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Introduction

Les plantes médicinales sont utilisées dans 1’alimentation et comme remede envers
plusieurs maladies. Chacune d’elles doit avoir un ou plusieurs principes actifs. Ces derniers
sont essentiellement des alcaloides et des hetérosides. Ces substances resultent du
métabolisme. Mais on ignore s’il s’agit des déchets ou de substances de réserve. On les trouve
en quantité maximale au moment de la floraison ou juste au début de celle-ci (Verdrager,
1978).

A T’heure actuelle, les plantes constituent le premier réservoir de nouveaux médicaments
(Bahorum, 1997). En effet plus de 25% des médicaments prescrits dans les pays développés
dérivent des plantes (Newman et al., 2000). Cependant, les plantes sont encore sous-
exploitées surtout dans le domaine de la microbiologie médicale. Récemment, dans les pays
développés les plantes médicinales sont plus en plus exploitées afin de pallier aux effets
secondaires des médicaments de références. Parmi ces derniers, on peut citer les antibiotiques
(Small et Catling, 2000).

Pibiri(2006) affirme que certaines espéces microbiennes pathogénes sont de moins en moins
sensibles aux antibiotiques et développent des résistances multiples. Ceci fait recours aux
plantes pour rechercher de nouvelles sources permanentes efficaces et moins agressives. La
nécessité de trouver des huiles essentielles grace a leur forte action antimicrobienne
développée depuis plus d’une vingtaine d’année constitue un sérieux substitue au traitement
par les antibiotiques dans les pathologies infectieuses.

Parmi les plantes médicinales, on a le romarin ou le Rosmarinus officinalis, plante si
abondante et si commune dans la région méditerranéenne. Elle est considérée comme une
espece tres importante de la flore algérienne pour son utilisation et son efficacité en médecine
traditionnelle. Ces derniéres sont assurées probablement grace a la présence de plusieurs
principes actifs responsables de son activité. On peut parler aussi du Ruta graveolens (Fidjel)
est connue pour sa richesse en produits du métabolisme secondaire et particulierement en
furanocoumarines et en flavonoides. C’est une plante caractérisée par des propriétés
pharmacologiques (Baba Aissa, 1999).

Par ailleurs, I’évaluation des propriétés phytotherapeutiques comme antimicrobienne,
demeure une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les plantes d’une utilisation
importante tels que de Romarin et de Ruta graveolens. Plusieurs travaux ayant comme

objectif la recherche de nouvelles substances naturelles d’origine végétale possédant des
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Introduction

propriétés antimicrobiennes ont été réalisés a partir de Ruta graveolens. A cet effet on peut
citer celui de Alzoreky et Nakahara (2003). Par ailleurs, on peut mentionner ceux de Dafefera
et al.,(2003), Sacchetti et al., (2005), et Lopez et al., (2005) ayant touché a I’étude de la
caractérisation, et a I’activité biologique des extraits vegétaux du romarin.

En Algérie, des ¢tudes ont été faites sur 1’effet antimicrobien des extraits végétaux de Ruta
graveolens, et de Rosmarinus officinales, on peut citer le travail de Majour (2013) pour le
romarin et I’etude de Attou (2010) pour Ruta graveolens.

Dans le but de compléter les informations sur 1’effet de Rosmarinus officinalis et Ruta
graveolens sur les microorganismes, on a jugé néecessaire et utile de tester leurs huiles
essentielles sur quelques microorganismes pathogenes.

Le présent travail est réparti en quartes chapitres.Le premier chapitre est consacré a la
synthese bibliographique notamment sur les huiles de Rosmarinus officinalis et de Ruta
graveolens.Dans le deuxieme chapitre, on a détaillé les matériels et méthodes utilisés pour
réaliser cette étude.Le troisieme chapitre présente en détail les résultats obtenus. La discussion
des résultats est donnée au niveau du quatriéme chapitre. Enfin, une conclusion dans laquelle

on a regroupé ’essentiel des résultats clturera cette étude.
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Chapitre | Synthése bibliographique

I. 1. Historique

L’utilisation des traces d’huiles essentielles destinées a rééquilibrer physiquement et
psychiquement 1’individu remonte a plus de 3000 ans. Toutefois, vers les débuts du 15°™
siécle, ’utilisation des huiles essentielles a subit une chute remarquable suite a la découverte
de la pénicilline (Pierre de Larochepiquet, 1999).

Dans les années 50, 1’esthéticienne, biochimiste francaise Marguerite Maury a
introduit le concept des huiles essentielles en massage en créant les premiers
services d’aromathérapie en Europe. Ainsi, apparait une nouvelle exigence
relative aux choix des végétaux, aux modalités de cueillette et aux techniques
d’extraction et de conservation (Lesley Bremness, 1996).Finalement, la médecine
aromatique est introduite par les auteurs Penel et Franschomme (Pierre de
Larochepiquet, 1999). Il n’y a pas aussi longtemps, ces mémes ont étudié¢ au
laboratoire, les caractéristiques des huiles essentielles issues d’un nombre
important de végetaux. Ainsi, ils ont dressé un tableau assez précis qui sert
actuellement de référence trés importante pour les chercheurs. Selon Pierre de
Larochepiquet (1999), de nos jours, I’aromathérapie s’impose comme [’une des
thérapies complémentaires la plus performante non seulement en matiére de santé
mais également en mati¢re de beauté et d’esthétique par les soins naturels qu’elle

peut apporter a la peau et au corps.
I .2 .Les huiles essentielles

I .2 .1. Définition

Les huiles essentielles (H. E.) sont des complexes naturels de molécules volatiles et
odorantes, synthétisées par les cellules secrétrices des plantes aromatiques. Celles-ci les
conservent dans des poches au niveau de certains organes (Duqguenois, 1968). La composition
des huiles essentielles est trés complexe, elles peuvent renfermer jusqu’a plusieurs centaines
de molécules chimiques différentes. Les plus fréqguemment rencontrés sont les alcools
(phénols et ses quiterphénols), les cétones, les aldéhydes terpéniques, les esters, les éthers, les

terpénes et les oxydes (Meynadier et Raison, 1997).
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Chapitre | Synthése bibliographique

I. 2. 2. Localisation dans la plante

Selon Deysson (1979) et Mann (1987), les huiles essentielles sont produites dans le
protoplasme cellulaire des plantes aromatiques et représentent les produits du métabolisme
cellulaire dit "secondaire”. La synthese et I'accumulation de ces métabolites dans un organe
sont associées a la présence de structures histologiques spécialisées qui selon I'espece
botanique peuvent étre des cellules sécrétrices, des poches sécrétrices, des poils sécréteurs ou

des canaux sécréteurs.

I. 2. 3. Composition chimique des huiles essentielles

I. 2. 3.1 .0rigine biogénique des huiles essentielles

Comme toutes les plantes sont classées en familles, les produis naturels sont aussi classés en
deux familles. Les majeures parties des composés des huiles essentielles sont le groupe des
terpénoides d’une part, et le groupe des composés aromatiques dérivés du phényle propane

d’autre part. (Benzieet al., 1996).

I. 2. 3. 1. 1. Groupe des terpénoides (Pinchuk et al., 2012)

C’est le groupe le plus important. Il comprend des monoterpénes avec 10 atomes de carbone,
des sesquiterpenes soit 20 atomes de carbone, et des diterpenes (30 atomes de carbone).

Les terpenes sont des molécules organiques constituées par un multiple de 5 atomes de

carbone de formule générale [CsHs] n.

e Les monoterpénes
Ce sont des hydrocarbures aliphatique, saturés ou insaturés. Ils peuvent étre acycliques
comme le myrcénes, ou cycliques comme le pinéne, camphéne, et méme aromatiques comme

le p-cyméne. Aussi, ils peuvent contenir des atomes d’oxygenes.

e Les sesquiterpénes
Les variations structurales dans cette série sont de méme nature que dans le cas précédent
carbures, alcools, cétones étant les plus fréquents. On trouvera ci-dessous quelques exemples
de sesquiterpénes caractéristiques des huiles essentielles (Figure 1).
Cette classe comporte des composés odorants bien connus comme la vanilline, 1’eugénol,

I’anéthole, 1’estragole et bien d’autres constituants.
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Chapitre | Synthése bibliographique

1. Terpenes

-Monoterpenes
Carbure monocyclic Carbure bicyclic
Cymene (“y ) or p.cymeneg Sabinene Alpha-pinene Betapinene
H;E;%/ ‘
Alcohol acyclic Phenol
Citronellol Geraniol Carvacrol Thymaol

/J\/\/I\/\ = ©OH o
= OoH
OH

-Sesquerpitencs

Carbure Alcohol
Famesol Caryophyllene

OH
2. Aromatic compounds

Aldehyde Aleohol Phenol Phenol

Cinnamaldehyde Cinnamy] alcohol Chavicol Eugenol

o ~CH,
= =
= = OCH,
OH
Methoxy derivative Methoxy derivative Methylene dioxy compound
Anethole Estragole Safrole

K)o L)oo <M

3. Terpenoides (1soprenoides)

Ascaridole Menthol

ol

/N

Fig.1:Structure chimique de quelques composés des huiles essentielles (Bakkali et al.,
2008).




Chapitre | Synthése bibliographique

I. 2. 4. Propriétés des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont constituées de molécules aromatiques de trés faible masse
moléculaire (Degryse et al., 2008). Elles sont trés inflammables et trés odorantes. Elles sont
sous la forme liquide & température ambiante. Exposées a I’air, les huiles essentielles se
volatilisent. Elles ne sont que trés rarement colorées. Leur densité est en général inférieure a
celle de I’eau sauf pour les huiles essentielles des plantes suivantes le sassafras, le girofle et la
cannelle. Elles ont un indice de réfraction élevé (Bruneton,2009).Les huiles essentielles ne
sont pas solubles dans I’eau, entrainables a la vapeur d’eau. Elles se retrouvent dans le
protoplasme sous forme d’émulsion plus ou moins stable qui tende a se collecter en
gouttelettes de grosse taille (Rhayour, 2002).Par contre, elles sont solubles dans les solvants

organiques usuels (Bruneton, 1999).

I .2.5. Réle des huiles essentielles chez les plantes

D’apres Fouché et al., (2008),les huiles essentielles permettent aux plantes de s’adapter a
leurs environnements et assurent leurs ultimes défenses. Elles jouent plusieurs roles
écologiques. On peut citer I’interaction plante-plante qui se traduit par I’inhibition de la
germination et de la croissance. Ainsi, il est a noter I’interaction plante animale, qui s’exprime

par leurs protections contre les prédateurs.

1.2.6. Effets biologiques

Les terpénoides ont des effets contre les bactéries, les mycetes, les virus et les protozoaires.
En 1977, il a été signalé que 60% des dérivés des huiles essentielles examinés jusqu’au 1999
sont inhibiteurs de mycétes tandis que 30% de ces produits inhibent les bactéries. Le
triterpénoide, ’acide botulinique de plusieurs terpenoides ont montré une action inhibitrice
envers le HIV. Le mécanisme de 1’action des terpénes n’est pas entierement compris. Mais on

pense qu’il s’agit de la rupture de la membrane par les composés lipophiles (Cowan, 1999).

I.2.7. Principaux domaines d’application

Les huiles essentielles sont employées pour leur saveur et odeur en industrie des produits
naturels et en industrie des parfums (Anonyme, 2001). Ainsi, elles connaissent un vaste usage
d’application dans divers domaines. Dans le domaine agroalimentaire, on trouve les aromes a

base d’huile tels que la vanille, et le citron. Notamment en confiserie, on signale 1’utilisation
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de bergamote dans la fabrication des bonbons (Julie, 1998).Par ailleurs, le pouvoir
antioxydant des huiles essentielles permet la conservation des aliments.

En pharmacie, les huiles essentielles trouvent leurs emplois dans la formule d’un trés grand
nombre de spécialités; sirop, gouttes, gélules. A titre d’exemple, il a été formulé une
pommade antirhumatismale a base d’essence de Romarin (Nabiev ,2006), Leurs proprietés
aromatisant sont également employées pour masquer 1’odeur désagréable des médicaments.
Les huiles essentielles sont également utilisées en parfumerie et cosmétique comme les
shampooings, les dentifrices, les cremes solaires, les parfums, et les crémes de soins (Julie,
1998).

Selon Julie (1998), les essences peuvent étre administrées par plusieurs voies et sous
différentes formes en usage interne ou externe. On peut citer la voie orale sous forme de
tisane; décoction, infusion, macération, sous forme d’huile essentielle pure déposée sur les
aliments. La voie rectale sous forme de suppositoires a base d’huile essentielle est a signaler.
Ainsi, la voie cutanée est a mentionner a travers des huiles de corps, des baumes, et des huiles

de bain ou I’essence est appliquée sur la peau et diffuse dans tout I’organisme.

| .2. 8. Procédés d’extraction des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont obtenues par diverses manieres. Le choix de la technique dépend

de la localisation histologique de I’huile dans le végétal et de son utilisation.

| .2. 8. 1.Hydro-distillation

C’est la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée. Le matériel végétal
est immergé directement dans un alambic rempli d'eau placé sur une source de chaleur. Le
tout est ensuite porté a ebullition. Les vapeurs hétérogenes sont condensées dans un
réfrigérant et I'nuile essentielle se sépare de I'hydrolat par simple différence de densité (Figure
2). L'huile essentielle étant plus Iégere que I'eau; sauf quelques rares exceptions, elle surnage
au-dessus de I'hydrolat (Lucchesim, 2005).



Chapitre | Synthése bibliographique

Systéeme d'eau

pour refividissement / /

Condenseur

3 \ L 3 essentielle

MMatiére végeétale
+ Eau

Chauffe ballon

Fig.2: Appareillage utilisé pour 1'hydrodistillation de I’huile (Hernandez Ochoa, 2005).

I. 2. 8. 2. Distillation
La plupart des huiles essentielles sont obtenues par distillation et entrainement a la vapeur

d’eau, a I’exception des huiles essentielles d’hespéridés (citron, orange) et I’huile de cade. On
admet que la vapeur pénétre dans les tissus de la plante et vaporise toutes les substances
volatiles (Figure 3). Ceci se traduit par isolement des essences de la plante démontrant donc

uniqguement une quantité suffisante de vapeur (Franchomme et al.,, 1990).

Vapeur d'eau chargee Eau chaude
d’huile essentielle

Huile essentielle

Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau
Eau florale

Eau florale +
huile essentielle

Chaleur —— /) / / )
o /r Essencier

AVAVAVAVAVAY

Fig.3: Schéma de principe d’extraction par distillation.
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1.2.8. 3. Extraction par CO2 super critique

La technique se base sur la solubilité des constituants dans le CO> et de son état physique.
Grace a cette propriété, il permet I’extraction dans le domaine supercritique et la séparation
dans le domaine gazeux. Ainsi, le CO> est liquéfié par refroidissement et comprimé a la
pression d’extraction choisie. Ensuite, il est injecté dans I’extracteur contenant le matériel
végétal. Apres le liquide se détend pour se convertir a I’état gazeux pour étre conduit vers un

séparateur ou il sera séparé en extrait et en solvant(Keville etGreen,1995).

I. 2. 8. 4. Extraction par les solvants

L'extraction par les solvants consiste a la mise en contact de la matiere végétale avec un
solvant qui dissout et extrait les constituants solubles contenus dans la plante. Aussi le choix
des solvants obéit a des parameétres techniques et économiques. Une sélectivité, une stabiliteé,
une inertie chimique, et une température d'ébullition pas trop élevée permettent son
élimination totale pour éviter les pertes (Bekhechi et al., 2008). Les solvants les plus utilisés
sont des carbures aliphatiques; éther de pétrole, et hexane, et les halogenes qui sont les dérivés
chlorés et fluorés. Tandis que les carbures aromatiques par exemple le benzéne qui est un bon
solvant mais sa toxicité limite de plus en plus son utilisation (Paris, 1981).

Ce mode d'obtention présente I'avantage de contourner les dégradations probables induites par
la présence d'eau et par les pH acides. En revanche, il manifeste un majeur inconvénient qui
est le manque sélectivité des solvants. Mais le probleme de toxicité reste le majeur
inconvénient (Bekhechi et al., 2008).

I. 2. 8. 5. Extraction par micro-ondes
C’est une technique récente développée dans le but d’extraire des produits naturels

comparables aux huiles essentielles et aux extraits aromatiques. Dans cette méthode, la plante
est chauffée par un rayonnement micro-ondes dans une enceinte dont la pression est réduite
de facon séquentielle. Les molécules volatiles sont entrainées dans le mélange azéotropique
formé avec la vapeur d’eau propre a la plante traitée (Menge et al., 1993). Ce chauffage, en
vaporisant I’eau contenue dans les glandes oléiféres, crée a I’intérieur de ces dernieres une

pression qui brise les parois végétales et se libére ainsi en huile (Figure 4).
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Fig.4: Montage d’une distillation par micro-ondes.

l. 3. Rosmarinus officinalis

I. 3.1. Généralités

Le romarin du latin Rosmarinus officinalis (rose de mer) est une plante condimentaire et
médicinale. Elle est originaire des régions méditerranéennes. Ainsi, on la considére parmi les
plantes les plus répandues en Algérie. Elle préfere les lieux secs et arides, exposés au soleil.
Cette plante est un sous-arbrisseau aromatique, appréciée pour ses propriétés aromatiques,
antioxydantes, et antimicrobiennes. Le romarin est largement utilisé dans les produits
pharmaceutiques et en médicine traditionnelle (Boudjada, 1996).

Le mot Romarin (Rosmarinus) dérive du latin; « Ros »: rosée, et « Marinus »: marin ou de
marin(Athamena, 2009).
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1.3. 2. Classification botanique de Rosmarinus officinalis L.
Selon Cronquist (1988), Rosmarinus officinalis est classée comme suit:

Regne : Plantae
Sous-régne :Tracheobionta

Embranchement : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Rosmarinus

Espéce : Rosmarinus officinalis L.

I. 3.3. Description botanique

D’aprés Coste (1937), le Romarin est une plante commune a 1’état sauvage, est I’'une des
plantes les plus populaires en Algérie. C’est un arbrisseau toujours vert, de 50 cm a 2 m, tres
aromatique et trés rameux. La tige ligneuse est couverte d’une écorce grisatre et se divises-en
de nombreux rameaux opposés. Les feuilles sont sessiles, linéaires, opposées, persistantes et
coriaces, enroulées sur les bords. Les feuilles de Rosmarinus officinalis sont de couleur verte
sombre luisante a la face supérieure et blanchatre en dessous. (Rameau et Dumé, 2008).
Zermane (2010), note que la floraison commence des les mois de janvier- février et se

poursuit jusqu’en avril — mai.

Les fleurs sont réunies au sommet des rameaux, de couleurs bleues pales a blanchatre,
pratiquement sessiles, disposées en petites grappes axillaires et terminales. Elles sont bractées
tomenteuses lancéolées. Le fruit ovoide est entouré par un calice persistant, sec est constitué
de quatre akenes (tetrakene). Il attire les insectes entomophiles pour assurer la pollinisation
(Figure 5).
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Fig.5: Rosmarinus officinalis (Rhayour, 2002).

1.3.5.Répartition géographique

L’aire géographique du Romarin est spécifiquement méditerranéenne. Ainsi, il est répandu
dans les pays européens a savoir la France, I’Espagne, et le Portugal. De 1’autre coté¢ du
Gibraltar, on le retrouve au Maroc en Algérie, en Tunisie et en Libye. On le trouve sur les sols
calcaires (Halal, 2010).

I. 3.6. Composition chimique des extraits végétaux du Romarin

I. 3.6. 1 Huile essentielle
Elle représente 1 a 2% de la plante. Sa composition ainsi que sa concentration en ces
composés dépendent fortement des chémotypes (Bousbia ,2011).

La composition de I’huile essentielle du Romarin est mentionnée dans le tableau 1.
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Tableau 1: Composition de I’huile essentielle du Romarin

Myrcéne
Acycliques Linalol

Terpinéol-4
Monocycliques a-terpinéol
Cinéole
Limonene

Monoterpénes | Aromatiques P-cymene

a-pinéne
Camphene
Bicycliques Verbénone
Camphre
Bornéole

Acétate de bomyle
Sesquiterpenes Caryophyléne
Humulene

I. 3.6.2. Les composés phénoliques

I. 3.6.2.1. Les acides phénoliques
Les acides phénoliques présents dans le romarin et a des teneursimportantes sont 1’acide

rosmarinique, 1’acide caféique et I’acide vaneéllique (Zoubeidi, 2004).

I. 3.6.2.2. Flavonoides
Plus de dix flavonoides sont isolés et identifiés dans le romarin.La plupart d’entre eux sont

des dérivés de flavones dont I’apéginine, le genkwanine, le 6-méthoxy genkwanineetc
(Zaghad ,2009).
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I. 3.6.2.3. Diterpénes
Actuellement, plus de douze diterpénes sont isolés et identifiés dans le romarin, comme le

carnosol et le rosmanol.

I. 3.7. Propriétés biologiques et pharmacologiques

Rosmarinus officinalis a fait 1’objet de plusieurs études validant ses effets hépato protecteurs
(Sotelo-Félix et al., 2002), antibactériens (Gachkar et al.,, 2007), anti thrombotique
(Yamamotoet al., 2005), antiulcéreux (Dias et al., 2000), diurétique (Haloui et al., 2007),
antioxydant (Bakiral et al., 2008), anti nococeptique (Gonzalez-Trujano et al., 2007) et anti-
inflammatoire (Alvinier et al., 2007). Les extraits du Rosmarinus officinalis L. sont utilisés
également pour traiter quelques desordres psychologiques comme la dépression (Heinrich et

al.,2006). Il est également insecticide (Pavela, 2006), et anti parasitaire (Moonet al., 2000).

L’administration de I’huile essentielle du romarin par voie orale et inhalation stimule
’activité respiratoire et locomotrice du systéme nerveux central chez la souris, suggérant une

action directe d’un ou plusieurs de ses constituants.

I. 3.8.Usage du romarin
Selon Bousbia (2011), les extraits végétaux du Romarin ont plusieurs usages.

I. 3.8.1. Phytothérapie

On peut citer son usage par voie interne et par voie externe.

I. 3.8.1.1.Voie externe

Pour les traitements externes tels que les entorses, les foulures, les contusions, et les torticolis,
on emploie les sommités infusées dans de 1’alcool. L'extrait alcoolique lui—-méme agit sur les
ulcéres, les plaies, et les dermatoses parasitaires. L’huile essentielle du Romarin soulage les
troubles rhumatismaux et de la circulation sanguine. Ainsi, elle soigne les blessures, soulage
les maux de téte, ameéliore la mémoire et la concentration, fortifie les convalescents, combat

les effets du stress et de la fatigue, et traite I’inflammation des voies respiratoires.

l. 3.8.1.2.Voie interne

Le romarin est un stimulant, antispasmodique et cholagogue. On I’indique pour ses qualités

STER




Chapitre | Synthése bibliographique

stimulantes dans les dyspepsies atoniques, les fermentations intestinales, les asthénies, le
surmenage, et les états adynamiques des fievres typhoides,et de la grippe. En sa qualité
d'antispasmodique, il est bénéfique dans le catarrhe chronique des bronches, la coqueluche, et
les vomissements nerveux. C’est un bon cholagogue utilisé dans les cholécystites chroniques,
certaines ascites et cirrhoses, les icteres. Aussi, il est considéré comme un emmenagogue

(aménorrhée dysmeénorrhée), un diurétique (hydropisies), un anti-VIH, et anti-cancer.

I. 3.8.2. Parfumerie et cosmétique :

Selon Martini (2011), le romarin entre dans la composition de parfums surtout les parfums
masculins, les eaux de Cologne, ainsi que dans la formulation des pommades dermiques.
Grace a la capacité de stimulation des terminaisons nerveuses cutanées, le romarin est
employé comme tonique dans des bains moussants, et comme liniment pour muscles fatigués
a une dose de 1 a 2%.I11 a des propriétés dermo-purifiantes qui permettent son utilisation dans

la préparation de déodorants, et en lotion et shampooing.

I. 3.8.3. Industrie agro-alimentaire :

Les extraits végétaux du 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 polyphénoliques (rosmarinique, caféique) (Zoubeidi ,2004).

I. 4. Ruta graveolens :

I. 4.1. Généralités
Ruta graveolens L. est une plante vivace ornementale, d’origine méditerranéenne. Elle est

présente dans les lieux secs et rocailleux. Elle est utilisée depuis longtemps pour des usages
thérapeutiques et culinaires; en tant qu’épice (Pline, 1999). Mioulane, (2004) mentionne qu’il
s’agit d’un sous-arbrisseau trés ramifié. Les fleurs et le feuillage aromatiques sont le principal
attrait de cette plante.

Ruta graveolens; graveolens vient du latin «gravis» qui signifie fort et du verbe «olere» qui
veut dire sentir, donc odeur forte et désagréable (Doerper, 2008). Appelée aussi rue-officinale,
rue-puante, rue fétide, rue des jardins, et également péganion (Le moine, 2001).Ainsi, cette

espece est appelée vulgairement Fidjen (Abdulbasset et al, 2008).

ST
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l. 4.2. Classification

Selon Bonnier (1999) et Wiart (2006), Ruta graveolens est classé comme suit:
Regne : Plantae
Sous régne : Tracheobionta

Super division : Spermatophyta

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Rosidae

Ordre : Sapindales
Famille - Rutaceae

Genre . Ruta

Espéce :Ruta graveolens L.

I. 4.3. Description

Selon Bernardet (2007) et Zhila et al.,(2008), Ruta graveolens ou Rue fétide est une plante de
la famille des Rutacées, qui exhale une forte odeur et un goQt acre et amer, dus a son huile
volatile .C’est un sous- arbrisseau de 0,5 a 1 m de haut, trés ramifie et ligneux a la base.
Satige est dure, ferme, rameuse et verdatre. Elle porte des feuilles découpées en segments
oblongs, pétiolées, alternées et persistantes, de couleur vert glauque. Les fleurs sont
terminales petites, de couleur jaune. Elles sont distribuées en cymes avec la fleur terminale
pentameére et les autres fleurs tétraméres, qui apparaissent entre la période s’étalant entre mai

et aout .Les fruits sont des follicules a graines noires (Figure, 6).
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Fig.6:Ruta graveolens(Duke et al,2008).

l. 4.4. Répartition géographique

La rue fétide est une espéce méditerranéenne, relativement commune dans toute 1’Algérie
septentrionale, au nord-est de 1I’Afrique, au sud de 1I’Europe et au sud-ouest de 1’Asie (Baba
aissa, 1999). Selon Mioulane (2004), cette plante fréquente les lieux stériles des provinces
méridionales, les endroits secs et ensoleillés, les pentes rocheuses, et les prairies séches. Elle

est aussi cultivée dans les jardins.

I. 4.5. Composition chimique des extraits végétaux de Ruta graveolens

I. 4.5.1.Les Huiles essentielles

Elles sont constituées de 0,4 a 1,2% des composants chimiques de Ruta graveolens. Les
principaux constituants sont la nonan-2-one (méthylheptylcétone) ou la undécan-2-one. Les
autres constituants sont 1’acétate de 2-nonyl et 1’acétate de 2-undécyl accompagnés de décan-
2-one, de propionate de 2-undécyl, d’isobutyrate de 2-nonyl, du 2-méthylbutyrate de 2-nonyl,
de prégeiéréne, d’acide hexadécanique et de curcuphénol (Lievre et al., 2005).
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I. 4.5.2.Les furanocoumarines
On peut noter le bergapténe, le psoralene, la xanthotoxine accompagnes de dérivés prénylés

comme la chalepensine et le 5-géranyloxypsoraléne.

I. 4.5.3.Les dihydrofuranocoumarines

On note principalement la rutarine et son glucoside.

I. 4.5.4.Les coumarines
On a les dérivés hydroxycoumarine comme la coumarine, la gravelliférone, la rutacultine,
I’ombelliférone, la 8-méthoxygravelliférone, accompagnés également d’hydroxycoumarine

dimére comme la daphnorétine et son glucoside.

I. 4.5.5.Les pyranocoumarines
On a le xanthylétine.

I. 4.5.6.Les flavonoides
Parmi ces composés on ala rutine.

I. 4.5.7.Les alcaloides
A ce niveau, on parle defagarine, et d’arborine (Eberhard etal., 2005).

I. 4.6. Activité biologique

La Rue fétide est une ancienne plante médicinale connue pour ses propriétés
emmeénagogues, alexitére, carminative, sudorifique et anti-hystérique, anthelminthique et
insecticide(Guetterez-Pajares et al., 2003). Des études ont montré que le composant de Ruta
graveolens (flavonoides: rutine) a une action inhibitrice sur le PAF (Platelet Activating
Factor), agent ulcérogéne potentiel. Il peut influencer la réduction des dommages gastro-
intestinaux. Ainsi, les furanocoumarines sont utilisées contre les maladies de peau telles que
le psoriasis et le vitiligo et les désordres cutanés dus aux lymphocytes T (Pathak et
Fitzpatrick, 1992).

ST
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I. 4.7. Utilisation
Plante ornementale des jardins, la rue est considérée comme mellifere. Sa présence éloigne les

vipéres et repousse les insectes (Le Moine, 2001).

La rue est plante ornementale des jardins, et considérée comme mellifére et sa présence

éloigne les vipéres. Elle repousse les insectes (Le Moine, 2001), et utilisée en :
I. 4.7.1.Médecine naturelle

Elle est utilisée contre les coliques, les troubles rhumatismaux et les troubles menstruels. Elle
peut apporter un soulagement rapide en cas d’inflammation des yeux, de maux d’oreilles,

d’affectations cutanées et de thumatismes (Bernardet, 2007).
I.4.7. 2. La cuisine

On utilise dans des sauces et pour aromatiser le gibier ou le fromage blanc, mais en petite
quantité.C’est un condiment prisé des Anglo-Saxons. Elle entre dans la préparation d’un
beurre aux herbes et la fabrication du vinaigre de rue. Elle aromatise aussi certaines boissons
alcoolisées (Bilderbach, 2007).
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1. Matériel et méthodes

Ce présent travail a pour but d’étudier I’effet des I’huiles essenticlles de Rosmarinus

officinalis et de Ruta graveolens sur la croissants des microorganismes.

La présent étude s’est étalé sur deux mois, du mois d’Avril jusqu’a la fin du moi de mai. La
partie expérimentale est réalisée au niveau du laboratoire de Biotechnologie
Microbienne(BTM) du département de Biologie de la Faculté des Sciences.

I1.1. Matériel utilisé

11.1.1. Matériel biologique

11.1.1.1.Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des feuilles séches et broyées de Rosmarinus officinalis
récoltées dans la région de Blida (Maktaa Lazrek) et des sommitées fleuries de Ruta

graveolens (El hamdania) durant le moins d’Avril 2016.

11.1.1.2.Microorganismes testés

11.1.1.2.1.Staphylococcus aureus :

Les staphylocoques sont des cocci a gram positif qui tendent a grouper en amas irréguliers a
la fagon d’une grappe de raisin (Dworkinet al.,2006). Staphylococcus aureus est un germe
aerobie - anaérobie facultatif (Hennekineet al.,2003), d’ou son nom d’espéce a 1’aspect
pigmenté de ses colonies. Il tient une place trés importante dans les infections
communautaires et nosocomiales. Ainsi, il possede une coagulasse, ce qui le distingue de la
plupart des autres espéces de staphylocoques. La bactérie est trés répandue chez I’Homme et
dans de nombreuses espéces animales. Chez 1’Homme, environ un tiers des sujets sont des
porteurs sains qui ont la bactérie au niveau des muqueuses et des zones cutanées humides. Il
développe rapidement des résistances aux antibiotiques et les souches hospitalieres ne sont

souvent sensibles qu’aux glyco-peptides (Dworkin et al., 2006).
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11.1.1.2.2.Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM)
Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) communautaires sont principalement
responsables d’infections cutanéo-muqueuses (surinfections de plaies, abces, furoncles) et

touchent des personnes jeunes en bonne santé.

11.1.1.2.3.Pseudomonas aeruginosa

Le genre pseudomonas est un bacille a Gram négative, aérobie strict, mobiles. Il appartient a
la famille des Pseudomonadaceae. Pseudomonas aerugnosa ou bacille pyocyanique se
caractérise par la pigmentation bleu-vert de ses colonies (Nauciel,2000).C’est une bactérie
ubiquiste qui vit normalement a 1’état de saprophyte dans 1’eau et le sol humide ou sur les
végétaux. Cette bactérie peut vivre en commensale dans le tube digestif de I’Homme et des
divers animaux. Considéré comme une bactérie pathogeéne opportuniste c’est le germe-type

des infections hospitalieres (Avril et al., 2000).

11.1.1.2.4.Escherichia coli

Escherichia coli appartient a la famille des Enterobacteriaceae.Ce sont des bacilles a Gram
négative, aéro-anaérobies facultatifs qui peuvent fermenter les nitrates. Ces bactéries sont
catalase positives et ne possédent pas d’oxydase (Le Minor et al., 1990). Elles font parties de
la flore commensale de I’Homme et des animaux a sang chaud (Euzéby, 2011). Escherichia
coli a la particularité de coloniser le tractus gastro-intestinal dans les premiéres heures de la
vie et il représente pres de 80% de la microflore aérobie (Ghebru, 1988; Nataro et Kaper,
1998; Vernozy-Rozand et Montet, 2001).

11.1.1.2.5.Bacillus subtilis

La bactérie Bacillus subtilis est « I’espéce type » du genre et la bactérie Gram-positive la plus
étudiée (Kunst et Ogasawara, 1997). En réponse a des conditions defavorables, ces bacteries
ont donc la capacité de former par enkystement des endospores metaboliquement inactives et
qui peuvent survivre sous cette forme plusieurs millions d’années (Nicholson et al., 2000).Les
spores résistent efficacement a de nombreuses perturbations environnementales comme des
traitements thermiques a plus de 140°C, et a un manque de nutriments. Elles sont en outre
capables de germer méme aprées de longues périodes de dormance (Nicholson et al., 2000).
Ces spores représentent une préoccupation majeure des industries alimentaires, car elles sont
responsables de détérioration d’aliments et de toxi-infections alimentaires en raison de leurs

hautes résistances aux procédés de conservation des aliments.
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11.1.1.2.6.Candida albicans

Candida albicans est une levure non capsulée, non pigmentée, et aérobie. Cette levure
diploide, dontle mateériel génétique se répartit en huit chromosomes (Ezekowit et al., 1991).
Ainsi.elle se reproduit de fagon asexuée par bourgeonnements multilatéraux d’une cellule
meére (Kabha et al.,1995), tout en formant des colonies blanches crémeuses.Candida albicans
appartient a la flore commensale des individus sains. Chez I’Homme, cette levure constitue un
sérieux probleme de santé, notamment chez des patients immunodéprimés et ceux sous

thérapies immunosuppressives (Stahl et Ezekowitz ,1998).

11.1.2. Matériel non biologique
Pour effectuer cette étude, on a utilisé les verreries, et les appareillages ,et aussi un ensemble
des réactifs et des produits chimique nous en servit. Ce matériel est donné au niveau de

I’annexe 1.

11.2.Méthodologie

11.2.1.Procédé d’extraction

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par la méthode d’hydrodistillation.

11.2.1.1.Principe de I’extraction des huiles essentielles (M.O.C. SN. 001)

L’huile essentielle du Rosmarinus officinalis et Ruta graveolens a été extraite au niveau du
laboratoire des substances naturelles au Centre de Recherche et de Développement du Groupe
SAIDAL a I’échelle laboratoire par le procédé de 1’hydrodistillation. Cette technique est basée
sur ’immersion d’un échantillon solide (végétal) dans 1’eau portée a ébullition, la vapeur
saturée d’huiles essentielles traverse un serpentin ou elle se condense pour donner le distillat

qui est composé de 1’eau florale et de I’huile essentielle (Figure, 7).
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Fig.7: Dispositif de I’hydrodistillation a I’échelle du laboratoire - Appareil Clevenger-
(SAIDAL, 2016).

11.2.1.2.Mode opératoire

Dans un ballon d’une capacité de 2 litres, on introduit 100 g de matiére végétale découpée.
Puis, on ajoute un volume d’eau qui correspond a 2/3 de la capacité du ballon. Ensuite, on
adapte le ballon a I’appareil de condensation et on alimente le réfrigérant en eau. Ainsi, le
ballon et son contenu sont mis sur un chauffe-ballon.

Les huiles essentielles entrainées par les vapeurs d’eau générées dans le ballon sont dirigées
vers le col de cygne (le coude) qui relie le ballon au réfrigérant. Enfin le distillat est récupéré
dans un erlenmeyer recouvert d’un papier aluminium pour le protéger de la lumiere. On le

conserve au réfrigérateur. L’extraction des huiles essentielles dure plus de 2 heures.
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11.2.1.3.Décantation de I’huile essentielle (M.O.C. SN. 005)

Le distillat récupéré comporte deux phases, une phase majoritaire qui contient
les constituants hydrosolubles, sur laquelle surnagent quelques gouttes d’huile essentielle
représentant la deuxieme phase.

L’huile essenticlle est séparée de 1’eau par une série d’extraction liquide-liquide, avec le
solvant organique (Ether diéthylique).

L’opération de décantation a été effectuée a I’aide d’une ampoule a décanter, dans laquelle on
verse le mélange des deux phases. Par la suite, on laisse le mélange hétérogene décanter
jusqu’a I’obtention de deux phases distinctes ; la phase supérieure dite organique comporte
I’huile essentielle et la phase inférieure qui correspond a la phase aqueuse.

A la fin, on filtre la phase organique a 1’aide d’un papier filtre qui contient le sel de sulfate de
sodium anhydre, et ce afin de piéger les molécules d’eau restante.

La phase organique est récupérée dans un tube, qu’on laisse a I’air libre pendant 24 a 48 h
pour 1’évaporation compléte du solvant.

L’huile essentielle est conservée dans des flacons bruns hermétiquement fermés.

11.2.1.4.Détermination du rendement d’extraction

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle (RHe) est défini comme
étant le rapport entre la masse de I’huile essentielle obtenue apres I’extraction (M') et la masse
de la matiére végétale utilisée (M).

Le rendement est exprimé en pourcentage, il est donné

par la formule suivante :

RHEe (%) = M’/M x 100

RHe : Rendement en huile essentielle en 7.
M" : Masse d’huile essentielle en gramme.

M : Masse de la matiere végétale seche utilisée en gramme.
11.2.2.Evaluation de P’activité antimicrobienne

Afin d’évaluer ’activité antimicrobienne des huiles essentielles de la Rosmaeinus officinalis
et de la Ruta graveolens,on a utilisé la méthode de diffusion sur milieu gélosé (Muller
Hinton).
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11.2.2.1.Principe

Selon Fauchere et Avril(2002), I’aromatogramme est une méthode qui se réalise in vitro. Elle

est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale appelée antibiogramme ou

méthode de disque ou méthode par diffusion en milieu gélosé. Cette méthode a 1’avantage

d’étre d’une grande souplesse dans le choix des antibiotique testés ,de s’appliquer a un trés

grand nombre d’espéce bactérienne, et d’avoir été largement évaluée par 50 ans d’utilisation

mondiale.
11.2.2.2.Protocol expérimental
On a opté pour le protocole suivant:

11.2.2.2.1.Méthode de dilution

Une quantité convenable de I’huile a été diluée dans le Dimethyl sulfoxyde (DMSO), selon le

protocole de dilution suivant :

4ml d’huile+4ml de DMSO

A

y
@ de soulutioD
|

2 ml de soultion1+2m|l DMSO

\ 4
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_——

&
<
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mz

Fig. 8: Protocole de dilution des huiles de Rosmarinus officinalis et de Ruta graveolens
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11.2.2.2.2.Antibiogramme
e Revivification et repiquage des souches

La revivification des souches microbiennes est réalisée par la méthode des stries. Ces derniers
sont alors revivifiés a partir des tubes de conservation sur milieu gelose nutritive pour les
bactéries et sur milieu Sabouraud pour les levures. Les cultures sont incubées a 1’étuve a
37°C pendant 24h pour les bactéries et a 30°C pendant 48h pour les levures. Puis les bactéries

étudiées sont repiquées dans les mémes conditions.
e Préparation de I’inoculum

On prépare I’inoculum a partir d’une culture jeune de 24 h pour les bactéries et 24 448 h pour
les levures. Pour cela, on réalise des suspensions microbiennes en prélevant 3 a 5 colonies
bien isolées, qu’on dépose dans 10 ml d’eau physiologique a 0,9% de Nacl. Puis, on assure
une bonne agitation. On réalise une premiére lecture de la suspension a 1’aide d’un
spectrophotométre en estimant 1’absorbance a une longueur d’onde de 625 nm. L’absorbance

doit étre comprise entre 0,08 et 0,1 pour ces microorganismes.

e Préparation des milieux de culture
Cette étape consiste a liquéfier les milieux gélosés; Muller Hulton et Sabouraud. On coule
aseptiquement les milieux dans des boites de Pétri. L’épaisseur des milieux est de 2 mm
répartie uniformément dans les boites. Ces derniéres doivent étre séchées 30 min a une

température ambiante du laboratoire avant leur emploi.
¢ Ensemencement

Les boites de Pétri stériles préalablement coulées. Elles sont ensemencées par écouvillonnage
a I’aide d’un écouvillon stérile en tournant la boite d’environ 60°, de telle sorte a assures une
distribution homogéne des bactéries sur les milieux. A fin de mieux apprécier la lecture des

zones d’inhibition trois essais sont effectués pour chaque huile.

e Préparation des disques

Une fois le milieu est solidifié, il sera déposer a laide d’une pince stérile a la surface du milieu
ensemencé par la souche a tester dans les boites de Pétri par des disques de papier Wattman

de dont le diameétre est de 6 mm .Ces disques sont ensuite imbibés de 20ul de 1’huile pour

ST
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chaque dilution (A, B, C). Ainsi, un disque témoin stérile et déposé sur les boites
ensemencées tout en ajoutant 20 pl de DMSO. Pour la dilution (A), il s’agit de1/2. Tandis que
pour la dilution (B), on a la dilution1/4. Alors que pour la dilution C, il s’agit de 1/8.

e Incubation

Les boites sont mises a températures de laboratoire pendant 30mn a 1 heure pour assurer la
diffusion des huiles testées dans le milieu ensemencé. Puis, on incube les souches
bactériennes a 1’étuve a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et a 30°C pendant 24 a48
heures pour les levures. Les substances diffusent dans le milieu a partir des disques selon un
gradient de concentration jusqu’a une limite ou sa concentration est la plus faible, déterminant

ainsi des zones d’inhibition.
e Lecture des résultats

Selon Djenane et al., (2012), La lecture des résultats se fait aprés le temps d’incubation par la
mesure du diameétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque a 1’aide d’un pied de
coulisse ou une regle graduée en millimetre. Plus le diametre de cette zone est grand plus la
souche est sensible a I’huile essentielle. La valeur du diamétre de la zone d’inhibition retient
la moyenne des trois essais. La moyenne arithmétique(X). Ainsi, 1’écart-type(S), I’erreur
standard de la moyenne(E.S.M),la surface d’inhibition (a) et le coefficient d’activité (A) sont

calculées par les formules suivantes:

X:Z%Z? Xi

n

2= (xi-%)?

- n—1

Tel que
Xi: Valeur du diamétre calculé.
n:Effectif (nombre d’essai).

d: diamétre de zone d’inhibition (mm).



Chapitre 11 Matériel et méthodes

q : la quantité de huile (ul)

Pour interpréter les résultats, on a utilisé I’échelle de I’estimation de ’activité antimicrobienne

qui est donnée dans le tableau suivant (Tableau, 2).

Tableau 2: lecture des résultats de I’activité antimicrobienne (Djenane et al., 2012) .

Diamétre (mm) Sensibilité des souches
d<7 Non sensible ou résistance (-)
8<d<14 Sensible(+)

15<d <19 Tres sensible (++)

d >20 Extrémement sensible (+++)
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111 Résultats

I11.1. Rendement des huiles essentielles
Pour une seule extraction, le rendement en huile obtenue a partir des feuilles de la plante est
représenté dans le tableau 3.

Tableau 3: rendement en % de huile essentielle Rosmarinus officinalis et de Ruta graveolens

La plante Masse de La matiére | Masse de H.E | Rendement | Référence
végétale(g) extraite(g) % %
Rosmarinus officinalis | 100 0,75 0,75 0,5-2
Ruta graveolens 100 0,68 0,68 0,5-2

I11. 2. Résultats du test du pouvoir antimicrobien

On a étudié in vitro le pouvoir antibactérien des huiles essentielles du Rosmarinus officinalis,
et de Ruta graveolens par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide.
L’activité antimicrobienne de I’huile essentielle est estimée en terme de diamétre de la zone
d'inhibition autour des disques contenant les produits a tester vis-a-vis de six germes
pathogénes a savoir Escherichia coli (ATCC 8739),Staphylocaccus aureus(ATCC 29312),
Pseudemonas aeruginosa(ATCC 9027), Bacillus subtilis(ATCC 6633) ,Candida
albicans(ATCC 10231),Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM)
(43300ATCC) apres 24 heurs d'incubation a une température adéquate de 37°C.

I11. 2 .1.Activité antimicrobienne d’huile essentielle de Rosmarinus officinalis
Les résultats de I’effet antimicrobien de ’huile essentielle de Rosmarinus officinalis sur les

souches microbiennes sont présentés dans les tableaux suivants:
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Tableau4: Résultats de I’activité antimicrobienne de ’huile essentielle de Rosmarinus

officinalis
Moyennes
Microorganismes | Nombre | Témoin Surface dinhibition | Coefficient
d’essai DMSO A B c
(cm?) d’activité(A)(cm?)/ul
Staphylococcus 3 - 11+0,1 10+0,02 8,9+0,02 94 |78 | 6,2 0,47 0,39 0,31
aureus
Staphylococcus 3 - 10+0 9+0,20 7+0 78 | 63 | 3,8 0,39 0,31 0,19
aureus résistant a
la méticilline
(SARM)
Pseudomonas 3 - 11,6+0,0 | 10,3+0,0 | 8,8+0,42 10, | 83 | 6 0,52 041 | 03
aeruginosa 2 6 5
Escherichia coli 3 - 10,6+0,0 | 9,5+0,02 | 8,1+0,01 88 | 7 51 0,44 0,35 | 0,25
2
Bacillus Subtilis 3 - 12+0 10+0,04 8,5+0,04 11, | 7,8 | 5,6 0,56 0,39 | 0,28
3
Candida albicans 3 - 14,6+0,02 |12,8+0,01 | 10,3+0,02 16,7 | 12,8 | 8,3 0,83 0,64 | 041

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus résistant a la méticilline
(SARM)
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Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli Bacillus subtilis Candida gallicans

Fig.9 : les résultants de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle du Romarin

Selon les résultats de I’effet de I’huile essentielle du romarin sur la croissance des
microorganismes testés, on constate que le diamétre de la zone d’inhibition est de 14,6+0,02
pour Candida albicans, de 12+00pour Bacillus subtilis, de 11,6+0,02 pour Pseudomonas
aeruginosa, de 11+0,1pour Staphylococcus aureus,de 10,6+0,02 pour Escherichia coli, et de
10+00 pour Staphylococcus aureus résistant a la méticilline(SARM). Ces souches sont
sensibles a I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis.



Chapitre 111 Résultats

1 -
0,8 -
P
20,6 -
=)
®
S EA
204 -
8 B
(%}
aq:) 0,2 C
S
0 T T T T T 1
&~ QQ i & NS 0
N IN\e N & P N
> So S NY
© & ° Q;.z’
?
Q .
Microorganismes

Fig.10 : Histogramme représente le coefficient d’activité d’huile essentielle de

Rosmarinus officinales sur les microorganismes testés.
D’aprés les résultats de 1’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Rosmarinus
officinalis,la plus grande valeur du coefficient d’activité est observée chez la levure Candida
albicans soit 0,83 cm?/pl. Elle est de 0,56 cm?/ul pour le Bacillus subtilis, de 0,52 cm?/ul
pour Pseudomonas aeruginosa, de 0,47 cm?/ul pour Staphylococcus aureus, de 0,44 cm?/pl
pour Escherichia coli. Tandis que la valeur de la souche Staphylococcus aureus résistant a la
meéticilline présente que 0,39 cm?/pl.

111. 2 .1.1. L'activité antimicrobienne des dilutions de Rosmarinus officinalis

Les résultats portants sur 1’effet de I’huile du romarin sur les différentes souches microbiennes
en fonction des dilutions sont donnes dans les figures 11, 12, 13, 14, 15,16.
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Fig. 11 : Effet de I’huile du romarin sur Staphylococcus aureus en fonction des dilutions

Staphylocaccus aureus donne un diameétre de zone d’inhibition de 11 mm avec la dilution 1/2
et 10 mm avec la dilution 1/4 et 8,9 mm avec la dilution 1/8 Donc Staphylocaccus aureus est
sensible pour toutes les dilutions de I’huile de Romarin.
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Fig. 12 : Effet de I’huile du romarin sur Staphylococcus aureus résistance a la méticilline
en fonction des dilutions

Staphylocaccus aureus résistance a la méticilline donne un diamétre de zone d’inhibition de
10 mm avec la dilution 1/2 , 9 mm avec la dilution1/4, et 7 mm avec la dilution1/8. Donc,
Staphylocaccus aureus résistance a la méticilline est sensible pour les dilutions 1/2,1/4. Alors
qu’elle est résiste pour le dilution 1/8de I’huile du Romarin.
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Fig. 13: Effet de I’huile du romarin sur Pseudemonas aeruginosa en fonction des
dilutions

Pseudemonas aeruginosa donne un diameétre de zone d’inhibition del1,6 mm avec la dilution
1/2, 10,3 mm avec la dilution 1/4, et 8,8 mm avec la dilution 1/8. Donc Pseudemonas
aeruginosa est sensible pour toutes les dilutions de 1’huile du Romarin.
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Fig.14 : Effet de I’huile du romarin sur Escherichia coli en fonction des dilutions

Escherichia coli donne un diametre de zone d’inhibition de10,6 mm avec la dilution 1/2 , 9,5
mm avec la dilution 1/4, et 8,1 mm avec la dilution 1/8. Donc Escherichia coli est sensible
pour toutes les dilutions de 1’huile du Romarin.
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Fig. 15 : Effet de I’huile du romarin sur Bacillus subtilis en fonction des dilutions

Bacillus subtilis présente un diametre de zone d’inhibition de 12 mm avec la dilution 1/2, et
10 mm avec la dilution1/4, et 8,5 mm avec la dilution 1/8. De ce fait, Bacillus subtilis est
sensible pour toutes les dilutions de I’huile du Romarin.
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Fig. 16: Effet de I’huile du romarin sur Candida albicans en fonction des dilutions

Candida albicans donne un diamétre de zone d’inhibition de 14,6 mm avec la dilution 1/2,
12,8 mm avec la dilution 1/4, et 10,3 mm avec la dilution 1/8. Donc Candida albicans est la
plus sensible pour toutes les dilutions de 1’huile de Romarin .
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I11. 2 .2.Activité antimicrobienne d’huile essentielle de Ruta graveleons

Les résultats de ’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Ruta graveleon sur les

souches microbiennes sont présentés dans les tableaux suivants:

Tableau5: Résultats de I’activité antimicrobienne de ’huile essentielle de Ruta

graveleons

Microorganismes Nombre Témoin Moyennes Surface D’inhibition | Coefficient

d’essai DMSO (cm?) d’activité(A) (cm?)/ul

A B C

Staphylococcus 3 - 9,6+0,02 8,1+0,01 7,6+0,04 7.2 51 45 | 0,36 0,25 0,22
aureus
Staphylococcus 3 - 10,5+0,02 9+0 78+0,01 | 8,6 6,3 47 1043 | 031 | 0,23
aureus résistant a
la méticilline
(SARM)
Pseudomonas 3 - 10,8+0,02 10+0,01 9,8+0,01 | 9.1 78 75 (045 | 039 | 037
aeruginosa
Escherichia coli 3 - 10+0,01 9,6+0,01 8,1+0,01 | 7,8 75 51 (039 | 037 | 025
Bacillus subtilis 3 - 11,1+0,01 9,8+0,03 9+0 9,6 75 63 (048 | 037 | 031
Candida albicans 3 - 13+0 11,8+0,02 11+0 12,3 10,9 94 |061 0,54 0,47

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus résistant a la méticilline

(SARM)
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Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli Bacillus subtilis Candida gallicans

Fig.17 : les résultants de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle du Romarin

Selon les résultats sur I’effet de I’huile essentielle de Ruta graveolens sur la croissance des
microorganisme testés, on constate que le diametre de la zone d’inhibition est de 13+00 pour
Candida albicans, de 11,1+0,01 pour Bacillus subtilis, de 10,8+0,02 pour Pseudomonas
aeruginosa, de 10,5+0,02pour Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM), de
10+0,01 pour Escherichia coli, et de 9,6+0,023 Staphylococcus aureus. De ce fait, ces

microorganismes sont sensibles a 1’huile essentielle de la Ruta graveleons.
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Fig. 18: Histogramme représente le coefficient d’activité antimicrobienne d’huile essentielle de
Ruta graveleons sur les microorganismes testés.

Selon les résultats obtenue, la plus grand valeur du coefficient d’activité est observé chez
Candida albicans a de 0,61cm?/ul, de 0,48cm?/ul pour Bacillus subtilis, de 0 ,45cm?/pl pour
Pseudomonas aeruginosa, de 0,41cm?/ul pour Staphylococcus aureus résistante a la
méticilline,de 0,39cm?/ul pour Escherichia coli. Tandis que Staphylococcus aureus présente

une valeur de 0,36cm?/pl.
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I11. 2 .1.2. L'activité antimicrobienne des dilutions de Ruta graveleons

Les résultats portants sur ’effet de I’huile du Ruta graveolens sur les différentes
souches microbiennes sont donnes dans les figures 19, 20, 21, 22, 23, 24.
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Fig.19 : Effet de I’huile du Ruta graveolens sur Staphylococcus aureus en fonction des
dilutions.
Staphylococcus aureus donne un diamétre de zone d’inhibition de 9,6 mm avec la dilution
1/2, 8,1 mm avec la dilution 1/4, et 7,6 mm avec la dilution 1/8. Donc Staphylococcus
aureus est sensible pour les dilutions1/2, et 1/4, et moins sensible pour la dilution 1/8 de

I’huile essentielle de Ruta graveolens.
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20: Effet de I’huile du Ruta graveolens sur Staphylococcus aureus résistance a la
méticilline (SARM) en fonction des dilutions.
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Staphylococcus aureus résistance a la méticilline donne un diamétre de zone d’inhibition de
10,5 mm avec la dilution 1/2, 9 mm avec la dilution 1/4, et 7,8 mm avec la dilution 1/8.
Donc Staphylococcus aureus résistance a la méticilline est sensible pour toutes les dilutions

de I’huile de Ruta graveolens.
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Fig.21: Effet de I’huile du Ruta graveolens sur Pseudomonas aeruginosa en fonction des
dilutions.

Pseudomonas aeruginosa présente un diamétre de zone d’inhibition de 10,8 mm avec la

dilution 1/2, 10 mm avec la dilution 1/4, et 9,8 mm avec la dilution 1/8. De ce fait

Pseudomonas aeruginosa est sensible pour toutes les dilutions de 1’huile de Ruta graveolens.
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Fig.22: Effet de du Ruta graveolens sur Escherichia coli en fonction des dilutions.
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Escherichia coli donne un diamétre de zone d’inhibition de10 mm avec la dilution 1/2, 9,6
mm avec la dilution 1/4, et 8,1 mm avec la dilution 1/8. Donc Escherichia coli est sensible

pour toutes les dilutions de I’huile de Ruta graveolens.
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Fig.23: Effet de I’huile du Ruta graveolens sur Bacillus subtilis en fonction des dilutions.

Bacillus subtilis donne un diamétre de zone d’inhibition de 11,1 mm avec la dilution 1/2, 9,8
mm avec la dilution1/4, et 9 mm avec la dilution 1/8. Donc Bacillus subtilis est sensible pour

toutes les dilutions de 1’huile de Ruta graveolens.
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Fig.24: Effet de I’huile du Ruta graveolens sur Candida albicans en fonction des
dilutions.
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Candida albicans présente un diamétre de zone d’inhibition del3 mm avec la dilution 1/2,

11,8 mm avec la dilution 1/4, et 11 mm avec la dilution 1/8. Donc Candida albicans est la

plus sensible pour toutes les dilutions de I’huile de Ruta graveolens.
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IV. Discussion

IV.1. Rendement de deux huiles essentielles

On a obtenu un rendement en huiles essentielles de 0,75% pour le romarin et 0,68% pour Ruta
graveolens. Ces valeurs sont conformes aux normes AFNOR (0,5-2).Cela peut étre due aux
différents facteurs qui rentrent en jeu, parmi eux on cite la nature du sol, la période de la
récolte, la durée de séchage, le mode d'extraction. (zabeirou et Hachimou , 2005).

IV .2. Evaluation de I’activité antimicrobienne

L’analyse et I’interprétation des résultats de 1’effet des I’huiles essentielles sur la croissance
des différentes souches microbiennes testées, montrent que I’huile essentielle de Rosmarinus
officinalis et de Ruta graveolens possedent une activité antimicrobienne contre les bactéries
Gram+ et Gram- et contre la levure.

Skocibusic et al. (2006) et Sharififar et al. (2007), affirment que ’activité antimicrobienne
des huiles essentielles est due a la présence des alcools a longues chaines et des composés
phénols qui inhibent la croissance des bactéries.

D’apres les résultats, on remarque que 1’huile essentielle du romarin posséde une activité
antibactérienne et antifongique, dont la souche la plus sensible est Candida albicans. Alors
que la souche la moins sensible est Staphylococcus aureus résistant a la méticilline.

Selon Griffin et al (1999), Davidson et Naidu (2000), les terpénoides et les phénylpropanoides
développent leur action contre les bactéries grace a I’interaction avec la membrane cellulaire.
Selon plusieurs travaux notamment ceux de Bouguerra et Zeghou(2009) Derwich et al.,(2010)
et Bari et al.,(2010),on remarque une grande sensibilité des bactéries Gram(+) rapport aux
Gram(-) pour les huiles essentielles de Rosmarinus officinalis.

Selon Ayadi et al.,(2011), I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis possédent un effet
antibactérien surtout sur les souches bactériennes a Gram positif. Ces auteurs ont confirmé la
grande résistante des bactéries Gram(-) par rapport aux bactéries Gram(+).Ce constat peut étre
du a P’action de certains composés volatiles de I’huile essentielle étudiée d’une part, et a la
présence d’une couche de lipopolysaccharide (LPS)chez les bactéries Gram(-) qui pourrait
fonctionner comme barriere efficace.

Selon Conner et Beuchat(2000), I’action des huiles essentielles contre les levures peut
vraisemblablement étre le résultat de 1’affaiblissement des processus enzymatique impliqués

dans la production énergétique et la synthese des ses composants structuraux.
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Ainsi, ce qui confirme la forte sensibilite de Candida albicans envers 1’huile essentielle du
Romarin lors de cette étude se traduit par 1’apparition d’une grande zone d’inhibition. De
méme, Lopez et al.(2005) rapportent que 1’huile essentielle de Rosmarinus officinalis a une
activité inhibitrice vis-a-vis de la souche Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Candida
albicans,ce qui ne fait que confirmer les résultats de la présente étude.

D’aprés les résultats, on remarque que I’huile essentielle de Ruta graveolens posseéde une
activité antibactérienne et antifongique, dont la souche la plus sensible est Candida albicans
et la moins sensible est Staphylococcus aureus.

Selon Bayoud et al., (2007), les huiles essentielles de Ruta graveolens ont une bonne activité
antimicrobienne contre les bactéries Gram(+), et les bactéries Gram(-)

Selon Nogueira et al., (2008), les souches de Candida albicans sont inhibées par 1’huile
essentielle de Ruta graveolens. Ce qui confirme la forte sensibilité de Candida albicans
envers 1’huile essentielle de Ruta graveolens lors de ce travail. Ceci se traduit par 1’apparition
d’une grande zone d’inhibition.

Le Pseudomonas aeruginosa s’avére plus sensible a I’huile essentielle de Ruta graveolens,
malgré quelle est Gram négatif. Il est postulé que les différents composants des huiles
essentielles montrent différente degré d’activité¢ des bactéries Gram+ et des bactéries Gram-
(Dorman et Deans, 2000). Ainsi, la composition chimique des huiles essentielles peut varier
selon plusieurs facteurs intrinséques et extrinseques (Lahlou, 2004).

Selon Pibiri (2006), le coefficient d’activité est défini par la surface d’inhibition par apport a
la quantité d’huile testé. Donc, ce coefficient est lié relativement avec le diamétre de zone
d’inhibition. Plus que la surface d’inhibition est trés importante, plus le coefficient d’activité
est grande.

Pour I’huile essentielle du romarin, la souche Candida albicans a un surface d’inhibition trés
important égal & 16,7 cm?, et une valeur de coefficient d’activité égal 0,83 cm?/ul. Tandis que
pour la souche Staphylococcus aureus résistant a la méticilline, la surface d’inhibition est trés
petite soit 7,8 cm?,et la valeur du coefficient d’activité égal a 0,39 cm?/ul. Cependant pour
I’huile essentielle de Ruta graveolens, la souche Candida albicans a un surface d’inhibition
importante avec 12,3 cm?, et une valeur de coefficient d’activité égal 4 0,61 cm?/ul . Alors que
pour la souche Staphylococcus aureus la surface d’inhibition est trés petite soit 7,2 cm?. Ainsi
Ja valeur du coefficient d’activité est de 0,36 cm?ul. De ce fait, il y* a une relation

proportionnelle entre la surface d’inhibition et le coefficient d’activité.
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A la lumiére des résultats obtenus on peut dire que I’huile essenticlle de Rosmarinus
officinalis, et I’huile essenticlle de Ruta graveolens présentent un effet antimicrobien

considérable vis-a-vis des souches microbiennes testées.
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Conclusion

Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques. Dans ce travail, on a entrepris une étude sur I’activité
antimicrobienne des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis récoltée a EI maktaa lazrek

(Blida), et de Ruta graveolens récupérée a EI hamdania (Blida).

L’extraction de L’huile essentielle a été réalisé par hydroditillation. La valeur du rendement
en huile essentielle de la partie aérienne de Rosmarinus officinalis est de 0,75%, et de Ruta
graveolens est de 0,68.

L’étude de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion des disques pour les deux
substances a montré des resultats intéressants vis-a-vis a des microorganismes testés.

Les résultats recueillis sur cinq souches bactériennes, et une levure lors de 1’étude quantitative
et qualitative de D’activité antimicrobienne de I’huile essentielle du Romarin, et I’huile
essentielle de Ruta graveolens ont montré que ces huiles possédent une bonne activité
antimicrobienne surtout sur Candida albicans, et le Bacillus Subtilis avec un degré de

sensibilité variables.

Il est @ mentionner que pour toutes les souches testées a la dilution 1/2, et a la dilution 1/4 de
I’huile essentielle du Romarin et de Ruta graveolens, on remarque une sensibilité intéressante.
Alors que pour la dilution 1/8, on a une certaine résistance.

Pour le Romarin, la plus grande valeurde diameétre de la zone d’inhibition est enregistrée chez
Candida albicans soit 14,6+0,02 mm .Tandis que le plus faible diametre de la zone
d’inhibition est celui de Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM) avec 10+0

mm.

Pour les dilutions 1/2, 1/4, et 1/8 de I’huile essentielle du Romarin la bactérie la plus sensible
est Bacillus Subtilis. Cependant la bactérie la moins sensible est Staphylococcus aureus
résistant a la méticilline (SARM).

Pour Ruta graveolens, la plus grande valeur du diamétre de la zone d’inhibition est remarquee
chez Candida albicans soit13+0 mm. Tandis que le plus faible diamétre de la zone

d’inhibition est celui de Staphylococcus aureus qui est de 9,6+0,02 mm.

ST R




Conclusion

Pour les dilutions 1/2, 1/4, et 1/8 de I’huile essentielle de Ruta graveolens, la bactérie la plus
sensible est Bacillus Subtilis. Alors que la bactérie la moins sensible est Staphylococcus

aureus.

Enfin, les résultats obtenus sur I’activité antimicrobienne a permit de justifier I’utilisation

traditionnelle de extraits végéetaux de deux plantes choisies.
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Perspectives

Perspectives

» Explorer d’autres activités biologiques de 1’huile essentielle de Rosmarinus officinalis
et Ruta graveolens .

> Elargir de la gamme des micro-organismes et d’étudier leur comportement vis-a-vis de
I’extrait de Rosmarinus officinalis et Ruta graveolens .

» L’étude in vivo est souhaitable, pour affirmer 1’efficacité de I’huile essentielle de ces

deux plantes aromatiques et médicinales.
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Annexes

Annexe 1 : Matériels non biologique utilisée dans le laboratoire

Verreries et petite

Appareillage et

Réactifs et milieux

mateériels dispositifs des cultures

Tubes a essais Réfrigérant L’eau physiologique
Béchers Bain marie L’eau distillée
Fioles Bec benzéne Muller-Hinton(M.H)
Pipettes pasteur Balance Sabouraud
Micropipette Agitateur Gélose nutritive(G.N)
Boites de pétri magnétique PDA

Anse de platine Autoclave L’eau javel

Papiers filtre Spectrophotometre | Agar Agar

Pince Etuve Glucose

Pissette NACL

Cuvette de DMSO
spectrophotometre

Portoir

Ciseau

Erlenmeyer

Coton-tige

Annexe 2: Préparation des solutions

L’eau physiologique
9g NACL.
100 ml d’eau distillée

Témoin

Dimethyl sulfoxyde (DMSO)
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Plan d’expérimentale

Le protocole général de notre travail est comme suite :

l‘ Récolte les échantillons l

=

‘ Séchages

[[ Extraction par hydro distillation ]]

L’extrait des huiles essentielles de plantes

1 |

Préparation du milieu de culture

[ | y

N

Préparation de la dilution

l‘ Etude de I’activité antimicrobienne \l

%

l‘ Mesure des zones d’inhibition \I

Annexe 3:Schéma représente le Plan expérimental
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Culture d’une souche bactérienne

Préparation d’une suspension bactérienne dans I’eau
physiologique équivalente a 106CFU/mi

!

Ensemencement du milieu Muller Hinton a
I’aide d’un écouvillon

l

Disposition des disques imbibés

1

Mesure du halo d’inhibition en
(mm)

Annexe 4: Etape de réalisation du test de ’activité antibactérienne.
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Annexe 5: Culture des souches testées
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Résumé

Dans le cadre de ce travail, on s’est intéressé¢ a 1’étude des huiles essentielles de deux plantes médicinales. Il s’agit de
Rosmarinus officinalis récolté dans la région de Blida (Maktaa Lazrek), et de Ruta graveolens récupéré a El hamdania
(Blida). L’extraction de ces huiles a été réalisée par hydrodistillation. Aussi, ’effet antimicrobien des huiles essentielles

extraites est effectué sur Cing souches bactériennes et une levure par la méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé.

D’aprés les résultats obtenus, on remarque que le rendement des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis et de Ruta

graveolens est respectivement de ’ordre de 0,75% et de 0,68% qui sont conforme aux standards international.

L’¢tude de I’activité antimicrobienne a montré que ces huiles possédent une bonne activité antimicrobienne surtout sur
Candida albicans soit une valeur de diamétre de la zone d’inhibition de 14,6mm. Pour le Bacillus subtilis, on a une valeur de
diamétre de la zone d’inhibition de 12 mm pour I’huile de Rosmarinus officinalis. Alors que la valeur du diamétre de la zone
d’inhibition est de 13 mm pour Candida albicans, et de 11,1 mm pour Bacillus subtilis concernant I’huile de Ruta

graveolens, avec un degré de sensibilité variable pour les autres souches testées.

Mots clés: Romarins officinales L., Ruta graveolens L., huile essentielle, activité antimicrobienne, extraction.

Abstract

In this work, we studied the essential oils of two medicinal plants. These are Rosmarinus officinalis harvested in the Blida
(Maktaa lazrek) region, and Ruta graveolens recovered in El hamdania (Blida).The extraction of these oils was carried out by
hydrodistillation. The antimicrobial effect of the extracted essential oils is thus carried out on five bacterial strains and one

yeast by the diffusion method of the disks on agar medium.

From the results obtained, it is noted that the yield of Rosmarinus officinalis and Ruta graveolens essential oils is 0, 75and 0,

68 respectively, which comply with international standards.

The study of the antimicrobial activity showed that these oils possess a good antimicrobial activity, especially on Candida
albicans, is a diameter value of the inhibition zone of 14,6mm for Bacillus subtilis, diameter value of the inhibition zone of
12mm for Rosmarinus officinalis oil. While the diameter of the inhibition zone is 13mm for Candida albicans and 11, 1 mm

for Bacillus for Ruta graveolens oil, with a variable degree of sensitivity for the other strains tested.

Keywords : Rosmarinus officinalis L. Ruta graveolens L. ,essential oil, activity microbial, extraction




