
RÉPUBLIQUE ALGÉRIENNE DÉMOCRATIQUE ET POPULAIRE 

MINISTÈRE DE L’ENSEIGNEMENT SUPÉRIEUR ET DE LA RECHERCHE 

SCIENTIFIQUE 

 

UNIVERSITÉ LARBI TEBESSI -TEBASSA-  

FACULTÉ DES SCIENCES EXACTES ET DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE 

DÉPARTEMENT DE BIOLOGIE APPLIQUÉE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Date de soutenance : 16.06.2019 

Note     /20 

Présenté par  

 Mohammed Tahar Haouam 

Devant le jury 

Présidente Université Larbi Tebesi -Tebessa- MCA Dr. Guedri Kamelia 

Examinatrice Université Larbi Tebesi -Tebessa- MCB Dr. Bouzeraa Hayette 

Promotrice  Université Larbi Tebesi -Tebessa- MCB Dr. Messaadia Amira 

Mémoire  en vue de l’obtention d’un Diplôme de Mater L.M.D. 

 

Domaine  : Science de la nature et de la vie 

Filière  : Biologie appliquée 

Option  : Biochimie appliquée 

Thème 
 

 

 

Évaluation de l’activité biologique de l’huile essentielle extraite à 

partir du Romarin 



 



Remerciement 

 

Je remercie Allah le tous puissant pour m’avoir donné la force et le courage pour réaliser ce travail. 

  

Un travail n’est jamais l’œuvre de son ou de ses auteurs……je remercie tous ceux qui par leur aide, 

par leurs conseils, leurs discussions ou leurs encouragements j’ai  réalisé ce travail,  

 

Ma première pensée va tout naturellement à mon encadreur Dr. Messaadia Amira qui m’a  fait 

l’honneur de veiller et diriger ce travail. J’ai beaucoup apprécié sa confiance et sa grande 

disponibilité. 

Mes sincères remerciements vont également aux membres du jury de thèse pour avoir bien accepté de 

juger ce travail. 

J’exprime mes plus vifs remerciements à l’égard de Mme Bouzeraa Professeur en botanique à 

l’université Badji mokhtar Annaba, de m’avoir aidé dans l’identification de la plante.  

Je tien à remercier Pr. Mechai, Dr. Azzizi et Dr. Belhadj Enseignants chercheurs à l’université Larbi 

Tebessi –Tebessa- de m’avoir fourni aimablement les souches microbiennes, sous eux une grande partie 

du travail n’aurait pas été accomplie. 

Je ne remercierais jamais assez « Mme Souad » Ingénieur du laboratoire de Biochimie pour les 

nombreux services qu’elle ma rendus durant la réalisation de ce travail. Ainsi « Mr. Hassen » 

Ingénieur du laboratoire  de géologie pour l’aide précieuse et l’accueil chaleureux. 

 



Dédicace 

 

 

Je dédie ce modeste travail à 

 

Ma mère et mon défunt père, qui m’ont offert leur amours et leur soutient et qui n’ont 

cessé de m’encourager et m’enseigner persévérance durant toute les années d’études. 

 

Mes frères, sœurs, cousins et amis 

 

Tous mes camarades de la promotion 2019 Biochimie Appliquée, Et a tous les 

enseignants qui  m’ont accompagné durant les années d’études. 



 الملخص

 

، وينمو تلقائيا في منطقة سيرادي  جد منتشر ، نبات طبي  Lamiaceaeالشفويات ( من عائلة Rosmarinus officinalisإكليل الجبل )

 .ثطممفي شرق الجزائر. يستخدم في الطب الشعبي باعتباره مدر الصفراء ومضاد للتشنج و  بولاية عنابة

عن من الإكليل ميكروبات للزيوت الأساسية المستخرجة لل ةضادالقدرة الملأكسدة و ل المضادنشاط التقييم  إلىهذه الدراسة  تهدف

 طريق التقطير المائي.

 سينول. 1.8 بمركب الأساس يعن ثراء الزيت  CPG/ FID بطريقة  هاؤ أجر  تم كشف تحليل التركيب الكيميائي الذي

 BHTأظهرت النتائج أن الزيت الأساس ي  ذو نشاط مضاد للتأكسد معتبر ولكن يبقى أدنى من القدرة المضادة لـلـ 

 ةضادالمقدرة ال، أن  عفن فطري من البكتيريا و  ستة يُظهر نشاط الزيوت العطرية على سبع سلالات جرثومية مُمْرِضة ، بما في ذلك 

 لميكروبات مهمة للغاية ل

 

 

فتاحية: المكلمات ال Rosmarinus officinalis ميكروباتللنشاط مضاد  لأكسدة ؛لزيت أساس ي ؛ نشاط مضاد  ؛ التقطير المائي؛   



Résumé  
 

Le romarin (Rosmarinus officinalis) de la famille des Lamiaceae, est une plante médicinale 

très abondante, poussant à l’état spontané dans la région de Seraidi de la wilaya d’Annaba à 

l’Est algérien. Utilisé en médecine populaire comme cholagogue, antispasmodique et 

emménagogue. 

L’objectif de cette étude est d’évaluer l’activité antioxydante et antimicrobienne de l’huile 

essentielle extraite par hydro-distillation.  

L’analyse de la composition chimique effectuée par CPG/FID a révélé la richesse de l’huile 

essentielle en 1,8 cinéole. 

L’étude du pouvoir antioxydant par le test DPPH a démontré que notre huile essentielle 

possède une activité antioxydant modérée, est reste inférieur que celle de BHT. 

 L’activité de l’huile essentielle sur sept souches microbiennes pathogènes dont 06 bactéries et 

01 champignon montre que le pouvoir antimicrobien est très important et se caractérise par 

une action bactéricide et antifongique considérable contre les germes testés. 

 

Mots clés : Rosmarinus officinalis ; Huile essentielle ; Activité antioxydante ; Activité 

antimicrobienne ; Hydro distillation. 

 



Abstract 

 

Rosemary (Rosmarinus officinalis) belongs to family of Lamiaceae, is a medicinal plant very 

abundant, growing spontaneously in the area of Seraidi at wilaya of Annaba in eastern 

Algeria. Used in folk medicine as a cholagogue, antispasmodic and emmenagogue. 

The objective of this study is to evaluate the antioxidant and antimicrobial activity of the 

essential oil extracted by hydro-distillation. 

The analysis of the chemical composition carried out by CPG / FID revealed the richness of 

the essential oil in 1,8 cineole. 

The study of antioxidant power by the DPPH test has shown that our essential oil has a 

moderate antioxidant activity, is lower than that of BHT. 

 The activity of the essential oil on seven pathogenic microbial strains including 06 bacteria 

and 01 fungus shows that the antimicrobial power is very important and is characterized by a 

considerable bactericidal and antifungal action against the tested germs. 

 

Key words: Rosmarinus officinalis, essential oil, antioxidant activity, antimicrobial activity, 

hydro distillation. 
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Introduction 

 

L’intérêt pour les produits naturels connaît depuis quelques années une importance 

grandissante. Cet intérêt se manifeste par une demande croissante de substances bioactifs 

dénués de tout effet nocif. Actuellement, plusieurs questions sont soulevées concernant la 

sécurité des produits chimiques utilisés en médecine ou dans l’industrie alimentaire.  

En effet, la peroxydation des lipides au cours des processus de fabrication et de 

stockage des aliments sous l’action des radicaux libres conduit à la perte de la qualité et de la 

sécurité des aliments. Les antioxydants de synthèse, généralement utilisés en industrie 

alimentaire pour retarder l’oxydation des lipides, sont suspectés d’avoir des effets néfastes sur 

la santé du consommateur (Ames, 1983 ; Wang et al., 2008). De plus, l’usage excessif 

d’agents antibactériens et antifongiques chimiques dans la médication humaine conduit au 

développement de microorganismes résistants à la plupart des antibiotiques (Essawi et Srour, 

2000). Suite à cette préoccupation, il semble donc important de trouver une alternative. Le 

développement de nouveaux agents thérapeutiques s’avère indispensable pour lutter contre 

ces phénomènes de résistance bactérienne et d’oxydation des aliments.  

La région méditerranéenne d’une manière générale, l’Algérie tout particulièrement, 

avec son climat doux et ensoleillé est favorable à la culture des plantes aromatiques et 

médicinales, parmi lesquelles figure la famille des Lamiacées. Elle comprend environ 258 

genres pour 6900 espèces plus ou moins cosmopolites tel que le thym, la lavande et le romarin 

(Botineau, 2010). La plupart des genres ont une importance économique due à leur richesse 

en huiles essentielles. Ainsi, ils ont fait l’objet de plusieurs études scientifiques dans le but est 

d’évaluer la présence de certains métabolites secondaires typiques (Wink, 2003).  

Le romarin, communient appelé, Yazir (en Kabylie), Halhal (en ouest), Aklil (en est) ; 

est un arbrisseau vivace à feuillage étroitement lancéolées linéaires, faibles et coriaces, les 

fleurs sont bleue pale, maculées intérieurement de violet et disposées en courtes grappes 

denses s'épanouissent presque tout au long de l'année (Gonzalez-trujano et al., 2007 ; Atik 

bekkara et al., 2007). Son caractère ensoleillé et son effort de reproduction élevé lui 

permettent de coloniser les paysages découverts (Sardans et al., 2005).  

Bénéficiant d’une popularité universelle aussi bien sur le plan culinaire que 

thérapeutique, le romarin jouit depuis toujours des propriétés anti-inflammatoires et 
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antispasmodiques (Cheung et Tai, 2007 ;  Ventura-Martínez, 2011). C’est une excellente 

source de molécules antioxydantes et antimicrobiennes (Cheung et Tai, 2007 ; Praveen 

 et Sharmishtha, 2012). Son utilisation s’est avérée efficace pour soulager les migraines et 

les douleurs rhumatismales (baba, 1991). 

Pour ces raisons, le romarin (Rosmarinus officinalis) a fait l’objectif de notre étude. 

Ainsi, la composition chimique par une analyse CPG est réalisé et une éventuelle activité 

antimicrobienne est recherchée par le biais d’un test aromatogramme. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dahiya%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23716873
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dahiya%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23716873
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Purkayastha%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23716873
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1.1. Quelques mots de l’’histoire 
Le romarin a fait l’objet de très nombreuses mentions historiques et légendaires dans plusieurs 

civilisations. Les Anciens Grecs lui vouaient une grande vénération, servis généreusement 

dans toutes les fêtes, qu'il s'agisse de cérémonies nuptiales ou funéraires. Les couronnes de 

romarins trouvaient à l’époque plusieurs utilisations : symbole d’amour et de fidélité pour les 

mariées, stimulateur de mémoire pour les étudiants en période d’examen et même chasseurs 

de cauchemars et de mauvais esprits. Les Égyptiens plaçaient des branches de romarin dans la 

tombe des pharaons afin de fortifier leur âme. Les Romains considéraient également le 

romarin comme une plante sacrée, les écrits de Horace le poète l'atteste  "Si tu veux gagner 

l'estime des dieux, apporte leur des couronnes de romarin et de myrte" (Jean-Baptiste et 

Guibourt).  

Durant l’épidémie de peste, le romarin était très populaire, des rameaux sont brûlés pour 

purifier l’air contaminé. Il est utilisé sous forme d'extrait à base d'alcool pour aseptiser les 

plaies et sous forme de baume pour soulager les rhumatismes et les névralgies. Ajouté à l'eau 

de bain, le romarin stimule la circulation sanguine (Babar et al., 2015). 

1.2. Position systématique 

Le romarin tien son nom du latin, ros : rosée, et marinus : de mer, allusion à son parfum et à 

son habitat sur les coteaux maritimes.  

Tableau1 : Taxonomie botanique de romarin (Web1)  

Règne Plantes 

Embranchement Spermaphyte 

Sous-embranchement  Angiosperme 

Division Magnoliophyta 

Classe Magnoliopsida 

Ordre Lamiales (Labiales) 

Famille Lamiaceae 

 

Le romarin forme un genre (Rosmarinus), comprenant trois espèces dans le monde : R. 

eriocalyx, R. tomentosus, et R. officinallis, croient naturellement dans les pays du bassin 

méditerranéen, ainsi que dans les zones qui entourent l’Himalaya (Tyler et al., 1976 ; Quezel 

et Santa, 1963). 
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1.3. Habitat et aires de répartition  

Le Romarin pousse naturellement dans le sud de l'Europe, aujourd’hui il est répondu un peu 

partout dans le monde plus particulièrement dans les régions tempérées (Chevallier, 2017). 

Ne résistant pas aux hivers rigoureux, il apprécie les climats chauds et modérément secs 

(McVicar, 2010). Les principales régions de culture sont : les pays méditerranéens (sud de la 

France, Espagne, Portugal, nord de l'Afrique), l'Inde, les Antilles, le Mexique, l'Afrique du 

Sud, les Etats-Unis, les Philippines et l'Australie (Anton et Lobstein, 2005). Le romarin est 

cultivé à partir de semis ou de boutures sur le bord de la mer jusqu'à 900 mètres d'altitude au 

sud et 600-700 mètres au nord (Heinrich et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Optimum écologique : les caractéristiques du sol (A) et du climat (B) (Leplat, 

2017) 

1.4. Utilisations  

1.4.1. En phytothérapie 

Pour les traitements externes, les extraits alcooliques de romarin agissent sur les plaies et les 

dermatoses parasitaires (Weckesser et al., 2007). La décoction aqueuse s’utilise en 

gargarismes pour les angines et en bains de bouche pour traiter les aphtes et la carie dentaire 

(Tsai et al., 2007). 

En voie interne,  le romarin est indiqué pour ses qualités :  

 Stimulantes : l’extrait méthanolique du romarin a montré une inhibition modérée de 

l’acétylcholinestérase prouvant ainsi son effet pour améliorer la mémoire et la concentration 

(Adsersen et al., 2006).   

 Antispasmodiques et cholagogues : utilisé dans les cholécystites chroniques, certaines 

ascites, cirrhoses et ictères (Atik Bekkara et al., 2007);  

 Emménagogues et diurétique (Haloui et al., 2000).  

A B 
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 Antivirale et anti-carcinogénique: (Atik Bekkara et al., 2007).  

 

1.4.2. Dans l’industrie 

De nos jours les extraits de romarin sont largement utilisés comme composant aromatique 

dans l'industrie des cosmétiques (savons, shampooings, parfums, crèmes, etc.), mais aussi 

dans l'industrie alimentaire (boissons alcoolisées, desserts, bonbons, etc.) (Calabrese et al., 

2000 ; Zivanovic et al., 2005 ; Georgantelis et al., 2007 ; Ponce et al., 2008). 

 



 
 
 
 
Chapitre 2 
Huile essentielle 
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2.1. Définition 

Une huile essentielle est un liquide concentré en substances organiques, de nature 

hydrophobe, volatile et odorante qu’on obtient par extraction mécanique, distillation à la 

vapeur d'eau ou distillation à sec de plantes aromatiques (AFNOR, 2000). 

 

2.2. Répartition dans  la plante  

Les huiles essentielles peuvent être stockées dans tous les organes végétaux, en particulier les 

sommités fleuries (ex. lavande), les feuilles (ex. laurier) et bien que cela soit moins habituel, 

dans les écorces (ex. cannelier), les bois (ex. santal, camphrier), les racines (ex. vétiver), les 

rhizomes (ex. curcuma, gingembre), les fruits (tout-épices, anis, badiane), les graines (ex. 

muscade) et les boutons floraux (ex. clou de girofle) (Paris et Hurabielle, 1981). La synthèse 

et l’accumulation des huiles essentielles sont généralement associées à la présence de 

structures histologiques spécialisées, souvent localisées à proximité de la surface de la plante 

(Bruneton, 1999 ; Baser et Buchbauer, 2010). Il existe en fait quatre structures sécrétrices : 

-Les cellules sécrétrices : Chez les Lauracées et les Zingibéracées.  

-Les poils glandulaires épidermiques : Chez les Lamiacées, Géraniacées, etc.  

-Les poches sphériques schizogénes : se rencontrent chez les familles des Astéracées, 

Rosacées, Rutacées, Myrtacées, etc.  

-Les canaux glandulaires lysigènes : On les retrouve chez les Conifères, Ombellifères, etc.  

Sur le site de stockage, les gouttelettes d'huile essentielle sont entourées de membranes 

spéciales constituées d'esters d'acides gras hydroxylés hautement polymérisés, associés à des 

groupements peroxydes (Bruneton, 1999). 

2.3. Les caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles  

Liquides à température ambiante, les huiles essentielles sont volatiles, ce qui les différencie 

des huiles fixes. Elles ne sont que très rarement colorées. Leur densité est en général 

inférieure à celle de l’eau (les huiles essentielles de girofle ou de cannelle constituent des 

exceptions). Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumière polarisée. 

Les huiles essentielles sont solubles dans les alcools, dans les huiles fixes et dans la plupart 

des solvants organiques (Baser et Buchbauer, 2010).Très altérables, sensibles à l'oxydation 

et ont tendance à se polymériser donnant lieu à la formation de produits résineux, il convient 

alors de les conserver à l'abri de la lumière et de l'humidité (Zabeirou et Hachimou, 2005). 
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2.4. Composition chimique de l’huile essentielle 

Du point de vue chimique, les huiles essentielles sont constituées de mélanges extrêmement 

complexes. ils peuvent être répartis en deux classes en fonction de leur voie de biosynthèse : 

les terpénoïdes (composés terpéniques) et les phénylpropanoïdes (Buchanan et al., 2000). 

Elles peuvent également renfermer divers produits issus du processus de dégradation mettant 

en jeu des constituants non volatils (Bruneton, 1999). 

2.4.1. Les composés terpéniques : sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou 

de chaine ouverte. Leur particularités structurale la plus importante est la présence d’unités 

isopréniques (C5H8) dans leur squelette (Bakkali et al., 2008). Le matériau de base est l'IPP 

(isopentylpyrophosphate), il est dérivé de l'Acétyl CoA, lui-même issu du PEP 

(phosphoenolpyrivate) provenant directement du fructose. Ils sont subdivisés selon le nombre 

d’entités isoprènes en  

* monoterpènes → formés de deux isoprènes (C10H16) 

* sesquiterpènes → formés de trois isoprènes (C15H24) 

* diterpènes → formés de quatre isoprènes (C20H32) 

* tetraterpènes   → sont constitués de huit isoprènes qui conduisent aux caroténoïdes 

* polyterpènes   → ont pour formule générale (C5H8)n ou n est compris entre 9 à 30 

* Térpénoides → sont des terpènes avec une ou plusieurs fonctions chimiques 

(alcool, aldéhydes, cétone, acide) 

2.4.1.1. Les monoterpènes : représentent la majorité des constituants des H.E, Volatils à 

odeur souvent agréable, ils peuvent être acyclique (myrcène, ocimène), monocyclique 

(terpinène, p-cimène) ou bicyclique (pinène, sabinène, camphène). A ces terpènes se 

rattachent un certain nombre de substances à fonction chimique (Bruneton, 2009):  

Tableau 2 : Les différents groupements chimiques présent dans les mono-terpènes 

(Bruneton, 2009) 

 

Alcools acycliques (géraniol, linalol, citronellol) monocycliques (menthols, α-

terpinéol, 1-terpinènes-4-ol) ou bicycliques (bornéol, fenchol)  

Aldéhydes le plus souvent acycliques (géranial, citronellal, sinsenal)  

Cétones acycliques (tagetone), monocyclique (carvone, menthone, pulégone) ou 

bicyclique (camphre, fenchone, thuyones) 

Esters acycliques (acétate ou propionate de linalyle, acétate de citronnellyle), 

monocycliques (acétate de menthyle, d’α-terpinyl) ou bicycliques (acétate 

d’isobornyle) 

Peroxydes Ascaridole 

Ethers cinéole (on dit aussi eucalyptol) 

Phénols thymol, carvacrol 
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2.4.1.2. Les sesquiterpènes : il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpènes. Elle 

contient plus de 3000 molécules comme par exemple : β-caryophyllène, β-bisabolène, α-

humulène, α- bisabolol, farnesol (Bruneton, 2009).  

 

2.4.2. Les phénylpropanoïdes : les huiles essentielles renferment aussi des composés 

aromatiques dérivés du phénylpropane (C6-C3), mais qui sont beaucoup moins fréquents que 

les terpènes et dont la biogenèse est totalement différente (Buchanan et al., 2000). Les 

phénylpropanoïdes ou composés phénoliques, sont biosynthétisés à partir des acides aminés 

aromatiques que sont la phénylalanine et la tyrosine. Ils sont généralement caractérisés par la 

présence d’un groupement hydroxyle fixé à un cycle phényle (Buchanan et al., 2000). 

Bruneton (1999) considère que ces composés sont très souvent des allyl- et propenyl phénols, 

parfois des aldéhydes, caractéristiques de certaines huiles essentielles d’Apiacées (anis, 

fenouil: anéthole, anisaldehyde, estragole. persil : apiole) mais aussi de celles du girofle 

(eugénol), de la muscade (safrol, eugénol), de l’estragon (eugénol), du basilic (eugénol), de 

l’acore (asarone) ou de la cannelle (cinnamaldéhyde, eugénol, safrol). 

 

2.4.3. Composés d’origine diverses : Compte tenu de leur mode d'extraction, les huiles 

essentielles peuvent renfermer divers composés aliphatiques, généralement de faible masse 

moléculaire, entraînables lors de l'hydrodistillation : carbures, acides et lactones (Teisseire, 

1991).  Il s’agit de composés issus de la dégradation d’acides gras et de terpènes. D’autres 

composés azotés ou soufrés peuvent subsister mais sont rares. Ces composés contribuent 

souvent aux arômes de fruits (Bruneton, 1999).  
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Figure2 : Structure chimique de certains composés d’huiles essentielles  

(Bakkali et al., 2008) 
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2.5. Notion de chémotype 

Le chémotype est une forme de classification chimique, biologique et botanique désignant la 

molécule majoritairement présente dans une huile essentielle (Cosentino et al., 1999). Cette 

classification dépend de facteurs qui peuvent influencer la composition de l’HE à savoir le 

climat, le sol, la période de récolte, le choix de la méthode d’extraction, ets. (Müller-Riebau, 

1997 ; Zygadlo et Juliani, 2003 ; Bozin et al., 2006). Biochimiquement différents, deux 

chémotypes présenteront non seulement des activités thérapeutiques différentes mais aussi des 

toxicités très variables (Pibiri, 2006).  

 

Tableau 3: Variations de la composition chimique (composé majoritaire) de l'huile 

essentielle de Romarin (Makhloufi, 2013) 

Composé majoritaire % Origine Références 

α pinène  

Camphre  

ß pinène 

23,1 

14,5  

12,2 

Algérie (Tlemcen)  (Atik Bekkara et al., 2007) 

α pinène  

inalool 

Pipéritone 

14.9 

14.9 

23.7 

Iran (Tehran) (Gachkar et al., 2007) 

α pinène  

1,8-cinéole 

10.9 

61.4 

Turquie (Izmir) (Yesil Celiktas et al., 2007) 

α-pinène  

1,8-cinéole  

Camphre  

11,4 

50,2 

9,1 

Maroc  (Ouraïni et al., 2007) 

α-pinène  

Limonène  

Camphre  

13,5 

21,7 

21,6 

SERBIE(Vojvodina)  (Bozin et al., 2007) 

2.6. Techniques d’extraction des huiles essentielles 

Avant de pouvoir utiliser ou analyser les huiles essentielles, il est nécessaire de les extraire de 

leur matrice. Plusieurs méthodes d’extraction ont été mises au point (France Ida, 1996) : 
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2.6.1. Hydrodistillation simple : la plante est mise en contact avec l'eau dans un ballon, le 

tout est ensuite porté à l'ébullition. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les 

huiles se séparent de l'eau par différence de densité. Cette méthode est généralement utilisée 

pour les huiles essentielles dont les constituants chimiques sont thermorésistants. Elle est 

aussi utilisée dans l’extraction des huiles à partir des feuilles et des fleurs fraîches ou séchées 

(Franchomme, 1990). 

 

 

 

 

 

 

 

2.6.2. Entraînement à la vapeur d’eau : à la différence de l’hydrodistillation, cette 

technique ne met pas en contact direct l’eau et la matière végétale à traiter. Le but de cette 

méthode est d'emporter avec la vapeur d'eau les constituants volatils des produits bruts. La 

vapeur détruit la structure des cellules végétales, libère les molécules contenues et entraîne les 

plus volatiles en les séparant du substrat cellulosique. La vapeur, chargée de l'essence, se 

condense dans un essencier. Les parties insolubles dans l'eau sont décantées pour donner 

l'huile essentielle, alors que la partie contenant les composés hydrosolubles est appelée eau de 

distillation (ou hydrolat ou eau florale) (Dastmalchi et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

Figure 3: montage d’hydrodistillation (Web2) 

 

Figure 4: montage de distillation à la vapeur d'eau (Web2) 
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2.6.5. Extraction par les solvants volatils : Cette méthode est utilisée pour les organes 

végétaux présentant une concentration en essence relativement faible ou pour les essences que 

l’on ne peut pas extraire par distillation. Dans ce procédé, un épuisement des plantes est 

effectué à l’aide d’un solvant volatil dont l’évaporation laisse un résidu cireux, très coloré et 

très aromatique appelé «concrète». Le traitement de concrète par l’alcool absolu permet 

d’éliminer les cires et conduit à «l’absolue» (Luque de Castro et al., 1999).  

2.6.6. L’extraction au fluide supercritique : L’extraction au fluide supercritique consiste à 

comprimer le dioxyde de carbone à des pressions et à des températures au-delà de son point 

critique (P=72.8 bars et T= 31.1°C). Le fluide ainsi obtenu traverse la plante et se charge en 

composé à extraire. Ensuite, il est détendu et passe en phase gazeuse et finalement se sépare 

du composé extrait (Pellerin, 2001). L’extraction des huiles essentielles par le CO2 

supercritique fournit des huiles de très bonne qualité et en un temps d’extraction relativement 

court par rapport aux méthodes classiques (Kazazi et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6.7 L’extraction par micro-ondes : Le matériel végétal est immergé dans un solvant 

transparent aux micro-ondes de manière à ce que seul le végétal soit chauffé. Les micro-ondes 

vont chauffer l’eau présente dans le système glandulaire et vasculaire de la plante, libérant 

ainsi les produits volatils qui passent dans le solvant. On filtre et on récupère ensuite l’extrait. 

L’extraction par micro-ondes a le grand avantage de réduire le temps d’extraction à quelques 

secondes (Paré, 1997).  

 

Figure7 : Principe d’extraction par CO2 supercritique (Web1) 
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2.7. Activités biologiques de l’huile essentielle 

Les plantes aromatiques produisent les huiles essentielles en tant que métabolites secondaires,  

pour :  

- attirer les insectes et favoriser la pollinisation (Web3); 

- conserve l’humidité des plantes dans les climats désertiques (Naggar et Iharchine, 

2016) 

- repousse les herbivores, les insectes et les micro-organismes (Web4 ; Prévosto et al., 

2015).  

Chez l’homme : La diversité moléculaire des métabolites que les huiles essentielles 

contiennent, leurs confèrent des rôles et des propriétés biologiques très variés. 

2.7.1. Activités antibactérienne, antifongique et antivirale : La majorité des huiles 

essentielles ont un spectre d'action très étendu contre un large éventail de microorganismes 

dont les bactéries, les champignons, les levures, les virus et les protozoaires. Les activités 

antibactérienne et antifongique sont estimées à la grande complexité de la composition des 

huiles essentielles. Les phénols (carvacrol, thymol) possèdent le coefficient antibactérien et 

antifongique le plus élevé, suivi des monoterpénols (géraniol, menthol) et des aldéhydes 

(néral, géranial) (Benjilali et al., 1986).   

Les virus donnent lieu à des pathologies très variées dont certaines posent des problèmes non 

résolus jusqu’à ce jour. Les huiles essentielles constituent une aubaine pour traiter ces fléaux 

infectieux. En effet, les virus sont très sensibles aux phénylpropanoïdes, monoterpènes et 

sesquiterpènes présents dans les huiles essentielles (Astani et al., 2009 ; Astani et al., 2010).  

2.7.2. Activité antioxydante : Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui 

peut retarder ou empêcher l'oxydation des substrats biologiques, ce sont des composés qui 

réagissent avec les radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs. La capacité antioxydante 

des huiles essentielles est étroitement liée à tout le contenu en phénol (Yanishlieva et al., 

1999). 

2.7.3. Effets anti-inflammatoires: L'activité anti-inflammatoire des huiles essentielles peut 

être attribuée non seulement à leurs activités antioxydantes, mais aussi à leurs interactions 

avec les cascades de signalisation impliquant les cytokines et les facteurs de transcription 

régulateurs (Miguel, 2010). 
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2.7.4. Effets anti-cancérigènes: Certaines huiles essentielles présentent des activités anti-

tumorales et sont utilisées dans le traitement préventif de certains types de cancers. L’huile 

essentielle de (Nigella sativa L.) démontre une activité cytotoxique in vitro contre différentes 

lignées cellulaires tumorales. In vivo, elle limite la prolifération de métastases hépatiques et 

retarde la mort des souris ayant développé la tumeur P815 (Ait Mbarek et al., 2007). 

2.8. Toxicité des huiles essentielles 

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent être utilisés sans risque. Certaines 

d’entre elles sont dangereuses lorsqu’elles sont appliquées sur la peau, en raison de leur 

pouvoir irritant (les huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergène (huiles riches en 

cinnamaldéhyde) ou photo-toxique (huiles de citrus contenant des furacoumarines), d’autre 

ont un effet neurotoxique (les cétones comme l’α-thujone) (Guba, 2001). 

2.9. Analyse de la composition chimique de l’huile essentielle par (CPG)  

En séparant les molécules d'un mélange complexe, la chromatographie en phase gazeuse 

donne la composition de l'HE et permet de s'assurer de son identité biochimique et de son 

chémotype. Dans le four à chaleur tournante du chromatographe est injecté 0,2 à 0,5 mL de 

l'échantillon de l'HE. Il sera transformé en gaz par la chaleur du four pendant 1 à 2 minutes 

(Arpino et al., 1995). A chaque augmentation de température (celle-ci est adaptable de 20 à 

450°C), grâce à l'arrivée du gaz vecteur (azote, hydrogène, hélium et air comprimé), le 

constituant sensible à cette température sera propagé vers le haut du four où il sera emporté, 

soufflé vers une colonne capillaire. Dans cette colonne, les molécules contenues dans l'HE 

injectée se séparent selon leur affinité avec la phase stationnaire. Celle-ci provoque un 

phénomène de rétention chromatographique ; plus le composé aura d'affinités avec la phase 

stationnaire, plus il sera long à sortir de la colonne. Le constituant parcourt toute la longueur 

de la colonne jusqu'au détecteur qui envoie alors un signal, représenté par un pic. Le temps de 

rétention qui correspond à chaque pic est le temps s'écoulant entre l'injection de l'échantillon 

et l'apparition du signal maximum du soluté au détecteur.  

Chaque constituant est caractérisé par des indices calculés à partir d’une gamme d’alcanes ou 

plus rarement d’esters méthyliques linéaires, à température constante (indice de Kováts) 

(Kováts, 1965) ou en programmation de température (indices de rétention) (Van Den Dool et 

Kratz, 1963). Les indices de rétention polaire (Ir p) et apolaire (Ir a) sont comparés à ceux 

d’échantillons   authentiques   contenus   dans   des   bibliothèques   de  référence élaborées au                                   
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laboratoire, dans des bibliothèques commerciales  ou répertoriés dans la littérature (Adams, 

1995 ; Joulain et König, 1998 ; Konig et al., 2001). 

Afin de faire une analyse plus complète, les chromatographes sont souvent couplés à d'autres 

instruments analytiques comme la spectroscopie infrarouge ou la spectrométrie de masse 

(Bicchi, 2008). Cette analyse présente l'avantage de se rendre compte des fraudes et de 

déterminer un pourcentage de chaque composant pour chaque chimiotype. Les normes 

internationales exigent la CPG pour déterminer la qualité des HE à usage thérapeutique.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Schéma  d’un appareillage pour CPG (Benazzouz, 

2011)  



 
 
 
 
Partie expérimentale 

 



 
 
 
 
Chapitre 3 
Matériels et Méthodes  
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L’ensemble des expérimentations sont réalisées à l’Université Cheikh Larbi 

Tbessi au sein du laboratoire de Biochimie et de Microbiologie sur une 

période de 02 mois allant de mars au mois de mai 2019. 
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3.1. Matériel végétal 

3.1.1. Critères de choix de la plante 

Pour mieux valoriser la biodiversité des plantes dans l’Est Algérien, notre étude s’est 

intéressée au Romarin «Rosmarinus officinalis», espèce végétale appartenant à la famille des 

Lamiacées. Une étude bibliographique et une simple enquête auprès de la population locale 

ayant une connaissance en médecine traditionnelle nous ont permis d’effectuer ce choix. 

Ainsi, les critères de sélection sont les suivants:  

- Abondance de la plante dans la région de Seraidi.  

- Utilisation traditionnelle dans le traitement des maladies d’origine microbienne.  

- La non toxicité de la plante, vu qu’elle est utilisées dans les préparations culinaires et dans 

les tisanes.  

- Richesses en substances aromatique (huiles essentielles). 

3.1.2. Récolte  

Les parties aériennes (tige, feuilles et fleurs) du romarin au stade de floraison, où il y’a une 

accumulation importante des substances bioactives, ont été récoltées au mois de juin de 

l’année 2018, dans la région de Seraidi. 

 

 

 

 

 

 

          Figure 9: Arbrisseau de Romarin  
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3.1.3. Situation géographique du site de récolte  

La commune de Seraidi s’étale sur une superficie de 138 Km2, située dans le nord ouest de la 

wilaya de Annaba à une latitude de 36°55’00’’ Nord, longitude 7°40’00’’ Est et une altitude 

par rapport au niveau de la mer égale à 850 m.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10: Région de Seraidi vue par Google earth (Web5)  

 

Bénéficiant d’un climat tempéré chaud, l'hiver se caractérise par des précipitations bien plus 

importantes qu'en été. Cet emplacement est classé comme Csa par Köppen et Geiger. Seraïdi 

affiche 13.6 °C de température en moyenne sur toute l'année. Il tombe en moyenne 990 mm 

de pluie par an. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure11 : Diagramme climatique de la région de Seraidi (Web 6) 

Seraidi 
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3.1.4. Identification  

L’identification botanique a été faite sur un spécimen d’herbier par le Pr. Bouzeraa, botaniste 

à l’Université Badji Mokhtar Annaba. Sa taxonomie est la suivante (Quezel et Santa, 1963). 

Règne : Plantes 

Embranchement: Spermaphytes 

Classe: Dicotylédones 

Ordre : Lamiales (labiales)  

Famille : Lamiaceae 

Genre : Rosmarinus 

Espèce: Romarinus officinalis L. 

3.1.5. Description botanique 

Le Romarin est un arbrisseau touffu, toujours vert à feuilles persistantes et très aromatique, 

mesurant cinquante centimètres à deux mètres de haut. Il possède : 

3.1.5.1. Appareil végétatif   

 

Les tiges 

ligneuses, sub-arrondies à écorce brun foncé des fois grisâtre, se 

divisant en de nombreux rameaux opposés. 

 

 

Les feuilles 

Étroites et lancéolées avec des bords fortement réfléchis, d’une 

couleur vert foncé, blanchâtres et tomenteuses sur la face 

inférieure où la nervure médiane est saillante (Anton et Lobstein, 

2005).  

 

3.1.5.2. Appareil reproducteur  
 

 

Les fleurs 

bleue pale maculées intérieurement de violet, groupées par trois 

ou quatre, disposées à l'aisselle des feuilles vers le sommet des 

rameaux en courtes grappes denses axillaires et terminales 

formant un ensemble spiciforme s'épanouissent presque tout au 

long de l'année (Gonzalez-Trujano et al., 2007 ; Atik Bekkara 

et al., 2007). 
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3.1.6. Conservation 

Le matériel végétal est séché à température ambiante à l’air libre et à l’abri du soleil pendant 

quinze jours. Afin de préserver au maximum l’intégrité de ses molécules, les parties aériennes 

ainsi obtenues sont conservées dans des flacons fermés hermétiquement en vue des 

expérimentations. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12: Préparation du matériel végétal  
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3.2. Méthodes  

3.2.1. Extraction de l’huile essentielle 

3.2.1.1. Principe  

L’huile essentielle du (R. officinalis)  est extraite par le procédé d’hydrodistillation, grâce à un 

appareil de type Clevenger qui est constitué d’un chauffe ballon permettant la distribution 

homogène de la chaleur, un ballon en verre pyrex où l’on place la matière végétale séchée et 

l’eau distillée et une colonne de condensation de la vapeur (réfrigérant). Cette technique est 

basée sur l’immersion d’un échantillon solide dans l’eau portée à ébullition. La vapeur saturée 

en huiles essentielles traverse un serpentin où elle se condense pour donner deux produits: 

l’eau florale et l’huile essentielle (Tongnuanchan et Benjaku, 2014). 

3.2.1.2. Mode opératoire  

 100 g de la partie aérienne séchée de la plante est émiettée puis introduite dans un ballon 

monocol de 1 L. 

 Une quantité suffisante d’eau distillée est ajoutée dans le ballon sans pour autant le 

remplir, pour éviter tous débordements lors de l’ébullition.  

 À l’aide d’un chauffe ballon, le mélange est porté à ébullition pendant 3 h.  

 Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent à travers le tube vertical puis dans le 

serpentin de refroidissement où aura lieu la condensation.  

 Les gouttelettes ainsi produites s’accumulent dans un collecteur. L’huile essentielle de 

faible densité par rapport à l’eau, surnage à la surface de cette dernière.  

 L’huile ainsi obtenue est récupérée par décantation puis traitée par un déshydratant, le 

sulfate de sodium (Na2SO4), pour éliminer le peu d’eau susceptible d’avoir été retenue dans 

l’huile. Elle est alors conservée dans des flacons opaques bien scellés à température basse (4 à 

5ºC). 

3.2.1.3. Calcul du rendement 

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse d’huile 

essentielle obtenue après l’extraction et la masse de la matière végétale utilisée (AFNOR, 

2000). Le rendement (R) est exprimé en pourcentage, et il est donné par la formule suivante : 

 
Où 

Ph : Poids de l’huile essentielle en g 

Pp : Poids de la plante en g 

 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Tongnuanchan%2C+Phakawat
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Benjakul%2C+Soottawat
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Figure 14: Galerie de photos résumant les étapes de l’hydro-distillation 

 

Entrée de l’eau 

Réfrigérant 

Sortie de l’eau 
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Huile essentielle 

Eau aromatique 
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3.2.2. Conservation des huiles essentielles 

L’instabilité relative des molécules constitutives des huiles essentielles rend leur conservation 

délicate et indispensable. Trois facteurs interviennent dans l'altération des huiles essentielles :  

1. La température : obligation de stockage à basse température (entre 4 °C et 8 °C).  

2. La lumière : stocker dans l'obscurité et dans des flacons opaques, brun de préférence.  

3. L'oxygène : les flacons doivent être hermétiquement fermés. Dans ces conditions la durée 

de conservation admise est de 2 à 5 ans.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure15 : Méthode de conservation de l’huile essentielle 

3.2.3. Détermination des propriétés physico-chimiques 

3.2.3.1. pH 

Le pH de notre huile essentielle est estimé par l’utilisation de papier pH.  

3.2.3.2. Densité relative d20 

C’est le rapport du poids d’un certain volume d’huile au poids du même volume d’eau 

distillée à la température de 20°C (AFNOR, 2000).  

 

 

 

 

d20  : Densité à 20°C. 

dӨ : Densité à la température de mesure 

Ө : Température de mesure 

0.00068 : Constant de variation de la densité 

quand la température varie de 1°C 
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3.2.3.3. Indice de réfraction 

 

 

 

 

 

 

Une formule empirique permet d’évaluer l’indice de réfraction d’un liquide à 20°C quand on 

l’a mesuré à une température légèrement différente :  

 

 

 

 

 

3.2.4. Identification chimique des huiles essentielles 

L’huile essentielle récupérée par hydro-distillation est analysée par chromatographie en phase 

gazeuse (CPG/FID). Cette analyse est réalisée par le centre de recherche scientifique et 

technique en analyse physico-chimique (CRAPC), de Bous-Ismail, Tipaza. 

3.2.4.1. Principe 

La CPG s’est montrée être la méthode appropriée pour la séparation et l’identification des 

composants d’une huile essentielle, elle réalise à la fois une analyse qualitative et quantitative. 

Elle est basée sur le principe de la chromatographie de partage (Skoog et al., 2003). La phase 

stationnaire étant un liquide non volatil réparti ou greffé sur un support inerte. L’élution est 

assurée par un flux de gaz inerte qui sert de phase mobile (H2, N2, He). La solution est 

injectée au moyen d'une seringue soit manuellement, soit avec un injecteur automatique qui 

permet d'obtenir une meilleure reproductibilité. La séparation des composés dépend du type 

de colonne utilisée et de la polarité de la phase stationnaire. 

Les constituants des mélanges appelés généralement « solutés » sont inégalement retenus par 

la phase stationnaire lors du transit dans la colonne. De ce phénomène appelé « rétention », 

les solutés injectés se déplacent avec une vitesse inégale entre eux et inférieure à celle de la 

phase mobile, ceci les conduit à sortir de la colonne les uns après les autres. La détection des 

I20 : Indice de réfraction à 20°C 

IӨ : Indice à la température de mesure 

Ө : Température de mesure 

0.00045 : Constant de variation de l’indice 

quand la température varie 1° C 

 

La mesure est  effectuée à l’aide d’un réfractomètre de marque 

Atago. Après nettoyage de l’appareil, on place 2 à 3 gouttes d’huile 

essentielle au milieu du prisme, puis on note directement la valeur 

de l’indice et la température de mesure. 

Figure 16: Réfractomètre ➢  
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composés élués est obtenue par un détecteur FID (flamme ionisation detector). 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. Dans le cas des huiles essentielles, le FID est le détecteur le plus cité 

dans la littérature (Figueredo, 2006). 

Le pourcentage de composition de l’huile essentielle est calculé par intégration électronique 

des aires des pics FID. Pour chacun des composants, les indices de rétention sont calculés à 

partir des temps de rétention d’une gamme d’étalon d’alcane. 

 

 

 

 

 

3.2.4.2. Condition opératoires 

Tableau 4: Conditions opératoires de la chromatographie en phase gazeuse 

Chromatographe GC MASTER DANI 

Durée d’analyse  103 minutes 

Injecteur 

température 250°C 

Volume  0.2l 

Mode d’injection Split 1/50 

Vecteur  
Gaz vecteur Azote  

Débit  0.5 ml/min 

Colonne 

Type HP-5MS   

Longueur  30 m 

Diamètre interne  0.25 mm 

Épaisseur de phase 0.25 µm 

Phase stationnaire 5% Phenyl 95% dimethylpolysiloxane 

T°C du Four  

Programmation 1 8 min à 60°C 

Programmation 2 2°C/min jusqu’à 240°C 

Programmation 3  5 min à 240°C 

Ejecteur  
Type  FID : détecteur à ionisation de flamme 

Température  270°C 

IR : Indice de rétention du soluté considéré 

(tR)i : Temps de rétention du soluté considéré 

(tR)n : Temps de rétention de l’alcane contenant "n" atomes de carbone et dont le pic 

précède celui du soluté 

(tR)n+1 : Temps de rétention de l’alcane contenant "n+1" atomes de carbone et dont le pic 

sort après celui du soluté 

n et n+1 : nombre de carbones des hydrocarbures paraffiniques (n-alcanes) 
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Colonne  Enregistrement du signal 

Figure 17: Galerie de photos résumant les étapes de chromatographie en phase gazeuse  
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Enceinte thermostatée 



29 

 

3.2.5. Etudes des activités biologiques 

Afin d’évaluer la qualité thérapeutique de notre huile essentielle, nous proposons de tester in 

vitro ses effets antioxydants et antimicrobiens. 

3.2.5.1. Evaluation de l’activité antioxydante par un test de piégeage du 

radical libre DPPH 

La méthode DPPH est largement utilisée en raison de sa simplicité et de la stabilité des 

résultats (Brand-Williams et al., 1995). 

Principe 

Le composé  chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (DPPH) fut l’un des premiers radicaux 

libres utilisés pour étudier la relation structure-activité antioxydante des composés 

phénoliques (Takao et al., 1994 ; Brand-Williams et al., 1995 ; Yen et Chen-Ya, 2000). La 

réduction du radical DPPH par un antioxydant peut être suivie par spectrophotométrie visible, 

en mesurant la diminution de l’absorbance à 517 nm provoquée par la présence de composés 

phénoliques.  Le radical synthétique DPPH initialement violet, se décolore lorsque l’électron 

célibataire s’apparie à l’antioxydant. Cette décoloration est représentative de la capacité des 

composés phénoliques à piéger ces radicaux libres indépendamment de toutes activités 

enzymatiques. Ce test permet alors d’obtenir des informations sur le pouvoir anti-radicalaire 

direct de différentes substances phénoliques des extraits (Molyneux, 2004).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La mesure de la décroissance de la coloration violette au cours du temps permet de déterminer 

l’IC50, temps au bout duquel 50% de coloration est perdue, généralement interprétée sur la 

base de la quantité d’un antioxydant nécessaire pour faire diminuer de 50% la quantité initiale 

(Violet)   (Jaune) 

Figure 18: Réduction du radical DPPH par un antioxydant 
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de DPPH (IC50). On pourrait standardiser la méthode, en ramenant par exemple les résultats à 

un équivalent, le BHT.  

 

Mode opératoire 

La capacité de notre huile essentielle à piéger le radical libre DPPH est évaluée en utilisant la 

méthode décrite par Yen et chien-Ya (2000), suivi du calcul de l’IC50 et de l'indice de 

l'activité antioxydante (AAI) (Scherer et Godoy, 2009). Le BHT est utilisé comme contrôle 

positif.  

 On prépare une solution mère de l’huile essentielle dans le méthanol à une concentration 

2mg/ml. Une série de dilution en progression géométrique à raison de 2 est réalisée pour 

obtenir des concentrations allant de (1 à 0.03 mg/ml). 

 100 l de chaque solution sont mélangés avec 02 ml d'une solution méthanolique de DPPH 

préparée préalablement.  

  Le mélange réactionnel est agité vigoureusement et incubé 30 min à l’obscurité et à 

température ambiante. Les absorbances sont mesurées à 517 nm. L’essai est répété trois fois 

pour chaque concentration. 

 Le contrôle négatif est composé de 2ml de la solution méthanolique au DPPH avec 100 l 

de méthanol.  

Expression des résultats 

L’activité antioxydante : est exprimée comme le pourcentage d’inhibition, calculé en utilisant 

l’équation suivante :  

 

 

 

La concentration inhibitrice (IC50) : Elle est calculée à partir du graphe de l'activité 

antioxydante (en %) en fonction des concentrations testées. Une faible valeur d’IC50 indique 

une forte capacité de l'extrait à agir comme piégeur du DPPH. 

L’indice de l’activité antioxydante (AAI) : est calculé selon l'équation suivante : 

Activité Antioxydante (%) = 1-(A échantillon/A control négatif) x 100 

A contrôle l’absorbance du control négatif 

A échantillon l’absorbance de l’huile essentielle 

 

AAI = concentration finale de DPPH (µg/ml) / IC50 (µg//ml). 

AAI < 0.5  → faible activité antioxydante 

1> AAI > 0.5 → activité antioxydante modérée 

2> AAI > 1   → forte activité antioxydante 

AAI > 2   → très forte activité antioxydante 
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Figure 19: Galerie de photos résumant le test de piégeage du radical libre DPPH 

 

Préparation de DPPH  

  

Réaction de DPPH avec les dilutions de l’HE,  déposé 30 min à l’obscurité 

Lecture de la densité optique à 517 nm  
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3.2.5.2. Mesure de l’activité antimicrobienne de l’huile essentielle de romarin  

3.2.5.2.1. Activité antibactérienne 

Souches bactériennes testées  

Le test est effectué sur un total de 06 souches bactériennes présentant un risque pathogène du 

niveau 2 sur une échelle de 4, dont 03 souches de références ATCC et 03 autres d’origine 

clinique, fournies aimablement par les collections du laboratoire de microbiologie (équipes du 

Dr. Mechai et Dr. Azizi respectivement). 

 

Tableau 5 : les souches bactériennes utilisées dans l’étude de l’activité antibactérienne 

de l’HE 

Bactéries Gram Famille Origine 

Escherichia coli - Enterobacteriaceae ATCC 25922 

Escherichia coli - Enterobacteriaceae Clinique  

Pseudomonas aeruginosa  - Pseudomonadaceae ATCC 27853  

Pseudomonas aeruginosa - Pseudomonadaceae Clinique 

Staphylococcus aureus  + Staphylococcaceae ATCC 25923 

Staphylococcus aureus + Staphylococcaceae  Clinique  

 

Conservation des souches  

Les souches bactériennes sont entretenues par repiquage sur la gélose nutritive (GN). 

Incubées pendant 24 h à 37 °C, elles sont conservées à 5 °C dans des tubes contenant de la 

gélose nutritive incliné.   

Préparation de l’inoculum  

La suspension bactérienne est préparée à partir des cultures pures : à l’aide d’une anse de 

platine on racle 3 à 5 colonies bien isolées et parfaitement identiques. On décharge l’anse 

dans 05 ml d’eau physiologique stérile à 0.9% NaCl, après homogénéise la suspension 

bactérienne à l’aide d’un vortex. 

Etude de la sensibilité des souches bactériennes vis-à-vis l’HE de romarin  

La technique utilisée est celle de la diffusion sur disque en milieu gélosé ou encore méthode 

des disques (Dayal et Purohit, 1971), inspirée de celle des antibiogrammes (Tharib et al., 

1983). Généraliser pour les huiles essentielles et autres types d’extraits, l’aromatogramme est 
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devenue une méthode d’évaluation qualitative in vitro du pouvoir antibactérien des huiles 

essentielles (Gulluce et al., 2007).  

Notre huile essentielle est testée sur les souches bactériennes préalablement sélectionnées, 

d’une part à l’état brut (pour la méthode des disques) et d’autre part à l’état dilué (pour la 

détermination de CMIet CMB). Pour obtenir des résultats fiables, il faut travailler dans des 

conditions standardisées car plusieurs facteurs peuvent influencer les résultats: la densité de 

l’inoculum, la température et le temps d’incubation, la concentration du produit à tester, la 

composition du milieu de culture ainsi que l’épaisseur de la gélose (Guerin-Faublee et 

Carret, 1999).  

Mode opératoire 

 Ensemencement : Dans des boîtes de Pétri, le milieu de culture gélosé MH est coulé 

aseptiquement à raison de 20 ml par boite. Après la solidification, un écouvillon stérile imbibé 

avec la suspension bactérienne fraichement préparée est étalé à la surface de la gélose à trois 

reprises, en tournant la boite à environ 60° après chaque application sans oublier de faire 

pivoter l’écouvillon sur lui-même et finir l’ensemencement en passant l’écouvillon sur la 

périphérie de la gélose dans le but d’avoir une distribution égale de l’inoculum. On laisse 

sécher les boites pendant 15 à 20 min. 

 Application des disques : Des disques de papier Whatman N°1 stérilisés de 6 mm de Ø 

sont déposés à la surface de la gélose à l’aide d’une pince bactériologique stérile puis 

imprégnés d’un volume de 10 µl d’huile essentielle. Un autre disque sec est déposé comme 

contrôle négatif. 

 Incubation : toutes les boites pétries sont incubées inversés à l’obscurité dans une étuve à 

une température de 37 °C pendant 24 heures. 

 Expression des résultats 

 

 

 

 

 

 

En fonction du diamètre d’inhibition on peut classifier les souches étudiées en souches 

sensibles ou résistantes 

Après la période d'incubation, l’effet de l’agent 

antimicrobien sur la cible est apprécié par la 

mesure du diamètre de la zone claire autour du 

disque en millimètres (zone d’inhibition où les 

microorganismes testés n’ont pas poussés).   
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Le repiquage Etape 1 

Figure 20: Galerie de photos résumant les étapes de l’aromatogramme 

L’aromatogramme Etape 4 

L’inoculum 

 

Etape 2 Ensemencement  Etape3 
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Détermination des valeurs de CMI par la méthode de dilution par gélose 

Principe 

Cette technique a été effectuée par Baron et Bruckner 1984. Elle consiste à disperser de façon 

homogène l’agent antimicrobien en concentration variable dans le milieu de culture. Une fois 

définies, les bactéries sont appliquées sur sa surface. Les boites sont incubés pendant 24 h ou 

plus et la croissance des bactéries sur le mélange (extrait / agar) est marquée soit présente ou 

absente.  

La CMI est alors définit comme la plus faible concentration d'agent antimicrobien qui inhibe 

complètement la croissance dans des conditions d'incubation appropriées (Wilkinson, 2006; 

Balouiri et al., 2016). 

Cette technique, très fiable et reproductible pour les agents antimicrobiens hydrosolubles, 

pose un problème de diffusion et d’homogénéité de dispersion avec les huiles essentielles qui 

ont une très faible solubilité dans les milieux de culture gélosé ou liquide. Ce problème est 

résolu en partie par l’utilisation d’émulsions d’huiles essentielles dans des solutions de 

détergents comme le Tween 20 et le Tween 80 (Allegrini et al., 1973) ou de solvant comme 

l’éthanol et le DMSO (Drugeon et al., 1990).  

Mode opératoire 

 Diluer notre HE à des concentrations variables (25, 50, 100 et 250l dans 500L de 

DMSO). 

 Chacune des dilutions est incorporée avec 19.5ml de milieu Muller Hinton maintenu en 

surfusion. Les concentrations finales de l’HE dans le MH sont respectivement (2.5, 5, 10, 25 

l/ml). 

 Après homogénéisation, le mélange est répartie dans des boites de pétri, une fois solidifier 

et à l’aide d’une anse de platine en étale par strie l’inoculum bactérien utilisés préalablement. 

L’opération est incubée 24h à 37 °C. 

Détermination de la nature de l’activité antibactérienne (bactéricide/bactériostatique)  

Le rapport CMB/CMI nous permet de déterminer la nature de l’activité antibactérienne de 

notre HE. La CMB représente la plus faible concentration d’HE inhibant toute croissance 

visible à l’œil nu après 05 jours d’incubation à 37°C (Mayachiew et Devahastin, 2008). 

Lorsque le rapport est supérieur à 4, l’HE à un pouvoir bactériostatique, soit bactéricide quand 

est alors inferieur ou égal à 4 (Canillac et Mourey, 2011). 
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Préparation de milieu de culture  Etape 1 

Figure 21: Galerie de photos résumant les étapes de la dilution par gélose 

Ensemencement des souches bactériennes, conservation et résultat   Etape 2 
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3.2.5.2.2. Activité antifongique 

Souche fongique 

L’Aspergillus niger, l'aspergille noir, est un champignon filamenteux ascomycète de l'ordre 

des Eurotiales. C'est une des espèces les plus communes du genre Aspergillus qui apparait 

sous forme d'une moisissure de couleur noire sur les fruits et légumes. La souche nous a été 

fournie par Dr. Belhadj du laboratoire de microbiologie (Université Larbi Tebessi). 

Milieux de culture et inoculum  

La souche a été d’abord recueillie sur gélose sabouraud pendant une semaine, puis un 

repiquage d’un disque mycélien de la culture pure précédente, au centre d’une boite de Pétri 

contenant le milieu PDA: milieu pour la conservation et l’étude de la sensibilité des 

champignons vis-à-vis notre huile essentielle.  La boite sera incubée à 28 °C pendant 5 à 7 

jours.   

Technique de dilution en milieu solide  

Principe : La dilution en gélose implique l’incorporation d’un agent antifongique (HE) dans 

un milieu gélosé à des concentrations variables, suivie de l’ensemencement d’un inoculum 

fongique défini à la surface de la gélose dans le but de déterminer le taux d’inhibition  (El 

Kalamouni, 2010).  

Mode opératoire : L'activité antifongique de huile essentielle est testée contre l’aspergillus 

niger par la technique de contact direct (Singh et al., 2008).  

 L’huile essentielle est préparée par dilution de 10, 20, 30, 40 et 50 µl  dans 500 µl de 

DMSO.  

 Des concentrations finales de 1, 2, 3, 4, et 5 μl/ml de l’huile essentielle est obtenue par 

addition de 0.5 ml de solutions préalablement préparées dans un tube contenant 9.5 ml du 

milieu PDA à une température comprise entre 45 et 50°C. 

  Après homogénéisation à l’aide d’un vortex, le contenu des tubes est coulé dans des boites 

de Pétri. On laisse sécher les boites pendant 15 à 20 min.  

 Une boite de Pétri contenant 10 ml de milieu PDA sans huile essentielle est utilisée comme 

contrôle négatif. 
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Inoculation 

Un disque mycélien de 5 mm de diamètre, coupé de la périphérie de la pré-culture de 5 jours, 

est inoculé de manière aseptique dans le centre de chaque boîte de Pétri. 

Incubation  

Toutes les boîtes de Pétri sont scellées puis incubées à 28 °C pendant 9 jours.  

Expression des résultats  

L'efficacité du traitement est évaluée quotidiennement pendant neuf jours en mesurant la 

moyenne des deux diamètres perpendiculaires de chaque colonie.  

 Le pourcentage d'inhibition de la croissance par rapport au témoin, est calculé au 9ème 

jour, en utilisant la formule suivante (Albuquerque et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) : la plus faible 

concentration en huile essentielle qui a complètement inhibé la croissance du champignon 

après neufs jours d’incubation est considérée comme la concentration minimale inhibitrice 

(CMI). 

% d'inhibition mycélienne = [ (dc – dt ) / dc ] ×100 

 

dc : le diamètre de la croissance mycélienne du contrôle négatif 

dt : le diamètre de la croissance mycélienne en présence du traitement à 

l’huile essentielle 
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Le repiquage  

 

Etape 1 

Inoculation d’un disque mycélien sur PDA contenant des concentrations 

différentes de l’huile essentielle   

Etape 2 

Figure 22: Galerie de photos résumant l’étude de l’activité antifongique de l’huile essentielle 



 
 
 
 
Chapitre 4 
Résultats et Discussion  
 



40 
 

4. Résultats et discussion 

4.1. Caractéristiques organoleptiques et propriétés physico-chimique de 

l’huile essentielle de  Rosmarinus officinalis 

L’extraction par hydro-distillation réalisée sur un échantillon de 600g de Romarin nous a 

fournis une huile essentielle liquide limpide à température ambiante, très aromatique avec une 

odeur caractéristique champêtre et de couleur jaune claire.  

Tableau 06 : Caractéristiques physico-chimique de l’huile essentielle extraite à partir de 

Rosmarinus officinalis 

Propriétés  Valeurs obtenues Norme (Leplat, 2017) 

Rendement  (%) 0.83 0.5-2 

pH  6 5-6 

densité (g/cm3) 0.9 0.895-0.920 

Indice de réfraction  1.47 1.464 – 1.473 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Rendement en huile essentielle de Rosmarinus officinalis obtenue par hydro-

distillation 

Les caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur) étaient autre fois les seules 

indications permettant d’évaluer la qualité d’une huile essentielle, mais comme ces propriétés 

ne donnent que des informations très limitées sur ces essences, il est nécessaire de faire appel 

à d’autres techniques de caractérisation plus précises. La densité relative et l’indice de 

réfraction sont des paramètres d’identification qualitative très important permettant d’évaluer 

la pureté des huiles essentielles (Hellal, 2011). Les résultats obtenus indiquent que les 

caractéristiques organoleptiques et les propriétés physicochimiques de l’échantillon analysé 

oscillent dans des intervalles comparables aux normes, témoignant ainsi la bonne qualité de 

notre huile essentielle (Belkhiri ; AFNOR). 
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Le rendement moyen en huile essentielle, calculé en fonction de la matière végétale sèche, a 

fourni un taux d’environ 0.83%. Cette valeur est conforment avec les normes AFNOR 

comprise entre 0.5 à 2% mais reste relativement inférieure à celui obtenu par Makhloufi, 

2013 (1.8%). Atik Bekkara et al. (2007) ont mentionné des rendements en HE des feuilles et 

fleurs du romarin cultivé et sauvage allant de 0.6% et 0.8 % respectivement. Djeddi et al. 

(2007) ont évalué une teneur en huile essentielle de parties aériennes fraîches récolté au stade 

de la floraison dans une zone à climat subhumide de 0,82 %. Cette différence est peut être 

attribuée à plusieurs facteurs citons parmi lesquels les conditions climatiques et 

environnementales, la situation géographique, la période de la cueillette, la durée de séchage 

et le procédé d’extraction (Silano et Delbò, 2008 ; Marzoukia et al., 2009 ; Jamshidi et al., 

2009 ; Bousbia et al., 2009 ; Aprotosoaie et al., 2010 ; Olle et Bender, 2010 ; Zaouali et 

al., 2010 ; Ojeda-Sana et al., 2013). D’après (Lagunez Rivera, 2006) l’hydrolat contient 

toujours des gouttelettes que nous n’avons pas pu les récupérer ce qui peut fausserait le 

rendement. 

4.2. Etude de la composition chimique de l’huile essentielle de R. officinalis  

La composition de nombreuses huiles essentielles a été décrite dans la littérature, et est 

généralement effectuée par chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de 

masse (CPG-SM), malheureusement, pour des raisons technique, on a pu réaliser une 

CPG/FID uniquement. Pour chacun des composants, les indices de rétention sont calculés à 

partir des temps de rétention d’une gamme d’étalon d’alcane. L’ensemble des résultats est 

indiqués dans le tableau 07 

 

Tableau 07: Composition de l’huile essentielle de romain obtenue par hydro-distillation  

N° TR (min) IR Constituant 

1 8.750 1026 Cinéole <1 ,8> 

2 20.920 1132 Linalool 

3 21.540 1141 Camphre 

4 25.840 1301 Terpenyl acétate 

5 29.033 1241 Carvacol, méthyl ether 

6 30.180 1263 Geranial 

7 30.570 1268 Thujanol acétate 

8 31.140 1276 Cadinene ether 5trans 

9 32.290 1393 Phenyl ethyl  isobutanoate 

10 33.620 1312 Verbanol acétate 

11 33.677 1313 Bisabolodien 4ol 

 



42 
 

Nous constatons que notre échantillon est riche en monoterpènes, sesquiterpènes avec la 

présence de groupement chimique différents (Ether= Cinéole ; Alcool = Linalool, Thujanol ; 

Aldéhyde = Géranial ; phénol = Carvacrol ; Cétone= Camphre..). 

Plusieurs études récentes ont montré que la variabilité de la composition et du rendement en 

huile essentielle de romarin est due à des facteurs intrinsèques (génétique, sous-espèces et âge 

de la plantation) ou à des facteurs extrinsèques comme le climat et les conditions de culture 

(origine géographique) ou à la méthode d’extraction (Delaquis et al., 2002 ; Gonny et al., 

2004 ; Burt, 2004).  

Différentes espèces de romarin existent dans le monde : R. officinalis, R. erviocaly, R. 

laxiflorus et R. lavandulaceus ; Cependant, R. officinalis est l’espèce la plus répandue dans le 

bassin méditerranéen. Varela et al. (2009), ont étudié 87 populations spontanées de R. 

officinalis collectées en Espagne et les ont classées en prenant en considération la composition 

chimique de leurs huiles essentielles. Parmi tous les échantillons, trente-huit (38) d’entres eux 

ont une teneur élevée en 1,8 cinéole (> 24%); six populations ont présenté un rapport 1,8 

Cinéole / linalol élevé ; trois échantillons ont une teneur élevée en linalol, et seulement deux 

échantillons présentent des teneurs élevées en verbénone (≈ 5%). 

Par ailleurs, Boutabia et al. (2016), montrent dans leurs études effectuées sur le romarin 

prélevé de la région de Hammamet Tébessa que le 1,8 cinéole est le chémotype majoritaire, 

confirmant ainsi nos résultats.  

Cependant, la composition chimique de l’huile essentielle de R.officinalis de la région de 

Tlemcen montre quelques différences par rapport à certains travaux. Dans la région de Bibans 

(Alger), le composé majoritaire est le 1,8-cinéole (52.4%), suivi du camphre (12.6%) 

(Boutekedjiret et al., 1998), alors qu’un autre échantillon montre une grande variabilité 

quantitative en fonction de l’état de la plante (1,8-cinéole = 41.7-16.0%, camphre = 26.0- 

9.3%, α-pinène = 16.9-2.5%) (Boutekedjiret et al., 1999). Un échantillon provenant de 

Bordj-Bou-Arreridj ne contient que 7,5% de cinéole à côté du camphre (12,1%), du bornéol 

(10,1%), de l’α-terpinéol (9,5%) et surtout du (E)-β-caryophyllène (13,9%) (Benhabiles et 

Aït-Amar, 2001). 

Comparativement, les romarins marocains présentent une teneur importante de l’un des trois 

composés α-pinène (37,0-40,0%, Rabat), cinéole (58,7-63,7%, El Ateuf), camphre (41,7-

53,8%, Taforhalt) (Elamrani et al., 2000). Le romarin de Tunisie est également riche en 

cinéole (40,1-55,1%) et contient aussi les monoterpènes habituels (Lawrence, 1997). Par 

contre, en Egypte, on trouve deux compositions, l’une dominée classiquement par le camphre, 

l’α-pinène et le cinéole, l’autre riche en verbénone et en camphre (Soliman et al., 1994). 
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4.3. Evaluation de l’activité antioxydante, teste de piégeage du radical libre 

DPPH 

Le dommage oxydatif peut avoir des effets indésirables  sur les aliments tels que la production 

d'odeurs et de saveurs rances qui peuvent réduire la durée de vie, la qualité nutritionnelle et la 

sécurité des produits alimentaires. Afin de réduire le risque de détérioration par oxydation, des 

antioxydants synthétiques sont ajoutés à de nombreux produits alimentaires.  Cependant, en 

raison de problèmes de sécurité et de la demande des consommateurs, il existe un intérêt 

considérable pour le remplacement des antioxydants synthétiques par des alternatives à base 

de végétaux (herbes et épices notamment). Des recherches scientifiques dans diverses 

spécialités ont été développées pour l’extraction, l’identification et la quantification de ces 

composés à partir de plusieurs substances naturelles à savoir, les plantes médicinales 

(Yanishlieva et al., 2006).  

L’activité antiradicalaire a été estimée spectrophotométriquement en suivant la réduction de 

l’absorbance d’une solution alcoolique de DPPH qui s’accompagne par le passage de la 

couleur violette (DPPH) à la couleur jaune (DPPH-H) mesurable à 517nm. A des fins 

comparatives un antioxydant standard a été utilisé : le BHT. Les valeurs obtenues ont permis 

de tracer des courbes exponentielles illustrées dans la figure 24. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24: Pourcentage d’inhibition de l’HE et BHT  

On constate que l’huile essentielle exerce une activité inhibitrice modeste et reste 

significativement inférieure (P = 0.03) par rapport au BHT. 

A partir de ces courbes nous pouvons déterminer la valeur de l’IC50, qui est défini comme la 

concentration de substrat qui cause une perte de 50% de l’activité DPPH, plus cette valeur est 

petite, l’extrait possède une bonne activité antioxydante. Les résultats sont rapportés dans le 

tableau 08 
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Tableau 08: Résultats IC50 de l’huile essentielle «Rosmarinus officinalis» et le BHT 

Extrait IC50 (mg/ml) 

Huile essentielle 27.12 ± 0.08 

Antioxydant standard 0.6152 ± 0.14 

 

Le radical DPPH est l’un des substrats les plus utilisés pour l’évaluation rapide et directe de 

l’activité antioxydante en raison de sa solubilité, simplicité de l’analyse et sensibilité à 

détecter les composants actifs à des basses concentrations (Bozin et al., 2008). L'intensité de 

cette couleur est inversement proportionnelle à la capacité des antioxydants présents dans le 

milieu fournisseur de protons (Maisuthiasakul et al., 2007).  

Les résultats montrent que le pourcentage d’inhibition est fortement dépendant des 

concentrations en substrat, et ce pour l’huile essentielle ainsi que le BHT. Plus précisément, 

l’augmentation en concentration de l’échantillon provoque l’élévation de pourcentage 

d’inhibition du radical libre et par conséquent l’augmentation de l’activité antiradicalaire. La 

capacité antioxydante d’une huile essentielle est largement dépendante des constituants 

phénoliques (Nieto et al., 2011). De nombreuses épreuves ont été rapportées dans la 

littérature pour expliquer la relation structure-activité de certains composés naturels (Es-Safi 

et al., 2006). Il a été proposé que l'activité antioxydante est en relation avec le nombre et la 

position des groupements hydroxyles sur le noyau des flavonoïdes (Es-Safi et al., 2006 ; 

Sawa et al., 2009).  

Hussain et al. (2010) montrent que l’IC50 d’HE du romarin est de 20.9µg/ml (0.02mg/ml) 

c’est une très forte capacité antiradicalaire par rapport à notre résultat, on note que cette HE 

est extraite des feuilles de romarin cultivé au Pakistan et récolté pendant l'hiver; cette 

différence peut être due à un facteur géographique et climatique  (Hernandez et al., 2009). 

Le profil d’activité antiradicalaire obtenue révèle que notre huile essentielle est moins efficace 

et inférieur à celui de l’antioxydant standard, avec des valeurs d’IC50 égale à 27.12 et un 

indice d’activité inférieur à 0,5. 

4.4. Evaluation de l’activité antimicrobienne 

Dans la mesure où les huiles essentielles vont être soumises aux essais biologiques, 

l’utilisation d’un solvant approprié est primordiale. Effectivement, la toxicité du solvant vis-à-

vis des souches bactériennes et fongiques peut être critique.  Même à l’état de trace le solvant 

ne devrait pas entraver la procédure du test biologique. Une attention particulière devrait 
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également être accordée aux interactions possibles entre le solvant et les solutés, car le solvant 

peut réagir avec certains composés de l’huile essentielle et causer la décomposition, la 

déshydratation ou l'isomérisation de ces composés (Yrjönen, 2004).  

Dans cette étude, notre choix s’est porté sur le diméthylsulfoxyde (DMSO), fréquemment 

utilisé dans les études en microbiologie. Il a subi un test préliminaire dans le but de connaitre 

leur effet vis-à-vis l’huile essentielle et les souches microbiennes testées. Il s’est avéré sans 

danger pour les microorganismes et n’interfèrerait donc pas dans la lecture des résultats et en 

plus il n’a engendré aucune cristallisation ou décomposition de HE. 

4.4.1. Activité antifongique 

L’interprétation des résultats est basée sur la mesure de la poussé fongique. Cette lecture est 

effectuée par comparaison avec une boite témoin réalisée dans les mêmes conditions que les 

boites à tester. 

La figure 25 démontre la croissance mycélienne (mesure journalière du diamètre (mm)) en 

fonction de la concentration en HE et la période d’incubation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25: Effet de l’huile essentielle sur la croissance de l’Aspergillus niger 

L’analyse des résultats montrent une croissance mycélienne considérable en fonction du 

temps d’incubation dans la boite témoin. En revanche, la croissance est réduite 

considérablement voir inhibé à partir de la concentration 04 µl/ml en HE.  Ces résultats 

corroborent les travaux de (khia et al., 2014). 
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Pour mieux appréhender l’effet antifongique de l’huile essentielle de R. officinalis, un tableau 

des pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne en fonction des concentrations a 

été réalisé. 

 

Tableau 09 : Pourcentage d’inhibition mycélienne 

Concentration (µl/ml) Pourcentage d’inhibition mycélienne (%) 

1 66.66 

2 71.42 

3 72.38 

4 100.0 

5 100.0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26 : Galerie de photos présentant les résultats de l’activité antifongique de l’huile 

essentielle de R. officinalis L. 

Les agents antifongiques synthétiques sont appliqués à grande échelle pour empêcher la 

croissance mycélienne. Ces produits chimiques sont également connus pour posséder des 

propriétés cancérogènes, tératogéniques, oncogènes et génotoxiques (Nagendra et al., 2010). 

La difficulté de développer une molécule antifongique est liée, d’une part à l’ultrastructure de 

la cellule fongique qui présente trois barrières : la paroi cellulaire chitineuse, les ergostérols 

membranaires et le noyau eucaryote (Chami, 2005) et d’autre part, les molécules 

antifongiques elles-mêmes qui peuvent engendrer des résistances (Prasad et Kapoor, 2004 ; 

Nagendra et al., 2010). Les huiles essentielles peuvent être utiles en tant qu'agents 

antifongiques parce qu'elles affectent plusieurs cibles simultanément et il n'y a aucun rapport 

1µl/ml 3µl/ml 

 

2µl/ml 

 

Témoin 5µl/ml 

 

4µl/ml 
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de résistance ou d'adaptation des microorganismes à cause de la diversité des composés 

chimiques (Bakkali et al., 2008). Beaucoup de chercheurs ont confirmé la présence de 

l'activité antifongique de l'huile essentielle de romarin. De même, nos résultats prouvent 

l’existence de cette activité. La diminution de la croissance mycélienne est peut être due à 

leurs teneurs élevés en molécules terpéniques. Récemment, plusieurs chercheurs ont rapporté 

que les terpénoïdes et leurs dérivés oxygénés sont les composants principaux des huiles 

essentielles ; ces composés ont un potentiel inhibiteur fort sur des souches microbiennes 

pathogènes (Gudzic et al., 2002; Cakir et al., 2004; Shunying et al., 2005; Su et al., 2006; 

Fontenelle et al., 2007; Hossain et al., 2008 ; Rasooli et al., 2008). 

4.4.2. Activité antibactérienne 

L’activité antibactérienne de l’huile essentielle de R. officinalis L. est évaluée sur six germes 

pathogènes, trois sont d’origine clinique et trois autres sont des souches de référence ATCC.  

La méthode de l’aromatogramme est la technique la plus répandue pour déterminer l’activité 

antimicrobienne des huiles essentielles. Rappelons que chaque disque contient 10µl d’essence 

végétale. 

La sensibilité des bactéries vis-à-vis l’huile essentielle est organisée selon le diamètre des 

zones d’inhibition comme suit (Ponce et al., 2003):  

 Non sensible 6 mm 

 Sensible  9 – 14 mm 

 Très sensible 15 – 19 mm 

 Extrêmement sensible Plus de 20 mm  

 

Tableau 10: Diamètre d’inhibition (mm) des différentes souches testées dans 

l’aromatogramme en milieu solide. 

 

Bactérie Gram origine Diamètre d’inhibition  Interprétation  

Disque seul 06 mm - 

Ecoli - ATCC  10 mm Sensible 

Ecoli - Clinique  10 mm Sensible 

P.aeruginosa  - ATCC  06 mm Résistante 

P.aeruginosa - Clinique 25 mm Extrêmement sensible  

S. aureus  + ATCC  10 mm Sensible 

S. aureus + Clinique  15 mm Très sensible 

 



48 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27: Galerie de photos présentant les résultats de l’activité antibactérienne de 

l’huile essentielle de R. officinalis L. 

 

A l’issue des résultats obtenus dans le tableau 11 il ressort que les bactéries examinées sont 

sensibles à l’huile pure. Par contre, ces germes ont une sensibilité relative vis- à -vis les 

dilutions préparer.  

La concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB) 

ont été réalisées par la méthode de dilution sur gélose afin de préciser le caractère 

bactériostatique ou bactéricide de l’huile essentielle sélectionnée.  

Tableau 11: Détermination de la CMI de l’huile essentielle de R. officinalis L. sur les 

souches testées. 

 

N Bactérie G origine 2.5 

µl/ml 

5 

µl/ml 

10 

µl/ml 

25 

µl/ml 

CMB 

µl/ml 

CMB/ 

CMI 

1 P.aeruginosa - Clin + - - - 5 1 

2 S. aureus + Clin ++ + - - 10 1 

3 Ecoli - Clin ++ + + - 25 1 

4 Ecoli - ATCC  +++ +++ +++ ++ > à 25  ND 

5 S. aureus  + ATCC  ++ ++ + - 25 1 

6 P.aeruginosa  - ATCC  +++ +++ +++ ++ > à 25  ND 

ND : non définit 

E. coli  S. aureus P. aeruginosa  

S. aureus P. aeruginosa E. coli  
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Figure 28: Test de détermination de la CMI et de la CMB de l’huile essentielle sur les 

souches bactériennes testées 

Le rapport CMB/CMI permet de définir le caractère bactériostatique ou bactéricide d’une 

huile essentielle. Ce rapport s’est égale à 1 (<4) sur au moins quatre des souches étudiées, 

notre huile essentielle semble exercer une action bactéricide sur les bactéries testées. 

La première mise en évidence de l’action des huiles essentielles contre les bactéries a été 

réalisée en 1881 par Delacroix (Boyle, 1955). Depuis, de nombreuses huiles ont été définies 

comme antibactériennes (Burt, 2004). Leur spectre d’action est très étendu, car elles agissent 

contre un large éventail de bactéries, y compris celles qui développent des résistances aux 

antibiotiques. Cette activité est par ailleurs variable d’une huile essentielle à l’autre et d’une 

souche bactérienne à l’autre (Kalemba et Kunicka, 2003).  

Les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries Gram positives que sur les 

bactéries Gram négatives. Toutefois, les bactéries Gram négatives paraissent moins sensibles 

à leur action et ceci est directement lié à la structure de leur paroi cellulaire (Burt, 2004). Il 

existe cependant quelques exceptions. La bactérie reconnue comme la moins sensible à leurs 

effets reste néanmoins la bactérie Gram négative P. aeruginosa (Dorman et Deans, 2000), 

cela permet de confirmer les résultats obtenu. 

La structure chimique des constituants des huiles essentielles influence directement leur 

activité. Les groupements fonctionnels, comme les acétates, contribuent à accroître l’activité 

des molécules antibactériennes contre un grand nombre de bactéries Gram positives et Gram 

négatives (Dorman et Deans, 2000). Notre huile essentielle contient effectivement le terpinyl 

d’acétate. Les terpénoïdes et les phénylpropanoïdes confèrent aux huiles essentielles leurs 

propriétés antibactériennes. L’activité de ces molécules dépend, à la fois, du caractère 

lipophile de leur squelette hydrocarboné et du caractère hydrophile de leurs groupements 

fonctionnels (Kalemba et Kunicka, 2003) notre huile s’est avérée riche en thujopsene, 

bisabolodien-4ol et sesquisabinene hydrate. 

2.5 µl/ml 5 µl/ml 10 µl/ml 25 µl/ml 
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Plusieurs auteurs ont rapporté que certains composés présents dans les extraits du romarin 

possèdent des propriétés antibactériennes (Georgantelis et al., 2007). Yesil-Celiktas et al. 

(2007) ont testé l’activité antimicrobienne des huiles essentielles et des extraits méthanoliques 

du romarin, rassemblé de trois différentes régions et pendant quatre intervalles de l'année. 

Leurs résultats ont indiqué que les bactéries testées étaient sensibles aux huiles essentielles, 

partiellement aux extraits méthanoliques et que l’activité antimicrobienne des huiles 

essentielles différent selon les variations régionales et saisonnières. 

Le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes n’est pas clairement 

élucidé (Kalemba et Kunicka, 2003 ; Burt, 2004). Compte-tenu de la diversité des 

molécules présentes dans les huiles, l’activité antibactérienne semble résulter d’une 

combinaison de plusieurs modes d’action, impliquant différentes cibles cellulaires. 

La principale caractéristique des molécules présentes dans les huiles essentielles est leur 

hydrophobicité. Elle permet leur solubilisation dans les membranes, ce qui provoque une 

déstabilisation de la structure et une augmentation de la perméabilité membranaire (Sikkema 

et al., 1994). Ces modifications entraînent une fuite d’ions et de composés intracellulaires 

(Carson et al., 2002 ; Ultee et al., 2002) et un blocage de la phosphorylation oxydative qui 

représente la source de la vie respiratoire (Rhayour, 2002). Si la perte de matériel est trop 

importante ou si les éléments cytoplasmiques relargués sont indispensables à la survie de la 

bactérie, cela entraîne la mort cellulaire. 

 



 
 
 
 
Conclusion 
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Conclusion  

 

Les plantes sont utilisées depuis l’antiquité par l’homme pour traiter divers maladies. Ces 

végétaux ont l’avantage d’être constitués d’un éventail de composés potentiels, de structures 

chimiques variées ayant de nombreuses activités biologiques. Actuellement, le développement 

de la résistance bactérienne aux antibiotiques et la toxicité des antioxydants synthétiques ont 

conduit les chercheurs à puiser dans le monde végétal et particulièrement dans les plantes 

aromatiques et médicinales pour leur richesse en antioxydants naturels comme polyphénols. 

Parmi une multitude de choix, nous avons choisi d’étudier le romarin (Rosmarinus officinalis 

L.), qui a fait l’objet de récentes recherches dans les domaines pharmaceutique et agro-

alimentaire. Ce travail entre dans le cadre générale de la valorisation des plantes médicinales, 

son objectif vise à déterminer ces  propriétés biologiques.  

L’huile  essentielle de romarin, recueilli de seraidi à Annaba, a été extraite par 

hydrodistilation, le rendement obtenu est de l’ordre de 0,83%. L’activité antioxydante a été 

évaluée par la méthode de réduction du radical DPPH témoignant une activité modérée de 

notre huile essentielle par apport au BHT utilisé comme antioxydant de référence. Le pouvoir 

antimicrobien de l’huile essentielle a été testé sur sept germes microbiens soit, six souches 

bactériennes dont trois sont de référence et trois autres sont clinique  (Escherichia coli , 

Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa), et un champignon (Aspergillus niger). 

Notre huile s’est avérée bactéricide et antifongique. 
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