, on se servit des plantes entiéres pour apporter
soulagement et bien-étre (sous forme de cataplasmes, infusions, macérations, décoctions),
ensuite I’homme s’est intéressé a « détacher de son support » le principe aromatique d’une
plante (Lardry et Haberkorn, 2007).

A juste titre, les huiles essentielles ont prouvé leur valeur inestimable pour la santé,
durant ces derniéres décennies, clles sont devenues sources d’antioxydants naturels et
d’agents antimicrobiens (Bandoniene et al., 2000). Ainsi, elles sont considérées actuellement
comme des alternatifs tres prometteurs aux différents antibiotiques pour le traitement de
diverses maladies infectieuses, mais aussi aux agents chimiques pour la conservation des
denrées alimentaires, ou encore pour les produits cosmétiques (Fernandez et Chemat, 2012).

Dans ce travail, nous avons étudié le pouvoir antioxydant, antimicrobien et anti-
inflammatoire de 1’huile essentielle de Rosmarinus officinalis. Ainsi, pour avoir une quantité
suffisante afin de pouvoir réaliser les activités biologiques, nous avons mélangé les huiles
essentielles des différents échantillons qui présentent le méme profil chromatographique.
Cependant, nous avons constitué deux « communelle » (EC 1 et EC 2).

V.1. Activité antioxydante de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis

Méme si les antioxydants de synthese sont efficaces et bon marché et que leurs doses
autorisées sont largement limitées pour éviter tout probléme de toxicité, on a assisté depuis les
années 1980 a un engouement pour les produits naturels, et au développement d’extraits
végétaux a usage antioxydant, qui auraient des propriétés biologiques pouvant contribuer a
réduire le risque de certaines pathologies (De-Reynal et Multon, 2009).

Un antioxydant est toute substance qui a faible concentration par rapport au substrat
susceptible d’étre oxydé, prévient ou ralentit I’oxydation de ce substrat, soit en piégeant les
radicaux libres en captant 1’¢lectron célibataire ou en les transformant en molécule ou en ion
stable (Halliwell, 1990).

L’activité antioxydante des plantes médicinales est évaluée par plusieurs méthodes :
soit par le dosage des produits formés (en particulier des hydroperoxydes) par des techniques

photométriques ou par la mesure de ’efficacité du composé a piéger des radicaux libres.
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Dans cette partie, nous avons utilisé la méthode du piégeage du radical libre DPPH (2,2-
diphényle-1-picrylhydrazyl) pour la détermination du pouvoir antioxydant des huiles
essentielles de R. officinalis des deux échantillons « communelle », en utilisant 1’éthanol
comme solvant.

V.1.1. Piegeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

Ce dosage spectrophotométrique est basé sur la mesure de la capacité d’un antioxydant
(AH) a réduire le radical stable DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) de couleur violette
foncée en DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine) de couleur jaune facilement mesurable par
spectrophotométrie a une longueur d’onde de 515 a 520 nm (Figure 5). Cette réduction est

due a I’aptitude des composés antioxydants a céder des électrons (Gazi et al., 2004).
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Figure 5 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH

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

L’activité de I’huile essentielle a été comparée a I'acide ascorbique en tant que contrdle
positif.

L'activité de piégeage des radicaux libres DPPH en pourcentage (%) a été calculée en

utilisant la formule suivante :

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

Avec : Acontrole - Absorbance du contrdle (nm)
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Atest : Absorbance du test effectué (nm)

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

V.2. Activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis

La résistance multi-médicamenteuse est un probléme de santé publique a 1’échelle
planétaire. En effet, beaucoup d'infections microbiennes telles que la tuberculose, le
paludisme ou encore les maladies nosocomiales, sont devenues trés résistantes aux
antibiotiques. 1l est donc urgent de trouver de nouvelles cibles pour de nouveaux
antimicrobiens.

La détermination du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles est réalisée vis-a-vis
de six bactéries et trois champignons filamenteux en appliquant la méthode de diffusion sur
disque.

V.2.1. Provenance des germes

Les souches pathogenes (Tableau 2) utilisées ont été choisis pour leurs fréquences
élevées a contaminer les denrées alimentaires, leurs résistances courantes a différents
antibiotiques et pour leur pathogénicité.

Tableau 2 : Origines des souches utilisées pour I’étude du pouvoir antimicrobien des
huiles essentielles

Micro-organismes Gram Code Origine
Escherichia coli Négatif ATCC 8739 LAPRONA
Klebsiella pneumoniae 1 Négatif IBMC Strasbourg MNHN

:§ Klebsiella pneumoniae 2 Négatif ATCC 700603 LAPRONA

§ Pseudomona aeruginosa Négatif ATCC 27853 LAPRONA
Staphylococcus aureus Positif ATCC 6538 MNHN
Bacillus cereus Positif ATCC 25921 LAPRONA

g Aspergillus flavus MNHN 994294 MNHN

g Aspergillus fumigatus MNHN 566 MNHN

g Fusarium oxysporum MNHN 963917 MNHN

MNHN : Muséum National d’Histoire Naturelle (Paris) ; LAPRONA : Laboratoire des Produits
Naturels (Université de Tlemcen) ; ATCC : American Type Culture Collection ; IBMC : Institut de
Biologie Moléculaire et Cellulaire.
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V.2.2. Mise en culture des souches

Une préculture des souches microbiennes est préparée afin d’obtenir une phase
exponentielle de croissance. La turbidité est ensuite ajustée avec un spectrophotometre, a 1-2
x 10® UFC/ml pour les bactéries (DO = 0,08 & 0,1 / A = 625 nm) (NCCLS, 2001). Pour les
moisissures, les suspensions (préparées a partir d’une culture de 7 jours ayant atteint le stade
de sporulation sur milieu PDA (Potato Dextrose Agar) sont ajustées a 10° spores/ml, ce qui
correspond & une transmittance de 68-82% (A = 530 nm) (Pfaller et al., 1998).

V.2.3. Méthodes d’étude du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles

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

-a- Détermination de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur disque
(aromatogramme)

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

Un disque de papier filtre de 6 mm de diamétre imprégné de 15 pl d’huile essentielle et
de 5 ul de DMSO est déposé sur la surface d'un milieu gélosé en boite de Pétri (3 disques par
boite) préalablement ensemenceées en surface en nappe avec 1 ml de suspension microbienne
(10% UFC/ml pour les souches bactériennes sauf Staphylococcus aureus qui a été ensemencée
a 10" UFC/ml et 10* spores/ml pour les moisissures) pendant 10 a 15 min. L'excédent de
I'inoculum est éliminé par aspiration.

Les milieux de culture utilisés sont : i) gélose Mueller-Hinton pour les bactéries et ii)
milieu PDA (Potato Dextrose Agar) pour les moisissures.

Les boites sont laissées 1 h a température ambiante puis retournées et incubées a 37 °C
pendant 18-24 h pour les bactéries et a 25 °C pendant 3 a 5 jours pour les moisissures.

Les germes se développent sous forme de colonies visibles a 1’ceil nu pendant

I'incubation de sorte qu'un halo clair autour du disque indique Il'inhibition de la croissance
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microbienne, dont le diametre de ce dernier dépend de la sensibilité aux huiles essentielles et
est mesuré en mm, disque inclus.

En paralléle, la sensibilité des souches microbiennes, vis-a-vis de : ciprofloxacine (CIP.
5 pg/disque) contre les bactéries ; nystatine (NY. 30 pg/disque) et fluconazole (FLU. 25
ng/disque) contre les moisissures, a été testée comme controle positif et du DMSO (20

ul/disque) comme contrdle négatif.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Le romarin est une plante aromatique qui appartient a la famille des Lamiacées et qui
est trés fréquente dans la plaine, les collines et les pays a hivers doux. C’est une plante
typique du magquis, il se trouve dans toutes les contrées mondiales de I’Europe, plus
particulierement sur le pourtour méditerranéen, de préférence dans les lieux secs, arides et
ensoleillés, a I’état sauvage, il se trouve sur des sols calcaires.

Le romarin est une plante célébrée par la médecine, la cuisine et la littérature. En effet,
nous avons recense dans la littérature une centaine de publications qui décrivent la
composition chimique de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis de diverses origines.

En Algérie, plusieurs travaux ont été réalisés sur la composition chimique de cette
espéce végétale et ceci depuis 1997. Si le camphre, le 1,8-cinéole, 1’a-pinene sont les
composés majoritaires les plus fréquemment identifiés avec une tres forte variation du point
de vue quantitative ; d’autres ne sont cités, a I’inverse, que trés ponctuellement.

Le camphre est trés majoritaire & Khenchla, le 1,8-cinéole retrouvé majoritairement a
Bordj Bou Areridj et a Alger, par contre, la région oranaise (Tlemcen et Oran) est caractérisée
par une composition a a-pinéne majoritaire. Nous avons trouvé aussi une composition a 1,8-
cinéole trés majoritaire, de 1’ordre de 72,9% dans la région de Tébessa. Ceci est du a sa
localisation prés des frontieres Tunisienne ou cette composition est trouvee assez
fréquemment. Enfin, nous avons trouvé un point avec une composition atypique ou la
verbénone est majoritaire avec un pourcentage de I’ordre de 23% dans la région de Mascara.
Il est a noter que cette huile ne contient pas a-pinéne, ce qui est trés étonnant.

Enfin, & notre connaissance, le Sahara n'a jamais fait l'objet d’une étude de la
composition chimique des huiles essentielles de cette espéce végétale.

Ainsi, I’objectif de notre travail est de déterminer d’une part la composition chimique de
I’huile essentielle des feuilles de R. officinalis récoltées dans une région saharienne, & savoir :
Djebel Antar a Béchar, et d’autres part d’évaluer les activités biologiques de 1’huile
essentielle de cette plante.

Nous avons prélevé 36 échantillons sur deux périodes de récolte : 21 échantillons au
mois avril 2019 et 15 échantillons au mois de novembre 2019. La cueillette a été effectuée sur
des pieds individuels.

I. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a partir des feuilles seches de R. officinalis a été

effectuée par hydrodistillation avec un appareil de type Clevenger. L’aspect des huiles

essentielles est liquide et de couleur jaune clair.
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I1. Calcul des rendements
Les rendements en huile essentielle sont calculés par rapport a la quantité de la matiere
végeétale seche et sont représentés dans les tableaux 3 et 4.

Tableau 3 : Rendements (en%b) en huile essentielle des feuilles
de R. officinalis récoltées en mois d’Avril

Poids (g) Poids | Rendement

Echantillons | (Matériel végétal) | HE (g) (%)
El 125,19 1,89 1,51
E2 162,80 3,10 1,90
E3 119,32 2,86 2,40
E4 133,98 2,52 1,88
ES5 103,82 1,15 1,11
E6 100,48 2,28 2,27
E7 128,98 3,00 2,33
E8 98,09 1,74 1,77
E9 119,92 2,21 1,84
E 10 135,98 3,01 2,21
E11 141,57 2,13 1,50
E12 151,82 3,52 2,32
E 13 105,77 1,50 1,42
E 14 88,30 1,86 2,11
E 15 123,41 2,93 2,37
E 16 133,71 2,76 2,06
E1l7 135,59 3,08 2,27
E 18 89,15 1,55 1,74
E 19 70,87 1,51 2,13
E 20 91,55 2,28 2,49
E21 94,56 2,20 2,33
Moy + ET 2,00 +£0,38

E : Echantillon, HE : huile essentielle, Moy : moyenne, ET : Ecart type

Tableau 4 : Rendements (en %) en huile essentielle des feuilles
de R. officinalis récoltées en de mois de Novembre

Poids (g) Poids | Rendement
Echantillons | (Matériel végétal) | HE (g) (%)
E1l 89,90 1,74 1,94
E?2 94,28 1,82 1,93
E3 138,51 1,56 1,13
E4 113,29 2,31 2,03
ES 81,82 0,63 0,77
E6 99,11 1,71 1,73
E7 99,19 1,48 1,49
ES8 94,87 1,73 1,82
E9 102,86 1,85 1,80
E 10 87,49 1,46 1,67
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E1ll 101,79 2,22 2,18
E12 82,84 1,36 1,64
E 13 100,01 1,39 1,39
El4 98,76 1,72 1,74
E 15 103,64 1,89 1,82
Moy + ET 1,78 +0,21

E : Echantillon, HE : huile essentielle, Moy : moyenne, ET : Ecart type

Selon les tableaux 2 et 3, nous avons remarqué que le romarin est riche en huile
essentielle. Les rendements en huile essentielle sont variables. Cette variabilité existe entre les
échantillons récoltés dans la méme période. Les teneurs varient entre 1,11 et 2,49% pour le
mois d’avril et entre 1,39 et 2,18% pour le mois de novembre. Cependant, nons avons
constaté que la différence des moyennes des rendements entre les deux périodes de cueillette
n’est pas significative.

Cette grande variabilité des rendements en huile essentielle de R. officinalis obtenue,
concorde avec les données de la littérature. En effet, certains travaux rapportent des
rendements en huile essentielle comparables (variant entre 1,28 et 2,51%) aux nbtres
(Sahraoui et al., 2007 ; Belkhodja et al., 2016 ; Boutekedjiret et al., 1998, 2003). De
méme, Hendel et al. en 2019 rapportent des pourcentages de rendement semblables aux
notres, variant entre 1,12 a 1,93% pour plusieurs échantillons récoltés au centre et a ’est de
I’ Algérie (Djelfa, Médéa, Béjaia, M’Sila, Oum-El-Bouaghi et Souk Ahras). En revanche, ces
mémes auteurs ont obtenu un teneur en huile essentielle faible de 1’ordre de 0,7% pour un
échantillon récolté a ’ouest de 1’ Algérie (Oran). Des faibles rendements, allant de 0,1 a 1,0%,
en huile essentielle de R. officinalis ont été rapportés également par Boutekedjiret et al. en
1997 et 2005, par Atik Bekkara et al. en 2007, par Djeddi et al. en 2007, par Zoubiri et
Baalioumeur en 2011 et par Lograda et al. en 2013.

I11. Composition chimique de I’huile essentielle des feuilles de R. officinalis

L’analyse de I’huile essentielle des feuilles de R. officinalis a été réalisée par les
techniques chromatographique et spectrométrique (CPG-Ir et CPG-SM) au niveau du
laboratoire « Chimie et Biomasse » de I"université de Corse-CNRS.

Dans le but de mettre en évidence une éventuelle variabilit¢ chimique de I’huile
essentielle des feuilles de R. officinalis, les 36 échantillons d’huile essentielle ont été soumis a
I’analyse par CPG et des indices de rétention (Ir) de différents composants ont été mesurés

sur deux colonnes de polarité différente. Ayant observeé des variations concernant la
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composition et les teneurs des composes majoritaires, les résultats de la composition chimique
des 36 echantillons ont été soumis a I'analyse statistique.

L’étude statistique suggere l'existence de deux groupes principaux, qui ont été
distingués sur la base des teneurs en 1,8-cinéole et en camphre.

Pour la réalisation des activités biologiques, nous avons regroupé les huiles ayant le
méme profil chromatographique, afin de disposer de quantités suffisantes pour pouvoir
effectuer la totalite des tests.

Les deux échantillons « communelle » ont été soumis a des analyses combinant une
technique chromatographique sur deux colonnes de polarité différente (CPG-Ir) et une
technique spectroscopique (CPG-SM). Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau
5.

La complémentarit¢ des deux techniques d’analyse, nous a permis d’identifier 21
composeés représentant 98,8 et 99,1% de la composition totale.

Les deux échantillons sont largement dominés par des monoterpénes, principalement
des monoterpénes oxygénés. Le 1,8-cinéole (66,9%) est le composé tres majoritaire dans
I’échantillon EC 1. Il contient aussi deux composés oléfiniques, le a et le B-pinéne présents en
quantités appréciables de I’ordre de 5,1 et 6,0%, respectivement. Deux autres monoterpénes
oxygénés sont présents en teneurs appréciables, il s’agit de : linalol (6,1%) et a-terpinéol
(3,9%). Par contre, I’échantillon EC 2 est moins riche en 1,8-cinéole (49,5%) mais, il contient
une guantité plus importante en camphre (16,9% contre 1,5% dans EC 1). Les deux composés
oléfiniques, le o et le B-pinéne (6,8 et 5,1%, respectivement) sont présents en quantités
appréciables, comparables a celles de I’échantillon EC 1. La teneur en linalol (3,2%) est plus
faible par rapport a I’échantillon EC 1. Par contre, le bornéol est présent en quantité plus
importante (5,0% contre 1,4% dans EC 1).

Enfin, trois sesquiterpenes sont mis en évidence dans les deux échantillons, a savoir : le
(E)-B-caryophylléne, 1’a-humuléne et I’oxyde de caryophylléne qui sont présents en faibles
teneurs.

En confrontant nos résultats avec ceux décrits dans les travaux réalisés en Algérie, nous
constatons que I’huile essentielle de 1’échantillon EC 1 se caractérise par une composition
différente de celles décrites par les différents travaux antérieurs en Algérie. En effet, cette
huile essentielle se caractérise par sa richesse en 1,8-cinéole, une composition
exceptionnellement décrite en Algérie avec un seul échantillon rapporté par Boutabia et al.
(2016) avec absence totale d’a-pinéne situé prés de la frontiére avec la Tunisie ou cette

composition est par contre fréqguemment rencontrée. Par contre, ils rapportent une teneur
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appréciable en camphre (17,5%) qui est présent en tres faible teneur (1,5%) dans notre
échantillon.

Tableau 5 : Composition chimique de huile essentielle des feuilles de R. officinalis des
deux échantillons « communelle »

) Echantillons

Composés? IraP Irpe EC 1 EC 2
a-Pinéne 932 1021 51 6,8
Camphene 945 1071 1,0 15
B-Pinéne 972 1117 6,0 51
Myrcéne 982 1166 1,0 0,9
a-Terpinene 1010 1186 0,3 0,3
p-Cymene 1013 1277 0,5 0,7
Limonene* 1024 1207 0,9 1,2
1,8-Cinéole* 1024 1219 66,9 49,5
cis-B-Ocimeéne 1026 1237 0,2 0,1
y-Terpinéne 1049 1250 0,5 0,7
trans-Hydrate de sabinéne | 1056 1467 0,5 0,4
Linalol 1085 1551 6,1 3,2
Camphre 1123 1523 15 16,9
Lavandulol 1149 1676 0,8 0,6
Bornéol 1151 1704 14 5,0
Terpinéol-4 1163 1606 0,9 1,0
a-Terpinéol 1174 1701 3,9 3,5
Acétate de bornyle 1270 1585 0,3 0,3
(E)-B-Caryophylléne 1417 1600 0,8 0,5
a-Humuléne 1450 1670 0,2 0,4
Oxyde de caryophylléne 1570 1984 0,3 0,2

Total (%) 99,1 98,8

& : L’ordre d’élution et les pourcentages donnés sont ceux sur colonne apolaire (BP-1), a 1’exception des
composés dont les noms sont suivis d’un astérisque (pourcentages sur colonne polaire (BP-20)). °Ir, : Indices de
rétention mesurés sur colonne apolaire. °Ir, : Indices de rétention mesurés sur colonne polaire.

En revanche, la composition chimique de 1’échantillon EC 2 est décrite dans plusieurs
études : Boutekedjiret et al. (1998, 1999, 2003, 2005 ; 2013) dans un échantillon recolté a
Bordj Bou Ariredj, Sahraoui et al. (2007), Lograda et al. (2013) et Ksouri et al. (2017).

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

Cette partie concerne 1’activité antioxydante et ’activité antibactérienne des huiles
essentielles des feuilles de R. officinalis des deux échantillons « communelle » (EC 1 et EC
2).
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1V.1. Etude de I’activité antioxydante
Le pouvoir antioxydant de I’huile essentielle des feuilles de R. officinalis a été testé en

utilisant la méthode du piégeage du radical 2,2-diphényl-1picrylhydrazyl (DPPH®) et en
utilisant 1’éthanol comme solvant. Les résultats du pourcentage d’inhibition de 1’huile

essentielle des deux échantillons: EC 1 et EC 2 sont reportés sur les figures 6 et 7

respectivement.
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Figure 6 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de I’huile essentielle des feuilles de R. officinalis de 1’échantillon EC 1
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Figure 7 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de I’huile essentielle des feuilles de R. officinalis de I’échantillon EC 2
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L’huile essenticlle de 1’échantillon EC 2 a montré une activité antioxydante plus
importante vis-a-vis du piégeage du radical libre DPPH avec une valeur de I’ordre de 88,3% a
une concentration de 128 mg/ml et 91,3% pour une concentration de 256 mg/ml (Figure 7).

En revanche, I’huile essentielle de 1’échantillon EC 2 a montré un pouvoir antioxydant
tres faible. En effet, aux méme concentrations 128 mg/ml et 256 mg/ml, nous avons obtenu
des pourcentages d’inhibition plus bas de 1’ordre de 58,4% et 64,5%, respectivement (Figure
6).

Ainsi, la plus importante activité de ’échantillon EC 2 est due probablement a la
présence du camphre en quantité plus importante (16,6% contre 1,5% dans EC 1). Cet
échantillon contient également une teneur appréciable en bornéol (5,0% contre 1,5%) qui a
probablement participé a cette activité. En effet, Safaei-Ghomi et al. (2009) rapporte que
I’activité antioxydante des composés majoritaires testés séparément donne des résultats
inferieurs comparés a P’activité de ’huile essentielle globale. Cependant, les interactions
synergiques entre les différents constituants d’une huile essentielle sont a ’origine d’un
pouvoir antioxydant beaucoup plus important (Ruberto et Barrata, 2000).

Les valeurs des Clso, présentées dans le tableau 6, nous permettent de comparer
I’efficacité des huiles essentielles. Nous rappelons que plus la valeur de la Clsg est faible plus
I’huile essentielle posséde un potentiel pour le piégeage des radicaux libres.

Tableau 6 : Capacité de piégeage du radical libre DPPH par I’huile essentielle
des feuilles de R. officinalis des deux échantillons exprimée en Clso

Echantillons Clso (mg/ml)
EC1 139,77 £ 22,74
EC?2 21,33+0,51
Acide ascorbique 0,02 £ 0,001

Ces résultats confirment ceux obtenus pour les pourcentages d’inhibition. Ainsi,
I’échantillon EC 2 est plus actif, avec une Clso de I’ordre de 21,33 £ 0,51 mg/ml, mais qui
reste nettement moins actif par rapport au composé de référence, 1’acide ascorbique qui
présente une tres faible Clso de 1’ordre de 0,02 + 0,001 mg/ml.

Ces résultats ne sont pas en accord avec ceux rapportés par Hendel et al. en 2019 qui
rapportent une bonne activité antioxydante de certains échantillons de I’huile essentielle R.
officinalis recoltés dans plusieurs régions en Algérie. En effet, ils avancent des Clso, pour six
échantillons sur quinze, variant entre 120,4 + 2,21 et 176,8 + 15,92 ul/ml, plus faibles que

celle du trolox (185,21 £ 7,23 pl/ml) qui est utilisé comme composé de référence. Il est a
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noter que ces echantillons présentent des compositions différentes. En effet, la composition
chimique de trois échantillons est dominée par le camphre (33,9 — 36,2%), 1’a-pinéne (20,3 —
21,0%) et le camphene (18,1 — 22,0%), suivis par une faible teneur en 1,8-cinéole (2,7 —
8,4%). Deux échantillons contiennent le 1,8-cinéole comme composé majoritaire (47,6 et
43,2%), et de faibles teneurs en camphre (11,1 et 13,4%), en a-pinene (13,5 et 14,1%) et en
camphene (5,3 et 4,6%). Le dernier échantillon est caractérisée par sa richesse en a-pinéne
(28,5%) alors que : le 1,8-cinéole (10,9%), le camphene (7,7%) et le camphre (3,1%) sont
présents en trés faibles teneurs. Ainsi, Hendel et al. (2019) avancent que I’importante activité
des ces échantillons est le résultat d’une synergie entre les composés majoritaires et
minoritaires.
1V.2. Etude de I’activité antibactérienne

Le pouvoir antibactérien des huiles essentielles de R. officinalis a été testé vis-a-vis de
six souches bactériennes en utilisant la méthode de diffusion sur disque.
IV.2.1. Détermination de P’activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur
disque

Les résultats de I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle des feuilles de R.
officinalis et 1’antibio-résistance (Photo 4) de chaque souche sont représentés dans le tableau
1.

Tableau 7 : Moyennes des diamétres des zones d’inhibition (en mm) des deux
échantillons (EC 1 et EC 2) de I’huile essentielle des feuilles de R. officinalis relatives aux
souches bactériennes selon la méthode de disque

Contrdle Huile essentielle
positif (15 pl/disque) Controle négatif
Souches bactériennes ClIp2 Echantillon | Echantillon DMSO
(5 W/disque) EC1 EC2 (20 pl/disque)
Pseudomonas aeruginosa 31,0+£10 6,712 6,7 0,6 6,0
Escherichia coli 31,7+£0,6 8,7+0,6 12,0+ 20 6,0
Klebsiella pneumoniae 1 30,3+0,6 9,0+0,0 8,3+0,6 6,0
Klebsiella pneumoniae 2 25,0+ 0,0 6,0+0,0 6,0+0,0 6,0
Bacillus cereus 26,7 0,6 70+£17 97+12 6,0
Staphylococcus aureus 25,3+0,6 14,0+0,0 10,7£15 6,0

2. Ciprofloxacine

Comme il est indiqué dans la littérature, nous avons considéré qu’une huile essentielle a
une action bactériostatique si son diamétre d’inhibition est supérieur a 13 mm (Rossi et al.,
2007).

Ainsi, selon le tableau 4, les deux échantillons de I’huile essentielle de R. officinalis

testés posseédent une faible activité antibactérienne avec des diamétres des zones d’inhibition
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variant entre 6,0 et 10,7 mm vis-a-vis de la majorité des souches bactériennes. En revanche,
Staphylococcus aureus s’est montré le plus sensible a I’huile essentielle de 1’échantillon EC 1
(Photo 8), avec un diameétre de la zone d’inhibition de I’ordre de 14,0 mm, alors que
Escherichia coli s’est révélé le plus sensible a I’huile essentielle de I’échantillon EC 2 (Photo
9), avec un diametre de la zone d’inhibition de 1’ordre de 12,0 mm.

Nous avons constaté également que les deux souches bactériennes Klebsella
pneumoniae 2 (Photo 6) et Pseudomonas aeruginosa se sont avérées tres résistantes aux deux
échantillons de I’huile essentielle de R. officinalis testés.

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Hendel et al. (2019) qui ont testé
’activité antibactérienne de 15 échantillons, récoltés dans plusieurs régions d’Algérie, vis-a-
vis de : Staphylococcus aureus et Escherichia coli. Ils avancent un pouvoir antibactérien
faible voir modérée contre ces deux souches bactériennes avec des diametres des zones
d’inhibition variant entre 10,0 et 14,6 mm. De méme, Kabouche et al. en 2005 ont obtenu des
diameétres des zones d’inhibition inférieures ou égales a 14 mm vis-a-vis des mémes souches
bactériennes que les nétres. En revanche, Djeddi et al. (2007) rapportent une bonne activité
de I’huile essentielle de R. officinalis contre Staphylococcus aureus, Klebsella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli, avec des diameétres des zones d’inhibition

variant entre 19,6 a 34,1 mm.

Photo 4 : Sensibilité des souches bactériennes vis-a-vis de la ciprofloxacine
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Photo 5 : Faible inhibition d’Escherichia
coli par I’huile essentielle de I’échantillon
EC1

Photo 6: Résistance de Klebsella
pneumoniae 2 vis-a-vis de I’huile
essentielle de I’échantillon EC 1

Photo 7 : Faible inhibition de Klebsella
pneumoniae 1 par P’huile essentielle de
I’échantillon EC 1

Photo 8 : |Inhibition modérée de
Staphylococcus aureus par  I’huile
essentielle de I’échantillon EC 1
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Photo 9 : Inhibition de Staphylococcus
aureus par Phuile essentielle de
I’échantillon EC 2
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Notre planéte est tres riche en plantes médicinales et aromatiques et surtout le continent
Africain. Ces plantes médicinales sont utilisées depuis des milliers d’années pour prévenir les
maladies humaines et surtout les épidémies et cela grace a la présence d’une ressource non
négligeable de moléecules bioactives. La connaissance de leurs propriétés curatives s’est
transmise au fil des siécles et aujourd’hui, elles sont utilisées dans le monde a diverses fins.

L’Algérie abrite de nombreuses plantes médicinales. Ainsi, NOUsS nous sommes
intéressés d’une part, a 1’étude de la composition chimique de 1’huile essentielle des feuilles
de Rosmarinus officinalis récoltées dans la région de Béchar sur deux périodes, et d’autre part
aux propriétés biologiques des huiles essentielles de ces plantes (antioxydante,
antimicrobienne et anti-inflammatoire).

Nous avons préleve 36 échantillons (21 en avril et 15 en novembre 2019) sur des pieds
individuels.

Dans la premicre étape, nous avons procéd¢ a I’extraction des huiles essentielles par
hydrodistillation avec un appareil de type Clevenger. Les feuilles de cette espece végeétale
sont riches en huiles essentielles, avec des rendements tres variables, allant de 1,11 & 2,49%.
Cependant, la moyenne des rendements en mois d’avril (2,0%) est plus importante en
comparaison avec celle du mois de novembre (1,76%).

L’analyse des huiles essentielles a été réalisée par les techniques chromatographique et
spectroscopique (CPG-Ir et CPG-SM) dans le laboratoire « Chimie & Biomasse » de
I’université de Corse. Ayant observé des variations concernant la composition chimique des
36 échantillons et les teneurs des composés majoritaires, ces résultats ont été soumis a une
analyse statistique qui a suggéreé l'existence de deux groupes principaux, qui ont été distingués
sur la base des teneurs en 1,8-cinéole et en camphre. Ensuite, nous avons regroupé 1’huile
essentielle des échantillons ayant le méme profil chimique pour avoir suffisamment d’huile
essentielle et pouvoir effectuer les activités biologiques. Ainsi, nous avons constitué deux
échantillons « communelle » (EC 1 et EC 2).

La combinaison des deux techniques a permis d’identifier 21 composés représentant
99,1 et 98,8% de la composition totale. Les deux échantillons sont largement dominés par des
monoterpenes, principalement des monoterpénes oxygénés. Le 1,8-cinéole (66,9%) est le
composé trés majoritaire dans 1I’échantillon EC 1. Il contient aussi : a-pinéne (5,1%), p-pinéne
(6,0%), linalol (6,1%) et a-terpinéol (3,9%), présents en quantités appréciables. Par contre,
I’échantillon EC 2 est moins riche en 1,8-cineole (49,5%) mais, il contient une quantité plus
importante en camphre (16,9% contre 1,5% dans EC 1), suivi de : a- pinéne (6,8%), B-pinene
(5,1%), bornéol (5,0%) et linalol (3,2%).
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Dans un second temps, nous avons évalue les activités biologiques de I’huile essentielle
de Rosmarinus officinalis des deux échantillons « communelle » (la capacité antioxydante par
le test de DPPH" et I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur disque).
L’échantillon EC 2 s’est montré le plus actif, avec une Clsg de I’ordre de 21,33 £ 0,51 mg/ml,
mais qui reste nettement moins actif par rapport au composé de référence, 1’acide ascorbique
(Clso = 0,02 £ 0,001 mg/ml. Enfin, I’activité antibactérienne de I’huile essentielle des deux
échantillons a été testée vis-a-vis de six souches bactériennes (Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, 2 Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus et Bacillus cereus).
Staphylococcus aureus s’est montré le plus sensible a 1’huile essentielle de 1’échantillon EC 1,
avec un diamétre de la zone d’inhibition de I’ordre de 14,0 mm, alors qu’Escherichia coli
s’est révélé le plus sensible a ’huile essentielle de 1’échantillon EC 2, avec un diamétre de la
zone d’inhibition de I’ordre de 12,0 mm. Nous avons constaté également que les deux souches
bactériennes Klebsella pneumoniae 2 et Pseudomonas aeruginosa se sont avérées tres
résistantes aux deux échantillons de I’huile essentielle de R. officinalis testés.

Toutefois, il serait intéressant de compléter cette étude en testant d’autres activités
biologiques qu’on n’a pas pu réaliser a cause de la crise sanitaire due au coronavirus (Covid-
19):

- Evaluer le pouvoir antifongique de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis

contre le mycélium ;

- Tester les activités anti-inflammatoire et antidiabétique de 1’huile essentielle de R.

officinalis.

Il serait intéressant aussi d’isoler les molécules responsables des activités pour la

recherche d’un reméde naturel et trouver de nouvelles applications thérapeutiques.
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Annexe



N DE

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

Concentrations (mg/ml) DO 1 DO 2 Moyenne | % d'inhibition
256 0,11 0,14 0,13 64,37
128 0,11 0,18 0,15 58,59
64 0,27 0,22 0,24 31,41
32 0,26 0,26 0,26 26,48
16 0,31 0,25 0,28 20,56
8 0,29 0,30 0,30 16,48
4 0,32 0,25 0,32 10,99
2 0,33 0,33 0,33 6,76
1 0,34 0,35 0,34 3,80

Tableau 2 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations de I’huile essentielle des feuilles de R. officinalis de I’échantillon EC 2

Concentrations (mg/ml) DO 1 DO 2 Moyenne | % d'inhibition
256 0,04 0,03 0,03 91,27
128 0,05 0,04 0,04 88,31
64 0,09 0,07 0,08 77,61
32 0,14 0,16 0,15 58,45
16 0,23 0,26 0,24 32,11
8 0,25 0,24 0,24 31,41
4 0,30 0,29 0,30 16,06
2 0,35 0,34 0,34 3,94
1 0,34 0,35 0,35 2,82
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