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Résumé

Le romarin (Rosmarinus officinalis) est une espece tres abondante dans la région de
Hammamet de la wilaya de Tébessa a I'Est algérien, il est utilisé en médecine populaire,
cosmetique et phytopharmacie.

L’extraction des huiles essentielles du romarin a été effectuée par entrainement a la vapeur
d’eau. L’étude chimique de ces huiles essentielles par CPG-SM a révélé la richesse de ces
derniéres en 1,8 cinéole par rapport aux autres COmposes.

L activité des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis sur trois souches bactériennes
pathogenes (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Acinetobacter sp.) par la technique
d’aromatogramme montre que le pouvoir antimicrobien de ces huiles est trés important et se
caractérise par une action bactéricide contre les germes suscités.

Mots clés : Rosmarinus officinalis, huiles essentielles, pouvoir antimicrobien,
aromatogramme, 1,8 cinéole, Tébessa, Algérie.

Abstract

Rosemary (Rosmarinus officinalis) is a very abundant species in the area of Hammamet at
wilaya of Tébessa at eastern Algeria; it is used in folk medicine, cosmetics and
phytopharmacy.

The extraction of the essential oil from rosemary was carried out by stripping with steam.
Chemical study of these essential oils by GC-MS revealed the richness of the past in 1,8
cinéole compared to other compounds.

The activity of the essential oil of Rosmarinus officinalis on three pathogenic bacterial strains
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Acinetobacter sp.) by the technique of
aromatogramme shows that the antimicrobial potency of this oil is very important and is
characterized by bactericidal raised against germs.

Keywords: Rosmarinus officinalis, essential oil, antimicrobial power, aromatogramme,
1,8 cineol, Tébessa, Algeria.
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1. Introduction

Pour mieux connaitre les vertus thérapeutiques d’une plante, il est nécessaire d’analyser la
composition chimique de ses principes actifs qui nous permettra de lutter contre les infections
produites par les bactéries ou certains autres agents pathogenes (Lehmann, 2013).

Les bactéries sont responsables de plusieurs maladies. Leur résistance aux antibiotiques est de
plus en plus prononcée. Pour arréter ce processus de synthése-résistance, il est nécessaire de
chercher une autre approche afin de diminuer ou d’éliminer les affections sans I’utilisation des
produits synthétiques, donc il est évident de trouver des solutions par I’utilisation des
molécules bioactives qui sont a base de plantes (Vanden Berghe et Vlietinck, 1991).

La situation est davantage plus préoccupante a cause de l'apparition des souches de micro-
organismes antibiorésistants et I'emergence des infections non communes qui compromettent
les traitements a l'aide des médicaments existants. Face a ces nombreux obstacles que
présente l'utilisation des antibactériens disponibles, il est indispensable de chercher de
nouvelles substances antibactériennes efficaces et a large spectre d'action (Biyiti et al., 2004).
L’Algérie est un pays tres riche en plantes médicinales qui poussent généralement a I’état
spontané (Baba Aissa, 1991). La région de Hammamet de la wilaya de Tébessa est I’une des
régions du pays connue pour sa richesse en plantes médicinales, aromatiques et melliferes,
favorisée par sa position géographique et son climat semi-aride (Benarfa, 2005), mais qui
reste encore méconnue par les uns et les autres. Pour ces raisons, nous avons effectué une
étude sur I’'une de ces plantes qui est le romarin (Rosmarinus officinalis). Cette plante est
souvent utilisée efficacement par les tradipraticiens dans le traitement de diverses maladies
infectieuses (Beloued, 1998) ainsi, notre étude porte sur la composition chimique des huiles

essentielles et I’effet antibactérien par le biais d’un test d’aromatogramme.

2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel végétal

Les parties aeriennes de Rosmarinus officinalis ont été collectées en Mars 2014 de trois sites
(Youkous, Draa Hammam et Ammacha) de la région de Hammamet, daira de Bir M'Kadem,
wilaya de Tébessa. La dite région appartient aux domaines des hautes plaines de I’Est algérien
aux confins algéro-tunisien plus précisément sur le piémont des Nemamcha avec une
superficie de 375 Km? Caractérisée par un climat semi-aride, ses coordonnées Lambert
sont: 35° 25' N et 7° 55’E. Son altitude est de 854 m (Benarfa, 2005).
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La matiere végétale, recueillie, a été séchée a I’air libre, a I’ombre jusqu’a la stabilisation de
son poids (= 7 jours).

2.2. Méthodes

2.2.1. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation durant une heure, a la
température de 100°C, des parties aeriennes sechées de la plante dans un appareil de type
Clevenger. La vapeur d’eau enrichie de constituants volatils est condensée puis décantée a
20°C. Cette opération est suivie par le calcul des rendements effectué selon la norme AFNOR
(1986).

2.2.2. Analyse des huiles essentielles

Les huiles essentielles obtenues ont été analysées par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (CPG de type PERKIN Elmer/SM de type Turbo masse).
L’huile essentielle est diluée par de I’éthanol destiné a I’analyse chromatographique a 10%.
La température de I’appareil a été programmee a 60°C pendant 2 minutes, puis elle montera
crescendo (a raison de 3°C par minute) jusqu’a 200°C ou elle se stabilisera pendant 4 minutes.
Le balayage se fait pendant une heure pour avoir tous les composes. L’injection se fait, quand
la température de 200°C est atteinte, par un mode «SPLIT» a raison de 0,3 pl d’huile
essentielle diluee.

L'identification des composants a été effectuée par comparaison entre les données spectrales

et chromatographiques et celles de la littérature (Adams, 1995).

2.2.3. Méthode d'évaluation de I'activité antibactérienne

Choix des souches

Le choix des souches testées en fonction de I’utilisation en médecine traditionnelle du
romarin; on a choisis trois souches: deux de gram négatif: Escherichia coli (pour les
infections digestifs) et Acinetobacter sp. (la flore commensale de la peau chez I’lhomme) et

une de gram positif Staphylococcus aureus (pour les infections nosocomiales).

Méthode de I’aromatogramme
L'activité antibactérienne est évaluée par la méthode d'aromatogramme qui permet de
déterminer la sensibilité des différentes espéces bactériennes vis a vis de I’huile essentielle

donnée. La méthode de I’aromatogramme consiste a utiliser des boites de Pétri contenant un
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milieu gélosé convenable, déja solidifié et inoculé de la souche microbienne testée. Des
disques en papier buvard de 6mm de diamétre, préalablement imprégnés de quantités connues
d’huile essentielle (07ul), sont alors placés en surface de la gélose. Généralement, les micro-
organismes seront classés susceptibles, intermediaires ou résistants, selon le diametre de la
zone d'inhibition (Wilkinson, 2006).

Mesure de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles

La technique de I’aromatogramme a eté appliquée dans le but d’évaluer I’activité
antimicrobienne des huiles essentielles. Ce test est effectué par dépdt d'un disque stérile de 6
mm de diametre imprégné d’une quantité d’huile essentielle sur un milieu gélosé
préalablement ensemencé avec une culture microbienne. Aprés incubation, la lecture des
résultats se fait par mesure des diameétres des zones d’inhibition en millimétres (Chao et
al.,2000; Andrews, 2001).

Aprés ensemencement des germes, trois dilutions H.E (huiles essentielles) (concentrée, Y2 et
Y4) sont préparées a I’aide du DMSO (diméthylsulfoxyde) qui est inerte sur I’activité
bactérienne.
Dans chaque boite de Pétri ensemencée on applique 5 disques:

* Le premier est un disque Témoin sans huile essentielle et sans DMSO.

* Le deuxieme imbibé par le DMSO pour confirmer la non activite sur les germes.

* Le troisieme imprégné par I’huile essentielle pure.

* Le quatrieme disque imbibé par I’huile essentielle diluée a ¥z par le DMSO.

* Le cinquieme est imbibé par I’huile essentielle diluee a ¥ par le DMSO.

Détermination de la sensibilité

La sensibilité aux différentes huiles essentielles est organisée selon le diametre des zones
d’inhibition comme suit: non sensible (-) pour le diamétre moins sensible de 6 mm; sensible
(+) pour un diamétre entre 9-14 mm ; tres sensible (+ +) pour un diamétre entre 15-19 mm et

extrémement sensible (+++) pour le diameétre plus que 20 mm (Ponce et al.,2003).

Les souches ont été testées par les antibiotiques indiqués dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Liste des antibiotiques testés pour les souches bactériennes utilisées

Staphylococcus sp.

Escherichia sp.

Acinetobacter sp.

Oxacilline (OX)

Pénicilline (P)
Vancomycine (VA)
Trimethoprime /
Sulfamethoxazole (SXT)

(K)
Tétracycline (TE)
Gentamicine (CN)
Erythromycine (E)

(L)

(FA)
Chloramphénicol (C)
Amikacine (AK)
Pefloxacine (PEF)
Rifampicine (RD)

Amoxicilline + acide
clavulanique (AUG)
(CzZX)
Cefotaxime (CTX)

Ampicilline (AMP)
Trimethoprime /
Sulfamethoxazole (SXT)
Gentamicine (CN)
Amikacine (AK)
Cefazoline (K2)
(MA)
Tétracycline (TE)
Chloramphénicol (C)
(NOR)
Colistine (CS)
Pefloxacine (PEF)
Ceftriaxone (CRO)

Imipeneme (IMI)

Pipéracilline(PIP)

Amikacine(AK)
Tobramycine(TOB)
Trimethoprime /
Sulfamethoxazole(SXT)

(CAZ)
Imipeneme (IMI)
Colistine (CS)
Tétracycline (TE)
Pefloxacine (PEF)
Rifampicine (RD)
Gentamicine (CN)
Aztréonam(ATM)

3. Résultats
3.1. Rendement

L’ opération d’extraction des huiles essentielles du romarin dans les trois stations de la région

de Hammamet a permis d’avoir des rendements allant de 1.60 + 0.004 ml/100g MS a 2.29 +

0.041 ml/100g MS. Le tableau 2 regroupe les rendements obtenus de chaque station d’étude.

Tableau 2 : Rendement en huile essentielle du romarin des stations d’étude

. Moyenne  Ecart type
Station RHEL RHE2 RHE2 RHE4 1 ¥OTll
1.83 1.96 177 184 1.85 0.004

Station 3 (Ammacha)
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3.2. Composition chimique de I’huile essentielle du romarin des trois stations étudiées
La composition chimique des huiles essentielles du romarin des stations étudiées de la région

de Hammamet est consignée dans le tableau 3.

Tableau 3: Composition chimique des huiles essentielles du romarin des stations d’étude

Localité Youkous Draa Hammam Ammacha
N° Composés IR Pourcentage Pourcentage Pourcentage
(%) (%) (%)
1 a-Pinéne 932 - 3.39 341
2 Camphéne 949 - 14.40 14.47
3 Sabinéne 980 2.40 15.93 16.01
4 B-Pinene 987 - - 1.47
5 p-Cymeéne 993 - 1.58 1.59
6 1,8 cinéole 1032 72.91 32.59 32.76
7 y-Terpinene 1047 - 1.74 -
8 a-Terpinolene 1088 0.50 1.19 1.19
9 Linalol 1094 - 0.10 0.10
10 Camphre 1144 17.16 4.46 4.48
11 Pinocamphone 1154 - 6.17 6.20
12 Bornéol 1169 4.18 9.68 9.73
13 Terpinene-4-ol 1178 1.88 3.64 3.66
14 1-Dodecene 1183 - 0.09 0.09
15 1-a-Terpineol 1188 0.96 3.31 3.32
16 Verbénone 1228 - 1.02 1.02
17 NI 1229 - 0.15 0.15
18 NI 1253 - 0.11 -
19 Bornyl acétate 1287 0.01 0.30 0.31
20 a-Copaéne 1378 - 0.04 0.04
21 Tetradecene 1386 - 0.12 -

IR: indice de rétention (min) ; NI : non identifié
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Comme le montre le tableau 3, les huiles essentielles obtenues n’ont pas la méme
composition. On note une différence de composition relativement importante notamment des
huiles essentielles extraites de Rosmarinus officinalis de Draa Hammam et Ammacha par
rapport a celles de Youkous. Les résultats obtenus par I’analyse chromatographique
(CPG/SM) du romarin procuré des stations d'étude de la région de Hammamet indiquent que
I’huile essentielle de I'échantillon de Draa Hammam contient 20 composants chimiques; celle
de I'échantillon de Ammache comprend 18 composants et celle de Youkous englobe
uniquement 8 composants. Par ailleurs, il est important de noter que le chémotype a
pourcentage élevé des huiles essentielles étudiées est le 1,8 cinéole avec respectivement:
72,91% échantillon de Youkous; 32,59% échantillon de Draa Hammam et 32.76% échantillon

de Ammacha.

3.2. Activité antibactérienne de I’huile essentielle du romarin
3.2.1. Résultats de I'aromatogramme
Le teste d’aromatogramme de I’huile essentielle du romarin des stations étudiées au niveau de

la région de Hammamet de la wilaya de Tébessa est consignée dans le tableau 4.
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Tableau 4: Diametres d’inhibition (mm) des différentes souches testées dans I’aromatogramme en milieu solide

Souche Youkous Draa Hammam Ammacha

Dilution

S.aureus S.aureus E. coli E. coli Ac. sp Ac. sp S. aureus S. aureus E. coli E. coli Ac. sp Ac. sp S.aureus  S.aureus E. coli E. coli Ac. sp Ac. sp
(25923) (SAMR)  (sensible) (BLSE) Sensible (BMR) (25923) (SAMR)  (sensible) (BLSE)  Sensible (BMR) (25923) (SAMR)  (sensible) (BLSE) Sensible (BMR)

Disque seul 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Disque 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
DMSO

Huile pure 17.1 16.4 17.2 15.6 14 15 18.1 16.1 16.8 14.7 13 13 15.3 15.8 16.2 14.8 13 13

Dilution 1/2 10.1 9.1 8.1 6 8.9 7.2 11.2 10.6 9.5 6 8.88 7.1 111 9.8 9.1 7 10 8.2

Dilution 1/4 8.2 7.2 7.3 6 10 7.2 9.2 6.2 7.5 6 10.1 74 7.2 6.2 7.8 6 10 7
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A l'issue des résultats obtenus a travers le tableau 4, il ressort que les bactéries examinées sont
tres sensibles a I’huile pure. Par contre, ces germes ont une sensibilité relative vis-a-vis des

dilutions ¥ et/ou ¥ des huiles essentielles du romarin récolté des stations suscitées.

4. Discussion

Les rendements des huiles essentielles obtenues a partir des trois populations étudiées au
niveau de la région de Hammamet de la wilaya de Tébessa sont conformes aux normes
d’AFNOR. Cependant, ils montrent une différence significative entre I'échantillon de
Youkous (2.29 ml/100g MS) et les échantillons de Draa Hammam et Ammacha (1.60mI/100g
MS a 1.85 ml/100g MS). Par ailleurs, la moyenne des rendements obtenus (1.91 mi/100g MS)
est supérieure a celle trouvée par Baghloul (2007) a partir d’un échantillon récolté au mois de
Juin 2006 de la région de Hammamet (Tébessa) soit un rendement de 1.69 ml/100g MS. Ce
qui explique que la période de floraison (Mars) serait propice pour la collecte de ce genre de
plante aromatique, car ses principes actifs sont synthétisés et stockés dans les feuilles et les

sommités fleuries (Boutekedjiret et al., 1999).

L'analyse des huiles essentielles du romarin de la région de Hammamet s'avére trés
intéressante, elle nous a permis de constater que le nombre des composants obtenu par
analyse chromatographique (CPG/SM) est important soit 21 composants chimiques, ce qui se
rapproche du nombre obtenu par Fournier et ses collaborateurs (1983) pour le romarin de
Tunisie (frontiere avec notre région d'étude) dont I'analyse de I'huile a abouti a l'identification
de 26 constituants. Cependant dans leur étude relative a lI'analyse des huiles essentielles du
romarin de provenances geographiquement différentes d'Algérie (Alger, Bibans, Djelfa et
Laghouat), Boutekedjiret et ses collaborateurs (2005) ont énuméré entre 28 et 61 composants
chimiques. Par ailleurs, la composition chimique du romarin des stations étudiées de la région
de Hammamet montre nettement que le 1,8 cinéole est le chémotype majoritaire des huiles
essentielles. Ce qui différe des résultats obtenus a travers plusieurs travaux qui ont mis en
évidence I’existence de multiples chémotypes d’huile essentielle de Rosmarinus officinalis
dans différentes régions d’Algérie. Nous citerons ceux de Lograda et ses collaborateurs
(2013) qui ont noteé que la composition chimique des huiles essentielles du romarin collecté de
cing régions de I'Est algérien est dominée par le camphre (42,7%) et de Atik Bekkara et ses
collaborateurs (2007) ou I’huile essentielle du romarin spontané de la région de Tlemcen a
I'Ouest algérien serait caractérisée par la présence de 1'a-Pinéne (23,1%).
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Cependant, I'étude menée par Boutekedjiret et ses collaborateurs (1998) indique que les huiles
essentielles du romarin des Biban de la région de Bordj Bou Arreridj, sont dominées par un
chémotype spécifique qu'est le 1,8 cinéole. Ce qui concorde avec notre résultat.

Les études effectuées sur la composition chimique des huiles essentielles du romarin en
Tunisie, Maroc, Espagne et ltalie, déterminent lI'importance du chémotype 1,8-cinéol (Varela
et al., 2009; Ayadi et al., 2011; Hcini et al., 2013; Jordan et al., 2013; Khia et al., 2014; Tahri
et al., 2015; Tuttolomondo et al., 2015).

En France, I'huile essentielle du Rosmarinus officinalis de la Provence a un niveau élevé de
camphre (30-45%) (Kaloustian et al., 2002) par contre celle de la Corse serait caractérisee par
1" a-pinene (13.7-24.6%) (Pintore et al., 2002).

Cette variabilité des résultats de I’huile essentielle de romarin peut étre due a des facteurs
intrinséques (génétique, sous-especes) ou a des facteurs extrinseques comme le climat et le sol

(origine géographique) ou & la méthode d’extraction (Ozcan et Chalchat, 2008).

Les résultats obtenus a partir de I'aromatogramme ont montrés que les huiles essentielles
pures du romarin de la région de Hammamet posséde une activité antibactérienne contre les
micro-organismes sélectionnés dans le cadre du protocole entrepris. Seulement, il faudrait
mentionner que la sensibilité des souches testées varie selon les dilutions. Les Staphylococcus
aureus (25923) et Staphylococcus aureus (SAMR), ont été les bactéries les plus sensibles aux
extraits du Rosmarinus officinalis des trois provenances. Jordan et ses collaborateurs (2013)
mentionnent qu'une forte proportion d'a-pinene augmente I'efficacité des huiles essentielles du
romarin contre Staphylococcus aureus, tandis que la présence de 1,8 cinéole, comme le
composé le plus abondant, diminue considérablement I'efficacité de ces huiles. En revanche,
I'efficacité des huiles pures contre Escherichia coli n'a pas été affectée par cette condition. Par
ailleurs, le germe Escherichia coli (BLSE) représente toujours une résistance aux dilutions ¥z
et ¥4 avec les huiles essentielles des trois provenances. La souche Acinetobacter sp. (sensible)
représente une sensibilité dans la dilution ¥ que la dilution ¥ de Draa Hammam cela est di
peut étre aux diffusions des composants de cette huile par une dilution élevee.

La susceptibilité des bacteries est en effet indépendante du gram (Dorman et Deans, 2000), ou
dépendante des huiles essentielles utilisées (Deans et Ritchie, 1987). La sensibilité des micro-
organismes peut varier selon le germe testé car une huile essentielle peut étre bactéricide vis-
a-vis de certaines souches, bactériostatique vis-a-vis d’autres ou n’avoir aucun effet (Hermal,
1993).
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Le mécanisme d'action des huiles essentielles est lié essentiellement a la structure de la paroi
et & la perméabilité membranaire des bactéries. L'huile essentielle exerce son pouvoir
antimicrobien par son interférence avec la bicouche lipidique de la bactérie grace a sa
propriété hydrophobe, ce qui entraine: l'augmentation de la perméabilité puis la perte des
constituants cellulaire; I'acidification de l'intérieure de la bactérie, bloquant la production de
I'énergie cellulaire et la synthése des composants de structure; la destruction du matériel
géneétique, conduisant a la mort de la bactérie (Caillet et Lacroix, 2007). En revanche, les
bactéries a Gram- sont plus résistantes que les Gram+, ceci est di aux différences structurales
de leurs membranes externes (Burt, 2004).

Par ailleurs, la sélectivité des huiles essentielles envers certaines bactéries restent encore mal
élucidee. Cette sélectivité est le résultat de la composition variée des fractions actives des
huiles, qui présentent souvent des actions synergiques (Hammer et al., 1999).

Des études antérieures sur I'huile essentielle du Rosmarinus officinalis révelent une activité
antimicrobienne et indiquent une similitude avec les résultats obtenus dans le présent travail
(Moreira et al., 2005; Santoyo et al., 2005; de Billerbeck, 2007; Quibrahim et al., 2013;
Lograda et al., 2014; Belkhiri, 2015).

En raison de leur activité antimicrobienne, les huiles essentielles du romarin peuvent étre
utilisées dans l'industrie pharmaceutique pour la production de nouveaux agents synthétiques
dans le traitement des maladies infectieuses causees par les bactéries étudiées ou peuvent étre
suggérées comme agents naturels de conservation des aliments comme I'a été rapporté par
certains auteurs: Fernandez-Lépez et al. (2005), Balentine et al. (2006), Miladi et al. (2013),
Tahri et al. (2015) et Hendel et al. (2016).

5. Conclusion

Le présent travail est consacré a la détermination du rendement, de la composition chimique
et des propriétés antibactérienne des huiles essentielles extraites du Rosmarinus officinalis
récolté dans la région de Hammamet de la wilaya de Tébessa en Mars 2014. Le rendement
moyen en huile essentielle est de 1.91 ml/100g MS. Les analyses chimiques, par CPG/SM,
ont permis d’identifier 21 composants et indiquent que le chémotype le plus important serait
le 1,8 cinéole. L’évaluation de I'activité antimicrobienne des huiles essentielles du romarin
des stations d'étude a montré une efficacité contre les bactéries testés (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Acinetobacter sp.) et ce par la méthode de diffusion en milieu solide.
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Au regard des résultats de I’antibiogramme, il ressort que I’action des antibiotiques révele des
réponses variables pour les souches testées; soit des germes de Gram+ ou Gram-.
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