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Résumé 
 

Notre travail porte sur l’étude  des activités biologiques des huiles essentielles (HES) du 

romarin (Rosmarinus officinalis) de la région de Bordj Bou Arreridj. 

Rosmarinus officinalis L. est une plante aromatique spontanée largement répandue en 

Algérie, appartenant à la famille des labiées (Lamiaceae) appelée communément par la 

population locale «Eklil», Elle est encore utilisée dans la médecine traditionnelle comme 

antispasmodique, ingrédients en produits de beauté aussi bien dans la conservation des 

produits alimentaires. 

L’extraction des HES de Rosmarinus officinalis L. a été effectuée par hydrodistillation. 

L’activité antimicrobienne est mise en évidence par la méthode de diffusion sur milieu gélosé. 

L’activité antioxydante est évaluée par le teste de DPPH et le teste de blanchissement de        

-carotène.  

Les résultats montrent que les HES du Rosmarinus officinalis L. possèdent une forte 

activité antimicrobienne contre les souches testés soit bactériennes (Staphylococcus aureus, E 

coli et Bacillus cereus) ou fongiques (Fusarium oxysporum, Aspergillus niger). D’autre part  

les HES ont montré un pouvoir remarquable de piégeage du radical libre DPPH (IC50 = 7,84 ± 

0.37 µg/ml), qui est significativement similaire à celui du antioxydant de référence BHT  

(IC50 = 10, 96 ± 0,66 g/ml) et un pourcentage d’inhibition de l’oxydation du ß-carotène égale 

à 48.46%  pas loin de celui du BHT (84,17%). 

Ces  résultats  peuvent  être  considérés  comme point  de  départ  pour  des  applications  de  

cette plante en santé ou dans le secteur agroalimentaire. 

Mots clés: Rosmarinus officinalis, Huiles essentielles, Activité antioxydante, activité 

antifongique,  Activité antibactérienne. 
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Introduction 

 Actuellement, plusieurs questions  sont soulevées concernant l’efficacité et la sécurité 

des produits chimiques utilisés en médecine ou dans l’industrie agroalimentaire. En effet, le 

développement de la résistance des micro-organismes aux divers antibiotiques préoccupent 

les spécialistes. D’un autre côté, l’utilisation des additifs tels que les antioxydants est 

suspectée d’avoir des effets négatifs sur la santé du consommateur. 

Le développement de nouveaux agents thérapeutiques s’avère indispensable pour 

lutter contre les phénomènes de la résistance bactérienne et de l’oxydation des aliments. Dans 

le but de, l’investigation des plantes représente un potentiel inestimable pour la découverte de 

nouvelles substances à pouvoir antimicrobien et antioxydant. Ainsi les huiles essentielles 

commencent à avoir beaucoup d’intérêt comme source potentielle de molécules naturelles 

bioactives (Teuscher et al., 2005). Elles font l’objet d’étude pour leur éventuelle utilisation 

comme alternative pour le traitement des maladies infectieuses (Baser et al., 2001) et pour la 

protection des aliments contre l’oxydation (Miguel et al., 2003), elle sont des matières 

premières importantes pour la parfumerie, le cosmétique, l'industrie des arômes. Ces 

substances sont également utilisées dans l'industrie pharmaceutique aussi bien comme sources 

de substances actives que pour l'aromatisation de divers produits (Moretti et al., 2002). 

Les plantes aromatiques  sources des huiles essentielles sont largement répandues dans 

la nature. L’Algérie abrite un ensemble d’espèces importantes et variées et témoigne de ce fait 

d’une richesse floristique incontestable. C’est pourquoi, nous nous somme intéressé à étudier 

le romarin ; la plante qui pousse à l’état spontané dans les monts de la région de Bordj Bou 

Arreridj. Le romarin (Rosmarinus Officinalis L.) fait l’objet des récentes recherches dans les 

domaines pharmaceutiques, cosmétiques et agro-alimentaires. C’est un herbe aromatique de la 

famille des Labiées, appréciées pour ses propriétés aromatiques, antioxydantes, 

antimicrobiennes, antispasmodiques et anti-tumorales, largement utilisées en médicine 

traditionnelle (Atik bekkara et al., 2007).  

Ce travail à pour objet de l’extraction et l’évaluation de l'activité biologique des huiles 

essentielles de la plante Rosmarinus officinalis.  

- La première partie propose une recherche bibliographique sur le sujet qui est consacré 

à l’étude des plantes médicinales, la composition chimique et l’activité biologique des 

huiles essentielles ainsi que leurs procédés d’extraction.  

- La seconde partie met en  évidence le matériels et les méthodes utilisés lors de la 

réalisation de cette étude, tels que la méthode d’extraction des huiles essentielles 

l’évaluation de l’effet antifongique, l’effet antibactérien et l’effet antioxydant in-vitro 
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en utilisant les tests DPPH et le -carotène. Par la suite  une analyse statistique qui a 

été réalisée permettant de regrouper et de résumer un ensemble de données ayant des 

objectifs comparables.  

- La troisième partie présente et discute les résultats obtenus suivie par une conclusion 

qui fait une synthèse claire des principaux apports du mémoire en termes de 

méthodologies proposées  et des  résultats  obtenu. ainsi de  nombreuses perspectives  

importantes qui font suite à ce travail. 
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I.1. Les plantes médicinales aromatiques 

            Une plante médicinale est une plante qui contient un ou plusieurs principes actifs, 

capable de prévenir, soulager ou guérir des maladies. Celles inscrites à la pharmacopée sont 

considérées comme des médicaments. Leur vente est exclusivement réservée aux pharmaciens 

et aux herboristes, et qui correspondent souvent aux plantes aromatiques utilisées dans les 

préparations culinaires. Entre 20 000 et 25 000  plantes  sont utilisées  dans  la pharmacopée 

humaine.75% des  médicaments  ont  une origine végétale et 25% d'entre eux  contiennent  au 

moins une plante  ou  une  molécule  active  d'origine  végétale. (Belouad A, 2001). 

I.1.1. Composition chimique des plantes aromatiques 

            La composition chimique des plantes aromatiques est complexe et est constituée de 

deux fractions. La première fraction dite volatile est présente dans différents organes de la 

plante selon la famille ; cette fraction est composée de métabolites secondaires qui constituent 

l’huile essentielle. La 2éme fraction dite non volatile de la plante, composés organiques non  

volatils, est composée essentiellement de coumarines, flavonoïdes (Kubeczka et al., 1982), 

composés acétyléniques ainsi que de lactones sesquiterpèniques, phénols ou polyphénols 

jouant un rôle fondamental dans l’activité biologique de la plante. (Essawi, 2000). 

I.2. Les huiles essentielles 

I.2.1. Définition  

            Les principes actifs des plantes aromatiques sont souvent liés aux produits des 

métabolisme secondaire en faibles quantités (essences végétales, essences aromatique, huiles 

volatiles ou parfums) (Haddouchi et al., 2008 ; Belkou et al., 2005). 

            Selon l’Association Française de Normalisation (AFNOR, 2000) les HES sont des 

produits obtenus soit à partir de matières premières naturelles par distillation à l’eau ou à la 

vapeur d’eau, soit à partir des fruits de Citrus par des procédés mécaniques et qui sont séparés 

de la  phase aqueuse par des procédés physiques. Les HES sont des mélanges volatiles de 

nombreux composés et des molécules peu complexes comme les terpènes, les phénols, les 

oxydes, les esters, les cétones... (Isman, 2002), Elles sont produites par les plantes comme 

moyen de défense contre les ravageurs phytophages (Csesk et Kaufman, 1999).  
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I.2.2. L’origine et localisation des huiles essentielles (HES) 

            Les huiles volatiles peuvent être considérées comme des résidus du métabolisme 

végétal. Suite à la photosynthèse au niveau des chloroplastes,  l’énergie  produite (sous  forme 

de  glucides, NADPH et d’ATP) contribue  au  développement  de  la  plante et  indirectement  

à la biosynthèse de multiples composés secondaires parmi elles les huiles essentielles 

(Narishetty et Panchagnula, 2004). 

 Les espèces aromatiques qui produites les HES caractérisées par la présence d’organes 

spécifiques responsables de la synthèse et de stockage de ces composés volatile, soit les 

poches (Myrtacées, Rutacées), les canaux sécréteurs, les poils sécréteurs (Lamiaceae) et les 

cellules sécrétrices (Zingiberaceae, Lauraceae) (Bruneton., 1993). 

I.2.3. Les propriétés chimiques des huiles essentielles 

           Les HES peuvent contenir une centaine de composées différentes, appartenant à deux 

groupes caractérisés par des origines biogénétiques spécifiques : les terpènes et les dérivés du 

phénylpropane biosynthétisé essentiellement à partir de l’acide shikimique (Bruneton, 1993). 

I.2.3.1. Les terpènes   

            Les composés terpéniques à poids moléculaire faible constituent généralement la 

majorité des composés volatils des huiles essentielles. Ces constituants proviennent de 

l’isoprène répondant à la formule générale (C5H8)n, ils sont également nommés isoprénoïdes 

ou terpénoïdes. Le terme « terpénoïde » définit l’ensemble des terpènes oxygénés et non 

oxygénés, alors que le terme « terpène » ne tient pas compte de la présence d’oxygène 

(Figure 1) (Baser et Buchbauer, 2010). 

 

 

   

 

Figure 1 : Structure de l’isoprène (Lakhdar L, 2015) 
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I.2.3.2. Les composés aromatiques 

            Une autre classe de composés volatils fréquemment rencontrés est celle des composés 

aromatiques dérivés du phénylpropane (Kurkin et al., 2003). Cette classe comporte des 

composés odorants bien connus comme la vanilline, l'eugénol, l'anéthole, l'estragole et bien 

d'autres. Ils sont davantage fréquents dans les huiles essentielles d'Apiaceae (persil, anis, 

fenouil, etc.) et sont caractéristiques de celles du clou de girofle, de la vanille, de la cannelle, 

du basilic, de l'estragon, etc. (Bruneton, 1999). 

I.2.4. Rôles des huiles essentielles chez les végétaux   

            Les huiles essentielles permettent aux plantes de s’adapter à leur environnement et à 

assurer leur défense. En effet, étant fixées au sol elles n’ont que les composés chimiques issus 

du métabolisme secondaire, stockés à l’endroit où ils seront le plus utiles comme arme de 

défense contre les parasites et les déprédateurs. Les plantes possédant ces composés toxiques, 

qualifiés de phagodetérrants ou d’inappétants, sont moins consommées (Houël, 2011).    

            De façon générale, les terpénoides jouent un rôle fondamental dans les interactions 

entre les organismes vivants, permettant par exemple à une plante d’attirer les pollinisateurs, 

ou les prédateurs ou les parasitoïdes des herbivores venant l’attaquer (Gershenzon et 

Dudarreva, 2007 ; Unsicker et Kunert, 2009). C’est en particulier ce dernier rôle qui donne 

toute son importance à une stratégie bioinspirée de recherche de composés antifongiques, 

antibactériens ou bio-insecticides parmi les métabolites secondaires, et en particulier les 

huiles essentielles (De Figueiredo et al., 2008). 

I.3.Les procédés d’extraction des huiles essentielles 

            Il existe différentes techniques d'exploitation des plantes aromatiques, les plus connus 

sont la distillation à la vapeur d'eau, l’expression à froid, l’extraction par les solvants et par les 

graisses (Robert, 2000 ; Proust, 2006). Le choix du procédé d’extraction influe directement 

sur la qualité des produits et sur le rendement de l’extraction. Il est orienté par la localisation 

histologique et la composition chimique de ces essences. À l'échelle industrielle, le procédé le 

plus employé reste la distillation à la vapeur d’eau. Il existe précisément trois différents 

procédés utilisant ce principe : l'entraînement à la vapeur d'eau, l'hydro diffusion et l'hydro 

distillation. (Nait  Achour K, 2012). 
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I.3.1. L’entraînement à la vapeur d’eau 

           Le matériel végétal dans la distillation ne macère pas directement dans l'eau. Il est 

placé sur une grille perforée à travers de laquelle passe la vapeur d'eau. La vapeur 

endommage la structure des cellules végétales et libère ainsi les molécules volatiles qui sont 

ensuite entraînées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte une amélioration de la qualité de 

l'huile essentielle en minimisant les altérations hydrolytiques : le matériel végétal ne baignant 

pas directement dans l’eau bouillante (Franchomme et al., 1990).  

            Cette méthode est industriellement la plus utilisée pour l’extraction d’huile essentielle 

de Rosmarinus officinalis dans le but d’obtenir un bon rendement de l’essence et de réduire le 

temps d’extraction (Marzouk et al., 2006). 

 

Figure 2 : Montages pour l’entraînement à la vapeur d’eau. (Lakhdar L, 2015) 

I.3.2. L’hydrodiffusion 

            L’hydrodiffusion est une variante de l’entraînement à la vapeur d’eau.  Dans le cas de 

l’hydrodiffusion, le flux de vapeur n’est pas ascendant mais descendant. Cette technique 

exploite ainsi l’action osmotique de la vapeur d’eau.  Le principe de cette méthode réside dans 

l’utilisation de la pesanteur pour dégager et condenser le mélange « vapeur d’eau – huile 

essentielle » dispersé dans la matière végétale (Figure 3) (Meyer-Warnod et al., 1984). 
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Figure 3 : Montages pour  l’hydrodiffusion. (Lakhdar L, 2015) 

    I.3.3. L’hydrodistillation   

            Historiquement, l’hydro distillation a été la première méthode employée pour la 

préparation d’une huile essentielle et c’est encore aujourd’hui la méthode de référence 

(Meyer-Warnod et al., 1984).  L’hydro distillation est une distillation hétérogène. L’eau 

recouvrant le matériel végétal est portée à ébullition sous pression atmosphérique.  Une fois 

libérés, sous forme d’un mélange azéotropique, les composés volatils contenus dans des 

glandes sécrétrices, sont entrainés mécaniquement par la vapeur d’eau. Dans le « système 

Clevenger » préconisé par la pharmacopée européenne (Pharmacopée Européenne, 1996). 

L’eau distillée est recyclée dans le bouilleur par cohobage (Clevenger, 1928). Après 

refroidissement, le mélange eau-HES se sépare par décantation. Le système Clevenger permet 

ainsi la conservation d’une quantité d’eau identique durant toute la durée de l’extraction 

(Figure 4) (Kapetanovic et al., 1984). 
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Figure 4 : Montage pour l’hydro distillation type Clevenger. (Lakhdar L, 2015) 

 

I.3.4. L’enfleurage 
Procédé réservé aux huiles essentielles délicates qui ne supportent pas la chaleur. Les 

pétales  fraîchement  cueillies,  sont  étalées  sur  de  la  graisse  sur  des  châssis  en  verre  et  

remplacées toutes les 24 heures. Les huiles essentielles saturent progressivement la graisse. 

Le composé obtenu appelé pommade, est lavé avec de l’alcool qui, après évaporation produit 

l’huile parfumée (Lahrech Kh, 2010). 

I.3.5. L’extraction supercritique 
Cette technique d’extraction permet d’extraite les principes actifs de la plante sans 

chauffage, le principe de ce procédé repose sur l’état supercritique du gaz carbonique, qui 

dans certaines conditions de pression et de température, se comporte comme un fluide qui a 

une densité d’un liquide et une viscosité d’un gaz. Il diffuse à travers les cellules de la plante, 

et extrait les principes actifs (Bocevska et Sovova, 2007 ; Gaspar et al, 2000). 
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II.1. Rosmarinus officinalis L.  

II.1.1. Etymologie 

          Le nom latin rosmarinus est habituellement interprété, comme dérivé "ros" de la rosée 

et "marinus" d'appartenir à la mer, bien qu’elle se développe habituellement loin de la mer. 

On a affirmé que cette interprétation est un produit d'étymologie traditionnelle, mais 

probablement le nom original est dérivé du grec '"rhops" arbuste et "myron" baume (Heinrich 

et al., 2006) 

Appellations régionales en Algérie : 

 Région de l'Est : Eklil 

 Région de l'Ouest : Helhal 

 Région du Centre : Yazir (Med-Chclist, 1986) 

 II.1.2. Position systématique selon (Cronquist, 1981) 

 

 

 

 

 

 

II.1.3. Description botanique 

            La famille des lamiacées connue également sous le nom des labiées, comporte                  

environ 258 genres pour 6900 espèces plus ou moins cosmopolites ; mais dont la plupart se 

concentrent dans le bassin méditerranéen (Botineau, 2010). Le genre Rosmarinus de cette 

famille ne regroupe que trois espèces (Bärtels, 1997) : 

 Rosmarinus officinalis Linné, de loin l’espèce la plus aromatique et importante.  

 Rosmarinus eriocalix Jord. &Fourr.  

 Rosmarinus tomentosus Huber-Morath et Maire, morphologiquement très proche                       

de R. eriocalyx. 

 

Règne 
 

Plantae 

Division Magnoliophyta 

Classe Magnoliopsida 

Ordre Lamiales 

Famille Lamiaceae 

Genre Rosmarinus 

Espèces Rosmarinus officinalis L. 
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            Le romarin est un arbrisseau de la famille des labiées (Lamiaceae), peut atteindre 

jusqu’à 1,5 mètre de hauteur, il est facilement reconnaissable en toute saison à ses feuilles 

persistantes sans pétiole, coriaces beaucoup plus longues que larges, aux bords légèrement 

enroulés, vert sombre luisant sur le dessus, blanchâtres en dessous. La floraison commence 

dès le mois de février (ou janvier parfois) et se poursuit jusqu’au avril-mai. La couleur des 

fleurs varie du bleu pâle au violet. Comme pour la plupart des Lamiacées, le fruit est un 

tetrakène de couleur brune (Figure 5) (Botineau., 2010).). 

 

 
 

Figure 5 : Rosmarinus officinalis L. (Fadi Z, 2011) 

II.1.4. composition des huiles essentielles du romarin 

            Les huiles essentielles du romarin sont caractérisées par la présence d’un ensemble des 

molécules chimiques de synthèse naturelle. Ces molécules diffèrent selon la nature de la 

plante, le sol (Angioni et  al., 2004),  le temps de récolte (Celiktas et al., 2007), la partie de 

la plante (Flamini et al., 2002), la préparation de l’échantillon (McCormick et al., 2006), 

ainsi que la méthode d’extraction (Boutekedjiret et  al., 2004).  

II.4.1. L’huile essentielle chémotypée et non chémotypée  

  Lorsqu’une molécule est présente en fort pourcentage dans une huile essentielle, on 

l'appelle le "type chimique" ou "chémotype". (Sacchetti et al., 2005 ; Angioni et al., 2004). 

Selon (Tuberoso et al., 1998) les monoterpènes constituaient 50 % de l’HES de romarin, 

spécialement l’ -pinène (>30%), camphène et limonène ; alcools  7% et cétones  10 %.  
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II.2. L’usage traditionnelles du Romarin  

        Le romarin est une herbe médicinale bien connue et considérablement évaluée, 

largement répandue dans les produits pharmaceutiques et la médecine traditionnelle ses 

parties aériennes sont utilisées par voie orale pour soulager la colique rénale, les 

dysménorrhées et comme antispasmodique (Gonzalez-Trujano, 2011). L’huile du romarin a 

été largement répandue pendant des siècles, comme un des ingrédients en produits de beauté, 

savons, parfums, désodorisants, aussi bien pour l'assaisonnement et la conservation des 

produits alimentaires (Arnold, 1997). 

II.3. Les activités biologique du Romarin   

II.3.1. L’activité antibactérienne    

            Les  huiles  essentielles  de  romarin  possèdent  une  action  cytotoxique  sur  les  bactéries  

(Davidson, 1997).Grâce à leurs variabilité des constituants suggère qu’elles agissent sur 

plusieurs sites d’action dans les micro-organismes. Étant donné que chaque composé possède 

son propre mode d’action (Guinoiseau, 2010).  

II.3.2. L’activité antifongique  

         Dans le domaine phytosanitaire et agroalimentaire, les huiles essentielles ou leurs 

composés actifs pourraient également être employés comme agents de protection contre les 

champignons phytopathogènes et les microorganismes envahissant la denrée alimentaire (Lis-

Balchin, 2002). l’activité fongistatique des composés aromatiques semble être liée à la 

présence de certaines fonctions chimiques (Voukou et al., 1988).  

II.3.3. L’activité antivirale   

            L’évaluation de l’activité antivirale de l’extrait commercial du romarin, a indiqué qu’il 

ya une inhibition de l’infection par le virus de l’immunodéficience humaine (HIV) aux 

concentrations  très  basses,  qui  ont  étaient  également  cytotoxiques.  Cependant,  le  carnosol  a  

montré une activité anti-HIV à une concentration de 8 M qui n'était pas cytotoxique 

(Aruoma et al., 1996). 
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II.3.4. L’activité ovicide   

            L’huile essentielle du romarin s’est avérée un agent ovicide contre trois espèces de 

moustique (Anopheles stephensi, Aedes aegypti et Culex quinquefasciatus) (Prajapati et al., 

2005). De même Gillij et al., (2007) ont trouvé que cette huile présente une activité répulsive 

contre le moustique Aedes aegypti. Dans le cadre de la protection des produits stockés 

Papachristos et Stamopoulos (2002), (2004) ont trouvé que les œufs, les larves et les pupes 

d’Acanthoscelides obtectus sont sensibles aux vapeurs des huiles essentielles du romarin.  

II.3.5. L’activité antioxydante   

  II.3.5.1. Le stress oxydant et radicaux libre 

            Dans les systèmes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d un déséquilibre 

entre la production des radicaux libres et la destruction par des systèmes de défenses anti-

oxydantes. Les radicaux libres sont une forme particulière d espèces chimiques (atomes ou 

molécules) qui possèdent un électron célibataire (ou non apparie) (Angelos et al., 2005 ; 

Wolin et al., 2005 ).  Le stress oxydatif dû aux radicaux libres entraîne des dégâts tissulaires 

essentiellement par l’oxydation des protéines par l’introduction d'un groupement carbonyle 

(C=O), fragmentation, perte de la fonction catalytique ou structurale ; l’oxydation des sucres 

qui, en présence de traces métalliques, entraîne la libération d'H2O2 et d'OH• (Rahman et al., 

1999).  L’oxydation de l’ADN, à travers les coupures et mort cellulaire, cassures et mutations 

carcinogènes, erreurs de transcription, erreurs de synthèse (mutation ponctuelle) et erreurs de 

réplication, conduit à l'apoptose (Myara, 2002). L’oxydation des lipides conduit à la 

formation d’hydro peroxydes (ROOH) instables, responsables de la diminution de la fluidité 

membranaire (acides gras polyinsaturés de lipoprotéines ou de la membrane cellulaire) 

(Schlienger et Luca, 2007). 

II.3.5.2. Les antioxydants 

 Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empêche l'oxydation d'autres 

substances chimiques. Les antioxydants s’utilisent pour réduire l'oxydation du produit auquel 

ils sont mélangés. L’effet des antioxydants provient de deux mécanismes : 

 Ils neutralisent les radicaux libres et empêchent les réactions en chaine initialisées par 

ces derniers.  
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 Les antioxydants détruisent les hydroperoxydes (composés intermédiaires formant des 

radicaux libres en interrompant la liaison O-O), diminuant ainsi la vitesse de 

formation de radicaux libres (Ribeiro et  al., 2001). 

Il existe trois types d’antioxydants : 

a- Les antioxydants enzymatique : est principalement composé des superoxydes 

dismutases (SOD), des catalases (CAT), des glutathions peroxydases (GPx) et des 

thiorédoxines  (Higashi et al., 2009).  Parmi  ces  enzymes, les SOD représentent  la première 

ligne  de  défense  pour  contrer  les   ROS,  et  ce  sont  les  enzymes  antioxydantes  les  plus  

importantes au niveau vasculaire (Higashi et al., 2009).   

b- antioxydants non-enzymatiques qui ne sont pas synthétisés par l’organisme et 

doivent être apportés par l’alimentation tels que les oligoéléments (le cuivre, le fer, le 

manganèse, le sélénium et le zinc), la glutathion réduit (GSH), l’acide ascorbique (vitamine 

C), l’alpha tocophérol (vitamin E)  et  les caroténoïdes (Vertuani  et al., 2004). 

c- Les antioxydants synthétiques sont utilisés depuis de nombreuses années. Mais, 

récemment, beaucoup d’études ont porté sur la toxicité élevée des antioxydants synthétiques 

utilisés dans l’industrie alimentaire, comme, par exemple, le butylhydroxytoluène (BHT), 

l’hydroxyanisol butyle (BHA), etc. (Marongiu et al., 2004).  

           La nécessité de réduire l’utilisation des antioxydants synthétiques impose d’orienter le 

marché vers des antioxydants d’origine naturelle et stimule la recherche dans ce domaine 

(Herodez et al., 2003). Les plantes représentent une source très riche et renouvelable 

d’antioxydants naturels [(Ribeiro et al., 2001 ; Marongiu et al., 2004). L’acide 

rosmarinique, représente un exemple d’antioxydant pouvant être une bonne alternative aux 

antioxydants de synthèse car il est présent dans plusieurs plantes telle que le romarin.      

 III.2.5.3. L’activité antioxydant du romarin 

 L'activité antioxydant du romarin est connue depuis environ 30 années (Nassu et al., 

2003). le romarin est largement accepté en tant qu'une des épices qui a l’activité antioxydante 

la plus élevée (Wang et al., 2008). Wang et ses collaborateurs (2008) faire une comparaison 

in vitro de l’activité antioxydante d’HES du romarin avec celles de ses principaux composants 

(1,8-cinéole, -pinène et -pinène) au moyen de l’essai au DPPH et l’essai de blanchissement 

du –carotène, a montré que l’HES était plus active que ses composants dans les deux 

modèles d’essai. 



 

 

 
 
 

 
L’étude 

Expérimentale 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 

Chapitre I 
Matériel et méthodes 

 
 
 
 



Chapitre I                                                                 Matériel et Méthodes  
 

15 
 

I. Matériel et Méthodes 

I.1. Matériel 

I.1.1. Matériel végétal 

La plante Rosmarinus officinalis a été récoltée à le mois de Mars 2016 de la région El 

k’sour, Wilaya de Bordj Bou-Arreridj, Algérie. La plante a été séchée pendant deux semaines 

à l’abri de la lumière. Une fois séchée le matériel végétal a été broyé, puis conservés à l’abri 

de la lumière, de l’humidité et de la chaleur jusqu’à son utilisation. 

I 1.2. Matériel biologique 

            Les souches bactériennes testées sont provenus du laboratoire de microbiologie de 

département des SNV de l’université de Sétif. Le support microbien est composé de : 
Staphylococcus aureus (Gram+), Escherichia coli (Gram-), Bacillus cereus (Gram+). 

            Les moisissures testées sont provenus du laboratoire de phytopathologie de 

département des SNV de Bordj Bou Arreridj. Il s’agit de : Fusarium oxysporum et Aspergillus 

niger. 

I.2. Méthodes 

I.2.1. L’extraction des huiles essentielles  

Le matériel végétal séché est soumis à une hydrodistillation dans un Clevenger 

(Figure 6). L’opération consiste à introduire 100 g de masse végétale séchée dans un grand 

ballon en verre, on y ajoute une quantité suffisante d’eau distillée sans pour autant remplir le 

ballon pour éviter les débordements de l’ébullition. Le mélange est porté à ébullition à l’aide 

d’une chauffe ballon. Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent à travers le tube 

vertical puis dans le serpentin de refroidissement où aura lieu la condensation. Les 

gouttelettes ainsi produites s’accumulent dans le tube rempli auparavant d’eau distillée. 

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

L’huile ainsi obtenue est récupérée puis traitée par un déshydratant, le sulfate de sodium, pour 

éliminer le peu d’eau susceptible d’avoir été retenue dans l’huile et enfin conservée dans des 

flacons opaques bien scellés à température basse (4-5 Cº). L’opération d’extraction dure trois 

heures à partir du début d’ébullition (Bajpai et al., 2008) 
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Le rendement est calculé à partir du poids de l’huile essentielle par rapport au poids 

sec de la masse végétale utilisée dans l’hydrodistillation, soit : 

Rdt = Mhe/Mvg × 100 

 Où : Rdt : rendement en HES (%) 

 Mhe : masse de l’huile essentielle 

 Mvg : masse végétale sec 

 

 

 

Hydro distillation –Chauffage 

   

            

                          Condensation 

 

             

 

 

                                 Décantation 

      

 

 

                                                           Séparation 

 

 

 

 

Figure 6: Procédé d’extraction des huiles essentielles 

 

Matériel végétale sec + Eau 

Vapeur + HES 

Eau+ Traces d’HES 

HES+ Hydrolat 

         HES pure            Hydrolat 
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I.2.2. Activité antimicrobiennes des huiles essentielles 

I.2.2.1. L’activité antibactérienne des huiles essentielles 

L’étude est réalisée par la méthode de diffusion, qui est initialement conçue pour les 

antibiotiques (antibiogramme), mais en substituant les disques d’antibiotiques par d’autres 

imprégnés par HES (aromatogramme) sur la surface des géloses nutritive ensemencées par le 

germe à tester . 

 préparation de l’inoculum 

Une suspension bactérienne de 0.5 Mc Farland est préparée à partir d’une culture pure 

et jeune de 18 heures. Cette opacité, équivalente à une densité optique de 0.08 – 0.1 à 625 nm, 

peut être diminuée (ou augmentée) en ajoutant plus de culture afin d’ajuster la densité 

optique. Il est à signaler d’une part que la suspension ajustée devra contenir 108
 UFC /ml 

(units forming colony /ml) et d’autre part que l’inoculum ainsi préparé ne doit pas être utilisé 

au-delà de 15 minutes (l’opacité risque d’augmenter à cause de la croissance bactérienne). 

L’ensemencement est effectué par écouvillonnage, à partir de l’inoculum fraîchement 

préparé. Il consiste à tremper un écouvillon de coton stérile dans la suspension puis le frotter, 

après l’avoir essoré à l’intérieur du tube, à trois reprises sur la totalité de la surface gélosée 

(gélose nutritive) de façon à former des stries serrées, en tournant la boite à environ 60° après 

chaque application pour obtenir une distribution égale de l’inoculum (2 boites pour chaque 

dilution plus 2 boites pour les témoins positif et négatif). (Guinoiseau E, 2010). 

Des disques de papiers chromatographiques de 6 mm de diamètre , préalablement 

stérilisés sont déposés à la surface de gélose nutritive ensemencée après avoir été chargé de 15 

l  d’huile  essentielle  diluée  dans  du  DMSO  (dimethylsulfoxide)  à  1/2,  1/4  et  1/8  (v/v).  

D’autres  disques,  chargés  de  15  l  de  DMSO  sont  utilisés  comme  témoins.  Des  

antibiogrammes sont effectués en parallèle avec les aromatogrammes. Après 24 heures 

d’incubation à 37°C, le diamètre d’inhibition est mesuré. 
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I.2.2.2. L’activité antifongique des huiles essentielles 

 Technique de dilution en milieu solide 

Cette technique a été appliquée dans des boîtes de Pétri de 9mm pour déterminer les 

taux de croissance et les taux d’inhibition. 1000 ml de PDA ont été préparés, stérilisés et 

conservés. Le PDA solide stérilisé a été placé dans  l’eau bouillante puis introduit au bain-

marie pour ramener sa température à 45° C. Tous les flacons contenant 50 ml de PDA, 1.5ml 

de tween 20 et différentes volume de l’huile essentielle sont ajouté afin de préparées des 

dilutions de 1, 0,5, 0,25, 0,05, et 0,01%. Chaque flacon est homogénéisé instantanément par 

agitation puis son contenu est versé dans des boîtes de Pétri. Le mélange ainsi versé et laissé 

au repos jusqu’à refroidissement et solidification. 

À l’aide d’une anse platine stérile des disques de mycéliens de diamètre de 6mm 

prélevé  de  la  culture  jeune  (un  jour)  du  mycète  a  été  inoculé.  Ces  derniers  ont  été  déposés  

dans les milieux préparés préalablement avec des dilutions des huiles essentielles. Les boîtes 

de Pétri (témoins et essais) sont mises à incuber respectivement à 28° ± 2° pour 7 jours. 

Quotidiennement, la croissance de filaments sur chaque boîte est relevée et il est 

procédé, à la fin du temps approprié d’incubation, à une mesure des diamètres de différentes 

colonies de champignons filamenteux pour calculer le taux d’inhibition (I’%) (Kordali et al., 

2003). 

I’(%) =100 x (dC-dE)/dC 
 

I’(%) = Taux d’inhibition exprimé en pourcentage 

dC = Diamètre de colonies dans les boîtes « témoins positifs » 

dE = Diamètre de colonies dans les boîtes contenant l’extrait de plante 
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I.2.3. L’activité antioxydante des huiles essentielles 

Le pouvoir antioxydant des HES a été évalué in vitro en utilisant deux tests, le test du DPPH , 

le test du blanchissement de ß-carotène. 

I.2.3.1. Test du DPPH• 

Le DPPH (2,2 diphenyl-1-picryl hydrazyl) est un radical stable qui possède un 

électron célibataire sur l’atome d’azote, caractérisé par une couleur violette et un pic 

d’absorption spectral maximal à 517nm. En présence d’antioxydant l’électron célibataire 

devient  apparié,  ce  qui  conduit  à  la  décoloration  de  DPPH  du  violet  (forme  radicalaire  

DPPH ) au jaune (forme réduite DPPH-H) (Figure 7). 

 

     Figure  7  :  Structure de DPPH. et mécanisme de sa réduction par un antioxydant    

(molynex, 2004). 

           Le radical DPPH est un radical libre organique stable, avec une bande maximum 

d'absorption entre 515-528 nm. L'activité antiradicalaire des huiles essentielles du romarin a 

été évaluée en utilisant le test de DPPH•. Cette technique est simple mais fortement sensible, 

en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette 

(DPPH•) à la couleur jaune (DPPH-H) mesurable à 517nm. Cette capacité de réduction est 

déterminée par une diminution de l’absorbance induite par des substances antiradicalaires 

(Moon & Shibamoto., 2009, Ho et al., 2010). 

Le  test de DPPH a été effectué selon le protocole décrit par (Bruit et Bucar, 2000). 

500µl des différentes concentrations d’échantillon préparées dans le DMSO, 500 µl d’une 

solution méthanoliques de DPPH préparée sont mélangés, Après incubation pendant 30min 

dans à l’obscurité et à température ambiante, l’absorbance du milieu réactionnel est mesurée à 

517nm. Le contrôle négatif est réalisé en remplaçant l’échantillon par le DMSO et les 



Chapitre I                                                                 Matériel et Méthodes  
 

20 
 

résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition de DPPH , ce pourcentage est calculé 

selon la formule suivante : 

PI (%) = (A0 –A  A0) x100 

A0 : Absorbance de la solution du DPPH  sans l’échantillon (contrôle négatif). 

A : Absorbance de la solution du DPPH  en présence de l’échantillon 

I.3.2. Test du blanchissement de ß-carotène 

            Dans ce test, l’oxydation de l’acide linoléique génère des radicaux peroxydes, suite à 

l’abstraction des atomes d’hydrogènes à partir de groupements méthylènes diallyliques de 

l’acide linoléique. Ces radicaux libres vont par la suite oxyder le -carotène hautement 

insaturé entraînant ainsi la disparition de sa couleur rouge. Cependant, la présence d’un 

antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de l’acide linoléique et donc 

prévenir l’oxydation et le blanchiment du -carotène (Kulisic et al., 2004 ; Conforti et al., 

2006 ; Meziti., 2009).. 

Dans un premier temps, au préalable, une émulsion de ß-carotène/ acide linoléique a 

été préparée en mélangeant 25µl d’acide linoléique, 200mg de tween 40 et 2 mg de ß-carotène 

solubilisé dans 1ml de chloroforme, et après l’évaporation du solvant sous faible pression et à 

température de 40C°, 100ml de l’eau saturé en oxygène est ajouté à 250µl d’échantillon testé 

préparé à une concentration de 2g/l, 1,75 ml d’une émulsion de ß-carotène / acide linoléique 

sont additionnés. L’absorbance de la solution du ß-carotène est mesurée à 490 nm toutes les 

15 minutes durant 2 heures d’incubation dans un bain marri à 50 C° et contre un blanc 

constitué de l’émulsion sans ß-carotène. Le pouvoir antioxydant est exprimé en pourcentage 

d’inhibition de l’oxydation de ß-carotène selon la formule suivante. 

AA%= 1-[(A0-At) / (A°
0-A°

t)]*100 

Où :  

AA% : activité antioxydante relative. 

A0 : absorbance au temps 0 min test. 

At : absorbance au temps 120 min test. 

A°
0 : Absorbance au temps 0 min du contrôle négatif. 

A°
t : Absorbance au temps 120 min du contrôle négatif. 
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III. Résultats et Discussion  

III.1. Détermination du rendement d’extraction 

La première quantification à faire est celle du rendement en huile essentielle obtenue 

par la technique d’hydro distillation normé pour l’extraction des huiles essentielles (Marie 

Elisabeth., 2005). Ce rendement est calculé à partir du poids des huiles essentielles par 

rapport au poids sec de la masse végétale utilisée dans l’hydro distillation, soit :  

                                              RHE : Rendement en huile essentielle en (%).  

         M' : Masse d’huile essentielle en gramme. 

                                                                                      M : Masse de la matière végétale sèche en gramme. 

Le rendement en huile essentielle de la partie aérienne de Rosmarinus officinalis est de 

l’ordre de 0,41% (w/w), les résultats obtenus de nos HES sont en accord avec ceux répertoriés 

dans les normes AFNOR. (AFNOR., 1999) (Tableau1) 

Tableau1 : Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles de romarin. 

 Aspect Couleur Odeur  

 

L’AFNOR 

Liquide 

mobile, 

limpide 

Presque 

incolore à 

jaune pâle 

fraîche, plus ou 

moins camphrée 

selon l’origine 

 

Huile 

essentielle 

Liquide 

mobile 

Jaune clair Camphrée 

 

           Le rendement obtenu (0.41%) est supérieur à celui trouvé à Annaba par (Ouibrahim, 

2014)  qui a été estimé à 0,36% et  très proche de celui obtenu en Maroc  ( 0.54% ) (Derwich 

et al., 2011)  et inferieur à ceux des (Atik Bekkara et al., 2007) et (Djeddi et al., 2007), qui 

sont  de l’ordre de  0,6% et 0,82%, respectivement.  En fait, la variation de rendement en huile 

essentielle est dépende notamment de l'origine géographique (Elamrani et al., 2000 ; Pintore 

et al., 2002 ; Serrano et al., 2002 ; Angioni et al., 2004), stade phénologique et facteurs 

environnementaux ( Jordán et al., 2013 ; Bruneton, 1993 ; Bennadja et al., 2013) du stade 
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de développement des plantes (Ruberto et Baratta, 2000) et de la méthode d'extraction des 

HES (Hosni et al., 2013). Aussi en peut dire que dans la famille des Lamiaceae, la durée de la 

journée et la luminosité augmentent la teneur en HES et la qualité des matières actives 

(Moghaddam et al., 2011).        

III.2. Le pouvoir antibactérien 

L’activité antibactériennes des HES est estimée en termes de diamètre de la zone 

d'inhibition autour des disques contenant les échantillon à tester vis-à-vis trois germes 

pathogènes (Escherichia coli (Gram-), Staphylococcus aureus (Gram+), B. cereus (Gram+) 

après 24 heures d'incubation à une température adéquate de 37 C°. Le  diamètre  de  la  zone  

d’inhibition diffère d’une bactérie à une autre (Tableau 2, Figure 7, 8). 

Tableau 2: La sensibilité des souches ; E. coli, B. cereus  et S. aureus et les diamètres des 

zones d'inhibition (en mm) de leur croissance après l’application de chaque dilution des HES 

de Rosmarinus officinalis, DMSO et l'antibiotique (ATB : Amoxicilline). 

 ATB 

(mm) 

 

DMSO 

HES 

100% 

1/2 

50% 

¼ 

25% 

1/8 

12.5% 

1/16 

6.25% 

B. cereus 23.33 

± 0,889 

+++ 

- 32.0 
± 1.732 

 
+++  

13.33 

± 1.154 

+ 

12.5 

± 0.5 

+ 

10.5 

± 0.5 

+ 

7.66 

± 0.577 

- 

E. coli 24.33 

± 0,444 

+++ 

- 24.66 

± 0.577 

+++ 

11.66  

± 0.577 

+ 

9.5 

± 0.5 

+ 

8.25 

± 0.433 

- 

7.5 

± 0.5 

- 

S. aureus 35.65 

± 0.444 

+++ 

- 27.16  

± 1.607 

+++ 

12.33 

± 0.577 

+ 

10.75 

± 0.25 

+ 

9.16 

± 0.288 

+ 

7.58 

± 0.520 

- 

 
(+++) : Extrêmement sensible.  (+) : sensible. (-) : résistante. 

(--) : pas d’inhibition, ATB : antibiotique (amoxiciline), HES : huiles essentielles. Chaque 

valeur dans le Tableau est la moyenne +/- SD, l’essai en triplicata, unité de calcule en mm. 

 
.  
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Figure 8: Les zones d'inhibition de la croissance d’E. coli (B9), B. cereus (B2) et S. aureus 

(B10). Sous l’action des HES du Rosmarinus officinalis L. 

 

Figure 9 : les zones d’inhibition (en mm) de la croissance d’E. coli,  B.  cereus  et S. aureus 

après l’application des différentes dilution des HES de Rosmarinus officinalis,  DMSO  et  

l'antibiotique (ATB : Amoxicilline). 

Les souches bactériennes étudiées sont tous sensibles à l’amoxicilline avec des zones 

d’inhibition de 24.33 ± 0,44 mm et 23,33±0,88 pour E. coli et Bacillus cereus respectivement, 

Staphylococcus aureus est  révélés  hautement  sensibles  à  cet  antibiotique  avec  une  zone  

d’inhibition de 35,65±0,44 mm.  
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Les résultats montrent que toutes les souches apparaissent sensibles aux déférentes 

dilutions des HES  dont les diamètres des zones d’inhibition de la croissance varie entre 7 mm 

et 12 mm pour Staphylococcus aureus et atteint 13 mm pour Bacillus cereus, tandis que le 

diamètre d’inhibition d’E coli varie  entre  7,5  et  11mm.  Les  HES  non  diluer   reste  le  plus  

efficace dans l’inhibition de développement bactérienne avec des zones d’inhibition proche ou 

supérieures à celle de l’antibiotique. Tandis que le DMSO n’a aucune activité antibactérienne 

dont les zones d’inhibition sont totalement absentes. L’activité antibactérienne enregistrée des 

HES du romarin est supérieure à celle obtenus par Lograda et ses collaborateurs (2014), 

dans cette étude, les auteurs ont testé l’huile du romarin provenant de plusieurs régions de 

l’Est Algérien (Kherrata (Bedjaia), Boutaleb (Sétif), Bibans (Bourdj Bou-Arriridj), 

Agmeroual et N'gaous (Batna), et Boussaâda (M'sila). Les diamètres des zones d’inhibition 

obtenus n’ont pas dépassé les 20 mm. Par contre, Djeddi et ses collègues (2007) ont signalé 

une forte activité antibactérienne des l’HES du R. officinalis issu  du  Park  national  d’El  

Hamma (Alger).D'autre part d’après Caillet et Lacroix (2007) S. aureus et E. coli ont  été  

moyennement sensibles à l’extrait volatil du romarin.  

 Les résultats obtenus de cette étude montrent que l’activité antibactérienne est due 

essentiellement à la présence des molécules antibactérienne, les HES sont riches en 

monoterpènes hydrocarbures, terpinènes qui sont dotés d’une grande activité antibactérienne 

contre les bactéries Gram- et + (Oyedeji et al., 2005). Ces composants chimiques exercent 

leur activité antimicrobienne sur les micro-organismes par la perturbation de l’intégrité 

membranaire. (Knobloch et al., 1989), et selon Wang et ses collaborateurs (2012), la 

présence de bornéol, l-Verbenone, -linalol, camphor et d’autres composés phénoliques dans 

les huiles essentielles de romarin responsable a cette activité. D’autres travaux, attribuent 

l’activité antibactérienne du romarin au 1,8 cinéole (Miladi et al., 2013) qui est l’un des 

composants minoritaires de nos huiles essentielles, Plusieurs recherches ont mis en évidence 

son effet sur les souche : E coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus typhi, S. aureus, 

Staphylococcus intermedius, et Bacillus subtilis (Sivropoulou et  al., 1997).. 

Il est rapporté que R. officinalis a montré un large spectre d’action (Erdogrul, 2002 ; 

Gachkar et al., 2007 ; Jiang et al., 2011; Khosravi et al., 2013). D’autres travaux ont 

cependant signalé une activité modérée comme ceux de Celiktas et al (2007) ; Angioni et al., 

2004 ; Lopez et al (2005). Les HES de R. officinalis de notre région El’ksour  (Bourdj Bou-

Arreridj) ont un effet sur la totalité des souches testées avec une forte intensité. 
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  L’action antimicrobienne des HES se déroule en trois phases : 

1- La destruction de la paroi bactérienne par les HES, provoquant une augmentation de la 
perméabilité puis la perte des constituants cellulaire.  

2- Acidification de l'intérieur de la cellule, bloquant la production de l'énergie cellulaire. 
et la synthèse des composants de structure.  

3- Destruction du matériel génétique, conduisant à la mort de la bactérie. 

            Plusieurs recherche ont montré que les bactéries Gram- sont censées être  plus 

résistantes que les Gram+, ceci est dû aux différences structurales de leurs membranes 

externes (Inouye et al., 2001 ; Lopez et al., 2005 ; Bozin et al., 2006), la pénétration des 

composés actifs présents dans les HES est donc différente (Kheyer et al., 2014). Chez les 

bactéries Gram– , la membrane externe constitue une barrière de perméabilité efficace, riche 

en lipopolysaccharide dont les charges négatives de surface empêchent la diffusion des 

molécules hydrophobes (Nikaido et al., 2003), toutefois, quelques composés phénoliques de 

faible poids moléculaire peuvent adhérer à ces bactéries par fixation aux protéines et aux 

lipopolysaccharides membranaires à l’aide de leurs groupes fonctionnels et se faufiler jusqu'à 

la membrane intérieure plus vulnérable (Dorman et al., 2000).  Autrement dit, les composés 

hydrophobes sont capables de perturber la membrane plasmique et la membrane externe des 

bactéries Gram– en induisant sa perméabilité et  la mort cellulaire (Wang et al., 2012).  

III.3. Activité antifongique 

III.3.1. Evaluation de la croissance mycélienne 

            Face aux problèmes d’altération des légumes par les moisissures, beaucoup de travaux 

ont été menés sur le pouvoir antifongique des produits naturels extraits des plantes. Lors de 

cette étude,  l’activité antifongique des HES de la plante R. Officinalis (L.) vis-à-vis les 

souches fongiques Fusarium oxysporum et Aspergillus niger  par la méthode de contact direct 

a été recherchée in vitro. Trois  répétitions  ont  été  effectuées  à  des  temps  différents.  En  

absence des HES les résultats obtenus montrent que la croissance mycélienne de Fusarium 

oxysporum et Aspergillus niger sont varient entre 0 et 6,58 cm et 0 et 4.45 cm, 

respectivement. Par contre en présence des HES leur effet sur la croissance mycélienne des 

deux souches est dose dépendante. 
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          À des déférentes concentrations de 0.01% à 1% des HES la croissance mycélienne des 

deux souches étudiées a été inhibée et le maximum d’inhibition (100%) a été  obtenu avec les 

concentrations 0.5 % et 1 % sauf après 120 pour la souche A. niger une légère croissance  a 

été remarqué (0,4 à 0.63 cm) pour la concentration 0.5 % (Figure 9 et 10)  

 

Figure 10: l’effet  des HES  de R. officinalis sur la croissance mycélienne de la F. oxysporum 
en fonction des concentrations et du temps (Jours). Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3). 

 

 

Figure 11 : l’effet  des HES  de R. officinalis sur la croissance mycélienne de la A. niger en 
fonction des concentrations et du temps. Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3). 

III.3.2. la vitesse de croissance mycélienne (VC) 

Les résultats montrent que la vitesse de la croissance mycélienne est décroitre par 

l’augmentation des concentrations des huiles essentielles. 
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En absence des HES la plus haute vitesse de croissance mycélienne est enregistrée 

pour F. oxysporum (0.102 cm/h) suivie par celle  du  A. niger (0.079 cm/h), en présence des 

HES et avec l’augmentation des concentrations de ces dernières  les vitesses de croissance 

décroitront jusqu’à l’inhibition totale (0 cm/h) aux concentrations de 0.5% et 1% pour             

F. oxysporum  et A. niger, respectivement (Figure 11). 

 

Figure 12: l’effet  des HES  de R. officinalis sur les  vitesses de croissance mycélienne du 
Fusarium oxysporum et Aspergillus niger. Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3). 

III.3.3. Indice antifongiques (IA) 

L’indice antifongique est la concentration qui inhibe 50% de la croissance mycélienne, 

en remarquant que toutes les concentrations des huile essentielles de R. Officinalis appliquées 

ont empêché, partiellement (0.25 %, 0.05 %, 0.01 %) ou complètement (1 %, 0.5%), la 

croissance des souches fongiques testées (Tableaux 4 et 5) 

L’huile essentielle est dite : 

 très active lorsqu’elle possède une inhibition comprise entre 75 et 100 % ; la souche 

fongique est dite très sensible ; 

 active lorsqu’elle possède une inhibition comprise entre 50 et 75 % ; la souche fongique 

est dite sensible ; 

 moyennement active lorsqu’elle possède une inhibition comprise entre 25 et 50% ; les 

souches est dite limitée ; 

 Peu ou pas active lorsqu’elle possède une inhibition comprise entre 0 et 25% ; la souche 

est dite peu sensible ou résistante. 
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Tableau 3 : L’indice antifongique des différentes concentrations des HES vis-à-vis le F. 

oxysporum 

IA % 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 

1 % 100 100 100 100 100 100 100 

0.5 % 100 100 100 100 100 100 100 

0.25 % 86.41 90.72 90.03 89.89 79.80 78.06 70.36 

0.05 % 77.77 64.51 50.83 53.55 43.64 37.54 25.83 

0.01 % 20.98 35.08 28.57 16.66 14.96 10.59 2.58 

 

L’indice antifongique est directement proportionnel avec l’augmentation de la 

concentration  des  HES,  elle  est  stable  aux  deux  concentrations  (1%  et  0.5%)  avec  un  

pourcentage d’inhibition  de 100% et entre 86.41% et 70.36% pour  la  concentration 0,25 % 

La diminution de l’IA est remarquable à la concentrations 0,01 avec un pourcentage 

d’inhibition de 20.98% jusqu'à 2.58%  après 168h. la concentration minimale inhibitrice 

(CMI) est de 0.05%. avec une bonne efficacité antifongique manifestée par les huiles 

essentielles du R. Officinalis. 

Tableau 4 : L’indice antifongique des différentes concentrations des HES vis-à-vis l’A. niger 

IA % 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 

1 % 100 100 100 100 100 100 100 

0.5 % 100 100 100 100 100 89.89 85.84 

0.25 % 90 70.70 58.50 61.82 64.10 62.87 64.04 

0.05 % 46.66 28.78 31.53 36.48 47.86 48.73 44.94 

0.01 % 29.33 23.23 14.10 -9.79 -5.41 0.75 2.24 

 

            L’indice antifongique d’A. niger à la concentration (1%) est stable pondant les 168 

heure avec un maximum d’inhibition (100%), pour la concentration (0.5%) elle est aussi 

stable pondant 120 heure suivie par une diminution jusqu'à 85.84% dans les heures restantes. 

L’indice antifongique de la concentration (0.25%) est diminué en vitesse plus vite de 90% à 

64.04%. et pour les deux dernières concentrations (0.05% et 0.01%) l’indice antifongique est 

inférieur à 50%. La concentration minimale inhibitrice est de l’ordre de quelque pourcent 
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avec une bonne efficacité antifongique manifestée par l’huile essentielle du R. Officinalis. En 

effet, pour cette dernière la CMI est de 0,25%. 

Les huiles essentielles du romarin a exercé une importante activité inhibitrice vis-à-vis 

les deux moisissures Fusarium oxysporum et Aspergillus niger, les diamètres, la vitesse et 

l’indice antifongique de la croissance de mycélium dépende de la concentration d’huile 

essentielle avec des CMI de 0.05% et 0,25% pour le Fusarium oxysporum et Aspergillus niger 

respectivement. 

Les huiles essentielles peuvent être utiles en tant qu’agents antifongiques parce 

qu'elles affectent plusieurs cibles simultanément et il n'y a aucun rapport de résistance ou 

d'adaptation des microorganismes à cause de la diversité des composés chimiques (Bakkali et 

al., 2008). L’activité antifongique est due probablement au type et à la structure moléculaire 

des composants actifs présents dans les HES, tels que les terpènes qui affectent non seulement 

la perméabilité mais aussi d'autres fonctions dans les membranes cellulaires (Omidbeygi  et  

al., 2007 ; Cristani et al., 2007). Le pouvoir antifongique des huiles essentielles du romarin 

pourrait être attribué à la présence de composants antifongique classé dans la liste des 

constituants à activité antifongique de Duke (2009) tels que : le myristicine, le curcumène, le 

caryophyllene, l’élemicine, le pinène, le terpinène et le terpinolène à différentes proportions. 

De même Chu et Kemper (2001) signalent que le pouvoir antifongique des huile essentielle 

du Lavandula stoechas est lié aux: -pinène, p-cimène, 1,8 cinèole et -pinène. Les composés 

majoritaires ou mineurs peuvent augmenter l’activité antifongique.   

L’activité antifongique des huiles essentielles, peut être expliquée par l’effet synergique entre 

leurs différents composés. En effet, les composés majoritaires sont souvent responsables de 

l’activité antifongique de cette huile essentielle (Giordani et al., 2008).  

Les concentrations des huiles essentielles du romarin appliquées dans notre étude ont 

empêché, partiellement (0.25 %, 0.05 %, 0.01 %) ou complètement (1 %, 0.5%), la croissance 

des souches fongiques testées.  ces résultats sont comparable à celle de Uribe et al., (1985) 

qui  ont  annoncé  que  les  faibles  concentrations  en  huile  essentielle  de  certains  Citrus  ont  un  

effet inhibiteur partiel du fait que la respiration est inhibée et la perméabilité des cellules 

altérée tandis que des fortes concentrations en huile essentielle provoquent des dommages 

membranaires sévères et une perte d’homéostasie d’où la mort cellulaire ou l’inhibition totale.  
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III.4. L’activité antioxydante  

III.4.1. Test de DPPH• 

           Les huiles essentielles de romarin a montré un pouvoir de piégeage du radical DPPH 

très  puissant ceci est démontré par l’allure du graphe qui trace une courbe exponentielle avec 

la présence d’une phase stationnaire qui définit la réduction presque totale du DPPH• en sa 

forme non radicalaire à partir d’une concentration de 20 µg/ml qui présente un pourcentage 

d’inhibition de l’ordre de 93% (Figures 13 A et B). 

La capacité antioxydante des huiles  essentielles a été déterminée à partir des IC50 ; la 

concentration nécessaire pour réduire 50 % du radical DPPH•. Plus la valeur d’IC50 est petite, 

plus l’activité de l’extrait testé est grande. Les HES du romarin a montré une activité 

antiradicalaire (IC50 =10,96 µg/ml) similaire, à celle de l’antioxydant de référence BHT (7,84 

µg/ml) (p<0,05) (Figures 14). L'effet antiradicalaire des huiles essentielles sur le DPPH• est 

dû à leur capacité donatrice d’un atome d’hydrogène (Conforti  et al., 2006). L’effet des 

huiles essentielles est fort probablement attribué à leur richesse en phénoles et en terpènes. 

Dans une autre étude les propriétés anti-oxydantes et anti-radicalaires de 11 huiles 

essentielles,  ont  été  examinées  par  le  test  de  DPPH  et  l’analyse  photo  chimioluminescence  

(PCL), les résultats ont montré que l’huile essentielle du romarin était parmi les huiles qui ont 

une activité importante (Sacchetti et al., 2005). 

Les résultats obtenus semblent bonnes par rapport a l’étude de Gachkar  et  ses  

collaborateurs (2007) qui attestent la mauvaise performance de l’huile essentielle du 

romarin. Ainsi que Wang et ses collaborateurs ne sont constaté que l’efficacité anti-

radicalaire de l’HES de romarin avec un taux d’inhibition de 62,45% ± 3,42%. kadri et al, 

(2011) ont trouvé un IC50 égal à 110,20 µg/ml, ce qui est trois fois supérieur à celui du BHT, 

l’antioxydant synthétique dont l’IC50 est de 40,5µg/ml.  
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Figure 13 A et B : Activité antiradicalaire des huiles essentielles de R. officinalis et du BHT 

vis à  vis le radical DPPH. Chaque valeur représente la moyenne de 3 essais ± SD 

 

 

Figure 14 : les concentrations inhibitrices des huiles essentielles de R. officinalis et de BHT 

pour réduire 50 % du radical DPPH. Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3). 
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I.4.2. Test du blanchissement du -carotène  

            La figure 15  représente les cinétiques de blanchissement du -carotène en présence et 

en absence des huiles essentielles de romarin  ainsi que du BHT. Les résultats, montrent que 

les huiles essentielles testés inhibent d’une manière significative l’oxydation couplée de 

l’acide linoléique et du - carotène par rapport au contrôle négatif qui représente presque 

100% de la peroxydation et de blanchissement (p<0.05). Les huiles essentielles de romarin 

montrent une activité inhibitrice AA très importante  estimé à 48.46%, par rapport à celle de 

l’antioxydant de référence (BHT) qui représente 84,17 % d’activité inhibitrice.  

Ces résultats rejoignent ceux rapporté par la bibliographie le romarin est une plante qui 

appartient à la famille des Lamiaceae, qui inclut un grand nombre de plantes qui sont bien 

connu pour leurs propriétés antioxydantes et que la plupart de leurs composants antioxydants 

ont été identifiés (Kivilompolo et al., 2007). Le romarin fait partie des antioxydants naturels 

accepté en tant qu'une des épices avec l'activité antioxydante la plus élevée (Peng et al., 

2005), cette dernière est due principalement aux composés phénoliques, appartenant à trois 

groupes : les diterpènes phénoliques, les acides phénoliques et les flavonoïdes (Almela et al., 

2006). Pendant les 10 dernières années, le romarin et ses constituants (le carnosol, l'acide 

carnosique, l'acide ursolique, l'acide rosmarinique, l'acide caféique) sont intensivement 

étudiés (Slamenova et al., 2002). L’acide carnosique et le carnosol, sont responsables de 90% 

de l’activité antioxydante du romarin et représentent ensemble environ 5% du poids sec de ses 

feuilles (Wei et Ho, 2006) (Visanji et al., 2006) 
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Figure 15 : Cinétique de blanchissement du -carotène à 490nm en absence et en présence 

des  HES de R. officinalis et du BHT (chaque valeur représente la moyenne de trois essais). 

 

Figure 16 : Activité antioxydante relative (AA) des HES R.officinalis et du BHT dans le 
système -carotène/acide linoléique. (Les valeurs sont la moyenne de trois essais ± SD), les barres avec 
des lettres différentes indiquent des activités significativement différentes (p  0.05) 

         Un extrait qui retarde ou inhibe le blanchissement du -carotène peut être décrit comme 

un piégeur de radicaux libres et comme un antioxydant primaire (Liyana-Pathirana et 

Shahidi., 2006). Les résultats de Celiktas et ses collaborateurs (2007) confirment que 

l’activité antioxydante de divers extraits du romarin de différentes périodes de récolte change 

également sensiblement. D’autre part Dorman et al., (2003) montre que la capacité 

antioxydante des extraits des plantes examinés (origan, romarin, sauge et le thym) n'est pas 

nécessairement liée à un contenu élevé de composés phénoliques, mais vraisemblablement 

dépend fortement de l’acide rosmarinique, le composant principal actuel dans les extraits de 

Lamiaceae. 
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Conclusion 

L'intérêt accordé à l'étude scientifique du pouvoir thérapeutique des plantes 

médicinales n'a cessé d’augmenter durant ces dernières années dans le but de rechercher des 

alternatives aux substances chimiques, qui présentent des risques pour la santé humaine et 

l'environnement. Dans ce contexte, nous avons essayé d’évaluer in-vitro l’activité 

antibactérienne, antifongique et antioxydante des HES extraites de la plante  Rosmarinus 

officinalis L. utilisée en médicine traditionnelle en Algérie 

L’extraction des HES a été réalisée par hydrodistillation dans un appareille de type 

Clevenger avec un rendement voisin de 0.41%. 

La méthode de l’aromatogramme a permis de mettre en évidence l’activité 

antibactérienne,  un grand pouvoir antibactérien des HES du romarin vis-à-vis trois souches 

bactériennes ; Staphylococcus aureus, E coli et Bacillus cereus ; exprimé par des zones 

d'inhibition supérieure à 20 mm. 

L’activité  antifongique des HES vis-à-vis deux souches fongiques ; Fusarium 

oxysporum et Aspergillus niger ; a été réalisé en appliquant la méthode de contacte direct. Les 

résultats obtenus montrent que les HES ont une capacité inhibitrice de la croissance 

mycélienne des souches testées exprimé par un indice antifongique remarquable. 

L’activité antioxydante des HES a été évaluée par deux techniques: la technique de 

réduction du radical libre DPPH, et de blanchissement du -carotène. Le premier test  

démontre que les HES possèdent une excellente capacité de neutralisation du radical libre 

DPPH avec une IC 50 de 10,96 ± 0,09 g/ml pas loin de celle du antioxydant de référence 

BHT (7.40± 0.37 µg/ml). D’autre part  le test de blanchissement du -carotène montre que les 

HES inhibent efficacement l’oxydation de -carotène avec un pourcentage d’inhibition de 

48.46 % ce qui démontre que cette plante est dotée d’une excellente activité biologique.  

A la lumière de ces résultats, il ressort que les huiles essentielles de Rosmarinus 

officinalis  peuvent être utilisées pour la prévention des lésions induites par le stress oxydant, 

et comme antioxydants naturels dans les industries agroalimentaires, cosmétiques et 

pharmaceutiques. 
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Ces résultats restent préliminaires et nécessitent des études complémentaires 

approfondies à différents niveaux de l’approche à travers une caractérisation fine et poussée 

de ces huiles essentielles par d’autre techniques telles que la CPG/SM ou l’HPLC/SM afin 

d’établir une relation structure-activité. Les activités antimicrobienne et antioxydante doivent 

être évaluées dans d’autres systèmes in vitro (cellulaires et enzymatiques) comme in vivo afin 

de mieux cerner les interactions moléculaires de ces huiles vis-à-vis de leurs cibles. 

Notre travail est une étape préliminaire pour des études plus larges, plus approfondies 

et plus accomplies impliquant : 

 Développer des produits à base de cette plante qui être un alternatif à l'utilisation des 

produits de synthèse pour lutter contre les agents pathogènes et les mettre à la 

disposition des agriculteurs à travers les organismes de développement et de 

vulgarisation. 

 Développer des médicaments anti radicalaires à partir de cette plante doués d’une 

activité antioxydant ; 

  Utilisation des extraits de la plante étudiée comme additive alimentaire pour la 

protection des denrées alimentaire contre tout genre d’oxydation. 
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 Produit chimique et appareillage 

Tous les réactifs chimiques utilisés dans cette étude proviennent de Sigma 

(Allemagne) de Fluka (France), Merck, (Germany) et Becton Dickinson (USA). 

          Parmi l’appareillage utilisé ; Rota-vapeur (Germany, BÜCHI461),  hydrodistilateur de 

type Clevenger Agitateur magnétique (GP SELECTAS ACE), Bain marie (Memmert), Etuve 

(Memmert), Autoclave, Spectrophotomètre visible. Bec benzène, Balance à précision (Kern), 

la hote (EQUIPLABO), Vortex (Top Mix). 

Tableau 1: Croissance mycélienne (cm) de Fusarium oxysporum en fonction du temps 
d’incubation et de la concentration en huile essentielle du R. Officinalis L. 

 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 

Témoin 0.81  

± 0.05 

2.48 

 ± 0.10 

3.01  

± 0.10 

3.66  

± 0.07 

4.01  

± 0.17 

5.38  

± 0.57 

6.58  

± 0.82 

1 % 0 0 0 0 0 0 0 

0.5 % 0 0 0 0 0 0 0 

0.25 % 0.11 

 ± 0.10 

0.23 

 ± 0.07 

0.3 

 ± 0.15 

0.37 

 ± 0.18 

0.81 

 ± 0.42 

1.18 

 ± 0.41 

1.95 

 ± 0.85 

0.05 % 0.18  

± 0.10 

0.88  

± 0.12 

1.48  

± 0.32 

1.7 

 ± 0.31 

2.26 

 ± 0.16 

3.36  

± 0.61 

4.88  

± 0.32 

0.01 % 0.64  

± 0.21 

1.61  

± 0.38 

2.15 

 ± 0.55 

3.05  

± 0.4 

3.41 

 ± 0.62 

4.81 

 ± 0.20 

6.41 

 ± 0.27 

NB : chaque valeur est la moyenne de trois essais.  

Tableau2 : la vitesse de la croissance mycélienne (cm/h) en fonction de la concentration 

d’HEs de romarin 

 0%   (témoin) 0.001 % 0.05 % 0.25 % 0.50 % 1 % 

F. oxysporum 0.102 0.085 0.054 0.019 0 0 

A. niger 0.079 0.07 0.046 0.024 0.004 0 
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Figure1 : une courbe représentée L’indice antifongique% des différentes concentrations 

d’HEs pour F. oxysporum 

 

 

Figure 2 : L’indice antifongique% des différentes concentrations d’HEs pour Aspergillus niger  
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Tableau3 : Croissance mycélienne (cm) d’Aspergillus niger en fonction du temps 

d’incubation et de la concentration des huiles essentielles du R. Officinalis L. 

 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 

Témoin  0.75 

± 0.09 

1.98 

 ± 0.12 

2.41 

± 0.20 

2.96 

± 0.32 

3.51 

± 0.31 

3.96 

± 0.45 

4.45 

± 0.48 

1 % 0 0 0 0 0 0 0 

0.5 % 0 0 0 0 0 0.4 ± 0.3 0.63± 0.5 

0.25 % 0.075 

± 0.075 

0.58 

 ± 0.12 

1.00 

 ± 0.17 

1.13 

 ± 0.15 

1.26 

 ± 0.12 

1.47 

 ± 0.16 

1.6 

 ± 0.2 

0.05 % 0.4 

± 0.2 

1.41 

± 0.15 

1.65 

± 0.08 

1.88 

 ± 0.18 

1.83 

 ± 0.07 

2.03 

± 0.18 

2.45 

± 0.40 

0.01 % 0.53 

± 0.05 

1.52 

± 0.19 

2.07 

 ± 0.34 

3.25 

± 0.14 

3.7 

 ± 0.05 

3.93 

 ± 0.20 

4.35 

 ± 0.3 

NB : chaque valeur est la moyenne de trois essais.  
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