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Résumé

Nous avons réalisé dans un premier temps une extraction des polyphénoles d’Inula
Viscosa a partir de [’extraction par solvant et I’extraction d’huiles essenticlles
d’rosmarinuse offisinalise par hydro distillation, pour savoir ses caractéres et de suivre son
rendement selon la période de la récolte. Sachant que les deux plantes étaient récoltées a
ElMayan (Région d’Ain Defla-Algérie).

L'analyse par la chromatographie en phase gazeuse couplé a la spectrométrie de
masse (CG/SM) a permet d’identifier six composés majoritaires de I’HE des feuilles de
Rosmarinus Officinalis obtenue par HD sont : eucalyptol (13,96) , 2-pinen-7-one (14,07)
,isopulegol (4,42) , bicyclo[3.1.0]hexan-2-one,5-(1-methylethyl)- (11,10) ,Caryophylléne
(3,66 %) et viridiflorol (3,83).

Les tests quantitatifs et qualitatifs de I'extraits éthanoique obtenue sur deux bactérie
Staphylococcus Aureus (30%), Escherichia coli (0 %) et une levure Candida albican



(22,22%). ont montré que ces dernieres sont sensible sauf Escherichia coli et la
concentration minimale inhibitrices (CMI) a été déterminée.

L’application d’huiles essentielles des feuilles d’rosmarinuse offisinalise sur les
souches bactériennes : Staphylococcus Aureus (36,66%), Escherichia coli (13,33%) ,et la
levure Candida albican (22,22%). ont montre que ces derniéres sont sensible, et la

concentration minimale inhibitrices a été déterminée.

Mots Clés: Inula Viscosa, rosmarinuse offisinalise, Extraction, polyphénoles, huile

essentielles, activité antibactériennes.

Abstract

Initilly, we corried ont the extraction of inula viscosa, polyphenols from solvent
extraction and extraction of essential oils rosmarinuse offisinalise by hydro distillation, to
know its character and follow its yield arwding to the corp period. Knowing at the two
plants  were harvested in  Elmayan (region Ain Defla, Algeria).

The analysis by gas chromatography coupled to the spectrometry of masee (GC /
MS) to identify six major compounds of HE Rosmarinus officinalis sheets obtained by HD
are: eucalyptol (13.96) and 2 -pinen-7-one (14.07) isopulegol and (4.42) and bicyclo
[3.1.0] hexan-2-one, 5- (1-methylethyl) - (11,10) and Caryophyllene (3.66 %) and
viridiflorol (3.83).

The quantitative and qualitative tests of ethanoic extracts obtained bacteria,
Staphylococcus aureus (30%) and a yeast Candida albicans (22.22%). shows that the latter
are sensitive except Escherichia coli and the minimum inhibitory concentration (MIC) was
determined.

The application of essential oils of rosmarinuse offisinalise leaves on bacterial strains:
Staphylococcus aureus (36.66%) and Escherichia coli (13.33%) and the leveur Candida
albicans (22.22%). showed that these lesters are sensitive, and the minimum inhibitory

concentration was determined.

Keywords: Inula Viscose, rosmarinuse offisinalise, Extraction, ethanoic, essential oil
extracts, antibacterial activity.
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Actuellement, plusieurs questions se sont soulevées concernant la sécurité et
I’efficacité des produits chimiques utilisés en médecine. En effet, durant les 20 derniéres
années, il a été prouvé que ’efficacité des antibiotiques a fortement diminué. Les bactéries
en sont devenues de plus en plus résistantes [1].

L’usage généralisé des antibiotiques et la prescription a grande échelle parfois
inappropriée de ces agents ont entrainé la forte adaptabilité des souches bactériennes et la
sélection des souches multi-résistantes, En effet, les processus de résistance bactérienne
aux antibiotiques peuvent étre groupés en trois grands mécanismes : modification de
I’antibiotique, modification de la cible et de la concentration intracellulaire de
I’antibiotique (défaut d’accumulation) [2].

Face aux limites thérapeutiques, des antibiotiques classiques ont poussé les
scientifiques a orienter les recherches vers des nouvelles voies et surtout I’utilisation des
principes actifs des plantes (composés phénoliques, alcaloides, huiles essentielles...)
comme agents antibactériens.

L’activité¢ antibactérienne d’une huile essenticlle est & mettre en relation avec sa
composition chimique, les groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools,
phénols, composés terpéniques et cétoniques) ou ceux susceptibles d’étre actifs. Mais, il
est probable que cette activité dépende aussi de composés minoritaires qui agissent d’une

maniére synergique [3].

Les molécules réputées d’étre actives sont des terpénoides, car les hydrocarbures
saturés et les acétates ioniques sont inactifs, par la nature méme de leur faible capacité de
liaisons hydrogeéne et de leur faible solubilité. Les composés chimiques de plus grande
efficacité et a plus large spectre sont les phénols (thymol, carvacrol et eugénol), des
alcools, des aldéhydes et des cétones [1].

Dans le cadre de la valorisation des espéces végétales algériennes, et compte tenu des
vertus thérapeutiques que représentent les Verbenaceae, nous sommes intéressés a
I'extraction des huiles essentielles d’inula viscosa et rosmarinus officinalis provenant de
la région de W. Ain-Defla. La verveine inula viscosa et rosmarinus officinalis , herbe

aromatique de la famille respectivement (Astéracées et Lamiacées), appréciée pour ses


https://fr.wikipedia.org/wiki/Lamiaceae
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propriétés aromatiques, antioxydants , antimicrobiennes, antibactérienne, largement
utilisée dans les produits pharmaceutiques et en médecine traditionnelle. Il nous semble

donc, intéressant d’inscrire notre travail dans ce contexte de recherche [4].

Notre choix est porté sur les deux plantes aromatiques, car ils est trés répandues en
Algérie et largement utilisée en médecine traditionnelle. Notre étude est présentée en trios
chapitres. Le premier chapitre est réservé a la présentation de la matiere végétale : inula
viscosa et rosmarinus officinalis.

Dans le second chapitre nous présentons le matériel et les méthodes utilisées pour la
réalisation de ce travail. Pour le Troisiéme chapitre nous présenterons les différents
résultats obtenus et leurs discussions. Nous terminerons par une conclusion générale qui

résume l'ensemble des résultats obtenus.
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I.1. Généralités sur les plantes médicinales

1.1.1. Historique
Des plantes médicinales ont été employées pendant des siecles comme remédes pour

les maladies humaines parce qu'elles contiennent des composants de valeur thérapeutique.
Récemment, l'acceptation de la médecine traditionnelle comme forme alternative de santé
et le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques disponibles a mené des
auteurs a étudier l'activité antimicrobienne des plantes médicinales et en raison d'une
conscience croissante des effets secondaires négatifs infligés par les drogues modernes,
beaucoup cherchent les remedes normaux sans effets secondaires et bien sdr colt élevé de
médecine conventionnelle [2].

Depuis toujours les plantes ont constitué la source majeure de médicaments grace a
la richesse de ce qu'on appelle le métabolisme secondaire. Cependant, I'nomme n'a
découvert les vertus bénéfiques des plantes que par une approche progressive, facilitée par
I'organisation des rapports sociaux, en particulier a partir du néolithique (8000 ans av.
J.C.). L'observation liée a I'expérience et la transmission des informations glanées au cours
du temps font que certains hommes deviennent capables de poser un diagnostic, de

retrouver la plante qui soigne et finalement de guérir le malade [4].

1.1.2.Définition

La définition d'une plante médicinale est trés simple. En fait il s'agit d'une plante qui
est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont
des drogues végétales dont au moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses.
Environ 35 000 especes de plantes sont employées par le monde a des fins médicinales, ce
qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains. Les plantes
médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré I'influence croissante du

systeme sanitaire moderne [5].

1.1.3. La phytotherapie des plantes médicinales

L'action de la phytothérapie sur I'organisme dépend de la composition des plantes,
depuis XVIlleme siécle, au cours duquel des savants ont commencé a extraire et a isoler

les substances chimiques qu'elles contiennent. On considére les plantes et leurs effets en
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fonction de leurs principes actifs. La recherche des principes actifs extraits des plantes est
d'une importance capitale car elle a permis la mise au point de médicaments essentiels.

Aujourd'hui les plantes sont de plus en plus utilisées par I'industrie pharmaceutique, il est
impossible d'imaginer le monde sans la quinine qui est employée contre la malaria ou sans
la diagoxine qui soigne le cceur, ou encore I'éphédrine que l'on retrouve dans de

nombreuses Prescriptions contre les rhumes [5].

1.1.4.Efficacité thérapeutique des plantes entiéres

La phytothérapie a la différence de la médecine classique, recommande d'utiliser la
plante entiére, appelée aussi "totum" plutdt que des extraits obtenus en laboratoire. Une
plante entiére est plus efficace que la somme de ses composants, les plantes contiennent

des centaines voire des milliers de substances chimiques actives [5].

1.1.5. Place des plantes médicinales dans la médecine traditionnelle

Au Maroc, les plantes occupent une place importante et jouent un réle trés important
dans la médecine traditionnelle, qui elle méme est largement employée dans divers
problémes de santé. Certaines remedes sont spécifiques d’une seule affection par contre
d’autres peuvent traiter plusieurs maladies tels que le diabéte, les rhumatismes, les cancers,
etc. Les enquétes ethnopharmacologiques menées dans les différentes régions marocaines

ont permis d’inventorier plusieurs recettes utilisées pour soigner différentes pathologies

[4]

Le continent africain regorge de plantes médicinales tres diversifiées. En effet, sur
les 300 espéces végétales recensées sur la planéte plus de 200.000 espéces vivent dans les
pays tropicaux d’Afrique et ont des vertus médicinales. La position géographique du
Maroc a I’extréme nord-ouest de 1’Afrique et la grande diversit¢ de son climat et son
écologie ; notamment des montagnes, littoral, et des zones désertiques, ont favorisé le
développement d’une flore trés riche qui est estimée a 4200 plantes et 1500 especes
introduites [6].
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1.2. Les plantes sélectionnée

Sur la base d’une recherche bibliographique et d’une enquéte au prés de quelques
herboristes au Algérie, nous avons sélectionné deux plantes utilisées en médecine

traditionnelle : Inula viscosa (L) et rosmarinus officinalis [6].

1.2.1. Inula viscosa
1.2.1.1.Définition

Inula viscosa (L) est une plante annuelle, herbacée, visqueuse et glanduleuse, a odeur
forte qui appartient a la famille des Astéracées (Composeées). Elle peut atteindre 50 cm a 1
m de hauteur et présente des capitules a fleurs jaunes trés nombreuses au sommet de la
tige. Les feuilles sont entieres ou dentées, aigués, sinuées, les caulinaires amplexicaules,
plus largement lancéolées, les capitules assez gros en longues grappes pyramidales .C’est
une plante largement répandue dans le nord de 1’Algérie et dans tout le pourtour
méditerranéen. On la trouve dans les rocailles, les garrigues, les terrains argileux un peu

humides et sur les bords des routes.

Son histoire thérapeutique est tres diversifiée et connue depuis longtemps dans les

médications traditionnelles [7].
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Figure.l.1. Photos reprisent d’inula viscosa [7].

1.2.1.2. Types d’inula
On englobe sous le nom populaire d'inules diverses plantes appartenant a la

famille des astéracées (ou composees), dont ce qu'on appelle "fleur" est en fait un
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capitule de fleurons reposant sur un involucre de bractées. Les inules font partie soit du

genre Inula, soit du genre Dittrichia, soit encore du genre Jasonia.

< Genre Inula

Inula helenioides DC Inula conyza DC Inula helenium L

«» Genre Dittrichia

0,

«» Genre Jasonia

Jasonia tuberosa (L.) DC
Figure.l.2. Les photos reprisent quelque type d’inula [5]
1.2.1.3. Taxonomie

Inula viendrait du grec : Inula qui signifié-je purge. (Allusion a une propriété
thérapeutique de la plante). Viscosa veut dire visqueuse : Aunée visqueuse [8].
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Tableau.l.1 : Taxonomie d’Inula viscosa [7].

Etude bibliographique

Embranchement SPERMAPHYTES
Sous-embranchement ANGIOSPERMES
Classe DICOTYLEDONES
Sous Classe GAMOPETALES
Ordre CAMPUNULALES
Famille COMPOSITAE
Genre INULA
Espece VISCOSA - L - AIT
Synonymie DITTRICHIA VISCOSA L
Nom commun INULE, AUNEE VISQUEUSE
Noms vernaculaires MAGRAMANE ou AMAGRAMANE.
(Quezel eT Santa 1963) (En Afrique du Nord)

1.2.1.4.Culture et entretien de I'inule visqueuse

Arrosez réguliérement et en profondeur le temps de la reprise. Au besoin, créez une
cuvette d'arrosage autour de l'inule. Si vous avez planté en automne, arrosez une fois par
mois en periode froide et trois fois en période chaude jusqu'a la fin de I'été suivant. Si vous
avez planté au printemps, arrosez une a deux fois par semaine jusqu'en fin d'été. Ensuite,
I'inule visqueuse se passe d’arrosages [9].

Répandue dans tout le bassin méditerranéen, sur les sols salés, les prairies humides et
les bords de cours d’eau, largement répandue en Algérie dans les rocailles et les terrains
argileux [8].

La Répartition : Espagne, Italie, Orient, Afrique septentrionale [9].

1.2.1.5. Milieux Séant d’inula viscosa
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L’inula viscosa se rencontre dans les lieux incultes surtout en réegion méditerranéenne
: bords de chemins, décombres, terrains abandonnés, jachéres, arriere dunes ou garrigues
bien ouvertes. Elle affectionne les milieux fraichement perturbés par des travaux ou le
passage du feu. Elle se rencontre autant sur sols argileux que sableux [10].

1.2.1.6. Floraison et Fruits

D’aolt a novembre, elle prend une importance considérable pour les abeilles en
septembre-octobre, ou la diversité floricole est plus faible en Méditerranée. Chaque
capitule contient plusieurs centaines de fleurs, un pied d’inula viscosa offrant ainsi aux

abeilles plusieurs milliers de fleurs [11].

Comme chez toutes les Asteracées, les Abeilles et les fleurs sont regroupées en
capitules (d’environ 10-20 mm de diametre), entourées par un involucre de bractées, qui
peuvent étre en partie membraneuses et ciliées. Chez ’inule, on trouve deux types de fleurs
- des fleurs a pétales soudés en languettes jaunes (fleurs ligulées), a I’extérieur du capitule,

et des fleurs en tubes (fleurs tubulées), jaune orangé, au centre du capitule [12].

Les fruits sont des akénes de un a 2 mm de long. Ils sont rassemblés sur le réceptacle
du capitule. Apres la fécondation, l'ovaire infére se développe pour donner une graine
hirsute surmontée d'un Pappus (une aigrette de poils rigides et rugueux en une seule

rangée) [11].

Figure 1.3. Photo reprisent les Fleurs et les Fruits d’inula viscosa [11].

1.2.1.7. Aspects phytochimiques [8]


https://fr.wikipedia.org/wiki/Fruit_%28botanique%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ak%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9ceptacle_floral
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ovaire_inf%C3%A8re
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pappus_%28botanique%29
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Les travaux de rapportent que les parties aériennes de Inula viscosa contiennent des
Flavonoides, des acides sesquiterpéniques et des triterpénes esters. Les racines contiennent
de nombreux composes :

- L’Inuline

- L’Helénine ou camphre d’ Aunée

- de la Paraffine

- 3 sesquiterpénes essentiels : 1’ Alantole, 1’ Alantolactone et 1’ Acide Allantique.

La plante contient d’autres substances dites mineures comportant des résines et des

pectines constituant une matiere noiratre.

1.2.1.8. Aspects pharmacologiques

L’inula viscosa est une plante trés anciennement connue, elle a été utilisée au moyen
age jusqu’a nos jours pour Ses vertus medicinales variées.

Au niveau de I’appareil respiratoire, elle agit comme sédatif de la toux et des spasmes
bronchiques c’est un antiseptique certain de I’arbre respiratoire.

Comme c’est le cas pour toutes les plantes aromatiques, 1I’Inule corrige ’atonie de
I’estomac et de I’intestin, elle améliore I’appétit et elle est antiemétique.

Rapporté par Harmonic et Parrissot ont mis en évidence son action dans le traitement des
leucorrhées et sa propriété antiseptique au niveau de I’appareil génital et des voies
urinaires [10].

Dans le Nord de I’Afrique et le pourtour méditerranéen, [’Inula viscosa est connue
pour ses propriétés anthélmintiques donc vermifuge et occupe une place appréciable dans
les médications traditionnelles. Il a été rapporté aussi que la poudre d’Inula viscosa est
utilisée dans le traitement des mycoses cutanées.

Yaniz (1987) montre 1’action hypoglycémiante d’Inula viscosa absorbée en infusion
chez I’homme diabétique [11].

Tripalli (1981) rapportée par met en évidence I’activité antibactérienne des Flavonoides
d’Inula viscosa qui en applications locales créent un foyer aseptique.

En Algérie, [’Inula viscosa est utilisée dans la médecine populaire comme

antipyrétique en tisanes ou en bains dans la lutte contre le paludisme.
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En 1988 Abdellah et coll par des essais «in vivo » sur le cochon nain, démontrent
I’action spasmolytique de ’extrait aqueux d’Inula viscosa sur les fibres lisses intestinales
et bronchiques en prouvant 1’inhibition de I’action de la I’ Acetylcholine [8].

Dans la médecine traditionnelle en Italie, Lauro et Rolih (1990), rapportent et
reconnaissent a Inula viscosa des propriétés balsamiques, antipyrétiques, antiphlogistiques
et antiseptiques.

Les travaux de Chari et Hamdi Pacha en (1999) attribuent a 1’Inule un pouvoir
cicatrisant certain d’apres les essais de traitement des brilures expérimentales réalisées sur
des lapins. Cette propriété cicatrisante a été mise en évidence en utilisant une préparation
galénique contenant 45 % d’huile d’amande douce, 45 % de glycérine et 10 % d’extrait
alcoolique d’Inula viscosa. Les résultats obtenus avec la préparation galénique ont été
comparés a ceux obtenus en utilisant un placebo. Il a été noté une accélération nette du
processus de cicatrisation 19 a 21 jours pour les brdlures traitées avec la préparation
d’Inule et 31 jours pour les brilures traitées avec le placebo. Enfin, il a été possible de
conclure que I’Inula viscosa aurait agit en stimulant la synthese de callogéne et en créant

un foyer aseptique favorisant ainsi la réparation tissulaire [8].

1.2.1.9. Les utilisation des inula viscosa

Inula viscosa (L.) Aiton (=Dittrichia viscosa (L.) Greuter), Asteraceae, est une
plante herbacée vivace topique utilisée dans la médecine traditionnelle comme anti-gale,
antiinflammatoire, elle est connue pour ses propriétés antiseptiques et son efficacité contre
les inflammations de la peau, antilytique renal, diurétique, Antihypertensive. L'inula
viscosa est un désinfectant, un cicatrisant, et un déodorant de premier ordre. Elle est
également employée contre les affections pulmonaires et les maux de téte.

Chez Vinula helenium (elecampane, en anglais), 1’alantolactone et son isomeére,
constituants majeurs de I’huile essentielle, ont des propriétés antibactériennes notamment
contre mycobacterium tuberculosis, anti-protozoaires contre Entamoeba histolytica, qui
cause des amibiases et antifongiques contre des pathogenes opportunistes comme certains
dermatophytes [13].

Les feuilles d’inule viscosa secrétent un mélange de résines tout en long de la durée
de vie des feuilles. Ces exsudats se composent de plusieurs flavonoides aglycones, ainsi

que de nombreux terpenoides. Ils montrent une forte activité allélopathique ainsi que
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contre 1’effet inhibiteur des micro-organismes phytopathogénes [7].

Les parties aériennes de la plante sont employées comme décoction dans le traitement
du diabéte, de I'nypertension et des maladies rénales, dans le secteur méditerranéen. Elle a
été employée dans la médecine traditionnelle pour ses activités antipyrétiques,

antiseptiques anti-inflammatoires [7].

s Emploi [7]

Cataplasme :

e La plante écrasée est appliquée directement sur la plaie.

e Contre les maux de téte et les affections pulmonaires : chauffer la plante dans un
couscoussier, 1’asperger d’huile d’olive et I’appliquer, enroulée dans un linge, sur
les parties a traiter (téte, poitrine).

e Contre les odeurs des pieds, ¢étaler quelques feuilles a I'intérieur des chaussures
avant de les mettre.

e Mastication des feuilles : Analgesique dentaire.

1.2.1.10. Activités biologiques de la plante inula viscosa

L’huile essentielle de la partie fleurie d’/nula Viscosa de la région de Tlemcen
possede un pouvoir antifongique puissant contre cing moisissures étudiées. Cette efficacité
se traduit par la présence de concentrations fortes des sesquiterpénes et plus
particulierement les carboxyeudes madienes contenus dans les feuilles de cette plante.
Cette caractéristique peut étre exploitée dans 1’industrie agro-alimentaire afin d’augmenter
la durée de vie d’un grand nombre de produits alimentaires en particulier les corps gras,
dans I’industrie pharmaceutique et thérapeutiques pour prévenir et traiter diverses maladies
humaines (maladies cancérigénes) [14].

Une étude a été faite sur Dittrichhia Viscosa d’origine Marocaine; une activité
antibactérienne des différents extraits des feuilles et des fleurs vis-a-vis de trois souches
bactériennes d'Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis a
été confirmé. Les résultats montrent que les activités antibactériennes sont en relation avec
l'origine de I'extrait (feuille ou fleur), la nature du solvant et la souche testée. En effet, les

extraits au méthanol sont les plus actifs, suivis par ceux a I’é¢thanol, puis ceux a 1’acétone.
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La souche Escherichia coli a montré la plus grande sensibilité aux différents extraits,

suivie par les deux staphylocoques.

Une ¢tude a été faite dans la Flore Espagnole sur 1’activité biocide de I’extrait
méthanolique d’Inula Viscosa contre I’attaque des insectes. Ainsi la plante contient
beaucoup de métabolites secondaires qui jouent un réle principal dans la défense contre

I'attaque d'insectes, de croissance des insectes et un réle fongicide.

Le tritriacontane a été isolé et caractérisé comme composé principal dans la plante.
Cet hydrocarbure a été rapporté comme un composant important des extraits cuticuleux de
lipides de quelques especes d’insectes [15].

Les extraits d'éther de pétrole (EP) et méthanolique de neuf especes des plantes
Libanaises sauvages ont été examinés in vitro pour leur activité antimycosique contre huit
mycetes phytopathogéniques. L'efficacité des extraits d’EP contre tous les microbes
pathogenes examinés était plus haute que celle des extraits méthanoliques. Y'Inula Viscosa
était fortement éfficace (> 88%) dans des essais de germination de spore contre cing
mycetes parmi les six examinés. Cette étude amontrée qu’Ylmila Viscosa possédait une
meilleure activité antimycosique invitro [16].

La partie aérienne de la plante a fait I’objet d’une autre recherche qui a pu évaluer
l'activité hypoglycémique et hypolipidémique dextrait aqueux (V Initia viscosa chez le
glucose de sang, plasma le cholestérol et les taux de triglycérides chez les rats normaux et
diabétiques. L’étude conclue que l'extrait aqueux d'Initia Viscosa, a une dose de 20 mg/kg
possédait une activité hypoglycémique chez les rats normaux et diabétiques. Cependant,
aucune activit¢ hypolipidémique n’a été observée. Des administrations par voie orale
simples et répétées ont été employées dans cette étude [17].

Une autre étude a été faite sur I'exsudat epicuticulaire de feuille de Dittrichia Viscosa
rudéral méditerranéen qui est hydrosoluble et facilement écoulé au sol par la pluie. En
conséquence, le sol enrichi avec ce matériel est inhibiteur pour la germination de graine de
la Laitue, alors que la germination du Maritima de Malcolmia (des espéces se trouvent

avec le Dittrichia Viscosa dans le méme habitat) est considérablement retardée [18].

1.2.2. Rosmarinuse officinalis
1.2.2.1. Définition

Rosmarinus officinalis est un arbrisseau touffu toujours vert de 0.5 a 1.5 m de
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hauteur, de la famille de Lamiaceas. Ses tiges ligneuses sont pourvues de feuilles
persistantes, sessiles, coriaces, étroites a bords enroulés, d’un vert sombre brillant a la face
supérieure, blanchatres tomenteuses et mates a la face inférieure. Les fleurs d’une bleue
pale, d’environ 1 cm, sont réunies en petites grappes serrées a 1’aisselle des feuilles. Le
romarin est un ornement des collines, des coteaux et des basses montagnes, surtout

calcaires. Originaire des régions Méditerranéennes, on le trouve dans tout le sol Algérien
[19].

Figure.l.4. Photo reprisentant d’ rosmarinus officinalise [19]

1.2.2.2. Taxonomie
Plante célebre de la médecine populaire surtout dans Algérien. Sa taxonomie est
configurée dans le tableau (1.2).

Tableau.l.2. Taxonomie d’rosmarinus officinalis [20].

Régne Plante
Sous-Régne Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Astéridées
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae (labiée)
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Sous-famille Nepetoideae
Genre Rosmarinus
Espece Rosmarinus officinalis

1.2.2.3. Répartition géographique

Le romarin est originaire du bassin méditerranéen, On le trouve principalement dans
les terrains arides et ensoleillés, comme les garrigues, les maquis et les rocailles. Il
n'apprécie pas une sécheresse trop importante mais se contente de I'humidité du littoral,

d'ou il pourrait tenir son nom (« rosée de mer » en latin).

Il est répandu entre le niveau de la mer et 650 metres, parfois jusqu'a 1 500 metres
daltitude [21].

1.2.2.4. Description botanique

Le romarin est un arbrisseau de la famille des labiées, peut atteindre jusqu’a 1,5
métre de hauteur, il est facilement reconnaissable en toute saison a ses feuilles persistantes
sans petiole, coriaces beaucoup plus longues que larges, aux bords légérement enroulés,
vert sombre luisant sur le dessus, blanchatres en dessous. La floraison commence dés le
mois de février (Ou janvier parfois) et se poursuit jusqu’au avril — mai. La couleur des
fleurs varie du bleu péle au violet (on trouve plus rarement la variété a fleurs blanches
Rosmarinus officinalis albiflorus). Le calice velu a dents bordées de blanc, elles portent
deux étamines ayant une petite dent vers leur base .Comme pour la plupart des Lamiacées,

le fruit est un tétramére (de couleur brune) [5].
1.2.2.5. Propriétés pharmacologiques et thérapeutiques du rosmarinuse officinalise [5]

Cette plante est utilisée en médicine en raison de ses différentes propriétés :
> Anti spasmolytiques, diurétiques, hépato protectrices, soulagement des désordres
respiratoires.
> Antibactériennes, antimutagéniques, antioxydants, chémopréventives.

» Anti-inflammatoires, anti métastasiques.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Garrigue
https://fr.wikipedia.org/wiki/Maquis_%28botanique%29
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» Inhibition de la genese des tumeurs mammaires et la prolifération des tumeurs
cutanées.

» D’autres études montrent que les composants du romarin inhibent les phases
d'initiation et de promotion de cancérogénése.

» Carnosol du romarin possede une activité antivirale contre le virus du SIDA (HIV)
alors que I’acide carnosique a un effet inhibiteur trés puissant contre la protéase de

HIV-1.

1.2.2.6. Aspect économique

Le romarin est la seule plante épice commercialement disponible pour une utilisation
comme antioxydant naturel dans les différentes industries en Europe et aux Etats-Unis
Les Etats-Unis sont I'un des principaux importateurs d’HE au monde. Parmi les HE
importées, comme le romarin ne pousse pas naturellement sur son sol, ce pays
s’approvisionne & partir des pays du bassin méditerranéen (Maroc, Espagne et Turquie),

pour des prix portés dans le Tableau (1.3).

Tableau 1.3. Prix ($ US/ pound) de I’huile essentielle du romarin importée par les Etats-

Unis [22].

Année
2005 2006 2007
Provenance

Maroc/Turquie 0,56 0.59 0.60

Espagne 0.85 0.85 0.85

Les importations des Etats-Unis en huile essentielle de romarin entre 1998 et 2002

sont illustrées comme suit dans le Tableau (1.4).
Tableau 1.4. Importation (en US $) de I'HE de romarin par les Etats-Unis durant la période

1998-2002 [22].
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Année
1998 1999 2000 2001 2002
HE
HE de
Romarin 1 503 000 1 307 000 1 105 000 1 568 000 1 635 000
(S US)

Durant 1’an 2003 la somme d’argent dépensée par les Etats-Unis uniquement pour
I’importation des huiles essentielle a atteint la somme de 1,3 milliard de dollars américains
(USDA, 2007) ce qui montre clairement que la part de I'HE de romarin représente 0,12 %
du total de ses importations en HE [22].

1.2.2.7. Domaine d’utilisation de la plante

% Industrie agro-alimentaire

Les extraits végétaux de Romarin présentent un pouvoir antioxydant important et
peuvent étre appliqués a la conservation des aliments et des huiles lipidiques, ces
propriétés sont dues aux acides poly phénoliques (rosmarinique, caféique) [23].

R

« Alimentation

Les deux, 1’épice et I’huile sont largement utilisés en alimentation, 1’épice est utilisé
dans les boissons alcoolisées, les aliments cuits, viande et produits de viande, condiment et
assaisonnement, les aliments industriels, casse-crolte, sauces et autres, avec le niveau
maximum utilis¢ est d’environ 0.41% (4.098 ppm) dans les aliments cuits. L’huile est
utilisée dans les boissons alcoolisées et non, les desserts glacés, confiseries, aliments cuits,
gélatines et pouding, viande et produits de viande, condiments et assaisonnement, entre
autres, avec le niveau maximum utilisé est d’environ 0.003 % (26.2 ppm) , Alimentation
diététique, Tisanes herbales des infusions, des poudre, extraits sec ou autres préparations
galéniques pour usage interne et externe, principalement contre les douleurs d’estomac
[22] .

% Industrie cosmétique et parfumerie

A I'I9eme siécle I’essence de Rosmarinus officinalise servait & la préparation de la
tres célebre eau de Cologne de la reine de Hongrie. Aujourd’hui elle rentre dans la

composition, de savonnerie, détergents, cremes et la plupart des eaux de Cologne ; le taux
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d’utilisation maximum est rapporté a 1% dans la derniere catégorie [21].
1.3. Les polyphénoles

Les polyphénols ou composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du régne
végetal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de substances aux
structures variées qu’il est difficile de définir simplement. A 1’heure actuelle, plus de 8000
molécules ont été isolés et identifies. Selon leurs caractéristiques structurales, ils se
répartissent en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un point commun :
la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme
porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH). Ces espéces sont des
monomeres, des polymeéres ou des complexes dont la masse moléculaire peut atteindre
9000 [24].

Ils sont divisés en plusieurs catégories : anthocyanes, coumarines, lignines,

flavonoides, Tannins, quinones, acides phénols, xanthomes et autres phloroglucinols ou les
flavonoides représentent le groupe le plus commun et largement distribué. La grande
diversité structurale des composés phénoliques rend difficile une présentation globale des
méthodes qui permettent leur extraction et leur isolement, des processus mis en jeu au
cours de leur biosynthese, de leurs propriétés physico-chimiques et biologiques [25].
Les poly phénols sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de
tous les vegétaux. Les principales sources alimentaires sont les fruits et Iégumes, les
boissons (vin rouge, thé, café, jus de fruits), les céréales, les graines oléagineuses et les
Iégumes secs.

Les fruits et Iégumes contribuent environ pour moitié a notre apport en poly phénols,

les boissons telles que jus de fruits et surtout café, thé ou vin apportant le reste [24].

1.3.1. Propriétés biologiques des polyphénols

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides
en particulier sont tres poussées en raison de leurs divers propriétés physiologiques comme
les activités antiallergique, anti-artherogenique, anti-inflammatoire, hépatoprotective,
antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique,
cardioprotective et vasodilatoire .Ces actions sont attribuées a leur effet antioxydant qui est

due a leurs propriétés redox en jouant un réle important dans la destruction oxydative par
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la neutralisation des radicaux libres, piégeage de 1’oxygéne, ou décomposition des
peroxydes [25].

Les effets bénéfiques des polyphénols intéressent particulierement deux domaines :
la phytothérapie et I’hygiene alimentaire [26]. D’aprés les études multiples attestant de
I’impact positif de la consommation de polyphénols sur la santé et la prévention des
maladies, les industriels commercialisent maintenant des aliments enrichis en polyphénols
ou des suppléments alimentaires. De plus, leur activité antioxydante assure une meilleure
conservation des denrées alimentaires en empéchant la peroxydation lipidique. Dans
I’industrie cosmétique, les composés phénoliques trouvent leur application pratique en
luttant contre la production des radicaux libres néfastes dans la santé et la beauté de la
peau. En phytothérapie, méme si certaines indications sont communes a plusieurs classes
(les propriétés vasculoprotectrices, sont par exemple aussi bien attribuées aux flavonoides
qu’aux anthocyanes, tanins et autres coumarines), chaque classe chimique semble étre
utilisée pour des benéfices specifiques [27].

En ce qui concerne les flavonoides, ces composés peuvent empéchés les dommages
oxydatifs par différentes mécanismes d’actions : soit par capture des radicaux hydroxyles,
superoxydes, alkoxyles et peroxydes ; soit par chélation des métaux (le fer et le cuivre) qui
sont d’importance majeure dans I’initiation des réactions radicalaires ; soit 1’inhibition des
enzymes responsables de la génération des radicaux libres. Ils jouent un role trés important
dans le traitement du diabéte (inhibant 1’aldose réductase), de la goutte (inhibant la
xanthine oxydase), des inflammations (inhibant la lipoxygenase, la phospholipase et la
cyclooxygenase), des hépatites, des tumeurs, de [I’hypertension (quercétine), des
thromboses (flavonols), desallergies et des affections bactériennes et viraux (anti-HIV) .
Mais, on attribue également aux flavonoides des propriétés neurosédatives,
antispasmodiques, diurétiques, anti-oestrogenes (isoflavones), contre la sénescence
cérébrale et ses conséquences telle I’altération de la mémoire et la confusion. D’autres part,
les citroflavonoides (flavonoides provenant de divers Citrus) et la fragiliteé capillaire

(insuffisance veino-lymphatique, crise hémorroidaire) [28].

1.4. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes de métabolites

secondaires volatiles, isolées des plantes par hydro distillation ou par expression
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mécanique. Elles sont obtenues a partir de feuilles, de graines, de bourgeons, de fleurs, de
brindilles, d’herbes, d’écorces, de bois, de racines ou de fruits, mais également a partir des
gommes qui s’écoulent du tronc des arbres. L’hydrodistillation reste le moyen le plus
employé pour produire les huiles essentielles, en particulier a des fins commerciales [29].
Les métabolites secondaires sont extraits des plantes par un entrainement a la vapeur d’eau.
Le volume d’huile essentielle récupéré dépend du rendement de distillation, qui est
variable, chez une méme plante, en fonction de la saison. Les huiles essentielles peuvent
aussi étre obtenues par expression a froid, comme pour les agrumes. De nouvelles
techniques, permettant d’augmenter le rendement de production, ont été développées,
comme I’extraction au moyen de dioxyde de carbone liquide a basse température et sous

haute pression ou I’extraction assistée par ultrasons ou micro-ondes [30].

1.4.1. Localisation des huiles essentielles dans la plante

feuilles : romarin, sauge, niaouli, eucalyptus. ... -

tiges : citronnelle, ...

eécorces : cannelier. ...

racines : angélique. calamus. ...

rhizomes : gingembre, vétiver, iris, valériane,... -

bulbes : oignons, ...

Y

bois : santal, bois de rose, camphrier. cédre.... o

partie de la plante
huiles essentielles

peric arpes de fruits : orange. citron. mandarine, ...

fleurs : jasmin, rose, ylang-ylang. camomille . ... -

fruits : aneth, céleri. carvi, fenouil, coriandre. ...

Figure.l.5. Provenance des huiles essentielles en fonction des différentes parties de plantes
[29,31].
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1.4.2. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes pouvant contenir plus de 300
composés differents. Ces composés sont des molécules volatiles appartenant pour la grande
majorité a la famille des terpénes, Seuls les terpenes les plus volatils, c'est-a-dire ceux dont
la masse moléculaire n'est pas trop élevée, y sont rencontrés soit, les mono terpenes
(myrcene, a-pinene, y-terpinene, sabinene, etc.) et les sesquiterpénes (P-caryophylléne, a-
humulene, P-bisabolene, etc).

Rappelons ici que les terpénes sont des composeés issus du couplage de plusieurs
unités "isopréniques"” (CsHs), soit deux unités pour les monoterpénes et trois unités pour
les sesquiterpénes (CisHo4). IlIs ont la méme origine métabolique. Ces composants majeurs
déterminent les propriétés biologiques des huiles essentielles [32].

Exceptionnellement, quelques diterpénes (CzoHs2) peuvent se retrouver dans les
huiles essentielles La réactivité des cations intermédiaires obtenus lors du processus
biosynthétique des mono- et sesquiterpenes explique I'existence d'un grand nombre de
molécules dérivées fonctionnalisées telles que des alcools (géraniol,a- bisabolol), des
cétones (menthone, P-vétivone), des aldéhydes (citronellal, sinensal), des esters (acétate
d'a-terpinyle, acétate de cédryle), des phénols (thymol), etc [33].

Plus de 22.000 composés isopréniques ont été répertoriés, mais seul un petit
pourcentage dentre eux a été étudié dans la perspective d'évaluer leurs roles
fonctionnels,Une autre classe de composés volatils frequemment rencontrés est celle des
composés aromatiques dérivés du phénylpropane, qui empruntent une voie biosynthétique
différente de celle des terpénes. Cette classe comporte des composés odorants bien connus
comme la vanilline, l'eugénol, I'anéthole, I'estragole, et bien d'autres. Ils sont davantage
fréquents dans les huiles essentielles d'Apiaceae (persil, anis, fenouil, etc.) et sont
caracteéristiques de celles du clou de girofle, la vanille, la cannelle, le basilic, lI'estragon, etc.

Les dérivés phénylpropanoiques et les terpénoides sont associés en nombre et en
proportions trés variables de telle sorte que le produit est hétérogéne et complexe sur le
plan chimique. Ils sont biosynthétisés au sein des mémes organes secréteurs ou ils forment
I’essence naturelle.

Enfin, il existe un nombre non négligeable de composés volatils issus de la
dégradation, de terpenes non volatils (c'est le cas par exemple des ionones qui proviennent

de l'auto-oxydation des carotenes) et d'acides gras (les petites odorantes, comme par
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exemple le (3Z)-hexén-1-ol ou le décanal, qui sont obtenues a partir des acides linoléique et
a-linolénique) [34,29].

1.4.3. Procédé d’extraction des huiles essentielles

Le procédé d’obtention d’une essence végétale intervient de fagon déterminante dans
la nature des produits d’extraction. Plusieurs procédés d’extraction des principes végétaux
sont connus et utilisés a ce jour, dont I’expression a froid, I’extraction par solvant
organique volatil , I'extraction a 1’eau surchauffée , I' extraction au CCL supercritique , par
micro ondes , par ultrasons , par l'entrainement a la vapeur d’eau et par I’hydrodistillation ,
De tous ces procédés, ces deux derniers sont les plus employés a 1’échelle industrielle pour
la production d’huiles essentielles , L'entrainement a la vapeur d’eau et 1’hydrodistillation
sont les deux procédés utilisés pour I'extraction des huiles essentielles auxquelles nous

intéressons [35,36].

% Hydrodistillation

Elle se produit dans I’appareil de Clevenger et consiste a immerger directement le
materiel végétal a traiter (entier, coupé ou éventuellement broyé) dans un alambic rempli
d’eau qui est ensuite portée a ébullition. Les vapeurs hétérogeénes sont condensées sur une
surface froide. En effet, les vapeurs ascendantes provenant de I’alambic ou du réacteur
progressent dans la partie A puis se condensent dans la partie B. Le condensat est récuperé
dans la partie C ou I’huile se sépare de la phase aqueuse. L’eau en exces retourne dans
I’alambic par la partic D. Dans une variante du procédé, le matériel végétal est broyé in
situ [37].

1.5. L activité antibactérienne

1.5.1. Mécanismes d’action antibactérienne

Les mécanismes par lesquels les H.Es exercent leur activité antibactérienne sont mal

connus. Du fait de la complexité de leur composition chimique, il est difficile de donner
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une idée précise sur le mode d’action des H.Es. Il est probable que leur activité
antibactérienne ne soit pas attribuable & un mécanisme unique, mais a plusieurs sites

d’action au niveau cellulaire [38].

BURT (2004a) a avancé que la caractéristique importante des H.Es est attribuée a
I’hydrophobicité de certains de ces composants qui leur permet de traverser facilement la
bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire en altérant sa perméabilité et

entrainant des pertes anormales d’ions, voire méme des macromolécules.

Suggére que, I’action des H.Es sur la prolifération microbienne se fait a travers
I’altération de la perméabilit¢é membranaire des bactéries en perturbant les systémes de

transport ionique, le transport des €lectrons et la production d’énergie.

Le mode d’action des H.Es dépend du type de microorganismes. En général, les
bactéries Gram négatives sont plus résistantes que les bacteries Gram positives grace a la
structure de leur membrane externe. Ainsi, la membrane extérieure des Gram négatifs est
plus riche en lipo-polysaccharides (LPS) la rendant plus hydrophile, ce qui empéchent les

terpénes hydrophobes d’y adhérer [39].



Chapitre |1



Chapitre 11 : Matériels et méthodes

Cette partie est consacrée a 1’extraction des polyphénoles et des huiles essentielles
de deux plantes médicinales afin de les tester sur des souches bactériennes telles que :

Escherichia coli, Staphylococcus aureus et une levure telle que : Condida albicans.
I1.1. Matériel végetal

Le choix de deux plantes est basé sur une enquéte ethno pharmacologique aupres de
la population ayant connaissance de leur usage en médecine traditionnelle. Dont nous

allons étudier les différentes étapes de sa culture ci- dessous.

Les feuilles d’Inula viscosa et les parties aériennes de rosmarinus officinalis ont été
cueillies durant Mars, Avril 2016. Les plantes utilisé dans cette étude a été identifié au
niveau de I’université Khemis Miliana par un spécialiste en botanique M": Docteur

kouache Ben moussa comme étant Inula viscosa (L) et rosminus officinalis.
11.1.1. Zone d’étude

Les plantes étudiées inula viscosa et rosminus officinalis appartenant a la famille des
astéracées et lamiaceae respectivement. Elles ant été récoltées au niveau de la EImayen
,W. Ain Defla

11.1.2. Equipements

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

Le couplage a éte effectué sur un appareil Hewlett-Packard de type 5970, équipé
d'une colonne capillaire en silice fondue de 30 m x 0.25 mm de type DB1 (30 m x 0.25
mm), opérant sous pression d'hélium avec un débit de 0.6 ml/min, et muni d'un détecteur
sélectif quadripolaire, dans lequel le potentiel d'ionisation est fixé a 70 eV. La
programmation de température va de 80 a 250 °C, avec un gradient de 10 °C/min. Les

températures d'injection et de détection sont respectivement de 180 et 210 °C.

La combinaison de ces deux techniques d’analyse CPG/SM permet de séparer les
composants de 1’échantillon et d’identifier chaque composant, donc de faire une analyse

compléte aussi bien qualitative que quantitative du produit a analyser [40].
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11.1.2.2. Les souches bactériennes

Les germes qui ont été testés pour déceler 1’activité antibactérienne de 1’extrait
d’inula viscosa et I'huile essentielle de rosmarinus officinalis sont les suivants :

» deux souches bactériennes provenant du laboratoire de microbiologie du laboratoire
microbiologique de ['universit¢é de Djilali Bounama: Staphylococcus aureus,
Escherichia coli.

» Nous avons utilisé un seul type de levure de référence, a savoir Candida albicans.
Il été fournis par le laboratoire de microbiologie, laboratoire médical privé a Ain
Defla. Les souches bactériennes et la levure sont représentant dans le tableau (11.1).

Tableau.ll.1. Les souches microbiennes testées [41].

Souches Gram Famille Source
Escherichia coli - Enterobacteri aceae LAM.Z
Staphylococcus aureus + Micrococcaceae L.AM.Z
Candida albicans / S accharomycetaceae L.AM.Z

11.1.3. Conservation des souches

Les souches sont conservées a 5°C dans des tubes stériles contenant 10 ml de milieu
de culture incliné (gélose nutritive) [41].

11.1.4. Milieux de culture

Suivants la méthode employée dans le tableau (I1.2), et selon les souches choisies

nous avons utilisé les milieux de cultures suivants :
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Tableau.l1.2. Les milieux de culture des microorganismes utilisés [42]

Milieux de culture

Microorganismes

Gélose  nutritive, gélose de
Mueller Hinton et gélose de

conservation

-Pseudomonas Aeruginosa

-Escherichia. Coli.

Sabouraud bouillon

-Candida Albicans

% La composition des milieux de culture [43]

v Gélose nutritive

-Extraitde beeuf...................l 3g
-Peptone.........cooooiiiii S5¢g
SGelOSE. .. I5¢g
-Eau distillée...........cooevvviiiiinin 1L
v Sabouraud (Dextrose Broth)
SCas€ineg.......ovvviiiiiei e 10 g
“DeXtroSe. ...oovveiiiiiiii 20g
“GElOSE. .. I5¢
-Eaudistillée................oooiii 1L

11.2. Méthodes

11.2.1. Inula viscosa

11.2.1.1. La détermination du taux I’humidité pour les deux plantes [19]

Le contenu en humidité des plants a été déterminé apres le séchage

[ H% = [(poids Ps - poids Ps) / Ps] x100 ] (11.1)

Pt : poids de I’échantillon « plant fraiche »

Ps : poids de I’échantillon « plant séche »

H%: Taux d’humidité exprimé en pourcentage
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11.2.1.2. Les polyphénoles
A. Extraction

Nous avons réalisé 1’extraction des polyphynoles a partir des feuilles séches de la
plante de Inula viscosa, qui sont hachées en trés petits fragments au moyen d’un mixeur.
Le solvant (Ethanol 96%) est placé dans un ballon et la matiére végétale dans une
cartouche poreux. En chauffant, I’éthanol s’évapore entrainant le lit de solide. En passant
dans un réfrigérant, les vapeurs se condensent. Quand le liquide atteint le niveau de
débordement, un siphon aspire la solution de la cartouche et la décharge de nouveau dans
le ballon a distiller, portant les corps dissous extraits dans le liquide en bloc. Dans le
ballon, le corps dissous (soluté) est séparé du solvant par distillation. Le soluté reste dans
le ballon et le solvant frais passe de nouveau dans le lit de solide. L'opération est répétée
jusqu'a ce que l'extraction complete soit réalisée. L’extrait éthanolique obtenu est évaporés
presque a sec au moyen d'un évaporateur rotatif. Le résidu sec est repris dans 10ml d'eau
distillée bouillante (I'intérét de l'utilisation de I'eau distillée bouillante c'est pour assurer la
récupération des composés restés accolés a la paroi du ballon d'évaporation) [24].

Figure.ll.1. photo reprisentant 1’appareil de soxhlet
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B.Elimination du solvant

L’éther de pétrole est par la suite évaporer a 1’aide d’un évaporateur rotatif. Le
principe de cet appareil est basé¢ sur 1’abaissement du point d’ébullition sous pression
réduite. Comme le montre la Figure. 11.2.

» Dextrait résultant est considéré comme étant la fraction d’éther de pétrole [25].

Figure.ll.2. photo reprisentant evaporateur rotatif

Extraction dans 1’éthanol (400 ml)
A T’aide de soxhlet

Evaporateur rotatif

a ’air libre

Figure.l1.3.Etapes de fractionnement de I’extrait brut.
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C. Condition opératoires
-La masse de la matiére vegétale seches bien broyée : mys= 10g.
-Le volume de 1I’éthanol : V eth = 400ml.

-chauffage a la température d’ébullition d’éthanol [27].

11.2.1.3. Détermination du rendement en extrait brut (des polyphénoles)

» Le rendement d’extrait brut (R) est exprimé par la relation suivante [24]

[ R(%)= —2£ x 100 } (11.2)

mmyv

Mes : la masse d’Extrait brut récupérée.

mmv : la masse de matiére végétale

11.2.1.4. Analyses qualitatives

Cette étude permet de mettre en évidence la présence de quelques groupes chimiques
(poly phénols) dans nos extraits. Les essais de caractérisation en tube permettent une
recherche grossiére des composants chimiques; les résultats peuvent étre difficilement

interprétables. La CCM confirme les tests en tube [28].

11.2.1.4.1. Test préliminaire : « La réaction de Shibata »

La présence des flavonoides dans 1’extrait a été mise en évidence par la réaction a la
cyanidine. En effet, les flavonoides sont responsables d’un dégagement d’hydrogeéne et de
I’apparition d’une coloration allant de jaune orange au rouge pourpre, en présence d’acide

chlorhydrique concentré et de magnésium.
» Mode opératoire

Ajouter a Iml de D’extrait brut et de chaque phase, quelques gouttes d’HCI
concentré (2N) et environ 0,5g de magnésium métallique. Laisser agir 3 min et regarder le

changement de couleur.

» Expression des résultats

La présence des flavonoides aglycones dans les extraits est indiquée par le virement

de la couleur vers I’orange ou le rouge brique [26].
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11.2.1.4.2. Séparation des polyphénoles par chromatographie sur couche mince
« CCM »

» Principe

La CCM est une technique analytique simple, rapide et peu codteuse, utilisée au cours
de la séparation et de I’identification des métabolites. Elle repose principalement sur les
phénomeénes d’adsorption et de partage, ou les molécules a séparer s’adsorbent a la surface
d’un support (phase stationnaire) et seront entrainées a travers ce dernier par un éluant
(phase mobile), donc la séparation est fonction des différences d’adsorption des
composants de I’échantillon sur la phase stationnaire et des différences de leur solubilité

dans la phase mobile [28].
» Mode opératoire
La mise en ceuvre de la CCM nécessite plusieurs étapes :

La chromatographie sur couche mince a été réalisée sur des plaques pré-étalées de gel de
silice

» Préparation de la phase mobile

La phase mobile est constituée par un mélange de solvants organiques. Pour cela,
nous avons réalisé plusieurs essais et choisis comme phase mobile un mélange de deux
solvant « Ethanol et Ether de pétrole » de volume (60 /40) (V /V).

Les systéemes solvants choisis sont utilisés comme des éluant de phase stationnaire
(silice), leurs vapeurs doivent saturer I’atmosphere de la cuve ceci impose d’utiliser une

cuve bien fermée.
> Le dépot

Le dépot se fait a I’aide d’une micropipette d’une fagon perpendiculaire et
linéairement. L’extrait doit étre déposée en solution diluée dans 1’éther de pétrole, on peut
effectuer un dépot de I’analyte (1’extrait) en méme endroit, cette pratique permet de

concentrer 1’analyte (I’extrait).
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» Développement des plaques
Chaque plaque est déposée en position verticale ou légerement inclinée dans la cuve
préalablement saturée par les vapeurs du systeme solvant approprié, Le bord de la plaque
ou a été effectué le dépot est trempé dans du solvant approprié, en prenant soin d’éviter
tout contact entre le dépdt de 1’échantillon et le mélange de solvant. Les différents
constituants de 1’échantillon déposé migrent avec des vitesses différentes. Vers le haut de

la plaque [24].

» ldentification des polyphénoles

Le comportement d’une molécule particuliere dans un systéme est donné par son R¢
(le rapport de la distance parcourue par cette molécule sur celle parcourue par la phase

mobile c’est a dire le front du solvant) qui est compris entre 0 et 1.
Structure -Rs

La distance de migration des substances dépend essentiellement de leur polarité
» Les polyhydroxyflavones ont des valeurs de R (0,00-0,25)
> Les oligohydroxy et les oligométhoxyflavones ont des valeurs de Rf comprises
entre (0,3-0,5)
» Les flavanones, les flavonols, méthoxyflavones ont les valeurs les plus élevées par

rapport aux valeurs précidentes de Rf (0,5-0,75) [25,26].

11.2.1.5. Propriétés organoleptiques pour les deux plantes

Chaqgue huile essentielle est caractérisée par ces caracteres organoleptiques tels que :

I’odeur, I’aspect physique et la couleur.

> L'odeur

L'odorat est un sens chimique tres sensible et I'nabilité des parfumeurs a classer et
caractériser des substances chimiques parvient a doser les produits naturels et leur

perception peut aller jusqu'a dix millioniemes de grammes par litre d'air [44].
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> La couleur

La couleur de I'huile essentielle peut étre déterminée a I'ceil nu, sauf en présence
d'une solution étalon, on peut I’utiliser pour évaluer le degré de ressemblance entre la

couleur du produit étalon et celle de I'nuile essentielle [45].

11.2.2. Rosmarinuse Officinalise

11.2.2.1. Les huiles essentielles
A. Extraction

L’extraction des huiles essentielles est effectuée par hydro distillation par un
appareil de type Clevenger, Une quantité de 100 g de matiére végétale est transvasée dans
un ballon de un litre auquel un volume de 500 ml d’eau distillée est ajouté et 1’hydro
distillation se fait pendant trois heures. L’eau est portée a ébullition, la vapeur d’eau
entraine les molécules volatiles qui se condensent dans un réfrigérant et le mélange eau-
huile est recueilli dans un ballon de 50 ml. La décantation se fait dans une ampoule a
décanter d’un litre dans laquelle le mélange se sépare en deux phases non miscibles par la
différence de leur densité. Une phase aqueuse (inférieure) et une phase huileuse
(supérieure).Les huiles essentielles ainsi récupérées sont traitées avec quelques cristaux de
sulfates de magnésium anhydre afin d’éliminer 1’eau susceptible d’avoir été retenue dans la
phase organique. Elles sont conservées au réfrigérateur a 4°C dans des flacons sombres a
I’abri de la lumiére et de la chaleur. Trois distillations sont réalisées pour chaque

échantillon [1].

Systemé d'eau — ‘
pour refroidissement 7 Condenseur
/ Ve

g %, Huile
g L /€ essentielle
y ?\“::;-] e
Systeme de | >
~

cohohage Sy

o¥

3 {, Mastiére vbgotale
i \_\ +Eau
\w‘ o il

’(— Chauffe ballon

Figure.l1.4. photo reprisentant 1’Appareil d’hydro distillation (Clevenger)
[44]
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B. Conditions opératoire d’extraction
% La masse de la matiere végétale fraiche m £=100g.
% La masse de la matiére végétale seche m s=100g.
¢ Le volume de I’eau distillée : V= 500ml.

*

% chauffage a la température d’ébullition d’eau [40].
11.2.2.2.Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse de
I’huile essentielle obtenue et la biomasse végétale a traiter. Le rendement est exprimé en

pourcentage (%) et calculé par la formule suivante [19].

[ Ree (%) = (Mug/Mv) X100 ] (11.3)

Rue : Le rendement en huile essentielle en (%).

Mue : Quantité de 1’extrait récupéré exprimée en g.

Mv : Quantité de la matiere végétale utilisée pour 1’extraction exprimée en g.
11.2.2.3. Influence de la durée d’extraction sur le rendement

Pour étudier l'influence de la durée d'extraction sur le rendement en huile essentielle,
Nous avons choisi les durées d'extraction allant de 20 a 180 min avec un pas de 20 min.

11.2.2.4.Analyses

Deux types d’analyse ont été réalisés

* Les premiers servent a identifier les différents constituants d’une huile
essentielle, afin de connaitre la composition chimique, la nature et la
proportion des divers constituants.

* La deuxieme série d’analyses a pour objet de déterminer les caractéristiques
physico-chimiques des huiles essentielles (PH, indice d’acide, indice d’ester,

etc).

Ces caractéristiques sont propres a chaque essence et peuvent décrire 1’huile
essentielle. Elles permettent d’obtenir les critéres de qualité nécessaire a la

commercialisation [40].
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11.2.2.4.1.1dentification et composition chimique

L'identification des constituants de deux échantillons a été faite sur la base de
la comparaison de leurs indices de rétention et spectres de masse avec ceux des

composes de référence de la littérature, en utilisant la CG/SM [40].

11.2.2.4.2. Etude des propriétés physique-chimiques

A. Propriétés physique

» Détermination du pH

Le pH exprimé par une valeur numérique, indique si une solution est acide ou
basique, il Représente aussi la concentration en ions hydrogéne d’une solution aqueuse. La
détermination du pH est effectuée a 1’aide d’un papier pH au lieu d'un pH-metre en raison

de I’insuffisance du produit (huile essentielle).

» Indice de réfraction

L’indice de réfraction d’une substance est le rapport entre le sinus de ’angle
d’incidence et le sinus de 1’angle de réfraction d’un rayon lumineux monochromatique

(raie D du sodium) qui traverse la substance a une température constante de 20°C [40].

[ l2o = It + 0,00045 (T - 20 °C) ] (11.4)

I20: indice a 20 °C.
IT: indice a la température ambiante.

T : température ambiante.

* Mode opératoire

On détermine I’indice de réfraction par la lecture directe sur un réfractométre d’ Abbe

classique.

Apres nettoyage des surfaces du prisme et étalonnage de 1’appareil, on dépose a

I’aide d’une pipette 2 gouttes d’huile essentielle au milieu du prisme.

On observe dans I’oculaire 2 plages, une sombre et une claire séparée par une bande
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plus au moins irisée ; I’intersection du réticule sur la ligne de séparation est amenée par le

bouton de droite, puis les irisations sont supprimées. La valeur est indiquée par 1’échelle de
lecture [40].

B.Propriétés chimique
» L’indice d’acide

L’indice d’acide (la) est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium

nécessaire a la neutralisation des acides libres contenus dans 1 g d’huile essentielle.

¢ L’indice d’acide est calculé par I’expression :

[ la=5.61(v/m) } (11.5)

V : volume versé de la solution éthanolique (en ml).

m : masse en gramme de 1’huile essentielle.

» Mode opératoire
On introduit 2 g de I’huile essentielle dans un ballon de 100 ml. On ajoute 5 ml de la
solution éthanolique de potasse neutralisé et 5 gouttes au maximum d’indicateur, soit la
solution de phénol phtaléine. On titrer le liquide avec la solution d’hydroxyde de potassium
contenue dans la burette. Poursuivre 1’addition jusqu’a obtention du virage de la solution
persistant pendant 30 sec. On note le volume de solution d’hydroxyde de potassium utilisé.

Mettre en réserve le ballon et son contenu pour la détermination de I’indice d’ester [45].

e Préparation de la solution éthanolique de potasse

On dissout 3g de potasse dans Sml d’eau et on compléte a 100ml avec de 1’alcool

exempt d’aldéhyde. On laisse la solution se décanter.

» l'indice de saponification

L'indice de saponification (Is), est le nombre de milligrammes d'hydroxyde de
potassium nécessaire a la neutralisation des acides libres et la saponification des esters

présents dans un gramme d'huile essentielle.

ePrincipe
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On hydrolyse les esters par chauffage, dans des conditions définies, en présence
d'une solution éthanolique titrée d'hydroxyde de potassium, et le dosage de l'exces
d'alcalin par une solution titrée d'acide chlorhydrique.

o Réactifs

- Solution provenant de la détermination de l'indice d'acide.
- Hydroxyde de potassium (0.5 mol/L).

- Phénolphtaléine (indicateur coloré), a 2 g/L dans I'éthanol.
- Acide chlorhydrique (0.5 mol/L).

- L'eau distillee.

e Détermination

Dans un ballon, on introduit la solution provenant de la détermination de l'indice
d'acide, on ajoute 25 mL de la solution d'hydroxyde de potassium (0.5 mol/L). On
adapte le tube en verre ou un réfrigérant et on place le ballon sur le bain d'eau
bouillant et on les laisse pendant 1 h. On laisse refroidie puis on démonte le tube et on
ajoute 20ml d'eau puis 5 gouttes de la solution de phénolphtaléine. On titre I'exces
d'’hydroxyde de potassium avec la solution dacide chlorhydrique. L'indice de

saponification Is est donné par la formule suivante:

[ Is = 28.05 x ((Vo— v1) / m) ] (11.6)

Vo : volume (mL) de la solution d'acide chlorhydrique utilisé pour I'essai a blanc
v1 : volume (mL) de la solution d'acide chlorhydrique utilisé

m : masse (g) de la prise d'essai .

> Indice d’ester

L’indice d’ester (Ie) exprime le nombre de milligrammes de potasse (KOH)
nécessaire pour neutraliser les acides libérés, par I’hydrolyse, en milieu basique des esters

contenus dans lg d’huile essentielle [19].

% L’indice d’ester est calculé & partir de les relations suivant [45] :

[ lo=1ls— I, ] (11.7)
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m

[ =222 (Vo = V3 ).la ] (11.8)

Vo : volume de la solution HCI versée pour I’essai a blanc.
Vi : volume de la solution HCI versée pour calculer I’indice d’acide,
m : masse en gramme de I’huile essentielle utilisée.

la : indice d’acide déja calculé.

e Mode opératoire

Cette détermination est effectuée sur la solution provenant de la détermination de
I’indice d’acide. On ajoute 25 ml de la solution d’hydroxyde de potassium ainsi que des
fragments de pierre ponce dans le ballon provenant de la détermination de 1’indice d’acide.
On adapte le réfrigérant a reflux au ballon, et on le place ensuite sur le manteau chauffant.
On maintient le ballon sur le manteau chauffant pendant une heure en position. On laisse
refroidir le ballon et démonter le tube. On ajoute 20 ml d’eau, puis cing gouttes de solution
de phénol phtaléine. On titre I’exceés d’hydroxyde de potassium avec la solution d’acide

chlorhydrique. Un essai a blanc est effectué au méme temps [19].

11.2.3. PActivité antimicrobienne

Les huiles essentielles ont un spectre d’action antibactérienne trés large puisqu’elles
inhibent aussi bien la croissance des bactéries que celles des moisissures et des levures.
Leur activité antimicrobienne et antifongique est principalement fonction de leur
composition chimique, et en particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs. Ce
qui nous a amené a évaluer ’activité de 1’extrait de inula viscosa et notre huile essentielle

de rosmarinuse officinalise [45].

11.2.3.1.Préparation des pré-cultures

Les souches bactériennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétri contenant
de la gélose nutritive. Aprés 18h d’incubation a 37°C pour chaque microorganisme, des
suspensions microbiennes d’une densité optique de 1 McFarlend ont été préparées, pour
chaque microorganisme dans 10 ml d’une solution saline d’eau physiologique stérile (0.9%

NaCl) [19].
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11.2.3.2.Evaluation qualitative de I’activité antibactérienne des deux plantes

La technique utilisée, pour évaluer lactivité antibactérienne de notre HE, est
I'aromatogramme ou la méthode de diffusion en milieu gélosé [19].Cette méthode permet
d'évaluer l'activité inhibitrice de croissance des huiles essentielles par la mesure du
diamétre d'inhibition autour d'un disque de cellulose imprégné d'huile essentielle ou
I’extrais éthanoique.

La gélose appropriée est coulée dans des boites de pétri de 90 mm de diamétre.

Chaque souche a été ensemencee par inondation sur ces boites pétris contenant le

milieu Mueller-Hinton (M.H.A) pour les bactéries et Sabouraud pour les levures.

La surface des boites est séchée sous l'aire libre avec le couvercle des boites
légerement ouvertes.

Des disques de papier Whatman stérilde 9 mm de diameétre sont imprégnés de 20 ml
de I’extrais de inila viscosa ou d’huile essentielle de rosmarénuse offisinalise, puis déposés
a la surface des géloses ensemencées avec les différentes souches bactériennes, I’ensemble
est incubé a 37°C pendant 24 heures [45].

Dés I’application des disques imprégneés, 1’extrait diffuse de maniere uniforme et
aprés 24 h d’incubation, la présence autour des disques d’une zone d’inhibition circulaire
dans laquelle il n’y a pas de croissance de micro-organismes dénote la sensibilité de ceux-
ci a cet extrait. Plus la zone d’inhibition mesurée est grande, plus le germe est sensible.

Le pourcentage d'inhibition de la croissance fongique est calculé par la formule suivante:

[ % Inhibition = (Dtest/ Dcontrol) x 100 ] (”9)

Drest : diametre de la zone d'inhibition.
Dcontrol : diamétre de la boite de pétri.
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11.2.3.3.Evaluation quantitative de I’activité antibactérienne de I’extrait de inula
viscosa et I’huile essentielle de rosmarinuse officinalise

Cette méthode permet la détermination de la concentration minimale inhibitrice
(CMI) a partir d’une gamme de concentrations d’extrait dans un solvant. 1g de I’extrais est
diluée dans 10 ml de DMSO et 500 ml d’huile essentielle est diluée dans 500 ml de
DMSO, puis une série de dilutions est réalisée extemporanément en DMSO, a partir de la
solution-mere. La gamme de concentrations finales ainsi obtenue correspond a: C1/2 - C1/s -
Ci/s. Des disques de papier Whatman stérile de 9 mm de diamétre sont imprégnés de 20 ml
des différentes dilutions, puis déposés a la surface des géloses ensemencées avec les
différentes souches bactériennes, I’ensemble est incubé a 37°C pendant 24 heures. Pour
cette méthode, la CMI est définie comme la plus petite concentration d’extrait pour

laquelle, il peut avoir un effet.

> Lecture

Les diametres des zones d’inhibitions sont mesurés a I’aide d’une régle, a I’extérieur

de la boite fermeée [45].
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Dans cette partie, I'extraction des polyphénoles de Inula Viscosa et des huiles
essentielles de Rosmarinus Officinalis , leurs caractérisations organoleptiques, physico-
chimiques ainsi que I’examen de leurs propriétés antimicrobiennes , ont fait l'objet de

discussion.
I11.1. Inula Viscosa

111.1.1. Taux d’humidité

Les végétaux sont riches en eau, les plantes fraiches renferment 60 a 80 % d’eau.
Pour assurer une bonne conservation, la teneur en eau doit étre inférieure ou égale a 10 %
[45].

Apres 6 jours de séchage, le poids se fixe a 20,5 g. Les valeurs prises chaque jour
sont présentées dans le tableau (111.1).

Tableau.lll.1. Taux d’humidité d’Inula Viscosa

Durée(j) | 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Mm(g) | 100 |88 732 59,6 |371 |253 |205 |205 |205
H % |12 268 | 404 |629 |747 |795 |795 |795

Les résultats d'analyse de notre échantillon ont révélé que la teneur de I'numidité des
feuilles d’Inula Viscosa est tres importante, elle est de 79,5 %. Cela signifie que plus de la
moitié du poids de la plante fraiche est constituée d'eau ce que nous constatons selon la
figure .111.1. Inula Viscosa est riche en eau et, ceci influe négativement sur leur bonne
conservation, sur la durée d’extraction et donc sur le rendement.

111.1.2. Le Rendement

Le calcul de rendements des polyphénoles de la plante est :

[ R=11% ] (111.1)

La masse de matiére végetale =10 g
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La masse d’Extrait brut récupérée = 1,1g
D’apreés le calcule du rendement en a trouvé (11%) c’est a dir ces plante donne un bonne

rendement
111.1.3. Analyses qualitatives des flavonoides
A. Test préliminaire « La réaction de Shibata »

Le test de recherche des flavonoides dans I’extrait de Inula Viscosa a donné des
réactions positives .Les résultats de cette étude photochimiques sont reportés dans le
tableau (111.2).

Tableau.l11.2. Résultat de test de colorations

Extrait Couleur

Ether de pétrole Marron

Figure.lll.1. Photo représentant le résultat de test préliminaire

D’apreés le résultat, le test préliminaire montrent la présence des flavonoides
aglycones dans I’extrait de notre plante. Nous avons remarqué que ’extrait a donné une

couleur marron qui indique la richesse d’Inula Viscosa en Flavonoides.

B. Séparation des flavonoides par chromatographie sur couche mince : « CCM »
Pour avoir les empreintes flavoniques de no extrait, et savoir une idée sur leurs
Compositions chimiques, une chromatographie analytique sur couche mince a été réalisée

en utilisant un systeme solvant (éther de pétrole). On observe 1’apparition de cing taches

principales. On peut calculer leur Rf. Le tableau (111.3) exprime les résultats obtenus.
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Tableau.l11.3. Comportement chromatographique des phases d’/nula Viscosa dans le

systeme solvant

point 1 2 3 4 5

Rf 0,76 0,41 0,35 0,25 0,21

Figure.l11.2. Photo représentant le résultat de test de (CCM)

Aprés la révelation de la plague CCM on observe cing taches principales. Pour
I’extrait d’éther de pétrole les valeurs de Rf dans le tableau (I11.4) sont :

Tablaeu.l11.4. Les composent Résultant a partir CCM

Rf Les composés
0,76 Flavanones, flavonols, méthoxyflavones
0,41 oligohydroxy
0,35 oligométhoxyflavones
0,25 polyhydroxyflavons
0,21 polyhydroxyflavons

Donc cet extrait est riche en flavanones, flavonols , méthoxyflavone et oligohydroxy

et les oligométhoxyflavones, Polyhydroxyflavons.
I11.2. Rosmarinus Officinalis

111.2.1.Taux d’humidité

Apres 5 jours de séchage, le poids se fixe & 31g. Les valeurs prises chaque jour sont
présentées dans le tableau (111.5).
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Tableau.l11.5. Taux d’humidité de Rosmarinus Officinalis

Durée (j) |0 1 2 3 4 5 8 9
Mm(g) | 100 78 61 45 38 31 31 31
H % / 13 23,7 39,9 49 69 69 69

Les résultats d'analyse de notre échantillon ont révélé que la teneur de I'humidité des
feuilles de Rosmarinus Officinalis est trés importante, elle est de 69 %. Cela signifie que
plus de la moitié du poids de la plante fraiche est constituée d'eau ce que nous constatons
selon la figure (111.4) d’Rosmarinus Officinalis est riche en eau et, ceci influe négativement
sur leur bonne conservation, sur la durée d’extraction et donc sur le rendement.

111.2.2. Rendement

a-Rendement : Le calcul de rendements des huiles essentielles de la plante et en
deux états : un état sec et un état frais sont rapportés dans le tableau (111.6).

Tableau.l11.6. Rendements des huiles essentielles des deux plantes seche et fraiche.

La plante Rosmarinus Officinalis
L’état du plant Fraiche séche
mars 0,5% 1%
avril 0,6% 1,8%

Les résultats ont montré que les huiles extraites a partir des organes de la plante
séche ont donné de meilleurs rendements par a rapport a celles extraites a partir de la

plante fraiche. Et avril le mois qui donné de meilleurs rendements que mars.

La plante présente un rendement en huile essentielle tres faible. Il a fallu plusieurs
hydro distillations pour obtenir une quantité a analyser. Cette faible teneur serait
probablement due a l'dge de la plante, au mode d’extraction, a la période et a I'endroit de
récolte sans négliger la nature méme de ces plantes aromatiques.

X Il est trés nécessaire de savoir d’ou provient la rentabilité d’une huile essentielle.

Ceci ne peut se faire que par une analyse chromatographique tres detaillée de leurs
différents constituants.
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111.2.3. Etude de I’influence du temps d’extraction et la période de récolte en HE sur
le rendement

Nous avons suivi la cinétique d’extraction en fonction du temps. Théoriquement la
durée D’extraction est le temps nécessaire a la récupération de la totalité¢ de I’huile
contenue dans la matiére végétale. Or en pratique, il est difficile de récupérer toute I’huile.
Ce temps correspond alors au moment pour lequel nous n’observons plus d’huile dans le
distillat. 1l détermine la fin du processus. Un suivi cinétique a été réalise sur I’extraction de
I’HE de Rosmarinus Officinalis en fonction de la durée d’extraction et de la période de
récolte, selon la nature de la plante et du mode d’extraction. Ce résultat représentant dans
le tableau (111.7).

Tableau.ll1.7. Evolution du rendement d’extraction des HE des feuilles Rosmarinus
Officinalis par HD dans la région de Elmayen en fonction du temps au mois de (mars et
avril )2016.

T(min) | 0 20 40 60 80 100 | 120 140
R(%) Mars | 0 | 0,04 0,09 0,7 0,9 1 1 1
R(%)Avril | 0 | 0,07 0,46 0,96 14 1,6 1,8 1,8

L’étude de 1’évolution du rendement de I’HE des feuilles de Rosmarinus Officinalis,
en fonction du temps d’extraction, montre que le rendement augmente progressivement en
fonction du temps, jusqu’a atteindre un palier ou le rendement est constant (1% pour I’'HE
de Mars 2016 et 1, 8% pour I’HE de avril 2016). La durée optimale d’extraction a été
déterminée par deux heures ; au-dela de cette durée, on peut estimer 1’épuisement total de
la matiére végétale. L’HE des feuilles de Rosmarinus Officinalis récoltés en Avril 2016
présente un rendement supérieur a celui en Mars 2016 et cela peut montrer 1’effet de la
période de récolte sur le rendement. Donc le rendement varie en fonction de la durée de vie
de la plante c’est-a-dire que le rendement des HE est proportionnel au développement
métabolique de 1’espéce ainsi que la saison de récolte; le meilleur rendement de I’HE

d’Avril 2016 représente 1’année le plus rentable (R He=1,8%).
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111.2.4.Composition chimique par CG/MS des huiles essentielles de la plante

Rosmarinus Officinalis

Les résultats de 1’analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CG-SM) d’HE de Rosmarinus Officinalis sont regroupés dans le
tableau (111.8) qui met en relief le temps de rétention, I’identification des différents
composants et leur teneur. 27 composés sont identifi€s. six composés majoritaires de I’HE
des feuilles de Rosmarinus Officinalis obtenue par HD sont : eucalyptol (13,96) et 2-pinen-
7-one (14,07) et isopulegol (4,42) et bicyclo[3.1.0]hexan-2-one,5-(1-methylethyl)- (11,10)
et Caryophylléne (3,66 %) et viridiflorol (3,83). Ces résultats concordent aux ceux trouver

dans le tableau (111.8).
Tableau.l11.8. Composition chimique de I’HE de Rosmarinus officinalis

Composés pourcentage TR

Eucalyptol 13,96 8,130

2-pinen-7-one 14,07 11,785

isopulegol 1 4,42 12,745

bicyclo[3.1.0]hexan-2-one, 5-(1-methylethyl)- 11,10 14,155

Levomenthol 2,04 14,480

phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- 2,55 15,075

2-(4-methyl-3-cyclohexen-1-yl)-2-propanol 1,78 15,515

dihydrocarveol isomer 1,58 16,930

caryophyllene < g -> 3,66 23,180

cyclosativene 1,14 25,240

Gamma - muurolene 1,09 25,920

neryl butanoate 1,71 26,460

1h-indene, 2,3,3a,4-tetrahydro-3,3a,6-trimethyl-1-(1- 2,15 32,790
methylethyl)-

cyperene 1,55 34,850

Selina-3,7(11)-diene 1,16 35,785

ChemSpider 2,37 37,090

Viridiflorol 3,83 39,475
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Figure.l11.3. Les structure chimique et les composes majoritaire de [’HE de Rosmarinus
officinalis
Tableau.l11.9. Les compositions chimiques majoritaire de I’HE de Rosmarinus Officinalis

dans différant région

Composes majoritaires Nos Cuba (%) Brazil (%) | Italia (%)
A 0,

Resultats (%) [46] [47] [48]

Eucalyptol 13,96 11,00 11,5 53,7
2-pinen-7-one 14,07 _ _ _
isopulegol 1 04,42 _ t _
bicyclo[3.1.0]hexan-2-one, 5- 11,10 5,06 0,1 _

(1-methylethyl)-
caryophyllene < 3 -> 03,66 0,88 1,4 1,2

Viridiflorol 03,83 _ _ _
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Cette différence de composition est due probablement a diverses conditions
notamment ’environnement, 1’origine geographique, la periode de recolte, le lieu de

sechage, la temperature et la duree de sechage, les parasites et la methode d’extraction.

111.2.5. Les Propriétés

La plante Rosmarinus Officinalis est aromatiques donc contiennent des huiles
essentielles. Le contrdle de 1’utilité de ces huiles essentielles dans la pharmacopée et leur
conformité aux normes internationales est indispensable. 1l est donc trés intéressant de
faire ce contrdle et de Vérifier leurs propriétés.

A. propriéetés organoleptiques
Les résultats des différentes propriétés organoleptiques sont regroupés dans le tableau
(111.10).
Tableau.l11.10. Propriétés organoleptiques d’huiles essentielles extraites de la plante

Rosmarinus Officinalis

Plantes Aspect Couleur Odeur
Rosmarinus liquide limpide, incolore a jaune Agréable, attirant et
Officinalis fluide et mobile persistant

B. Propriétés physico-chimiques

Les résultats des différentes propriétés physico-chimiques sont regroupés dans le tableau
(11.112).

Tableau.l11.11. Résultats des caractéristiques physico-chimiques de ’extrait phynolique

et I’huiles essentielles extraites a partir de deux plantes.

Caractéristiques Physico-chimiques Rosmarisus officinalis

pH 6
Indice de réfraction 1,4690
Indice de ’acide 31,16
Indice de saponification 80,49
Indice d’ester 49,33
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o Le pH obtenu indique que notre huile extraite presque neutre.
o L’indice de réfraction est une grandeur qui nous permet d’identifier ’'HE,
aussi de controler sa pureté, en effet un indice de réfraction variant essentiellement
avec la teneur en monoterpénes et en dérivés oxygenés.
o Une forte teneur en monoterpenes donnera un indice éleve.
o Pour les constantes chimiques, l'indice d'acide donne une idée sur le taux
d'acides libres, ce parameétre peut nous aider a savoir la qualité de notre produit.
I de I'HE extraite 4 'Rosmarisus officinalis est de 31,16 un produit a un indice d’acidité
tres fort est un produit de faible qualité, c.a.d. qu’il présente une forte concentration en
acide gras.

Quant a I’indice d’ester de notre HE il est de 49,33 trés élevé.

111.3.Résultats microbienne
1. L'évaluation qualitative

L'évaluation qualitative de l'activité antimicrobienne de notre huile essentielle de
Rosmarisus officinalis a été faite sur deux bacteries et levure provenant de la collection du
laboratoire Microbiologique de 1’université de djilali bounaama khemis miliana a été faite
par la méthode des aromatogrammes. Le pouvoir antimicrobien est obtenu par la mesure
des diamétres des zones d'inhibition (mm).

L'échelle d'estimation de l'activité antimicrobienne est donnée par Mutai et al (2009).
IIs ont classé les diameétres des zones d'inhibition (D) de la croissance microbienne en 5
classes [45] :

» Trés fortement inhibitrice: D >30 mm.
Fortement inhibitrice: 21 mm < D <29 mm.
Modérément inhibitrice: 16 mm <D <20 mm.

Légerement inhibitrice: 11mm <D <16 mm.

YV V V V

Non inhibitrice: D < 10 mm.
Le diamétre de la zone d’inhibition observée autour des disques imprégne I’extrait
éthanoique et d'HE pure, et leurs dilutions apres 24 heures d’incubation a 37°C ainsi que

leurs pourcentages d’inhibitions sont résumés dans les tableaux .111.12, 111.13, 111.15, 111.16.
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111.3.1. Inula viscosa

A. L'évaluation qualitative

Les résultats de Diamétre et le pourcentage d'inhibition sont regroupeés dans le tableau

(111.12).

Tableau.l11.12. Diametre et le pourcentage d'inhibition des souches bactériennes de

I’extrais pure des feuilles d’lnula viscosa.

Nom de la souche Gram Diameétre d’inhibition | Pourcentage d’inhibition %
mm
Escherichia Coli _ 0 0
Staphylococcus Aureus + 27 30
Candida Albicans / 20 22,22

Selon 1’échelle citée par Mutai et al (2009), les résultats montrent que 1’Extrait
d’Inula viscosa pure possedent une activité antimicrobienne importante sur Staphylococcus
Aureus et Candida Albicans et résistance sur Escherichia Coli, et fortement inhibitrice sur
Staphylococcus Aureus (27 mm) et Modérément inhibitrice sur Candida Albicans (20 mm).
Le pourcentage d’inhibition de Staphylococcus Aureus ; Candida Albicans ; Escherichia
Coli respectivement de 30 ; 22,22 ; 0, Les diamétres d’inhibition varient de 0 mm a 30 mm.
Le diametre d’inhibition le plus élevé est obtenu avec Staphylococcus Aureus (27 mm).

Les résultats obtenus montrent alors que I’Extrais d lnula viscosa possede un spectre
d'activité antibactérienne élevé sur les bactéries gram(+) que sur les grams (-). Les
bactéries a gram positif sont sensibles par contre les bactéries a gram négatif sont
résistance. L’Extrait d’lnula viscosa posséde également une activité Modérément
inhibitrice sur la levure utilisée Candida Albicans dont la zone d’inhibition est de 20 mm
de diameétres. Elle réduit également la croissance mycélienne de la Candida Albicans de
22,22 %.
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Les résultats obtenus sont aussi présentés sur la figure suivante :

Photo représentant I’effet de 1’Extrait Photo représentant I’effet de 1’Extrait
d’Inula viscosa pur sur Escherichia Coli. d’Inula viscosa pur sur Staphylococcus
Aureus

Photo représentant ’effet de I’Extrait d 'Inula viscosa pur sur
Candida Albicans

Figure.lll.4. Photo représentant I’effet antibactérienne I’Extrait d Inula viscosa pur sur
différente souche et levure.

B. Evaluation quantitative

Les résultats des dilutions sur I’activité antibactérienne de I’Extrais d lnula viscosa
sont représentes dans le tableau (111.13) qui porte les diametres d’inhibitions en mm et les

pourcentages d’inhibitions pour chaque souche de bactérie et levure.
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Tableau.l11.13. Diamétres des zones et des pourcentages d’inhibition par la déférente

concentration de 1’Extrais d’lnula viscosa.

C 1/2 1/4 1/8

DetPR | D(mm) PR% D(mm) PR% D(mm) PR%
Les souches

Escherichia Coli 0 0 0 0 0 0
Staphylococcus 23 25,55 22 24,44 19 21,11
Aureus
Candida Albicans 14 15,55 13 14,44 12 13,33

Le tableau (111.13) montre clairement que la diminution du diamétre des zones d’inhibition

correspondant a une diminution de la concentration de 1’extrait appliqué.

La comparaison des diametres d’inhibition montre que de 1’Extrais d’lnula viscosa
Présente une activité antimicrobienne importante sur Staphylococcus Aureus, et Candida

Albicans.

Les résultats obtenus sont présentés sur la figure suivante :

Photo représentant 1’effet des dilutions de Photo représentant 1’effet des dilutions de
I’Extrait d’Inula viscosa sur Escherichia Coli. I’Extrait d ’Inula viscosa sur Staphylococcus
Aureus.
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Photo représentant 1’effet des dilutions de I’Extrait d lnula viscosa
sur Candida Albicans.

Figure.l11.5. Photo représentant 1’effet antibactérienne des dilutions de I’Extrait d lnula
viscosa sur différentes souches et levures.

Les résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) obtenus sont représentés par
le tableau (111.14).

Tableau.l11.14. Concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’Extrait d’lnula viscosa

Les souches CMI (viv)
Escherichia Coli /
Staphylococcus Aureus 0,125
Candida Albicans 0,125

Les concentrations minimales inhibitrices obtenus de 1’Extrais d 'lnula viscosa est
0,125 (ul/pl). Extrait d ’lnula viscosa exerce une importante activité inhibitrice vis-a-vis
des bactéries et de levure testées.

Staphylococcus Aureus et Candida Albicans sont montrés les sensibles, ils sont inhibés a

partir de la concentration minimale de 0,125 %.




Chapitre 111: Résultats et discussions

111.3.2. Rosmarinus Officinalis

A. Evaluation qualitative
Les résultats de Diamétre et le pourcentage d'inhibition sont regroupeés dans le tableau
(111.15).

Tableau.l11.15. Diamétre et le pourcentage d'inhibition des souches bactériennes de I’'HE

pure des feuilles d’Rosmarinus Officinalis

Nom de la souche Gram Diamétre d’inhibition | Pourcentage d’inhibition %
mm
Escherichia Coli _ 12 13,33
Staphylococcus Aureus + 33 36,66
Candida Albicans / 20 22,22

Selon 1’échelle citée par Mutai et al (2009), les résultats montrent que I’HE de
Rosmarinuse Officinalis pure possédent une activité antimicrobienne importante sur toutes
les souches bactériennes testées, trés fortement inhibitrice sur Staphylococcus Aureus (33
mm) et Modérément inhibitrice sur Candida Albicans (20 mm) ; et Iégerement inhibitrice
sur Escherichia Coli (12 mm).

Le pourcentage d’inhibition de Staphylococcus Aureus ; Candida Albicans ;
Escherichia Coli respectivement de 36,66 ; 22,22 ; 13,33, Les diamétres d’inhibition
varient del2 mm a 33 mm. Le diamétre d’inhibition le plus élevé est obtenu avec
Staphylococcus Aureus (33 mm) et le plus faible avec Escherichia Coli (12 mm).

Les résultats obtenus montrent alors que I'HE de Rosmarinuse Officinalis posséde un
spectre d'activité antibactérienne élevé sur les bactéries gram+ que sur les gram-. Les
bactéries a gram positif sont plus sensibles que les bactéries a gram négatif. L’HE de
Rosmarinus Officinalis possede également une activité Modérément inhibitrice sur la
levure utilisée Candida Albicans dont la zone d’inhibition est de 20 mm de diametre. Elle
réduit également la croissance mycélienne de la Candida Albicans de 22,22 %.

Les résultats obtenus sont aussi présentés sur la figure suivante :
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Photo représentant 1’effet de I’HE de Photo représentant 1’effet de I’HE de
Rosmarinus Officinalis pur sur Escherichia | Rosmarinus Officinalis pur sur
Coli. Staphylococcus Aureus

Photo représentant I’effet de I’HE de Rosmarinus
Officinalis pur sur Candida Albicans

Figure.ll1.6. Photo représentant I’effet antibactérienne d’HE de Rosmarinus Officinalis
pur sur différente souche et levure.

B. Evaluation quantitative

Les résultats des dilutions sur I’activité antibactérienne de I’HE de Rosmarinus
Officinalis sont représentés dans le tableau (I11.16), qui donne les diamétres d’inhibitions

en mm et les pourcentages d’inhibitions pour chaque souche de bactérie et levure.
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Tableau.l11.16. Diamétres des zones et des pourcentages d’inhibition par la différente

concentration de I’HE d’Rosmarinus Officinalis.

C 1/2 1/4 1/8
DetPR D(mm) PR% D(mm) PR% D(mm) PR%
Les souches
Escherichia Coli 13 44 .44 12 13,33 11 12,22
Staphylococcus 24 26,66 22 24,44 21 23,33
Aureus
Candida Albicans 24 26,66 26 28,88 20 22,22

Le tableau (111.16) montre clairement que la diminution du diamétre des zones

d’inhibition correspondant & une diminution de la concentration de 1’extrait appliqué sauf

Candida Albicans malgré 1’utilisation de méme solvant (DMSO).

La comparaison des diametres d’inhibition montre que I’HE de Rosmarinus

Officinalis Présente une activité antimicrobienne importante sur Escherichia Coli,

Staphylococcus Aureus, et Candida Albicans.

Les résultats obtenus sont présentés sur la figure suivante :

Photo représentant 1’effet des dilutions de I’HE

de Rosmarinus Officinalis sur Escherichia
Coli.

Photo représentant 1’effet des dilutions de ’'HE
de Rosmarinus Officinalis sur Staphylococcus
Aureus.
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Photo représentant I’effet des dilutions de I’HE de Rosmarinus
Officinalis sur Candida Albicans.

Figure.l11.10. Photo représentant 1’effet antibactérienne des dilutions de I’HE de
Rosmarinus Officinalis sur différentes souches et levures.

Les résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) obtenus sont
représentés par le tableau (111.17).

Tableau.l11.17. Concentration minimale inhibitrice (CMI) de I'HE de Rosmarinus

Officinalis

Les souches CMI (viv)
Escherichia Coli 0,125
Staphylococcus Aureus 0,125
Candida Albicans 0,125

Les concentrations minimales inhibitrices obtenus de I’HE de Rosmarinus Officinalis
est 0,125 (ul/ul). L’HE de Rosmarinus Officinalis exerce une importante activité inhibitrice
vis-a-vis des bactéries et de levure testées.

Escherichia Coli, Staphylococcus Aureus et Candida Albicans sont montrés les plus

sensibles, ils sont inhibés & partir de la concentration minimale de 0,125 %.
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Conclusion générale

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés a |’extraction et a la
récupération des polyphénoles d’inula viscosa par 1’extraction en solvant et I’huiles
essentielles de Rosmarinuse offisinalise par hydro distillation, La durée d’extraction en
solvant optimale 5h, et pour I’hydro distillation 3h.

Le rendement obtenu par I’extraction en solvant des polyphones d’inula viscosa est
11%.La comparaison de rendement d’HE d’ Rosmarinuse offisinalise en fonction des mois
de récolte noté que le meilleur rendement est obtenu durant la période de floraison (Avril)
pour les feuilles séches (1,8% pour mois de Avril , 1% pour mois de mars) .dans le cas des
feuilles fraiches (0,6% pour mois de Avril et 0,5% pour mois de mars).

L’analyse par GC/MS de la composition de I’HE montre qu’elle renferme de Six
composes dont les principaux sont : eucalyptol (13,96) , 2-pinen-7-one (14,07) , isopulegol
(4,42) , bicyclo[3.1.0]hexan-2-one,5-(1-methylethyl)- (11,10) , Caryophylléne (3,66 %) et
viridiflorol (3,83)

L’activité antibactérienne de 1’extrait éthanoique d’inula viscosa & été déterminée
selon la méthode d’aromatogramme, cette technique montre que notre extrait posséde une
activité sur Staphylococcus Aureus (27mm), la levure Candida albicans (20mm).
Contrairement la souche Escherichia coli est resistant vis -vis ’extrait éthanoique. On
constate que D’extrait éthanoique d'inula viscosa présente une activité Antimicrobienne
importante. Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) obtenues est de (0.125) pour
la levure et la bactérie testée.

Les tests microbiologiques des huiles essentielles des feuilles de Rosmarinuse
offisinalise par la méthode d’aromatogramme ont donné des résultats acceptables en ce
qui concerne I’effet inhibiteur de ces derniers vis-a-vis des souches bactériennes utilisées
avec un diamétre d’inhibition qui différe d’un germe a un autre : Staphylococcus Aureus
(33mm), Candida. Albicans (20 mm) et Escherichia coli (12mm).
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Les souches bactériennes utilisées

Escherichia coli

Escherichia coli, également appelée colibacille et abrégée en Escherichia.coli, est une
bactérie intestinale des mammiféeres, tres commune chez I'étre humain. En effet, elle
compose environ 80% de notre flore intestinale. Découverte en 1885 par Theodor
Escherich, dans ces selles de nourrissons, c'est un coliforme fécal généralement
commensal. Cependant, certain souches d'Escherichia.coli peuvent étre pathogenes

entrainant alors des gastro-entérites, infection urinaires, méningites, ou septicemies.

Ce genre comprend 5 espéces, mais Escherichia.coli est la plus importante. Cette

espece est subdivise en sérotypes sur la base des antigénes présents.

Escherichia.coli (Gram-), c'est une des bacilles de dimension moyenne 0.5, elle se
développe aisément sur milieu ordinaires [49].

Classification

Reégne Bacteria

Embranchement Proteobacteria

Classe Gamma proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (Gram+) est I’espéce la plus pathogene du genre staphylococcus.

Le réservoir naturel des staphylocoques est I'nomme et les animaux a sang chaud.
Cependant, éliminées dans le milieu extérieur, ces bactéries trés résistantes sont

fréguemment retrouveées dans I'environnement.

Elle est responsable d'intoxication alimentaires, d'infection localisées suppurées, et
dans certains cas extrémes, de septicémies chez des sujet débilités (greffe, protheses
cardiaque) [49].
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Candida Albicans

Candida est un genre de levures (dont les plus importantes especes est candida
albicans) qui est répandu dans tout le monde habité et forme normalement un commensal
parfaitement toléré par I'nomme sain dans la bouche, sur la peau, dans le systeme digestif
et dans la flore vaginale. Elle devient pathologique et provoque parfois des mycoses
(candidiase ou candidose) chez les humains et dautres animaux quand l'organisme est
affaibli.

Candida albicans (parfois aussi appelé monlia) est un champignon (ou levure)
normalement présent sur la peau et dans la bouche, l'intestin, et le vagin. Dans certaines
conditions, il se multiplier et envahir la surface de la peau ou les muqueuses. De telles
infection sont habituellement mineure, mais des formes plus sérieuses et plus profondes
peuvent survenir chez les patients dont la résistance a été affaiblie par les médicaments

immunosuppresseurs et des maladies graves comme le sida [50].

Classification [50]

Reégne Fungi

Division Ascomycota

Classe Saccharomycetes
Ordre Saccharomycetales
Famille Saccharomycetaceae
Genre Candida

L Mv

M L'eau

Taux d’humidité d’Inula Viscosa
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L4 Mv b L'eau

Taux d’humidité de Rosmarinus Officinalis
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La Cinétique d’extraction par HD des HE des feuilles seches Rosmarinus Officinalis dans
la région d’El mayen en Mars et Avril 2016.

Spectre CG /SM de I’huile essentielles de la plante Rosmarinuse Officinalise
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Neryl butanoate 1h-indene, 2,3,3a,4-tetrahydro-3,3a,6-
trimethyl-1- (1-methylethyl)-
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Cyperene Selina-3,7(11)-diene
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Qulque structure chimique des composes chimique présentant dans I’HE de Rosmarinus
officinalis
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