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Résumé

Les Plantes Aromatiques et Médicinales (PAM) constituent une richesse naturelle de premiére
importance au Maroc et représentent une source inépuisable de substances et composes
naturels bioactifs. Cependant, la gestion et la conservation de ce patrimoine se trouvent
confrontées a des contraintes diverses qui contribuent a la dégradation de ces ressources.

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation du patrimoine naturel marocain,
principalement les plantes aromatiques et médicinales et plus précisément le Romarin.

Nous nous sommes intéressés premiérement a déterminer et comparer le rendement en huile
essentielle, la qualité chimique et I’évaluation de 1’activité antibactérienne des essences du
Rosmarinus officinalis de quatre provenances (Jardin de Jacky d’Agadir, Sefrou, Oued Laou
et Ayoune Charquia). Nous avons trouvé que les rendements moyens obtenus, varient en
fonction des quatre provenances. La composition chimique des essences a été déterminée en
utilisant la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse.
Les résultats ont montré une variabilit¢ chimique tres intéressante au sein des huiles
essentielles étudiées associée a leurs origines. L’étude statistique descriptive et comparative
de la composition chimique du Romarin des différentes régions par la méthode d’analyse en
composantes principales a montré une bonne classification des huiles essentielles du Romarin
des différentes régions selon la composition chimique. De ce fait, ces huiles peuvent étre
classées en fonction de leur chémotype. Les différentes huiles étudiées ont fait 1’objet d’une
évaluation de D’activité antibactérienne. Les résultats obtenus montrent que ces essences
possedent des pouvoirs antibactériens intéressants sur toutes les souches étudiées. Cette
activité differe d’une région a une autre statistiquement.

Une étude de I’effet de I'individualité sur la teneur, la composition chimique et 1’activité
antibactérienne des huiles essentielles et des extraits fixes du Rosmarinus officinalis var.
Prostratus cultivé dans le jardin expérimental de 1’Institut National des Plantes Aromatiques
et Médicinales de Taounate a été réalisée. Il en résulte que deux individus (5 et 7) peuvent
étre choisis pour une future multiplication végétative afin d’avoir des clones capables
d’assurer une production standard en huile essentielle source d’activité antimycobactérienne
tres importante. Par contre, les deux individus (4 et 7) peuvent étre choisis pour assurer une
production des extraits source d’activité antibactérienne trés importante vis-a-vis des souches
testées y compris Mycobacterium smegmatis.

Mots clés : Valorisation des Plantes Aromatiques et Médicinales, Rosmarinus officinalis var.
Prostratus, Huile essentielle, Composition chimique, Activité antibactérienne, Analyse en
Composante Principale.



Abstract

Aromatic and Medicinal plants (AMP) are a natural resource of great importance in Morocco
and represent an endless source of bioactive substances and natural compounds. However, the
management and conservation of this heritage are faced with various constraints that

contribute to the degradation of these resources.

This work is part of the valuation of the Moroccan natural heritage, mostly medicinal and

aromatic plants and more specifically the Rosemary.

We were first interested in determining and comparing the essential oil yield, chemical quality
and evaluation of antibacterial activity of the essential oils of Rosmarinus officinalis in four
provenances (Garden Jacky of Agadir, Sefrou, Oued Laou and Ayoun Charquia). We found
that the obtained average yields vary based on the four sources. The chemical composition of
essential oils was determined by using gas chromatography coupled with mass spectrometry.
The results showed a very interesting chemical variability in essential oils studied associated
with their origins. The descriptive and comparative statistical study of the chemical
composition of Rosemary of different regions by the principal component analysis method
showed a good classification of essential oils of Rosemary of different regions according to
the chemical composition. Thus, these oils may be classified according to their chemotype.
The different oils that have been studied were evaluated for antibacterial activity. The results
obtained show that these essential oils possess interesting antibacterial powers on all the

strains tested. This activity differs statistically from one region to another.

A study of the individuality effect on the yield, chemical composition and antibacterial
activity of essential oils and fixed extracts of Rosmarinus officinalis var. Prostratus grown in
the experimental garden of the National Institute of Aromatic and Medicinal Plants of
Taounate was performed. It follows that two individuals (5 and 7) may be selected for future
vegetative propagation to have clones capable ensuring a standardized essential oils
production which is a very important source of antimycobacterial activity. However, the two
individuals (4 and 7) may be selected to provide a very important extracts source of

antibacterial activity about the strains tested including Mycobacterium smegmatis.

Keywords: Valuation of Aromatic and Medicinal Plants, Rosemary var. Prostratus, Essential

Oil, Chemical composition, antibacterial activity, Principal Composant Analysis.
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Introduction générale

Depuis toujours, I’homme a puisé dans la nature pour assurer ses besoins en nourriture, abris,
matieres premiéres et medicaments. Donc, la survie de I’homme est liée a 1’existence de
ressources naturelles dont les especes végétales constituent, a coté des espéces animales et
minérales, une composante fondamentale. Dés 1’origine, les étres humains ont utilisé les
plantes pour se parfumer, aromatiser la nourriture ou méme se soigner. En effet, les plantes
renferment une large variété de molécules chimiques, a propriétés physico-chimiques trés
diversifiées et présentent plusieurs activités biologiques (antimorales, antivirales,

antimicrobiennes, antioxydantes, cicatrisantes...) (Michel, 2011).

L’augmentation alarmante du taux d’infection avec les microorganismes pathogenes, due a
I’émergence de bactéries résistantes, est devenue une préoccupation majeure dans le domaine
de la santé (Maugein et al., 2003). A titre d’exemple, Mycobacterium tuberculosis, agent
principal de la tuberculose, a acquis de nombreux mécanismes de résistance a la majorité des
antituberculeux connus (Chan et Iseman, 2008). Cette résistance entraine souvent une
prolongation de I’état pathologique et un accroissement du taux de mortalité. En effet, pres de
2 millions de personnes meurent chaque année de la tuberculose dont 150 000 cas de déces
sont dus a la tuberculose multirésistante (WHO, 2010).

La propagation de ce phénomene de résistance et le nombre limité d’antibiotiques en cours de
développement font de la découverte de nouveaux agents antibactériens, plus
qu’indispensable. Ces substances doivent étre disponibles et moins toxiques que les
antibiotiques obtenus par voie chimique qui engendrent des effets indésirables inquiétant les
utilisateurs. En effet, les traitements a base de plantes médicinales et aromatiques deviennent

indispensables.

De nombreuses études ont été réalisées, sur les extraits des plantes aromatiques en tant que
source d’agents antimicrobiens utiles, partout dans le monde: en Australie (Prasad et
Seenayya, 2000), en Iran (Bonjar, 2004), en Italie (Tampieri et al., 2005), en Turquie (Dulger
et al., 2006) et au Maroc (Sqalli et al., 2009).

Le Maroc, par sa situation géographique dans le bassin méditerranéen, dispose d’une gamme
tres variée de bioclimats. Allant de I'hnumide au nord, subhumide au centre et aride au sud. A
cette diversité de climats correspond une grande diversité bioécologique ainsi qu'une flore trés
riche, composée d'environ 4200 especes dont 600 ont des vertus aromatiques et médicinales.
Le Maroc occupe ainsi la premiére place parmi les pays du Sud de la Méditerranée pour sa

richesse en plantes endémiques (Fennane et al., 2007).
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A coté de ce contexte naturel encourageant, le Maroc est I’un des pays méditerranéens qui ont
une longue tradition médicale et un savoir-faire traditionnel a base de plantes médicinales
(Lahsissene et al., 2009; Scherrer et al., 2005 ). Ces connaissances médicinales ancestrales
ont permis d'orienter et de développer plusieurs travaux de recherches, particulierement en
phytothérapie (Bnouham et al., 2007 et 2002; Mekhfi et al., 2006; El haouari et al.,
2007; Legssyer et al., 2004).

L'exploitation des Plantes Aromatiques et Médicinales (PAM), au Maroc est loin d'étre
rationnelle. Des cueillettes massives et répétées dans les habitats naturels épuiseraient tres
rapidement les PAM spontanées ce qui pourrait hypothéquer la survie et la pérennité des
peuplements et compromettre le capital génétique. La domestication et la culture des PAM
s’averent une solution adéquate pour préserver ces plantes. Il est reconnu que les PAM
spontanées sont plus performantes que celles cultivées, en terme de rendement de substances
naturelles. Néanmoins, I’amélioration des techniques culturales est une voie prometteuse

pour hausser la performance et les rendements des PAM cultivées.

Parmi la multitude de plantes aromatiques existantes dans le Maroc, nous nous sommes
particulierement intéressés au Rosmarinus officinalis (Romarin), qui est I’une des plantes
naturelles renfermant une huile essentielle extrémement parfumée et reconnue pour ses vertus
médicinales et aromatiques depuis ’antiquité. Il a fait I’objet de récentes recherches dans les
domaines pharmaceutique et agro-alimentaire et posséde d’excellentes propriétés
antibactériennes (Zaouali et al., 2010), anti-inflammatoires (Gianmario et al., 2007),

antispasmodiques (Al-Sereiti et al., 1999) et antioxydantes (Zaouali et al., 2010).

En vue de contribuer a la valorisation du Romarin marocain, nous avons entamé ce travail qui
se situe dans le cadre d’une thése de doctorat dont les objectifs sont :

0,

% FEtude de D’effet de la provenance sur la qualité chimique et biologique des huiles
essentielles du Romarin marocain de quatre régions.

< FEtude de I’effet de I’individualité sur la teneur, la composition chimique et I’activité

antibactérienne des huiles essentielles et des extraits fixes de Rosmarinus officinalis

var. Prostratus cultivé dans le jardin expérimental de Taounate.

Ces études ont été réalisées au sein du laboratoire des plantes médicinales, aromatiques et
substances naturelles a I’Institut National des Plantes Médicinales et Aromatiques, du
laboratoire de biotechnologie microbienne et du laboratoire de chimie organique appliquée de
la Faculté des Sciences et Techniques de Fes.
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Ce travail de cing chapitres rassemble diverses compétences liées essentiellement au domaine

de la chimie, de la phytochimie et de la chimiomeétrie.

Le premier chapitre est consacrée a la synthése bibliographique descriptive de I’historique des
plantes meédicinales et aromatiques, des généralités sur les molécules bioactives, sur leur
activité antibactérienne et sur leurs méthodes d’extraction et leurs techniques d’analyse ainsi

une présentation de la plante étudiée (Romarin).

Le deuxieme chapitre est réservé a la présentation des stations étudiées, du matériel utilisé et
des méthodologies utilisées lors de la réalisation de ce travail, ainsi qu’a la présentation de

la méthode statistique d'analyse des données utilisée.
Le troisieme, quatrieme et cinquieme chapitre sont dédiés aux résultats et discussions:

% Chapitre | : Etude de I’effet de la provenance sur la qualité chimique et biologique des
huiles essentielles du Romarin marocain de quatre régions.

%+ Chapitre 1l : Etude de I’effet de I’individualité sur la teneur, la composition chimique

et Iactivité antibactérienne des huiles essentielles du Rosmarinus officinalis var.

Prostratus cultivé dans le jardin expérimental de Taounate.

» Chapitre Ill: Etude de I’effet de I’individualité sur I’activité antibactérienne des

L)

extraits de Romarinus officinalis var. Prostratus obtenus par les ultrasons.

Enfin, on cl6t ce manuscrit par une conclusion générale et on citera des perspectives de ce

travail.
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l. Les Plantes Aromatiques et Médicinales

1.1. Historique

L’histoire des Plantes Aromatiques et Médicinales «<PAM» est associée a 1’évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du monde, I’histoire des peuples a montré que ces
plantes ont toujours occupé une place importante en médecine, dans la composition des

parfums et dans les préparations culinaires.

Dans la civilisation chinoise, indienne, azteque et arabo-musulmane, on a trouvé la trace
de I’utilisation tres ancienne des plantes médicinales. En effet, les hommes n'avaient que les
plantes pour se soigner, qu'il s'agissait de maladies légeéres, rhume ou toux, ou plus sérieuses,

telles que la tuberculose ou la malaria (Iserin, 1997).

Le premier texte sur le pouvoir des plantes a été écrit il y a cinq mille ans. D’autres ouvrages
tels que, le Pen-Tsao, livre de médecine chinoise datant de 2800 av JC ou le payrus Ebers,
remontant a la sixieme dynastie, pharaonique égyptienne, ont répertorié, des centaines de

remedes végétaux (Fiorini, 2006).

Dans l'antiquité, le médecin grec Hippocrate a défendu a son tour la botanique, suivi par
Dioscoride, puis Galien qui a inventé la "pharmacie galénique" et ses médicaments végétaux.
La médecine du Moyen-age s'est enrichie par la suite des recherches menées par les moines

dont I'abbesse sainte Hildegarde (XII°siécle).

Au 13°™ siécle, les arabes avaient aussi leurs spécialités en médecine et en pharmacie : Ibn Al
Bayter résuma dans une ccuvre monumentale « EI Jami ElI Moufradat », ’ensemble des
connaissances dans le domaine des plantes médicinales. Cette ceuvre a préparé 1’avénement
d’une véritable science pharmacologique. Elle contenait une liste de 1400 préparations et
plantes médicinales (Fouché et Marquet, 2000).

Ce n’est qu’a partir du 19°™ siécle que les grandes découvertes en phytochimie
commenceérent. Les chimistes isolaient les principes actifs des plantes et établissaient leurs
formules pour s'en servir de modeles et les reconstituer par la voie chimique soit en partie

(hémi synthése) ou bien totalement (synthése totale).

En 1804, Seguin isola la morphine de 1’Opium, suivi en 1805 par Vauquelin et Robiquet qui
ont extrait et décrit 1’asparagine puis c’est la narcotine et la codéine qui sont reconnues et

identifiées par le méme Robiquet respectivement en 1817 et 1832. Pendant ce temps,

4
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Pelletier, Caventou et Runge ont meneé a bien leurs travaux aboutissant a 1’isolement de la

caféine en 1819. Entre —temps, 1’émétine était extraite de 1’Ipécacuanha.

En 1818, Caventou et Pelletier, travaillant ensemble sur la Féve de Saint-Ignace et la noix
vomique, ont découvert la strychnine puis, en 1819, la brucine. Quelques années plus tard,
c’est autour de ’atropine d’étre isolée (Hesse et Geiger, 1868) et de 1’ouabaine (Arnaud,

1988).

Le début du 20°™ siécle a vu la poursuite de cet effort avec I’étude des curares (King, 1935)
et les recherches de Marker (1940) sur les sapogénines. A partir de cette date, la chimie de
synthése a repris le réle des plantes dans 1’émergence d’une industric pharmaceutique
prospére. Il faut attendre le milieu du 20°™ siécle pour qu’a nouveau I’intérét des chimistes se
reporta sur le monde végétal. La découverte, dans les Rauwolfias, de I’ajmalicine (1947) et de
la réserpine(1951) représenta alors un pas important et marqua une nouvelle étape dans
I’histoire des médicaments. Puis vinrent la vincaleucoblastine et la vincristine (isolés en
1961), les ellipticines (a partir des Euchrosia, 1966), la maytansine (antitumoral extrait des
Maytenus en 1972) et plus récemment, les structures de type quassinoides isolées des
Simarubacées. Pendant la méme période, une nouvelle attitude vis-a-vis des pharmacopées
populaires commencait a voir le jour, un nouveau regard a été jeté sur les plantes, sources de

substances actives (essences, extraits totaux, gommes, résines, etc....).

Aujourd'hui, malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, les traitements a
base de plantes reviennent au premier plan, car I'efficacité des médicaments tels que les
antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle aux infections graves) décroit
suite au développement du phénomeéne de la résistance. La phytothérapie, qui propose des
remeédes naturels et bien acceptés par l'organisme, connait de nos jours un progrés
exceptionnel en Occident, spécialement dans le traitement des maladies chroniques (lserin,
1997).

De nos jours, plus que jamais, les plantes médicinales sont a I’ordre du jour.
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1.2. Les PAM au Maroc

1.2.1. Aspect sociologique

Se trouvant dans le bassin méditerranéen avec de grandes variations climatiques du Nord au
Sud, le Maroc présente un terrain favorable pour le développement d’une flore prospére et

variée.

Le Maroc, par la richesse et la diversit¢é de ’origine de sa flore, constitue un véritable
réservoir phylogénétique constitué de 41 écosystemes et 7000 espéces végétales avec environ
4200 especes de plantes sauvages dont 600 d’entre elles ont des vertus aromatiques ou
médicinales (Chemonics International Inc., 2006). Certaines plantes sont abondantes mais
d’autres sont rares et menacées de disparition. Plusieurs régions comme Taza, Hoceima,
Taounate, Meknés Tafilalet, I’Oriental, Marrakech, Tensift El Haouz, Sous Massa Daraa. . .etc
constituent des unités géographiques caractérisées par un cadre naturel tout a fait original. La
richesse florifere de ces régions est en grande partie liée a I’hétérogénéité écologique des
biotopes. En effet, on peut passer dans la région Moyen Atlas par exemple du désert a la haute

montagne ce qui permet 1’installation de diverses especes de différentes souches.

A coté de ce contexte naturel prometteur, le Maroc est une nation possédant une civilisation et
un savoir-faire ancestral tres riche dont la médecine constituait une composante essentielle. La
medecine traditionnelle marocaine, prospére d’une expérience millénaire, est partie prenante
d’une culture populaire dont elle est la manifestation concréte sous forme d’un ensemble de
croyance et de pratiques relatives aux soins, a I’hygiéne, a la prévention et d’une fagon
générale a la lutte contre les maladies. Elle s’adresse aux différentes pathologies en utilisant
un ensemble de méthodes et d’agents qui, en réalité, s’interpénétrent d’une fagon complexe.
Ceci lui permet d’occuper une place privilégiée parmi les pays méditerranéens qui ont une
longue tradition médicale et un savoir-faire traditionnel & base de plantes médicinales
(Scherrer et al., 2005).

Parmi les disciplines scientifiques, qui s’intéressent a cette phytothérapie traditionnelle,
I’ethnobotanique est considérée comme une science permettant de traduire le savoir-faire
populaire en savoir scientifique. En effet, divers travaux ont été publiés depuis les dernieres
décennies sur le savoir ethnobotanique marocain (Lahsissene et al., 2009; Mehdioui 2007;
Bellakhdar 1997; Benchadbane et Abbad 1997; Kahouadji 1995). Ainsi de nombreux
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chercheurs ont travaillé sur la contribution de la médecine traditionnelle marocaine face a des
maladies et troubles spécifiques telles que la lithiase rénale (Ghourri et al., 2014), les troubles
rhumatologiques (Hmamouchi et Agoumi., 1993) et le diabéte (Bnouham et al ., 2002 ; Jouad
etal., 2001).

Cependant, I’analyse de la bibliographie médicinale marocaine montre que les données
relatives aux plantes médicinales régionales sont trés fragmentaires et dispersees; de méme, le
savoir-faire n’est détenu actuellement que par peu de personnes. En plus, la recherche et le
développement au niveau national dans le secteur des PAM laissent a désirer. En effet, la
nature et les objectifs de la majorité des travaux de recherche s’inscrivent dans un cadre large
ciblant la valorisation des ressources génétiques incluant les plantes supérieures, les

microorganismes et organismes marins, les bactéries, les champignons,.. .etc.

1.2.2. Aspect économique

La filiere des PAM a un role socio-économique non négligeable au Maroc compte tenu des

recettes générées a I’export et des recettes moyennes annuelles des ventes.

Actuellement, le Maroc réalise des productions importantes en plantes aromatiques et
médicinales (PAM) et leurs dérivés, ce qui lui confére une place non négligeable sur le
marché international. Mais seulement 80 a 100 espéces de PAM parmi 600 plantes sont
exploitées, selon les données de 1’ Institut National des Plantes Médicinales et Aromatiques de
Taounate (INPMA). En effet, chaque année, 22000 tonnes de plantes aromatiques et
médicinales (PAM) sont exportées, faisant du Maroc le 12°™ exportateur mondial avec prés
de 25 millions de dollars pour les PAM cultivées et 37 millions de dollars pour les PAM

Sauvages.

L’activité permet de générer des revenus importants et de créer des milliers de journées de
travail (500.000 JT), notamment pour les populations enclavées du milieu rural et a la
consolidation de leurs équilibres commerciaux. L’importance de ce secteur pour les
populations rurales a amené ’état a créer des coopératives et des associations qui operent
dans ce secteur afin d’assurer une exploitation appropriee des ressources, encourager
I’investissement privé dans le secteur et améliorer les conditions de vie des populations
locales en les faisant bénéficier de la valeur ajoutée générée par la valorisation et la

transformation des PAM (Chemonics Internaional Inc., 2008).
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Cependant, force est de constater qu’a peine 60 tonnes d’huiles essentielles marocaines sont
vendues a I’étranger. Pour le professeur Najib AKESBI, économiste et enseignant a 1’Institut
Agronomique et Vétérinaire Hassan Il de Rabat, I’état actuel de 1’exploitation des PAM au
Maroc est « la caricature du sous-développement ». « On se contente de brader de la matiere
premiére, regrette-t-il, prenant en exemple le Romarin ramassé dans 1’Oriental et emmené
dans le sud de la France ». « Elles reviennent dans des emballages sophistiqués pour étre

vendus a des prix elevés ».

Selon ’EACCE, pendant la campagne 2012-2013, la Caroube et ses dérives sont, en volume,

les premiers produits leaders de I’exportation (Figure 1).

3%

4y, 4%

8% o

8%

14%

= GRAINES DECAROUBES
ENTIERES 14 9437
= ROMARIN 7 430T

GRAINES DE CORIANDRE
ENTIERES 7 406 T

FARINE DE CAROUBES
CONCASSES 6491 T

mMENTHE FRAICHE4 430 T
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GRAINES DECAROUBES
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M FARINE DE GRAINES DE
CAROUBES 1851T

M CAROUBES ENTIERS 1691 T

Figure 1: Les produits PAM leaders dans I’exportation mondiale

(en tonnes, campagne 2012- 2013)

L’exportation en valeur de la menthe fraiche est de 90 M DH suivie par les graines de

Coriandre, le Romarin et le thym avec 74,73 et 53 M DH respectivement. Les dix premiers

produits leaders représentent 77% de 1’export en valeur (campagne 2012-2013) (Figure 2).
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m GRAINES DE CAROUBES
ENTIERES 277 Mdhs
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Figure 2: Les produits PAM leaders dans I’exportation mondiale

(en valeur, campagne 2012-2013)

L’union européenne représente la premiére destination (69%), suivi de 1’Asie et ’ALENA

avec 12% des exportations pour chaque destination (Figure 3).

4%

6% 3%

nUE
= Asije
Alena

Autre Europe

Figure 3: Exportation des PAM par marché et en % du volume (campagne 2012-2013)

Le secteur des PAM souffre encore de faiblesses a plusieurs niveaux : technique, commercial,
organisationnel,... etc. (MAROC-PAM, 2006).

En effet, le développement de la filiere des PAM au Maroc est tributaire de son intervention
sur tous les maillons de la chaine : organisation de la production pour répondre aux exigences
de qualité et de consistance, intégration de la filiere dans un réseau de distribution
optimalisée, transformation des plantes qui existent a 1’état sauvage par une cueillette idéale
et une distillation avec un équipement répondant aux critéres de propreté et de qualité; pour
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avoir un produit de qualité propre a la consommation et avec une valeur ajoutée propre au
terroir des plantations. C’est toute la logistique de transport, de stockage, d’emballage et les
activités connexes qui vont avec. Il y a aussi I’environnement réglementaire a 1’instar de la
nouvelle loi sur I’appellation d’origine contr6lée qui vient de voir le jour et qui facilite
I’identification d’une identité géographique et qui lui donne un label de marque tel le Romarin
de I’Oriental par exemple. Cela correspond a un label de qualité qui sera plus apprécié
(Kharroubi 2008).

Il.  Molécules bioactives des PAM (Métabolites secondaires)

I1.1. Les huiles essentielles

11.1.1. Définition

Une huile essentielle (HE) selon la pharmacopée est un produit de composition complexe

renfermant des principes volatils contenus dans les végétaux.

Selon ’AFNOR Net 75-006, elle désigne un produit obtenu a partir d’une mati¢re premiere
d’origine végétale, apres séparation de la phase aqueuse par des procédés physiques: soit par

entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques, soit par distillation séche.

Le terme « huile » s’explique par la propriété que présentent ces composés de se solubiliser
dans les graisses et par leur caractere hydrophobe. Le terme « essentielle » fait référence au

parfum, a I’odeur plus ou moins forte dégagée par la plante.

11.1.2. Composition chimique des HE

Les huiles essentielles peuvent étre classées en plusieurs familles biochimiques. L’activité
thérapeutique d’une huile essentielle est liée a sa structure biochimique, aux groupes

fonctionnels de ses composés principaux et a leurs actions synergiques.

Les huiles essentielles sont des mélanges tres complexes de composés naturels pouvant
contenir jusqu’a soixante molécules & des concentrations différentes. On distingue deux
groupes d'origine biosynthétique chez les HE dont le principal groupe est composé de
terpénes et l'autre de constituants aromatiques et aliphatiques (Croteau et al., 2000; Betts,
2001; Bowles, 2003; Pichersky et al., 2006).
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11.1.2.1. Les terpenes

Le nom terpene dérive du térébenthine. Elles sont une classe d’hydrocarbures produits par de
nombreuses plantes, représentant une grande famille de molécules du métabolisme
secondaire. Les terpénes sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a

chaine ouverte (Connolly et Hill, 1991).

Les composés terpéniques sont formés d’unités isopréniques (en C5) et comprennent les
monoterpenes (C10), les sesquiterpénes (C15), les diterpénes (C20) et les triterpénes (C30).
Ces composés ont tous la méme origine métabolique. Elles peuvent étre acycliques,

monocycliques ou bicycliques.

En général, seuls les terpenes de poids moléculaire faible, de 10 & 20 atomes de carbones, sont
présents dans les huiles essentielles.

v Les monoterpénes

Ce sont des hydrocarbures aromatiques, en (C10). lls représentent les constituants les plus
simples des terpénes. lls sont formés a partir du couplage de deux motifs isopréniques. Ils
sont les molécules les plus représentatifs des huiles essentielles avec 90% de constituants et
permettent une grande variété de structures (Bakkali et al., 2008). Ils peuvent étre acycliques,
monocycliques, ou bicycliques. A ces terpénes se rattachent un certain nombre de produits
naturels a fonctions chimiques spéciales, surtout alcool et aldéhyde tels que l'ocimene, le
myrcene et le géraniol. Ces derniers sont des monoterpénes acycliques, alors que le limonene

et le o pinéne sont des monoterpénes cycliques. (Figure 4)

SEEA T

Limonéne Ociméne a-Pinene

Figure 4: Exemples de structures des monoterpénes
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v Les sesquiterpenes

Les sesquiterpenes sont formeées par I'assemblage de trois unités isoprene (C15). L'extension
de la chaine augmente le nombre de cyclisations qui permet une grande variété de structures.
La structure et la fonction des sesquiterpénes sont semblables a ceux des monoterpenes
(Bakkali et al., 2008). Comme dans le cas des monoterpénes, cyclisations intramoléculaires
additionnelles, réarrangements et oxydations conduisent & un tres grand nombre de structures.
Il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpénes puisqu’elle contient plus de 3000
molécules. Les sesquiterpénes se divisent en plusieurs catégories structurelles, acycliques,

monocycliques, bicycliques, tricycliques et polycycliques (Figure 5).

OH

H H

Farnesol
Caryophylléne
Figure 5 : Exemples de structures de sesquiterpénes

11.1.2.2. Les composeés aromatiques

Les composés aromatiques déerivés du phényl-propane sont moins fréquents que les terpenes.
Les voies de synthese des terpénes et des dérivés phénylpropaniques sont généralement

séparées chez les plantes mais peuvent coexister dans certains cas.

Les composés aromatiques comprennent les composés aldéhydiques (cinnamaldéhyde),
alcooliques (l'alcool cinnamique), phénoliques (chavicol, I'eugénol), des dérivés méthoxylés
(anéthole, elemicine, estragole, methyleugenols) et dioxyméthylene (apiole, myristicine,
safrole) (Figure 6) (Bakkali et al., 2008).
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Figure 6 : Structures de quelques composés aromatiques des HE

11.1.2.3. Les chémotypes

Les composés d’une plante ne sont pas immuables. Dans une méme espéce botanique, on
trouve des essences dont les différences sont plus ou moins importantes. Cette variation
chimique nous permet de définir précisément la nature des sous espéces, des variétés et des
cultivars des plantes aromatiques. Ce qui génere la notion de : chémotype ou race chimique.
Une notion capitale en aromathérapie. C’est une forme de classification chimique, biologique
et botanique désignant la molécule majoritairement présente dans une huile essentielle. Cette
classification dépend des facteurs liés directement aux conditions de vie spécifiques de la

plante. On parle d’une huile essentielle chémotypée "H.E.C.T" (Zhiri et Baudoux, 2005).

Ces différences chimigques peuvent étre extrémement importantes et peuvent changer toutes
les propriétés chimiques ou biologiques de 1’huile essentielle. L'exemple le plus marquant est
celui de I'espéce sauvage Thymus vulgaris, il existe en effet huit chémotypes différents pour
cette seule espéce. Ces différences sont au niveau de la nature du monoterpéne majoritaire de
I'huile essentielle qui peut étre soit, le thymol, le Thuyanol, le géraniol, I'a-terpinéol, le
Linalool, le Carvacrol, le cinéole, ou Paracymene (Thompson et al., 2003). Un autre exemple

est celui du R. officinalis, il existe trois chémotypes (Zhiri et Baudoux, 2005) :

- H.E.C.T du R. officinalis a camphre; cette HE contient majoritairement du camphre
ayant pour propriétés une action contre les contractures musculaires ou les crampes et

des actions anti-inflammatoires.
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- H.E.C.T du R. officinalis a 1,8-cinéole; cette HE contient majoritairement du 1,8
cinéole ayant des propriétés anti-catarrhales, expectorantes. Elle a spécialement des
actions antiseptiques pulmonaires et mucolytiques.

- H.E.C.T du R. officinalis a verbénone; cette essence contient majoritairement du
verbenone avec des propriétés cicatrisantes, bactéricides, expectorantes mucolytiques,

cholagogues et hépatodrainantes.

Ce polymorphisme chimique existe aussi pour bien d'autres espéces: Origanum vulgare
(Mockute et al., 2001), Mentha spicata (Edris et al., 2003) en sont des exemples. Il est
important de noter que des huiles essentielles a chémotypes différents présentent non

seulement des activités différentes mais aussi des toxicités tres variables.

C’est la raison pour laquelle les chémotypes doivent étre bien connus du praticien. Leur non
connaissance ou leur non-respect peuvent étre a I’origine d’échecs thérapeutiques parfois
dramatiques, et d’accidents plus ou moins graves (Franchomme et al., 2001). L'absinthisme
(intoxication a l'absinthe) en est un exemple frappant: Artemisia absinthium qui était récolté
dans la région parisienne dans le but de confectionner le fameux apéritif contenait I'a-thujone,
molécule fortement neurotoxique, comme composé majoritaire a 45%, alors que celle
présente dans les régions alpines est une boisson originaire qui ne présentait qu'un taux de 3%
en a-thujone. L'alcool préparé avec cette derniere était sans danger pour l'organisme
(Franchomme et al., 1990).

I est donc indispensable d’ajouter a la notion fondamentale d’espéce botanique celle de race

chimique ou chimio-type.

11.1.2.4. Parametres influencant la composition chimique des huiles
essentielles

La composition chimique des huiles essentielles est trés fluctuante. En effet, elle dépend d’un

grand nombre de facteurs qui sont d’origine intrinséque ou extrinseque :

v' Facteurs intrinseques

Les principaux facteurs intrinseques qui influencent la composition et le rendement des huiles
essentielles sont: Le stade végetatif (Belyagoubi., 2006), les facteurs de mutation
(Belyagoubi., 2006), le génotype, et les organes producteurs des HE de la plante (Olle et

Bender., 2010). Chez une méme espéce, il arrive que la composition chimique de I’huile
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essentielle difféere d’un organe a un autre, par exemple, le cas de la cannelle dont les feuilles
donnent une huile riche en eugénol, les écorces fournissent un extrait ou I’aldéhyde
cinnamique est majoritaire, tandis que le camphre prédomine dans I’essence des racines
(Guignard, 1983).

v" Facteurs extrinseques

Il existe beaucoup de facteurs extrinseques pouvant influencer la composition chimique de
I'huile essentielle. L’environnement, 1’origine géographique, la température, le taux
d’humidité, la durée d'ensoleillement, la composition du sol, la période de récolte, le séchage,
lieu de séchage, la température et la durée de séchage, les parasites, les virus et mauvaises
herbes (Svoboda et al., 1999; Smallfield., 2001) sont autant de facteurs d'ordre

environnemental susceptibles d'exercer des modifications chimiques.

Par exemple, chez Mentha piperita, les nuits froides favorisent la formation de menthol alors
que les nuits tempérées favorisent celle du menthofuranne (Bruneton, 1999). Chez
Coriandrum sativum le fruit mdr contient 50% de plus de linalol que le fruit vert (Crouteau.,
1988), la menthe poivrée récoltée en début de floraison a une huile essentielle riche en
néomenthol et en menthone tandis qu’en fin de floraison cette huile est riche en menthol
(Bruneton., 1987). Le thym vulgaire, en hiver contient le géraniol alors qu’en été ce composé

est remplacé par 1’acétate de géranyle (Franchomme et al., 2001).
11.1.3. Propriétés physiques

Méme s’il y a des différences de constitution, les huiles essentielles possédent un certain

nombre de propriétés physiques communes :

- Elles sont généralement sous forme liquides a température ambiante.

- Leur teinte est comprise dans une gamme allant de l'incolore, a jaune péale. A
I’exception de quelques huiles, comme I’huile essentielle de camomille romaine
(Anthémis nobilis) qui possede une coloration bleu clair due a la présence du
chamazuléne.

- Leur densité est souvent inférieure a I'unité. Seules 3 huiles essentielles officinales ont
une densité supérieure a celle de I'eau: il s'agit des huiles essentielles de cannelle, de
girofle et de sassafras.

- Elles ont un indice de réfraction souvent élevé.
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- Elles sont dotées de pouvoir rotatoire puisque qu’elles sont constituées, pour
I'essentiel, de molécules asymétriques.

- Sont peu solubles dans I'eau, elles lui communiquent cependant leurs odeurs (eaux
distillées aromatiques) et solubles dans les alcools et dans la plupart des solvants

organiques.

11.1.4. Localisation des huiles essentielles dans la plante

Les huiles essentielles sont largement répandues dans le régne végétal avec des familles a
haute teneur en matieres odorantes comme les coniferes, les rutacées, les myrtacées, les

ombelliféres, les lamiacées, les géraniacées etc...
Les essences peuvent étre stockées dans tous les organes (Sangwan et al., 2001) :

- Les fleurs : oranger, rose, lavande.

- Les feuilles : eucalyptus, menthe, thym, laurier, sarriette, sauge, aiguilles de pin et
sapin.

- Les organes souterrains: racines (vétiver), rhizomes (gingembre, acore).

- Les fruits: fenouil, anis, épicarpes des Citrus.

- Les graines : noix de muscade, coriandre.

- Le bois et les écorces: cannelle, santal, bois de rose.

11.1.5. Les activités biologiques des huiles essentielles

La diversité moléculaire des métabolites que contiennent les huiles essentielles, leur confére

des roles et des propriétés biologiques tres variés.
11.1.5.1, Pouvoir antibactérien

L'activité antibactérienne des huiles essentielles est connue depuis I'Antiquité. La premiére
découverte de I’action des huiles essentielles contre les bactéries a été mise en évidence en
1881 par Delacroix (Boyle, 1955). Au Maroc, elle a commencé avec les travaux de Benjilali
et al., (1986) et Tantaoui-Elaraki et al., (1992), ces études se sont poursuivies avec les travaux
de Remmal et al., (1993) étant donné que la flore marocaine est particulierement riche en

plantes aromatiques et médicinales.
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De nombreuses études in vitro ont été réalisées par des médecins et des pharmaciens avec des
résultats concluants. Dans son livre Antiseptiques essentiels publié en 1938, René-Maurice
Gattefossé, le pere de I'aromathérapie, décrit déja la considérable avancée de la recherche

dans ce domaine.

Depuis, de nombreux travaux, essentiellement de laboratoire, sont venus renforcer ces
résultats et expliquer les modes d'actions de certains composants des huiles essentielles. Des
lors, de nombreuses huiles ont été définies comme antibactériennes (Burt, 2004). Leur spectre
d’action est trés étendu, car elles agissent contre un large éventail de bactéries, y compris
celles qui développent des résistances aux antibiotiques. Cette activité est par ailleurs variable

d’une huile essentielle a I’autre et d’une souche bactérienne a I’autre (Kalemba et Kunicka,
2003).

Les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries Gram positives que sur les
bactéries Gram négatives. Toutefois, les bactéries Gram négatives paraissent moins sensibles
a leur action et ceci est directement lié a la structure de leur paroi cellulaire (Burt, 2004). Il
existe cependant quelques exceptions. Les bactéries Gram négatives Aeromonas hydrophila
(Wan et al., 1998) et Campylobacter jejuni (Wannissorn et al., 2005) ont été décrites comme
particuliérement sensibles a I’action des huiles essentielles. La croissance des bactéries,
résistantes et multi-résistantes aux antibiotiques, peut étre inhibée par certaines huiles
essentielles. Les huiles d’agrumes, de lavande, de menthe, de genévrier, de I’arbre a thé, de
thym et d’eucalyptus se révelent particulierement efficaces contre les staphylocoques dorés
résistants a la méthicilline (May et al., 2000 ; Tohidpour et al., 2010) et les entérocoques
résistants a la vancomycine (ERV) (Fisher et Phillips, 2009). Les huiles essentielles, isolées
de deux especes de thym de Corée, Thymus magnus et Thymus quinquecostatus, sont
également capables d’inhiber la croissance de bactéries résistantes comme Streptococcus
pneumoniae, Samonella typhimurium, Salmonella entereditis et S. aureus (Shin et Kim,
2005).

Des expérimentations sur des animaux de laboratoire ont permis de montrer que l'efficacité
des antibiotiques reste toujours limitée contrairement aux H.E qui sont constituées de
nombreuses molécules vis-a-vis desquelles les bactéries ne peuvent pas résister (Enrico et al.,
2004).

D’autres travaux ont testé I’effet des huiles essentielles sur d’autres germes, notamment ceux

du genre Mycobacterium, qui menacent encore la santé publique, surtout avec I’avénement de
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la maladie du SIDA, et dont I’espéce pathogeéne pour 1’homme est M. tuberculosis.
La particularité de ce germe réside dans la structure pariétale tres complexe, qui est différente
des autres bactéries. En effet, Rhayour (2002) a montré que les huiles essentielles du thym
qui est parmi les huiles essentielles fortement bactéricides, I’huile essentielle du Romarin et
I’huile essentielle d’armoise et leurs constituants majoritaires possédent un effet direct et

Iytique sur les parois de Mycobacterium phlei et de Mycobacterium fortuitum.
11.1.5.2.  Autres activités biologiques

- Activité anti-oxydante : Plusieurs auteurs ont rapporté des propriétés antioxydante et
anti-radicalaire de la plupart des huiles essentielles (Fayed 2009; Karioti et al., 2006;
Sacchetti et al., 2005).

- Activité anti-inflammatoire : de nombreux chercheurs ont décrit un effet anti-
inflammatoire pour les huiles essentielles (Jenane et al., 2015; Soidrou et al., 2014; Siani et
al., 1999). Par exemple, I’huile essentielle des racines de Carlina acanthifolia est capable
d’inhiber I’inflammation induite par une injection de carraghénane chez le rat (Dordevic et al.,
2007).

- Activité antifongique : un grand nombre de composés volatils ont été testés et ont
montré une activité contre une large gamme de champignons : Candida (C. albicans),
Aspergillus (A. niger, A. flavus, A. fumigatus), Penicillium chrysogenum (Kalemba et
Kunicka, 2003). D’autres études ont montré I’effet antifongique des huiles essentielles,
incluant les huiles de thym, de citronnelle, de cannelle et de I’arbre a thé, du romarin (EI
Ajjouri et al., 2008; Burt, 2004; Ghfir et Dargent, 1995; Garg et Siddiqui, 1992).

- Activité anti-tumorale : Certaines huiles essentielles présentent des activités anti-
tumorales et sont utilisées dans le traitement préventif de certains types de cancers. L huile
essentielle, isolée des graines de Nigella sativa démontre une activité cytotoxique in vitro
contre différentes lignées cellulaires tumorales. In vivo, elle limite la prolifération de
métastases hépatiques et retarde la mort des souris ayant développé la tumeur P815 (Mbarek
et al., 2007). L’huile essentielle de Melissa officinalis s’est, quant a elle, révélée efficace
contre des cellules de lignées cancéreuses humaines, incluant les cellules leucémiques HL-60
et K562 (De Sousa et al., 2004).
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- Activité antivirale : Les virus donnent lieu a des pathologies trés variées dont
certaines posent de sérieux problémes de nos jours. Les HE constituent une aubaine pour
traiter ces fléaux infectieux. En effet, les virus sont tres sensibles aux HE (Shukla et al., 1989
; Salah-Fatnassi et al., 2010 ; Tkachenko, 2006). En plus, Schnitzler et al., (2007) ont testé
I’activité antivirale du thym, du gingembre, de I’hysope et du bois de santal sur le virus
HSV-1.

D’autres applications médicales sont étudiées. Les travaux de Jafri et al., (2001) ont prouvé la
capacité de I’huile essenticlle de cardamome a limiter la formation d’ulcéres gastriques
induits par 1’éthanol. Il a également ét¢ démontré que les huiles essentielles facilitent la
pénétration transdermique de substances médicamenteuses lipophiles, comme 1’Oestradiol

(Monti et al., 2002).

Des travaux tentent également d’analyser les effets des huiles essentielles sur le
comportement (Umezu, 1999) ou d’évaluer la possibilité¢ de les utiliser dans la lutte contre

I’addiction a certaines drogues, comme la nicotine (Zhao et al., 2005).
11.1.6. RO0le physiologique des huiles essentielles

Les huiles essentielles jouent plusieurs rdles au sein de la plante, dont on peut citer :

- Elles assurent a la plante une protection contre les prédateurs (microorganismes,
champignons, insectes, herbivores) en modulant les comportements de ceux-ci vis-a-
vis des plantes (Verschaffelt et Stahl 1915 ; Wink, 2003).

- Les constituants des huiles essentielles sont considérés comme des modérateurs des
réactions d’oxydation intramoléculaire protégeant la plante contre les agents

atmosphériques. (Vickers et al., 2009).

- Les essences favorisent la reproduction en attirant les pollinisateurs (Pichersky et

Gershenzon, 2002) et les animaux qui disperseront les graines (Slaughter, 1999).

- Elles assurent aussi la communication avec les plantes voisines (Baldwin et al., 2006)

et également entre ses propres organes (Heil et Silva Bueno, 2007).
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11.1.7. Domaines d’utilisation :

La diversité de la composition chimique des huiles essentielles explique leur usage tres vaste.

En effet, elles trouvent des emplois dans de nombreux secteurs:
11.1.7.1.  Aromathérapie

L’aromathérapie est une branche particuliere de la phytothérapie. Ce terme est composé de
deux parties: aroma signifiant parfum, et thérapie méthode visant a soigner les maladies
(Lardy,2007 ; Garnier, et Delamarre., 2002).

Plusieurs ouvrages décrivent des préparations a base d’HE diverses prescrites pour le
traitement de plusieurs maladies. Malheureusement, ces prescriptions ne possedent pas de
bases scientifiques rigoureuses car elles sont souvent tirées de pratiques et de tatonnements

empiriques.

Les HE sont largement utilisees pour la désinfection, la cicatrisation, le traitement des
traumatismes (cardio- vasculaires, inflammatoires, cancéreuses) et également en complément
d’un traitement médical chronique. Elles sont aussi utilisées en médecine dentaire. Plusieurs
HE ont donné des résultats cliniques trés satisfaisants dans la désinfection de la pulpe
dentaire, ainsi que dans le traitement et la prévention des caries (Lamendin, et al., 2004).

Les HE de thym et de romarin ont été utilisées pour soulager la fatigue, les maux de téte, les

douleurs musculaires et quelques problémes respiratoires.

11.1.7.2. Parfumerie et cosmétologie.

L’utilisation des HE dans les crémes et les gels permet de préserver ces cosmetiques grace a
leur activité antiseptique et antioxydante, tout en leur assurant leur odeur agréable (Roulier,
1992).

11.1.7.3. Industrie alimentaire

Les huiles essentielles contiennent des molécules puissantes de propriétés anti-oxydantes
et antiseptiques, ce qui favorise leur utilisation comme agents de conservation dans les

produits alimentaires. Elles servent a la protection de ces produits contre la dégradation
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radicalaire et sont également employées comme agents antimicrobiens afin d’avoir une

conservation saine et de longues durées ainsi qu’une qualité organoleptique meilleure.
11.1.7.4. Désinfection des locaux

Les huiles essentielles, étant volatiles et ayant un pouvoir antiseptique, sont utilisées pour la
fabrication des «para germes»; solution volatile a base d’une huile essentielle naturelle
(citron, lilas), pour la désinfection des atmospheres. Ainsi elles sont utilisées comme agents
de préservation pour le contrdle de I’hygiéne d’air, notamment dans les hopitaux (Rhayour,

2002).
11.1.7.5.  Agents bactéricides

Les huiles essentielles sont connues pour leur large spectre d’activité sur les micro-
organismes. Ceci peut s’expliquer par leur caractere lipophile, leur permettant de traverser
facilement les parois cellulaires et la membrane cytoplasmique, engendrant des désordres de
la structure des polysaccharides, des acides gras et des phospholipides ainsi que leur
perméabilité (Bakkali et al., 2008). Pour les bactéries, cette perméabilité membranaire peut
étre associée a une diminution des ions, a I’effondrement de la pompe a proton ainsi qu’a
I’épuisement du pool d’ATP (Di Pasqua et al., 2006) et peut conduire & une fuite des
macromolécules et a une lyse cellulaire (Oussalah et al., 2006). Les huiles essentielles
peuvent provoquer la coagulation du cytoplasme (Gustafson et al., 1998) ainsi que des

dommages des protéines et lipides (Burt, 2004).

La capacité des huiles essentielles a agir sur les microorganismes dépend considérablement de
leur composition chimique ainsi que du stade de croissance des pathogénes (Bakkali et al.,
2005). En général, I'huile est d’autant plus active qu’elle renferme plus de composés

phénoliques, aldéhydiques et alcooliques (Bruni et al., 2003; Sacchetti et al., 2005).

1.2. Les polyphénols

11.2.1. Généralités

Les polyphénols ou composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du regne végeétal
(Marten and Mithofer, 2005; Pietta, 2000). Ils sont présentes dans toutes les parties de la
plante depuis les racines jusqu’aux fruits (Beta et al., 2005). Elles sont des metabolites
secondaires, ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de fonctions directes au niveau des activités
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fondamentales de 1’organisme végeétal, comme la croissance ou la production. (Yuegang.,
2007; Lucchesi et al., 2004).

Cette appellation genérique désigne un vaste ensemble de substances aux structures variées
qu’il est difficile de définir simplement (Bruneton, 1993). Selon leurs caractéristiques
structurales, elles se répartissent en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un
point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones,
lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) (Hennebelle et al.,
2004). Elles sont divisés en plusieurs catégories: anthocyanes, coumarines, lignanes,
flavonoides, tannins, quinones, acides phénols, xanthones et autres phloroglucinols ou les

flavonoides représentent le groupe le plus commun et largement distribué .
11.2.2. Role physiologique des polyphénols

La présence des polyphénols dans quasiment toutes les parties du végétal, confere une
protection considérable a la plante. Elle assure la survie de cette derniére dans les différentes
conditions environnementales (climat, sol, sécheresse, rayon UV..., etc.). Ces métabolites

jouent plusieurs réles au sein de la plante, dont on peut citer :

- la lutte contre les agents pathogénes: des recherches récentes ont démontré que la
teneur en polyphénols augmente si la plante est agressée par des bactéries,
champignons ou autres comme les rayons UV et I’élévation de la température
(Mohammedi 2006, Piquemal 2008) cela confirme qu’ils ont un role important dans la
défense de la plante.

- la résistance aux maladies: comme c’est le cas de la résistance du cotonnier a la
maladie de flétrissement.

- la couleur de la plante: La coloration des fleurs, fruits et des feuilles de la plante est
due a la présence de la chlorophylle, des polyphénols (flavonoide, acides phénol, ...)
et des caroténoides.

- lPattraction et la pollinisation: les polyphénols en particulier les flavonoides
interagissent aussi dans le phénomeéne d’attraction; la couleur de la plante est
considérée comme un signal visuel aux insectes pollinisateurs (Marfak 2003;
Mohammedi 2006). Dans certains cas, les flavonoides servent pour éloigner les
prédateurs. 1l existe méme des flavonoides qui sont toxiques pour certains insectes

néfastes pour la plante.
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11.2.3. Flavonoides

11.2.3.1. Généralités

Le terme flavonoides désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols. Certains sont des pigments quasi-universels des végétaux qui

peuvent participer dans les processus photosynthétiques (Mukohata et al., 1978).

Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules dont les plus importants sont
les flavones, les flavonols, les flavanols, les flavanones, les dihydroflavanols, les isoflavones,
les isoflavanones, les chalcones, les aurones et les anthocyanes (Havsteen, 2002; Edenharder
et Griinhage, 2003) (Figure 7). Ces divers composés se rencontrent a la fois sous forme libre
ou sous forme de glycosides. On les trouve, d’une manicre trés générale, dans toutes les
plantes vasculaires ou ils peuvent étre localisés dans divers organes: racine, tiges, bois,

feuilles, fleurs et fruits.

Plusieurs milliers de molécules ont été identifiées a ce jour (Edenharder et Griinhage, 2003).
Ainsi nous en absorbons chaque fois que nous consommons un aliment d’origine végétale. Ils
ont une origine biosynthétiqgue commune et par conséquent, possédent tous un méme squelette
de base a quinze atomes de carbones « 2-phényl-1-benzopyrane », constitué de deux unités

aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), reliés par un cycle pyranigue central.

Leur concentration dépend du niveau et des conditions de croissance des plantes ainsi que de
leur maturité (Cao et al., 1996; Cook et Samman, 1996; Di Carlo et al., 1999) et augmente
avec I’exposition au soleil et constituent, de ce fait, un écran protecteur contre la thermo-
dégradation (protégent la plante des radiations UV) (Sarni-manchado et Cheynier, 2006). lls
participent aussi a la coloration des fleurs et des fruits assurant ainsi, un role dans ’attraction
des insectes pour les charger de pollens ou de graines de facon a en assurer la dissémination
nécessaire a la reproduction de 1’espece et par conséquent sa survie. On peut également noter
que les flavonoides, en repoussant certains insectes par leur golt désagréable, peuvent

également jouer un rdle dans la protection de ces plantes.
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Figure 7 : Structures des squelettes de base des flavonoides (Havsteen, 2002)
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11.2.3.2. Activité antimicrobienne des flavonoides

De nombreux flavonoides possedent des propriétés antibactériennes (Cushnie et al., 2005).
Certaines études ont rapporté 1’effet antibactérien d’extraits et préparations phytochimiques

riches en flavonoides (Dall’Agnol et al., 2003; Rauha et al., 2000; Quarenghi et al., 2000).

Plusieurs structures de flavonoides possédant une activité antibactérienne ont été isolées et
identifiées (Pepeljnjak et al., 2004; Stapleton et al., 2004; Taguri et al., 2004; Cushnie et al.,
2003; Arima et al., 2002; Cottiglia et al., 2001; Zhao et al., 2001; Sato et al., 2000; Basile et
al., 2000). D’autres comme les flavones (Alcaraz et al., 2000 ; Rauha et al., 2000), les
isoflavones (Chacha et al., 2005; Dastidar et al., 2004), flavanones (Chacha et al., 2005), les
flavonols (Simin et al., 2002) et les chalcones (Chacha et al., 2005; Alcaraz et al., 2000) ont

été également identifiées pour leur activité antibactérienne.

Les flavonoides peuvent agir sur ’inhibition de la synthése des acides nucléiques notamment
ADN et ARN via une inhibition des enzymes de synthése (Plaper et al., 2003 ) ou sur la

membrane des micro-organismes (Tsuchiya et al., 2000).

Plusieurs travaux ont aussi montré¢ que certains flavonoides sont dotés d’un effet
antimycobactérien (Okunade et al., 2004; Koysomboon et al., 2006; Kuete et al., 2008 et
2010; Favela-Hernandez et al., 2012). En effet, Koysomboon et al., (2006) ont montré que
plusieurs flavonoides isolés a partir de Derris indica inhibent la croissance de Mycobacterium
tuberculosis in vitro. Favela-Hernandez et al., (2012) ont trouvé que deux flavonoides isolés a
partir de Larrea tridentata sont actifs contre des souches multi-résistantes de M. tuberculosis

et contribuent a I’activité antimycobactérienne de cette plante.

11.2.4. Les tanins

11.2.4.1. Généralités

Les tanins sont des métabolites secondaires de la famille des polyphénols produites par les
plantes, ayant une masse moléculaire comprise entre 500 et 3000 qui présente, a coté des
réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et
d’autres protéines (Haslam, 1996; Cowan, 1999). Les tanins ont la propriéte de tanner la peau.
Cette propriété de tannage provient de la création de liaisons entre les molécules de tannins et

les fibres de collagéne, elles sont caractérisées par une saveur astringente et assurent la
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protection contre les prédateurs (herbivores et insectes) et on les trouve dans toute les parties
de la plante: 1’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines (Scalbert, 1991). Ils se
caractérisent par leur solubilité dans 1’eau ainsi que leur faculté a se combiner aux protéines et
a d’autres polymeres organiques tels que les glucides, les acides nucléiques, les stéroides et
les alcaloides pour former avec eux des complexes stables (Zhu et al., 1997; Mc Sweeney et
al., 2001; Makkar et al., 2003; Khababaee and Van Ree, 2001; Haslam, 1998). Les tanins
constituent un groupe chimique hétérogéne avec des structures moléculaires variées. On
distingue deux groupes de tannins différents par leur structure et par leur origine biogénétique
(Khababaee and Van Ree, 2001) :

- Tannins hydrolysables qui sont des oligos ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre
variable d’acide phénol. Le sucre est trés généralement le D-glucose et 1’acide phénol
est soit I’acide gallique dans le cas des gallotannins soit 1’acide ellagique dans le cas
des tannins classiqguement dénommés ellagitannins (Figure 8) (Bruneton, 1993;
Cowan, 1999).

0
o
COOH HO
OH
HO OH o
OH o
A B

Figure 8: Structure chimique des acides gallique (A) et ellagique (B)

- Tannins condensés ou tannins catechiques ou proanthocyanidols qui different
fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possédent pas de sucre dans
leur molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides. Il s’agit des
polymeres flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des

liaisons carbone-carbone.

11.2.4.2. Activité antimicrobienne des tanins

Scalbert (1991) a passé en revue les propriétés antimicrobiennes des tannins. 1l reléve trente-

trois études qui ont documentées les activités inhibitrices des tanins. Selon ces études, les
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tanins peuvent étre toxiques aux mycetes, aux levures, et aux bactéries. On y trouve dans
certains remedes phyto-thérapeutiques riches en tannins des effets antimicrobiens (Chung et
al., 1998; Hatano et al., 2005; Song et al., 2006). Dans leur étude ldowu et al., (2010) ont

montré ’activité antibactérienne des tannins.

11.3. Les Alcaloides

Les alcaloides sont des substances naturelles et organiques provenant essentiellement des
plantes; ils contiennent au moins un atome d'azote dans leur structure chimique, avec un degré
variable de caractere basique. Depuis l'identification du premier alcaloide, a savoir la
morphine, a partir de ’opium en 1806 (Harborne et al., 1995), plus de dix mille alcaloides

ont été isolés des plantes (Hesse, 2002).

Ce sont des composés relativement stables, stockés dans les plantes en tant que produits de
différentes voies biosynthétiques, la plupart du temps a partir des acides aminés tels que la
lysine, I’ornithine, la tyrosine et le tryptophane (Harborne et al., 1995; Dewick 2001; Bhat et
al., 2005). Quelques structures sont relativement simples, tandis que d'autres sont tout a fait

complexes.

Les alcaloides peuvent se trouver dans toutes les parties de la plante, mais selon I'espece, ils
s’accumulent uniquement dans les écorces, dans les racines, dans les feuilles ou dans les
fruits. On les trouve dans plusieurs familles de plantes et on en connait plus de mille: La
morphine (1805), la strychnine (1818), la caféine, la quinine, la colchicine, le curare,

I’atropine, la solanine,...etc.

Les alcaloides présentent généralement de puissants effets physiologiques. lls agissent
directement sur le systeme nerveux avec des effets sur la conscience et la motricité. Ce sont,
pour la plupart, des poisons végétaux trés actifs, dotés d’une action spécifique et dangereuse
comme I’atropine qui est extraite de la belladone mortellement toxique (Atropa belladona) et
qui peut cependant étre utilisée a faible dose dans une optique thérapeutique (Hans, 2007).
Les alcaloides sont utilisés contre le cancer, sédatifs et pour leur effet sur les troubles nerveux
(maladie de Parkinson) (Iserin et al., 2007).
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Figure 9: Structure chimique des alcaloides (Solanine et Nicotine)

11.3.1.1. Activité antimicrobienne des alcaloides

Les alcaloides constituent une classe de produits naturels présentant une grande diversité de
propriétés biologiques. lls figurent parmi les principes actifs les plus importants en
pharmacologie et en médecine (Guignard, 2000). Le premier exemple de médicament utilisé,
d’un alcaloide, était la morphine isolée en 1805 de I’eillette Papaver somniferum. La codéine
et I’héroine sont les deux dérivés de la morphine. La berbérine isolée de Berberis vulgaris, est
un alcaloide qui s’avére avoir des propriétés antimicrobiennes (Rabbani,1987). En 2005,

Karou démontre 1’activité antibactérienne d’un alcaloide isolé a partir de Sida acuta.

Deux alcaloides, sanguinarine et chelerythrine, isolés a partir de Sanguinaria canadensis et
Psoralea corylifolia, respectivement ont montré une activité antimycobactérienne
remarquable (Newton et al., 2002). D’autres alcaloides isolés a partir de Tiliacora triandra
se sont révéles actifs contre des isolats multi-résistants de M. tuberculosis (Sureram et al.,
2012).
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I11. Méthodes d’extraction des molécules bioactives

1I.1. Huiles essentielles

De nombreux procédés sont utilisés pour I’extraction des huiles essentielles. Les principaux
sont basés sur la distillation (I'hydrodistillation, I'nydrodiffusion et I'entrainement a la vapeur
d'eau), I’expression a froid, la solubilité et la volatilité. Le choix de la technique la mieux
adaptee se fait en fonction de la localisation histologique de I’huile dans le végétal et de son

usage (Herzi, 2013).

11.1.1. Distillation par entrainement a la vapeur

L’entrainement a la vapeur d’eau est la méthode la plus répandue pour 1’obtention des huiles
essentielles (Benijilali., 2005), cette technique ne met pas en contact direct ’eau et la maticre
végétale a traiter (Bruneton, 1999) (Figure 10). Durant le passage de la vapeur d’eau a travers
la plante, les cellules éclatent et libérent 1’huile essentielle qui est vaporisée sous 1’action des
vapeurs pour former un mélange eau et huile essentielle en deux phases, une phase organique
et une phase aqueuse. L’avantage de cette technique est d’éviter certains phénoménes

d’hydrolyse ou de dégradation pouvant affecter la qualité des huiles essentielles.
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Figure 10: Schéma du dispositif de I’entrainement a la vapeur d’eau
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11.1.2. Hydrodistillation

L hydrodistillation est sans aucun doute le procédé chimique le plus ancien, le plus utilisé, le
plus rentable et convenant le mieux a I’extraction des molécules en vue d’une utilisation
thérapeutique. Cependant, cette technique présente certains inconvénients non négligeables
(Bruneton, 1999), dont le plus important est un risque de discrimination des composeés les plus

volatils par dégradation thermique ou par hydrolyse (Figure 11).

Le principe de cette technique consiste a immerger la matiére végétale dans un ballon avec de
I’eau; I’ensemble est porté a ébullition a pression atmosphérique. La chaleur permet
I’éclatement des cellules et la libération des molécules odorantes, ensuite le mélange est
refroidi en passant dans un réfrigérant. Une fois condensees, eau et huile essentielle sont

séparées du fait de leurs différences de densité (Bruneton, 1999).
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Figure 11: Schéma du dispositif de I’hydrodistillation

11.1.3. Hydrodiffusion

L’hydrodiffusion est une technique relativement récente. Elle consiste a faire passer un
courant de vapeur d’eau a trés faible pression a travers la masse vegétale. Ainsi le flux de
vapeur traversant la biomasse végeétale est descendant contrairement aux techniques

classiques de distillation dont le flux de vapeur est ascendant.
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La composition des produits obtenus est sensiblement différente sur le plan qualitatif et
quantitatif de celle des produits obtenus par les méthodes précédentes. L’avantage de cette
méthode est la rapidité.

11.1.4. Extraction par CO, super critique

Cette technique d’extraction permet d’extraire les huiles essentielles de la plante sans
chauffage. La technique est fondée sur la solubilité des constituants dans le dioxyde de
carbone a 1’état super critique qui, dans certaines conditions de pression et de température
(pression =73,8 bars et T° = 31,1°C), se comporte comme un fluide qui a une densité d’un
liquide et une viscosité d’un gaz. Grace a cette propriété, le dioxyde de carbone permet
I’extraction dans le domaine liquide (supercritique) et la séparation dans le domaine gazeux.
Le dioxyde de carbone est liquéfié par refroidissement et comprimé a la pression d’extraction
choisie. Il est ensuite injecté dans 1’extracteur contenant le matériel végétal, puis le liquide se
détend pour se convertir a 1’état gazeux pour étre conduit vers un séparateur ou il sera separé

en extrait et en solvant (Figure 12).

L’avantage de cette méthode est la possibilité d’éliminer et de recycler le solvant par simple
compression détente. De plus les températures d’extraction sont basses et non agressives pour
les constituants les plus fragiles (Martini et Seiller, 1999). Cette technique est utilisable pour

les essences difficilement distillables.

SCHEMA DE PRINCIPE
D'EXTRACTION PAR CO2 SUPERCRITIQUE

Figure 12 : Schéma de principe d’extraction par CO; supercritique
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11.1.5. Extraction assistée par micro-onde

Au début des années 1990 est apparue une toute nouvelle technique appelée hydrodistillation
par micro-ondes sous vide (Figure 13). Dans ce procéde, la matrice végétale est chauffée par
micro-ondes dans une enceinte close dans laquelle la pression est réduite de maniere
séquentielle. Les composés volatils sont entrainés par la vapeur d'eau formeée a partir de I'eau
propre & la plante. lls sont ensuite récupérés a I'aide des procédés classiques de condensation,
refroidissement et décantation. Ce procédé permet un gain de temps (temps d'extraction divisé

par 5 a 10) et d'énergie (température plus basse) considérable.

La composition de I'huile essentielle obtenue par ce procéde est bien souvent semblable a
celle obtenue avec un procédé d'entrainement a la vapeur traditionnel. Toutefois, une plus
grande proportion de composés oxygénés est généralement observée dans les huiles

essentielles extraites par microondes.

Ceci est d a la faible quantité d'eau présente dans le systéme et a la rapidité du processus de
chauffage. Ainsi, les dégradations thermiques et hydrolytiques des composés oxygénés sont
limitées (Bendahou et al., 2007; Lucchesi et al., 2007). Cette technique présente donc
plusieurs avantages: technologie verte, économie d'énergie et de temps, investissement initial
réduit et dégradations thermiques et hydrolytiques minimisées (Mengal et al., 1993; Lucchesi
et al., 2004). L'extraction par micro-ondes fait aujourd'hui l'objet de beaucoup d'études et ne

cesse d'étre améliorée (Chemat et al., 2006; Flamini et al., 2007; Lucchesi et al., 2007).

Réfrigérant a
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Figure 13: Systéme d'extraction des huiles essentielles par micro-ondes
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111.1.6. L’expression a froid

Cette technique est utilisée pour extraire les essences des agrumes; ¢’est une méthode assez
simple qui consiste & briser mécaniquement (compression, incision, perforation) les poches a
essence (souvent au niveau de 1’écorce ou péricarpe du fruit) pour recueillir un mélange

d’essences odorantes et de I’cau (Figure 14).

L’avantage de cette technique est sans aucun doute son faible colt de production ainsi que le
fait que 1’essence obtenue aprés écrasement des fruits ne nécessite qu’une filtration pour
obtenir un produit commercialisable. Néanmoins, elle nécessite une énergie mécanique et elle

est limitée aux agrumes.

Figure 14: Appareil de la technique de I’expression a froid

11.1.7. L’enfleurage

L’enfleurage est un procédé réservé aux huiles essentielles délicates qui ne supportent pas la
chaleur. Les pétales fraichement cueillies, sont étalés sur la graisse sur des chassis en verre et
remplacees toutes les 24 heures. Les essences saturent progressivement la graisse. Le
compos¢ obtenu appelé pommade, est lavé avec de ’alcool qui, apres évaporation, produit

I’huile parfumée.
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11.2. Extraits de plantes

Le procédé d’extraction est basé sur la différence de solubilité des composés d’un mélange
dans un solvant. 1l existe plusieurs techniques d’extraction des produits de haute valeur
ajoutée présents dans les plantes. Ces techniques peuvent étre dites conventionnelles (utilisées

depuis longtemps) et nouvelles (développées plus récemment).
11.2.1. Macération

La maceération consiste a mettre en contact le matériel végétal avec le solvant sous agitation
pendant des heures, voire des jours. L’extraction se fait a température ambiante, ce qui permet
la préservation des composés thermolabiles. Cette méthode nécessite une filtration apres
extraction. Plusieurs extractions sont parfois nécessaires pour pouvoir faire passer le
maximum de composés contenus dans la plante vers le solvant. Cette opération conduit a

I’utilisation d’une grande quantité de solvant.

11.2.2. Extraction par soxhlet

L’extraction par soxhlet est une méthode classique pour I’extraction solide-liquide.
L’échantillon entre rapidement en contact avec une portion de solvant pur, ce qui aide a
déplacer 1’équilibre de transfert vers le solvant. De plus, elle ne nécessite pas de filtration

apreés extraction et peut étre utilisée quelle que soit la matrice vegetale (Figure 15).

Les inconvénients les plus significatifs de cette méthode sont la durée importante d’extraction
et la grande quantité de solvant consommée, ce qui limite sa rentabilité économique et la rend
peu écologique. Les échantillons étant portés a haute température pendant une période
relativement longue, le risque de thermodestruction de certains composés n’est pas a négliger
si la matiere végétale contient des composés thermolabiles. Cette technique est limitée d’un
point de vue de la sélectivité du solvant et n’est pas facilement automatisable (Grigonis et al.,

2005; Wang et Weller 2006).
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Figure 15: Extracteur Soxhlet
111.2.3. Extraction par ultrasons ou sonication

Cette technique est apparue en 1950 avec des équipements de taille laboratoire (Vinatoru,
2001). Elle représente une adaptation de I’hydrodistillation ou de I’extraction par solvant
organique. En effet, la matiére premiére est immergée dans 1’eau ou dans le solvant et elle est
soumise a I’action des ultrasons. Cette technique peut étre utilisée pour 1’extraction des huiles
essentielles, mais elle a surtout été¢ développée pour I’extraction de certaines molécules ayant

un intérét thérapeutique (Hromadkova et al., 1999; Vinatoru, 2001).

Les ondes sonores utilisées ont une fréquence de 20 kHz a 1 MH induisant des vibrations
mécaniques dans le solide, le liquide ou le gaz, a travers une succession de phases
d’expansion et de compression, comme au cours d’un phénoméne de cavitation. Les bulles,
formées par 1’expansion, vont se développer puis dégonfler. Si ces bulles se situent preés d’une
surface solide, alors le dégonflement sera asymétrique, ce qui produira des jets de liquide
ultra-rapides. D’aprés Vinatoru (2001), les mécanismes d’extraction impliquent deux

phénomenes physiques :
e Les molécules peuvent parfois traverser la paroi cellulaire par simple diffusion.

e Aprés destruction des parois cellulaires, le contenu de ces cellules peut étre

«lessivé» afin de récupérer I’ensemble des molécules emprisonnées.

Les ultra-sons permettent d’améliorer ces deux phénomeénes. Cette technique permet de
travailler a des températures relativement basses et d’éviter la thermodestruction des

composés. Elle est facile a mettre en ceuvre. Comme le soxhlet, I’extraction par Sonication
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permet d’utiliser une large gamme de solvants afin d’obtenir différents composés naturels.

Les ultasons permettent d’augmenter le rendement et diminuer le temps de traitement.

IV. Les méthodes d’analyse des huiles essentielles

Une parfaite connaissance de la composition chimique des huiles essentielles est nécessaire
pour controler la qualité et la régularité; et ceci dans le but d’améliorer la commercialisation

et pour y déceler une éventuelle spécificité en vue de sa valorisation.

L’analyse des huiles essentielles est une opération délicate qui nécessite la mise en ceuvre de
diverses techniques. La chromatographie est le procédé fréquemment utilisé pour séparer les
constituants des huiles essentielles. Elle se base sur les différences d'affinités des substances a
analyser a I'égard de deux phases, I'une stationnaire ou fixe, l'autre mobile. La séparation des
composants entrainés par la phase mobile, résulte soit de leurs adsorptions et désorptions
successives sur la phase fixe, soit de leurs solubilités différentes dans chaque phase

(Schwedt ,1993). Plusieurs méthodes existent:

e Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique qui permet de séparer et
d’analyser les molécules organiques d’un mélange complexe. Elle s’applique aux composés
gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition (Arpino et al.,
1995). C’est la technique de séparation la plus utilisée dans le domaine des huiles essentielles,
car elle permet d’effectuer I’individualisation des constituants a partir d’échantillons de

I’ordre du milligramme voire du microgramme.

Cette méthode est basée sur le partage du produit analysé entre une phase gazeuse mobile et
une phase (liquide ou solide) immobilisée sur la surface d’un support inerte (Bouchnnet et
al., 2002). Les constituants des mélanges sont inégalement retenus par la phase stationnaire

lors du transit dans la colonne.

Le chromatographe en phase gazeuse est constitué de trois modules: un injecteur, une colonne

capillaire dans un four et un détecteur.

Il existe plusieurs types de détecteurs ; le détecteur le plus utilisé pour 1’analyse des composés

organiques est le détecteur a ionisation de flamme (CPG /FID): une tension de l'ordre de la
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centaine de volts est maintenue entre la buse de la flamme et une électrode entourant cette
derniére. Lorsque les molécules traversent la flamme, elles sont ionisées ce qui provoque

entre les électrodes un courant électrique.

Le courant crée par le détecteur est ensuite amplifié, transformé et enregistré dans une station
de traitement des données. Il est important de noter que les surfaces des pics obtenus sont

proportionnelles aux concentrations des produits dans le mélange.

Les progrés technologiques realisés dans le domaine des colonnes capillaires, des phases
stationnaires et des détecteurs ont contribué a rendre la CPG incontournable pour 1’analyse

des huiles essentielles.

e Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(GPC/SM)

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG) est une
technique d'analyse qui combine les performances de la chromatographie en phase gazeuse,
pour la séparation des composes d'un échantillon et de la spectrométrie de masse, pour la
détection et I’identification des composés en fonction de leur rapport masse/charge. Cette
technique permet d'identifier et/ou de quantifier précisément de nombreuses substances
présentes en trés petites quantités, voire en traces. Il existe de nombreux types de
spectromeétres de masse qui ont tous en commun trois éléments : une source, un analyseur et

un détecteur.
Cette technique d’analyse se déroule en plusieurs étapes :

e |onisation: les molécules présentes dans 1’échantillon se volatilisent sous 1’effet du
vide et de la haute température, il en résulte un mélange d’ions issus de la

fragmentation de I’échantillon de départ.

e Accelération: Les ions formés se dirigent vers le dispositif de séparation sous

I’effet d’un champ magnétique augmentant ainsi leurs énergies cinétiques.
e Séparation: Les ions seront distribues suivant leur rapport masse/charge.

e Détection: apres separation, les ions sont recueillis par un détecteur sensible aux

charges électriques transportees.
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e Traitement du signal: le signal de sortie de I’appareil conduit au spectre de masse
qui constitue la représentation conventionnelle de 1’abondance des ions en fonction

de leurs rapports: masse/charge.

L'appareil est relié a un systéme informatique gérant, une bibliotheque de spectres de masse
(NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library, Wiley Registry of Mass Spectral Data, Konig-
Joulain et Adams) (Julien Paolini, 2005).

En effet, le systéme d’indice est basé sur une notion de rétention relative. 1l compare la
rétention d’un produit quelconque a celle de référence disponible dans la bibliothéque. Ce qui
permet de fournir un chromatogramme accompagné d’un ensemble de spectres de masse
correspondant a chaque pic chromatographique et permet par conséquent 1’identification

précise de la majorité des constituants séparés par la CPG.

V. Geénéralités sur Rosmarinus officinalis

Le nom « Romarin » viendrait du latin ros qui signifie “rosée” et marinus, “marins’’,
indiquant que le Romarin ne s’¢loignait pas trop de la cote. Une autre interprétation de son
nom scientifique dit que “ros” provient du grec rhops qui signifie “arbuste” et marinus dérive
de myrino qui signifie “aromatique”, alors sa signification serait “arbuste aromatique”. Son

odeur, trés camphrée, évoque aussi I’encens, d’ou en provengal son nom « encensier ».
Autres appellations :
v Azir, AKlil, iklil ljabal, klile (Algérie, Maroc, Tunisie) (Bellakhdar., 2006).

v Herbe-aux-courounnes, rosée de mer, rose marine, romarin des troubadours, bouquet-
de-la-vierge (France).
v Folia Anthos, Folia Rorismarini, Encensier, rosemary (Angletaire).

v" Rosmarinblatter, Krankrautblatter, Kranzenkrautblatter, Rosmarein (Allemand).

V.1. Histoire du Romarin

Le romarin fait I’objet de trés nombreuses mentions historiques et légendaires. Les anciens
Grecs lui vouaient une grande vénération. On s'en servait généreusement dans toutes les fétes.
Les mariées portaient des couronnes de Romarin, symboles d’amour et de fidélité, tandis que

les invités recevaient des branches enjolivées de rubans de soie multicolores. On mettait aussi
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des brins de Romarin sous les oreillers pour chasser les mauvais esprits et les cauchemars. Les
étudiants grecs s'en confectionnaient des couronnes, qu'ils portaient durant les examens pour
stimuler leur mémoire. Le médecin grec Dioscorides (1 an aprés J-C), était le premier a

signaler certaines propriétés médicinales du romarin.

11 était associé aux rites funéraires de I’ancienne Egypte. Les Egyptiens placaient des rameaux
de Romarin dans la tombe des pharaons afin de fortifier leur &me. Le Romarin est un symbole

du souvenir et de [’amitié.

Pour les Romains, il était une herbe sacrée qui portait bonheur aux vivants et assurait aux
morts un séjour paisible apres la mort comme I’atteste-le poete Horace dans ces vers : "Si tu
veux gagner l'estime des dieux, apporte leur des couronnes de romarin et de myrte". Ils en

faisaient brdler dans les cérémonies religieuses en guise d'encens.

Plus tard, les chrétiens I'associérent a la Vierge Marie qui se serait reposée au individu d'un

buisson de Romarin pendant la fuite.

Durant les épidémies de peste, le romarin était tres populaire : on en faisait brller des
rameaux pour purifier I’air et on portait des sachets sur soi, que 1’on respirait lorsqu’on

passait dans les endroits touchés par cette maladie.

Durant des siecles, les paysans croyaient que le Romarin assurait le bonheur et la prospérité
aux vivants et apportait aux défunts le repos. Il est fréquemment cultivé dans les jardins

comme plantes d’ornement et comme condiment.

Le Romarin a été utilisé sous forme d’extrait a base d’alcool pour les plaies et sous forme de
baume pour soulager les rhumatismes et les névralgies, tant chez les humains que chez les
animaux. Il était le reméde contre la jaunisse, les lassitudes, les vertiges, la perte de mémoire.

L’huile essentielle est apparue plus tard. Elle aurait été isolée par Lulle en (1330) et
mentionnée au 13*™ siécle dans les écrits d’Arnold Villanovus (Bedrossian, 1999). Elle doit
son succes a « I’eau de la Reine de Hongrie », celle-ci &gée de 72 ans et paralysée, a
récupéré la santé et la jeunesse grace a une potion magique préparée a base de romarin et de

vin, que 1’on nommait la portion de Hongrie.
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V.2.

Propriétes pharmacologiques et thérapeutiques du Romarin

Cette plante est utilisée en médecine en raison de ses différentes propriétes :

V.3.

Anti spasmolytiques, diurétiques, hépato protectrices, soulagement des désordres

respiratoires (Souza et al., 2008; Lemonica et al., 1996).

Antibactériennes (Ivanovic et al., 2012; Weerakkody et al., 2010; Romano et al.,
2009), antimutagéniques, antioxydantes, chémopréventives (Ibanez et al., 2000; Pérez
etal., 2007; Wang et al., 2008).

Antimycobactérien (Abuzeid et al., 2014; Rhayour, 2002).
Anti-inflammatoires, antimétastasiques (Cheung et Tai, 2007; Fadi, 2011).
Antidiabétique (Fadi, 2011).

Inhibition de la genése des tumeurs mammaires (Singletary et Nelshoppen, 1991) et la

prolifération des tumeurs cutanées (Huang et al., 1994).

D’autres études montrent que les composants du romarin inhibent les phases

d'initiation et de promotion de cancérogénese (Offord et al., 1995)

Carnosol du romarin posséde une activité antivirale contre le virus du SIDA (HIV)
(Aruoma et al., 1996) alors que 1’acide carnosique a un effet inhibiteur tres puissant
contre la protéase de HIV-1 (Paris et al., 1993).

Domaines d’utilisation du Romarin

Le Romarin est utilisé en médecine (phytothérapie), dans I’industric cosmétique et

parfumerie et il est aussi utilisé dans I’industrie alimentaire.

v" Phytothérapie

L'extrait alcoolique du Romarin agit sur les ulceres, les plaies, les dermatoses parasitaires.

La décoction aqueuse s’utilise en gargarismes (angines) et bains de bouche (aphtes) et pour
traiter les diabétiques (Bakirel et al., 2008).

Les parties aériennes du Romarin sont utilisées par voie orale pour soulager la colique rénale,

les dysmeénorrhées et comme antispasmodique (Gonzalez et al., 2007).
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L’infusion des feuilles est utilisée comme apéritif, cholagogue, stomachique et

emmeénagogue.

L’huile essentielle de Romarin soulage les troubles rhumatismaux de la circulation sanguine,
soigne les blessures, soulage les maux de téte, améliore la mémoire et la concentration,
fortifie les convalescents, combat les effets du stress et de la fatigue, traite I’inflammation des

voies respiratoires et de la sphere ORL (Dias et al., 2000).

Le Romarin contient de 1’acide carnosique qui a fait ’objet de plusieurs études ayant conclu
qu’il pouvait s’agir d’un composé anti-cancer puissant. Les chercheurs ont donné des résultats
prometteurs dans des études de son efficacité contre le cancer du sein, le cancer de la prostate,
le cancer du cdlon, la leucémie et lecancerde la peau (Offord et al., 1995).
Le Romarin est également souvent utilisé pour les problémes de digestion y compris les

brilures d’estomac, les gaz (flatulences), les problémes de foie et la perte d’appétit.

Le Romarin contient des substances qui sont utiles pour la stimulation du systéeme

immunitaire et pour I’amélioration de la circulation et la digestion.

Le Romarin contient également des composés anti-inflammatoires qui peuvent le rendre utile

pour réduire la sévérité des crises d’asthme.

En sa qualité d'antispasmodique, il est bénéfique dans la catarrhe chronique des bronches, la

coqueluche et les vomissements nerveux.

C’est un bon cholagogue utilis¢é dans les cholécystites chroniques, certaines ascites et
cirrhoses, les ictéres; c’est aussi un emménagogue (aménorrhée dysmeénorrhée) et un
diurétique (hydropisies) (Chang et al., 1977; Agel, 1991; Leung et Foster, 1996; Haloui et al.,
2000).

v" Industrie cosmétique et parfumerie

L'utilisation du Romarin en parfumerie est trés ancienne. On connait en particulier I'eau de la

Reine de Hongrie, alcoolat fréquemment utilisé au 19°™ siécle.

Le Romarin entre dans la composition de parfums, de savons, détergents ainsi que dans la
formulation des pommades dermiques. Calabres et al., (2000), ont étudié la faculté des
extraits de Romarin a proteger la peau des lésions cutanées induites par les radicaux libres.
Ils ont montré la validité réelle de la biotechnologie des antioxydants naturels dans la gestion

de l'antivieillissement de la peau.
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v" Industrie alimentaire

Les extraits végétaux de Romarin présentent un pouvoir antioxydant important. Il est
largement utilisé dans I’industrie alimentaire pour prévenir une éventuelle dégradation
oxydative et microbienne des aliments (Donald et Mckeague, 2015; Ivanovic et al., 2012;
Ponce et al., 2008; Georgantelis et al., 2007; Zivanovic et al., 2005; Shylaja et Peter, 2004;
Dorman et al., 2003; Sotelo-Felix et al., 2002; Takenaka et al., 1997; Richheimer et al., 1996;
Haraguchi et al., 1995; Aruoma et al., 1992; Houlihan et al., 1985; Inatani et al., 1983).

Le Romarin est utilisé dans I'industrie alimentaire comme alternative aux additifs chimiques
pour la préparation de la volaille, de I'agneau, du veau, des fruits de mer, des saucisses et des

salades ainsi que des soupes et chapelures.

Le Romarin est également utilisé comme épice dans les croustilles, les chips et les frites
francaises (Moino et al., 2008; Georgantelis et al., 2007; Janz et al., 2007; O’Grady et al.,
2006; Sebranek et al., 2005; Djenane et al., 2002 ; Sanchez-Escalante et al., 2001).

V.4. Botanique et description de la plante

La classification de la plante de la famille des Lamiaceae est la suivante (Tableau 1)

Tableau 1: Classification botanique de Rosmarinus officinalis

Régne Plante

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Rosmarinus

Espéce Rosmarinus officinalis
Romarin, Encensier, Herbe aux couronnes,

Noms communs . .
Rose des marins, Rose de la mer, Rose-marine

R. officinalis appartient a la famille botanique des Lamiacées au sein du genre Rosmarinus. |l

possede les caractéristiques suivantes (Bellakhdar, 2006; Besombes, 2008) (Figure 16):

- Arbuste toujours vert, de 60 cm a 2 m de haut et pouvant vivre jusqu’a 30 ans.

- Arbrisseau aromatique touffu, rameux, d’environ 1 m de hauteur, a tiges ligneuses.
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- Tige, a I’écorce grisatre, écailleuse et fissurée, se divisant en rameaux OppOSés

tortueux, nceuds distancés de 0,5 a 2 mm.

- Les feuilles pouvant atteindre 3 cm de long et 4mm de large, sont étroitement
lanceolées, acaules et friables; le bord est involuté vers le bas (rangée supérieure). Les
jeunes feuilles sont pubescentes sur la face supérieure, alors que les plus agées sont
glabres. Elles sont ridées et striées en raison d’une nervure médiane enfoncée, en
revanche trés proéminente sur la face inférieure, recouverte d’une pubescence blanche

dense.

- Les fleurs apparaissant des janvier, bleu péale ou lilas, sont groupées en grappes

axillaires et terminales dans la partie supérieure des rameaux.

- Ces inflorescences spiciformes portent en toute saison des fleurs subsessiles. Le calice

gamosépale, bilabie en forme de cloche, posséde 3 lobes.

- La corolle gamopétale est longuement tubuleuse avec une lévre supérieure en forme
de casque a 2 lobes et une levre inférieure a 3 lobes. Les 2 étamines saillantes
dépassent largement la corolle; 2 autres sont réduites a des crochets.

- Le fruit est un akene brun de forme ovoide, entouré par un calice brun et persistant.
Cette espece trés polymorphe, présente plusieurs variétés. Mais, a cette différenciation
morphologique trés aléatoire, nombreux botanistes préferent s’appuyer sur la composition
chimique de I’huile essentielle pour lister quatre chémotypes, suivant le composé dominant :

v/ Romarin a cinéole.
v/ Romarin a verbénone.
v Romarin a camphre, bornéol.

v/ Romarin a myrcéne.
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Figure 16: Aspect morphologique de R. officinalis

V.5. Ecologie

Le Romarin se trouve dans tout climat méditerranéen, de préférence dans les lieux secs et
arides, exposés au soleil. C’est la plante la plus populaire dans le bassin méditerranéen
(Emberger 1960). Sa multiplication se réalise a ’automne ou au printemps par semis des
graines, des boutures ou par des divisions des pieds. Plusieurs récoltes peuvent se faire dés le
printemps, en mai, juillet et septembre. On suspend les tiges réunies en bouquets, dont on
détache les feuilles aprés séchage complet. Il peut y avoir des fleurs toute 1’année, mais la
période de floraison maximum se situe au printemps (mars a mai), puis, dans une moindre
mesure, a I’automne (septembre). Le Romarin se développe complétement en pleine lumiére

uniquement.

Le Romarin se répartit tout au long de la mer méditerranéenne et le reste de 1I’Europe
(Guinochet, 1973), il est typiquement méditerranéen qui n’existe pas a 1’état sauvage en
Belgique, (Angeno et al., 1981). D’apres Perrot et Paris, (1971) cette plante existerait aussi en
Corse et au Portugal. En France, elle pousserait abondamment dans les terrains calcaires du
midi en particulier sur le littoral méditerranéen (aux faibles altitudes) d’ou il remonte méme
jusqu’au massif central (Provence, Roussillon, Languedoc) (Garnier et al., 1961). Cette plante
est également cultivée dans de nombreux pays tel que I’Espagne, 1’Italie, la Tunisie, 1’ Algérie

et le Maroc.
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Au Maroc, le Romarin se développe dans le col de Feggous, Taouarirt, Tamokrant, chaines du
Gueb-er-Rahal et du Bou-lblane, le mont Ouarirt au Sud Est de Taza et vallée de 1’Oued
Atchane prés de Boulmane. Dans le Haut Atlas, il est fréquent dans la partie orientale a partir
de Titahouine et Tizi-n-Telghemt. Le Romarin est rencontré sur les hauts plateaux (Figuig). Il
est aussi abondant dans la région de Midelt et dans la forét de Debdou et rare dans la partie
occidentale. 1l est présent dans les peuplements clairs et matorrals des basses et moyennes
altitudes. On le rencontre depuis l'aride supérieur au subhumide de type chaud a frais dans le
thermo-méditerranéen et le méso-méditerranéen. Il est indifférent aux qualités chimiques du
sol, cependant il présente une certaine préférence pour les sols carbonatés et bien drainés
(Benabid, 2000; Takeoka, 1998).

V.6. Intérét socio-économique

Le Maroc exploite un potentiel de 1 million d'hectares de Rosmarinus officinalis qui
produisent un rendement annuel de 60 tonnes d’huile essentielle, destinée a I’exportation. Une
tonne de Romarin sous forme de biomasse ou de feuilles séchées est vendue a 350 DH et
produit entre 22 et 25 litres d’huile essentielle de romarin. Les prix de vente par litre d’huile
distillée varient entre 200 et 250 DH le litre en gros et oscille entre 400 et 800 DH, le litre en
détail. Un flacon de 60 millilitres est vendu dans des coopératives a 30 DH et dans les

boutiques spécialisées en cosmétique a plus de 75 DH.

Pour répondre aux attentes des clients, les exploitants marocains doivent respecter les bonnes
pratiques de récolte (identification systématique de la plante, technique de distillation, stade
phonologique de la plante,...etc.) pour produire des huiles essentielles de bonne qualité.
L’amélioration de la qualité des huiles essentielles exportées permet au Maroc de gagner la
confiance des demandeurs et d’augmenter le niveau de vie de la population locale et de
I’économie nationale (Ghanmi et al., 2011). Quant a I’adjudication elle est payée par lot,
ainsi des coopératives qui exploitent une superficie de 20.300 ha versent 65 000 DH aux

Eaux et Foréts.
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V.7. La culture du Romarin

A I’état sauvage, le Romarin se rencontre sur 1’ensemble du pourtour méditerranéen, de
préférence sur sols calcaires et jusqu’a 2000 m d’altitude. Le développement de cette plante

est influence par les conditions climatiques, édaphiques et biotiques du milieu.

Le Romarin est une plante hélophyte; il demande une sécheresse estivale accusée et un
ensoleillement important et nécessite un hiver doux, des conditions hivernales clémentes,
avec des précipitations neigeuses rares et peu abondantes. Si les températures hivernales sont
trop basses, les plants d’un an sont plus résistents, mais les plantules périssent (surtout celles
situées dans des endroits humides).

Les vents provoquant un brassage important de 1’atmosphére, pouvant permettre d’égaliser les
températures macro et microclimatiques, sont d’une action positive sur le Romarin qui résiste
fort bien a leur action mécanique. Par contre, la présence de sels dans ces courants empéche
leur installation trop prés du rivage. Le Romarin ne se développe que sur des sols secs et bien
drainés. Il est beaucoup plus rare dans des régions ou le sol est asphyxié (par la présence

d’eau) pendant presque toute I’année.

Cette plante recherche les sols riches en ions calcium, d’un pH entre 6 et 8,4 et ayant une
texture argilo-limonosableuse. Par contre, elle est peu abondante sur les sols saturés en ions

magnésium.

Le Romarin a un besoin accru en luminosité. Si cette derniere est faible car la lumiére est
interceptée par des essences concurrentes, alors les tiges s’allongent, deviennent plus fréles,
les fleurs sont plus rares voire absentes et les parasites sont plus nombreux. Le piétinement
par les ovins a un impact négatif car il diminue la quantité d’air dans le sol, ce qui géne le

développement des plantules.

La présence d’abeilles et de fourmis moissonneuse a un effet positif car, par leurs activités,
ces animaux facilitent la pollinisation croisée (absolument nécessaire chez cette espéce)
(Abdoulhoussen, 1990).

La multiplication s’effectue par semis des graines, division des pieds ou boutures. Cette
derniére technique est rapide et sire. Des trongons de 15 cm sont enterrés a mi-hauteur en
Mars-Auvril. L’enracinement se produit dans les deux mois suivants. La mise en place

définitive a lieu a I’automne ou au printemps suivant, dés que les pieds ont suffisamment de
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racines. L‘espacement varie de 0,75 a 1,5 m pour les interlignes et il est de 0,5 cm entre les

pieds d’un méme rang.

La récolte mécanique est réalisée a I’aide d’une faucille, débute 18 mois apres la plantation, a
raison d’une coupe par an; elle consiste a couper les brins a 30 cm du sol, les réunir en
bouquets pour les suspendre ensuite. Elle se fait soit en Mai avant floraison ou en Septembre
si I’on recherche le feuillage pour I’herboristerie ou I’industrie alimentaire, soit en pleine

floraison (Juillet) si le romarin est destiné a la distillation (Abdoulhoussen, 1990).

VI. Domestication

VI.1. Définition

La domestication (du latin domus, « maison ») est un processus par lequel des végétaux, des
animaux ou des microbes recueillis a I'état naturel s'adaptent a un habitat particulier créé a
leur intention par I'étre humain. C'est aussi un procédé qui consiste a amener
une espece sauvage sous gestion humaine. D'un point de vue génétique, c'est le processus par
lequel des modifications de fréquences de génes et de performances sont obtenues

lorsqu'une population est soumise a un nouvel ensemble de pressions de sélection.

La domestication des plantes est un processus de sélection artificielle de caracteres
phénotypiques réalisé par I’homme a partir de plantes sauvages, qui est a 1’origine des

premiéres especes cultivées.

VI1.2. Généralités sur la domestication des plantes

Pour se nourrir, s’habiller, ou encore se soigner, ’Homme met a profit la biodiversité
végeétale. 11 a d’abord utilis€¢ des plantes sauvages, puis, il y a environ 10 000 ans, il a
commenceé a domestiquer les plantes afin de pouvoir les cultiver. Toutes les plantes cultivées
descendent des individus sauvages. Ainsi, les principales plantes domestiquées sont au
Proche-Orient (blé, orge et céréales secondaires), en Amérique centrale (mais) et en Asie
(riz) (Jahier et al., 2006).

De nos jours, les espéces cultivées sont sélectionnées artificiellement a partir des espéces

sauvages dans des régions appelées foyers de domestication.
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Pendant la domestication, 1’homme identifie dans les populations sauvages les individus qui

présentent les caractéristiques intéressantes pour la culture.

Par rapport a leurs parents sauvages, les plantes domestiquées montrent généralement une
synchronisation de la période de floraison, un élargissement des organes reproducteurs (fruits
ou graines), une perte de la dispersion des graines et d’autres caractéristiques connues sous le

nom de « syndrome de domestication » (Hammer, 1984).

VI.3. La domestication des PAM

En Afrigue comme ailleurs les foréts sont menacées par I'exploitation abusive, les coupes
sauvages et la conversion des terres (CTA, 2007). Les plantes médicinales qui y poussent a
I’état sauvage disparaissent. L’alternative pour I’utilisation durable des plantes reste leur
domestication. Dans ce cas précis, la voie la plus simple est la culture des plantes médicinales
(IMPB., 2008; Purohit et VVyas, 2004; Hirt et al., 2003; Amposah et al., 2002).

De ce fait, la domestication soutient la filiere des PAM et permet de développer des produits a
haute valeur ajoutée correspondant a la demande du marché. La mise en culture permet en

outre d’éviter la cueillette sauvage d’especes rares et ainsi de maintenir la biodiversité.

Les techniques de culture des plantes médicinales sont similaires a celles des plantes
alimentaires, en considérant le type de sol, la disponibilité en eau, la vulnérabilité aux
parasites, etc... (Purohit et VVyas, 2004; Amposah et al., 2002 ). Cependant, certaines plantes
médicinales sont particuliéerement difficiles a cultiver comme Artemisia Annua (Hirt et al.,
2003), trés efficace pour prévenir le paludisme mais qui exige beaucoup d’eau, de soins et la

culture biologique.

VI1.3.1. Avantages et inconvénients de la domestication des PAM

La domestication des PAM a fourni de multiples avantages (Hirt et al., 2003) tels que :

e Disponibilité des plantes sans besoin d’aller dans la forét.

e Identification botanique fiable.

e Apports substantiels de revenus pour les paysans qui les cultivent.

e Disponibilité prévisible des plantes meédicinales au moment voulu et en quantité

voulue.
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e Disponibilité et protection des plantes actuellement rares ou en voie de disparition
dans la nature.

e Controle plus facile de la qualité, de la sécurité et de la propreté des plantes.

e La selection et le développement des génotypes avec des traits désirables
commercialement.

e Matériel cultive peut étre facilement certifié « biologique ».
Comme la domestication a des avantages elle a des inconvénients:

e Perte possible des valeurs culturelles associées a la cueillette des plantes médicinales.

e Réduction possible de ’efficacité du principe actif des plantes cultivées par rapport
aux plantes poussant a 1’état sauvage.

e Contamination génétique possible des especes locales a travers ’introduction de

plantes étrangeres au pool génétique local (CTA, 2007; OMS, 1993).
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I. Présentation des stations étudiées :

Les échantillons de la partie aérienne du Romarin (tiges, feuilles et fleurs) ont été récoltés au
stade de floraison. Ces échantillons proviennent des régions du Sud (Jardins de Jacky), de
1I’Oriental (Ayoune Charkiya), du Moyen Atlas (Sefrou) et du Nord (Oued Laou) du Maroc.
Ces especes ont été identifiées par le Pr. Abdesslam ENNABILI de I’Institut National des
Plantes Meédicinales et Aromatiques de Taounate (INPMA).

I.1. Présentation de la région d’Agadir

L’exploitation « Jardin de Jacky » est située a 35 km d’Agadir dans la localité de douar
El Kharba, de la commune Oued Essafa de Biougna dans la province Chtouka Ait Baha. Elle
a eté créée par Jean-Jacques Descamps et un agriculteur marocain Hajj Larbi Rada. C’est une
exploitation unique en son genre pour la production des plantes médicinales et aromatiques
bio, qui sont destinées aux curistes de « Thermalp, les bains d’Ovronnaz », grand centre de
remise en forme, les plus réputés en Suisse et a d’autres partenaires suisses dans le domaine

du bien-étre.

Convaincu, comme le professeur Jean-Marie phytothérapeute, que les pesticides sont trés
dangereux, Descamps a choisi de cultiver les plantes au Maroc, selon des regles trés strictes,
dans cette exploitation qui est un exemple en matiére d’agriculture biologique spécifique de la
production de plantes aromatiques et médicinales. Ce domaine compte 5 hectares (de Sauge,
Bigaradier, Menthe, Romarin,... etc.) qui sont cultivés en pleine nature vierge et dépourvue
de toute pollution et de tout produit chimique.

Ainsi, les recherches de Jean-Jacques Descamps ont prouvé que la région de Biougra
d’Agadir, était le meilleur endroit permettant d’obtenir des plantes d’une qualité
incomparable, grace a la conjonction d’une terre d’une composante unique, d’un
ensoleillement exceptionnel et d’un environnement encore protégé de toutes les pollutions

environnantes.

Selon Larbi Rada, c’est la seule exploitation dans la région qui produit des plantes
médicinales bio. Aujourd’hui, dans son plan de développement, I’entreprise s’ouvre sur de
nouveaux marchés. Déja, outre la Suisse, la production de I’établissement est exportée a

hauteur de 25% sur le marché Polonais.
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Figure 17 : Photo du Romarin du jardin de Jacky d’Agadir

1.2. Présentation de la région de I’Oriental (Province de Jerada)

La Province de Jerada qui s’étend sur une superficie de 9300 km? est géographiquement
située au Nord-Est du Maroc. Elle fait partie de la région de 1’Oriental et délimitée :

e Au nord par la préfecture d'Oujda-Angad,;

o Alestpar I'Algérie;

e Au sud par la province de Figuig;

e A l'ouest par la province de Taourirt.
Le relief de la province de Jerada se caractérise par sa diversité. Il est formé essentiellement
de montagnes et de hauts plateaux divisés dans la partie Nord de la province, de vallées et des
plaines vastes au Sud.
Sur le plan climatologique, les précipitations moyennes dans la province sont modestes (entre
80 et 150 mm) favorisant ainsi au Nord le maintien et le développement d’une arboriculture
naturelle variée (glandes vertes, tagga, romarin, araar) et au sud ou se développent certaines
cultures désertiques comme I’alfa et le Chih. En outre, la région dispose de nombreuses
sources hydrauliques comme la nappe d’eau de Ain Béni Mathar et les sources des eaux de
surface dont notamment Ras Al Ain, les sources de Guafait et ’Oued Za se caractérisant par

un écoulement permanent avec un débit moyen de 3m®s.
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Figure 18 : Photo du Romarin de I’Oriental

1.3.  Présentation de la région de Sefrou

La région de Sefrou est une zone de contact entre le Moyen Atlas tabulaire et le Sais. C’est un
type de contact d’aspect confus entre le causse moyen atlasique et la plaine du Sais. Elle
présente un climat semi-aride a subhumide, recevant en moyenne 400 a 700 mm de

précipitation par an. Celles-ci varient en fonction de ’altitude et de 1’exposition.

|.4.  Présentation de la région d’Oued Laou

Le bassin d’Oued Laou se trouve dans la région Nord- Ouest du Maroc dans les provinces de
Tétouan et Chefchaouen. Il est situé dans la partie centrale de la chaine rifaine appelée aussi le
haut Rif. C’est une station subhumide. Cette station est caractérisée par la présence de la
variété du Rosmarinus var. Prostratus. Cette variété est caractérisée par une taille basse, de
forme rampante, des feuilles linéaires mesurant jusqu'a 5 cm de longueur, le dessus de couleur
vert foncé et le dessous de couleur blanche et duveteuse. Petites fleurs tubulaires de 1 cm de

longueur, réparties sur les rameaux, de couleur bleu clair a blanche (Figure 19).
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Figure 19: Photo du Romarinus var. Prostratus

En vue de tester I’effet de 1’indiviualité de cette variété du Romarin , des échantillons de la
partie aérienne (tiges, feuilles et fleurs) de sept individus de Rosmarinus Prostratus ont été
récoltés d’une parcelle expérimentale du jardin de I’Institut National des Plantes
Médicinales et Aromatiques de Taounate (INPMA). La récolte de ces échantillons a été

réalisée en fevrier 2012, en pleine floraison.

Ces individus ont été multipliés par bouturage a partir des pieds provenant de la région de
Oued Laou et transplantés dans le jardin de ’INPMA. Ces pieds ont été récoltés en mars
2010. lls ont été acclimatés aux conditions climatiques de la région de Taounate , ils ont subi
par la suite des multiplications végétatives par bouturage puis ils ont été mis en plein terre sur
une parcelle de 18 m?. Le sol de la parcelle est composé d’un mélange de 1/3 de sable et

2/3 d’argile- limoneux. Ce sol fixe peu d’eau, ne gonfle pas et ne fissure pas.

A noter que I’INPMA n’utilise pas des moyens de lutte contre les ravageurs, tout ce qui se

trouve dans cet établissement est 100% Bio et les moyens de lutte sont des moyens culturales.
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Figure 20: Rosmarinus var. Prostratus transplanté dans la parcelle expérimentale de ’INPMA

I1. Extraction des huiles essentielles et des extraits de plantes

11.1. Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation en utilisant 1’appareil
de type Clevenger (Clevenger, 1928) (Figure 21). Trois distillations ont été réalisées par
¢bullition pendant 2 h 30 de 150 g de matériel végétal frais avec 1 litre d’eau dans un ballon

de 2 litre surmonté d’une colonne de 60 cm de longueur reliée & un réfrigérant.

L’ébullition de I’eau crée un courant de vapeurs qui, en traversant la plante, fait éclater les
cellules et entraine avec lui les molécules volatiles contenues dans cette plante. Apres
condensation, le mélange obtenu, appelé distillat, est décanté. L’huile essentielle est séparée
de la phase aqueuse par différence de densité. L’huile essentielle a été stockée a 4 °C a

I’obscurité.
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Figure 21 : Appareil de Clevenger du centre d’INPMA

11.2. Extraction des extraits fixes

L’extraction a été faite selon un procédé d’extraction par solvant utilisant un sonicateur

(Elma—Transsonic TI-H-15) (Power: 100 W) (Figure 22).

C’est une technique utilisée pour isoler les composés d’origine végétale. Cette méthode
d’extraction assistée par les ultrasons a €été choisie pour ses différents avantages en termes
d’économie d’énergie, de solvant et de temps (Biesaga, 2011; Schinor et al., 2004; Jennan et
al.,, 2014). Elle permet de travailler a des températures relativement basses et d’éviter la

thermodestruction des composés.

La technique consiste a introduire une masse de 50 g de plante broyée dans une cartouche
filtrante et 200 mL de solvant dans un bécher.

Quatre solvants de polarités croissantes ont été successivement utilisés de maniére a séparer

les composés polaires, les moins polaires, les moyennement polaires et les apolaires. Ces
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solvants sont I’hexane, le dichlorométhane, I’acétate d’éthyle et le méthanol. Dans cet ordre,
I’hexane extrait les composés apolaires, le dichlorométhane extrait les composés moins

polaires, 1’acétate d’éthyle les composés moyennement polaires et le méthanol les composés

polaires.

Figure 22: Sonicateur du centre d’ INPMA

I1l1. Détermination du taux d’humidité et rendement en huiles essentielles

I11.1. Taux d’humidité

L’humidité est la quantité d’eau qui existe dans un kilogramme de matiere végétale. Pour
chaque distillation, un échantillon de matériel végétal (20 g) a été mis a sécher dans une étuve
réglée a 100°C pendant 24h. Aprés refroidissement, une deuxieme pesée a été effectuée. Trois
répétitions ont été réalisées et une moyenne a été calculée pour chaque plante.

Le pourcentage d’humidité a été déterminé a partir de la relation suivante :
_[(mq-m3)
H(%) = [m— x 100
1

m; : masse de la matiere végétale a I’état frais
M, : masse de la matiere végétale a 1’état sec

H : pourcentage d’humidité
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I11.2. Masse de la matiéere séche

Le calcul de la masse de la matiére séche de la plante a été réalisé aprés le calcul d’humidité,

en utilisant la relation suivante :

H% X m4

Ms =M1~ 700

ms : masse de la matiere seche
m; : masse de la mati¢re végétale a I’état frais

% H : pourcentage d’humide

111.3. Rendement en huile essentielle

Le rendement en huiles essentielles des différents échantillons a été exprimé par rapport a la

matiére seche en utilisant la formule suivante :

V AV
S

mS
Avec :
Rdt (%) : rendement en huiles essentielles (mL/g)
v : volume d’huiles essentielles récupéré en mL
AV : erreur sur la lecture
ms : masse végétale seche

Pour chaque essai, trois distillations ont été réalisées et une moyenne a été calculée.

IV. Analyses Chimiques

IV.1. Détermination de la composition chimique des huiles essentielles

L'identification des constituants des huiles essentielles étudiées a été realisée en se basant sur
la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. Cette analyse

chimique a été effectuée au sein du CNRST de Rabat.

Les analyses chromatographiques ont été effectuees sur un chromatographe en phase gazeuse
a regulation électronique de pression de type Trace GC ULTRA couplé a un spectrometre de
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masse de type (Polaris Q MS a trappe ionique). L’appareil de chromatographie en phase
gazeuse est équipé d’une colonne de type VB-5 (Methylpolysiloxane a 5% phenyl), 30 m x
0,25 mm avec une épaisseur du film de 0,25 pm, le gaz utilisé est I’hélium avec un débit de
1.4 ml/min. Les échantillons sont injectés en split mode, la température d’injection est 220° C.
Le volume injecté est 1ul. La température de la colonne est programmée de 40 a 180°C a
raison d’une montée de 4°C/min pendant 5 min. L’appareil de spectrométric de masse
fonctionne sous les conditions suivantes: La fragmentation a été effectuée par impact
électronique sous un champ de 70 e v. La température de la source d’ionisation est égale a
200°C.

L’appareil est piloté par un systeme informatique de type « HP ChemStation », gérant le
fonctionnement de 1’appareil et permettant de suivre [’évolution des analyses
chromatographiques. L’identification des constituants est basée sur la comparaison de leurs
spectres de masse respectifs avec les spectres de la bibliotheque (NIST 98) et de la

bibliographie (Adams, 1995) ainsi que sur le calcul des indices de Kovats.

V.2 Screening phytochimique des extraits de plantes

Dans 1’objectif d’avoir des informations sur la composition chimique des différents extraits,
un test qualitatif basé sur les réactions colorimétriques et la précipitation par différents réactifs

a été réalise.
IV.2.1.  Mise en évidence des polyphénols

Pour révéler la présence des polyphénols, on a utilisé le réactif de Folin ciocalteu (Singleton et
al, 1999).

Le principe consiste a ajouter a 100 pL de I’extrait, 500 puL du réactif de Folin ciocalteu (dilué
dix fois) et 400 pl d'une solution de Na,COs (75 mg/ml d’eau distillée). La présence des
polyphénols se traduit par I’apparition d’une coloration bleu foncé aprés incubation de 2 h a

une température ambiante.
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1VV.2.2. Mise en évidence des flavonoides

La caractérisation des flavonoides dans nos extraits a été faite en utilisant la réaction a la
cyanidine (Karumi et al., 2004).

Le test consiste a ajouter a un minimum de volume de 1’extrait quelques gouttes d’alcool
chlorhydrique (2N) et 0,5 g de magnésium, On laisse agir 3 min. Ensuite, les flavonoides sont

mis en évidence par I’apparition d’une coloration allant de 1’orangé au rouge :

- Rose orangée indique la présence des flavones.
- Rose violacée indique celle des flavanones.

- Rouge indique la présence des flavanols et flavanonols.

1V.2.3. Mise en évidence des tanins

La mise en évidence des tanins repose sur leur réactivité en présence du chlorure ferreux
(Soidrou 2013). La réaction consiste a introduire 5 ml d’extrait dans un tube a essais auquel
on ajoute 1 ml de solution aqueuse de chlorure ferrique a 2%. La présence de tanins est
caractérisée par la formation d’une coloration verdatre ou bleu noiratre pouvant aller jusqu’au

précipité.
1V.2.4. Mise en évidence des alcaloides

Les alcaloides ont été mis en évidence dans les extraits avec le réactif de précipitation
Dragendorff (Békro et al., 2007).

Le principe consiste a introduire 0,19 d’extrait dans un tube a essai contenant 6 ml d’éthanol
a 60%, auquel on ajoute 2 gouttes de réactif de Dragendorff. L’apparition d’un précipité rouge

orangeé ou brun - rougeatre indique un test positif.

Pour tous ces tests, on prépare un blanc dans les mémes conditions mais sans extrait. Les tests

sont répétés trois fois.
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V. Activité antimicrobienne des huiles essentielles et des extraits

V.1. Souches bactériennes

L'activité antibactérienne des huiles essentielles des plantes a été évaluée sur deux souches
(Escherichia coli et Bacillus subtilis) et I’activité antimycobactérienne a été déterminée en

utilisant une souche mycobactérienne (Mycobacterium smegmatis).

- E. coli : est une bactérie intestinale a Gram négatif dont certaines souches sont
connues pour leur forte antibiorésistance et leur pouvoir invasif et toxique chez ’homme. Ces
souches sont responsables de maladies intestinales qui varient en gravité, des formes bénignes

jusqu’a des formes graves méme mortelles.

- B. subtilis : est une bactérie a gram positif non pathogéne pour I'homme, mais peut
contaminer des aliments et peut exceptionnellement provoquer une intoxication alimentaire.
Elle est considérée comme un excellent modéle pour I'étude de bactéries pathogénes, telles
que Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Bacillus anthracis.

- M. smegmatis MC2 155 : mycobactérie atypique non pathogene, elle présente une
sensibilité aux antituberculeux similaire a celle de M. tuberculosis (Mitscher et Baker.,
1998 ; Chaturvedi et al., 2007), et a croissance plus rapide que celle du bacille tuberculeux.
En effet, elle est utilisée comme modéle pour évaluer I’effet des substances actives sur la

croissance de Mycobacterium tuberculosis (Newton et al., 2000 et 2002).

Cette mycobactérie a été aimablement fournie par Dr. S. David (Centro de Tuberculose
Micobactérias, Instituto Nacional de Salude Dr. Ricardo Jorge Delegacdo do Porto, Portugal).
Elle a été cultivée sur le milieu Sauton a 37°C (Papa et al., 1987 ; Nigou et Besra, 2002).

Ces bactéries appartiennent a la collection des bactéries du laboratoire de Biotechnologie
Microbienne de la FST Fés.
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V.2. Procédure microbiologique

V.2.1. Méthode de disque

Pour mettre en évidence I’activité antibactérienne et antimycobactérienne des huiles
essentielles, on a utilisé la méthode de diffusion sur disque (Bayoub et al., 2010; Bauer et al.,
1966).

Cette méthode se réfere a la diffusion d’un agent antimicrobien d’une concentration
specifique a partir de disques dans le milieu de culture solide, qui a été ensemencé avec
I’inoculum choisi et isolé en culture pure. Elle est basée sur la détermination d’une zone
d’inhibition proportionnelle a la sensibilité bactérienne a 1’antimicrobien présent dans le

disque (Threlfall et al., 1997 ; Walker, 2000).

Cette technique présente 'intérét d’étre facile a mettre en ceuvre, reproductible et a faible

co(t.

Cette technique consiste a déposer des disques stériles de papier Whatman de 6 mm de
diamétre au centre des boites de 90 mm de diametre contenant le milieu LB agare
préalablement inoculées par 100 ul des cultures liquides des souches bactériennes a tester. Les
disques sont ensuite imprégnés de 10 pul d’HE. Le témoin correspond a un disque imbibé de
10 pl d’eau distillée stérile. Apres incubation, les zones d’inhibition formées autour des

disques sont mesurées. Pour chaque souche trois répétitions ont été réalisées.

Le diameétre de cette zone d’inhibition autour du disque de 1’antimicrobien est corrélé avec la
concentration minimal inhibitrice (CMI) pour la combinaison particuliére bactérie/
antimicrobien. La zone d’inhibition correspond inversement a la CMI de [Dessai.
Généralement, plus la zone d’inhibition est importante, plus la concentration de

I’antimicrobien nécessaire pour inhiber la croissance bactérienne est faible.

V.2.2. Détermination de la CMI

V.2.2.1. Milieu solide

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des huiles essentielles ont été déterminées
selon la méthode rapportée par Zaouali et al., (2010) avec une légére modification au niveau
de la dilution. En effet, le DMSO a été substitué par 1’agar a 0,2 %.
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Une gamme de dilutions a été préparée dans cette solution d'agar, pour obtenir les
concentrations suivantes: 1/2, 1/4, 1/5, 1/8 et 1/10 (v/v). 10 pl de chaque dilution ont été
ensuite posés sur des disques stériles de papier Wattman (6 mm diameétre) placé sur la surface
de Boites de Pétri de 90 mm de diametre contenant le milieu LB préalablement inoculées par
100 pl des cultures liguides des souches a tester. Le temoin correspond a un disque imbibé de
10 pl d’une solution stérile d'agar a 0,2 %. Apres incubation, les zones d’inhibition formées

autour des disques sont mesurées. Pour chaque souche trois répétitions ont été réalisées

V.2.2.2. Milieu liquide

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits ont été déterminées en milieu
liquide par la méthode de dilution (Rastogi et al., 1991). La CMI est la plus faible
concentration de substance pour laquelle il n’y a pas de croissance visible a I’ceil nu aprés un
temps d’incubation. Sa détermination a été faite par observation du trouble induit par la

croissance des bactéries dans chaque tube.

Cette technique consiste a ajouter des volumes variables de 1’extrait des plantes dans des
tubes contenant du milieu LB liquide inoculé par 250 ul des cultures liquides des souches a
tester, de fagon a obtenir des concentrations finales en résidu d’acétate d’éthyle allant de 0,94
a 9,43 mg /ml (Concentration en résidu soluble). Le tube témoin correspond a un tube
dépourvu de ’extrait de plante. L’étude a été reprise trois fois. Ainsi, la CMI a été donc la
concentration en résidu du premier tube a partir duquel aucun trouble a I’ceil nu n’a été

observé.

Le volume total des tubes est de 6 ml et le pourcentage en DMSO dans tous les tubes est
inférieur ou égale a 2%, concentration qui n’inhibe pas la croissance des bactéries utilisées

(Molina-Salinas et al., 2006).

VI. L’analyse en composante principale (ACP)

L'analyse en composantes principales est une méthode statistique d'analyse des données, elle
est a la base de la plupart des méthodes de 1’analyse multivariée. C’est une méthode qui vise
a trouver les directions de plus grande dispersion des individus dans cet espace, I'idée étant

que les directions de plus grande dispersion sont les directions les plus intéressantes. Si les
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variables ne contiennent que du bruit, les individus seront dispersés de facon homogéne et
uniforme dans toutes les directions. Une direction qui s'écarte d'une telle répartition sphérique

risque donc de contenir de lI'information.

L’ACP est donc une méthode statistique descriptive multivariée qui permet de représenter un
grand nombre de données de facon synthetique. Elle est utilisée pour repérer des groupes
d’individus dont I’ensemble des variables est homogene et de visualiser des différences de
variables entre les individus. Elle a aussi pour objectif de mettre en avant des individus au

comportement atypique par rapport au reste de la population.

Mathématiquement, I’ ACP calcule des combinaisons linéaires des variables de départ donnant
de nouveaux axes qui contiennent la plus grande partie de la variabilité de la matrice de
données de départ. L’ACP est une méthode non-supervisée ou aucune hypothese n'est faite
concernant des relations éventuelles entre les individus et entre les variables. Elle fait
simplement I'hypothése optimiste, mais raisonnable, que les directions (Composantes
Principales) de plus grandes dispersions des échantillons sont les directions les plus

intéressantes et que la variabilité associée avec ces directions correspond a de I'information.

De plus, pour éviter d'avoir la méme « information » dans plusieurs Composantes Principales,

elles doivent toutes étre orthogonales.

Pour faire une ACP, on part d’une matrice M de données a K lignes (individus ou

échantillons) et N colonnes (variables).

Xll XNl

Xl,K ee XNK

Chague variable X n= ( Xy 1....... Xyx) @ une moyenne Xy et un écart-type o x n.

En fonction de 'origine et de la diversité des données a traiter, I’ACP peut étre normée ou
non normée. La normalisation consiste a transformer des données lorsque celles-ci sont
d’origine différente afin de les ramener & des espaces comparables. 1l est donc nécessaire de
normaliser les données lorsqu’elles sont de mesure, de moyenne ou de variabilité différente.

La normalisation consiste a transformer la matrice de variables brutes M en une matrice de

variables centrées réduites M pour laquelle les variables sont représentées par:
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XN,l_XN,l

N (Xy)

Yy =(Yyiren Yy k) QVEC Yy, =

AVec:

e X :valeur de la variable
e X :moyenne

e V (X):variance

La décomposition matricielle de la PCA permet d’obtenir des matrices des coordonnées
factorielles (ou «scoresy) et des contributions factorielles (ou «loadingsy), selon 1’équation (1)

et la Figure 23:
X = T.PT+ E (1)

Avec X (n, p) la matrice de données originale, T (n, k) les coordonnées factorielles des
individus sur les Composantes Principales, P' (k, p) les contributions factorielles des variables
du départ aux Composantes Principales. Si I'on calcule k Composantes Principales (PC), on
n'‘obtient qu'une approximation de la matrice de départ X ou E (n, p) est la matrice des écarts

entre les valeurs originales et cette approximation.

Dans beaucoup de cas simples, un maximum de 3-4 CPs est suffisant pour expliquer la
variabilité intéressante des données. Cependant, le nombre de CPs peut étre choisi par

différentes procédures, notamment la validation croisée.

X |=W°LP _+ E

Figure 23: Décomposition matricielle de la PCA

Les coordonnées T et les contributions factorielles P contiennent toute 1’information
importante par rapport aux objets et aux variables, respectivement. Les écarts E contiennent la

variabilité résiduelle qui n’est pas importante pour décrire le comportement des échantillons.

Les CPs sont simplement des entités mathématiques qui peuvent représenter, aprés un choix
intelligent d’un ensemble représentatif, la matrice X. Au méme temps, tout ce qui n’est pas

important pour la description des données se trouve dans la matrice des résidus. Les CPs ne
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représentent pas forcément des entités physico-chimiques réelles présentes dans les donnees,

mais plutdt des directions orthogonales de plus grande variabilité.

D’un point de vue géométrique, la PCA peut étre plus facilement comprise comme une
méthode de rotation des données pour que 1’observateur soit le mieux placé pour comprendre
les relations entre les individus. Les coordonnees factorielles permettent de projeter les
individus sur des plans construits a partir des CPs, ou l'on peut éventuellement détecter des

repartions structurées des objets, la formation de groupes ou la présence d'individus aberrants.

Actuellement, il existe plusieurs algorithmes pour le calcul de I’ACP, dont le plus utilisé est le

NIPALS («Nonlinear iterative partial least squares»).

L’algorithme itératif NIPALS pour calculer I’ACP est présenté ci-dessous. Le vecteur des
coordonnées factorielles t et les vecteurs propres p sont déterminés de fagcon a minimiser la
somme des carrées des résidus E. Une contrainte doit étre observee, c'est-a-dire que la norme
de p soit égale a 1. Les CPs sont calculées successivement l'une apres l'autre. En considérant

une matrice de données X prétraitée de la facon souhaitée, et centrée par variable:

Dt=x on définit initialement t égal a une colonne de la matrice X

(2) p = (X".t) / (t".t) Calculer le poids de chaque variable de X dans cette CP par projection de
chaque colonne de X sur t

(3) p=p/||p|]| on normalise le vecteur des poids pour chaque variable
(4) t ancien = t On garde cette valeur de t pour comparaison ultérieur
(5) t = (X.p) / (p".p) on calcule la projection de chaque échantillon sur cette PC

(6) d = ||t - t ancien|| ON Vérifie la convergence. Si t ne change plus (d < seuil), on continue vers

I'étape (7), sinon on revient a (2)

(7YE=X—t.p" On enléve la partie de X expliquée par les vecteurs t et p calculée pendant
cette itération

(8) X = E Pour calculer une nouvelle CP, on met X égal aux résidus, et on recommence a
partir de (1)

Les variances des CPs peuvent finalement étre obtenues sur la diagonale de S=T'.T
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VIl.  L’analyse de variance a un facteur

La mise en évidence des différences significatives entre les moyennes de diameétre
d’inhibition des individus testés a été réalisée au moyen d’une Analyse de la variance en

utilisant le logiciel statistique statgraphics.
VIIL1. Définition

L’analyse de la variance (expression souvent abrégée par le terme anglais ANOVA : Analysis
Of Variance) est une technique statistiqgue fondamentale. Elle vise a comparer des moyennes
sur plusieurs échantillons. Dans tous les cas, la variable étudiée est un caractere quantitatif de

type continu qui suit la loi normale.
VII.2. Principe

Le principe est celui de la décomposition de la variance (dispersion) totale observée sur les

variables suivant différentes sources de variation : intragroupe et intergroupe.

Une variation intergroupe qui est due aux écarts entre les moyennes de chaque échantillon et

la moyenne générale, et qui traduit I’effet du facteur : variation factorielle.

Une variation intra-échantillon qui cumule les écarts de chaque valeur individuelle de la

variable a leur moyenne d’échantillon : Variation résiduelle.

X XAz XB1 XB2

<«<—>» Intra (W)
e Inter (B)
< totale (T)

L’ANOVA est une méthode qui test 1’effet d’un facteur contr6lé A ayant p modalités sur les

moyennes d’une variable Y.
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e [’hypothese nulle testée est:

Ho: il n’y a pas d’effet du facteur A et les p moyennes sont égales a une méme moyenne
Ho= =M= ... =li=...=pUp=H

e [’hypoth¢se alternative est:

H; : les moyennes différent les unes des autres. Autrement dit, le facteur testé a un effet

significatif sur la variable mesurée.
VI1.3. Equation fondamentale de I’analyse de la variance
Soit I’équation de décomposition de la variation totale :
Ty~ W= T S0y — V)R (F, — PP
Est équivalente a 1’égalité
SCE totale = SCE inter + SCE intra

Les estimations des variances associées ou carrés moyens sont :

SCE totale
N-1

Variance totale : CM, = Avec N=Y"n;

_ i SCE int
Variance factorielle : CM;,,¢0r = pinl =

_ o SCE int
Variance résiduelle : CM;,4rq = Nl_npra

VIl.4. Tableau de I’analyse de la variance a un facteur

Les résultats de I’analyse de la variance sont généralement présentés sous la forme du tableau

suivant:
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Tableau 2: Présentation générale d’un tableau d’analyse de la variance a un facteur

Sommes
Source Degreés
des )
de la ) de Carré Moyen F P-value
carreés ) )
variance , liberte
des écarts
Inter- SCE inter CMinzer
SCE inter p-1 CMinter = -1 F:CM,—t P
groupe p intra
Intra- SCE intra
SCE intra N'p CMintra =
groupe N—p
Total SCE totale N'l

Si la valeur de P étant largement supérieure au seuil de signification 0,05, on conserve donc

I’hypothese nulle (pas de différence significative entre les échantillons).
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INTRODUCTION

En vue de contribuer a la valorisation des plantes aromatiques et medicinales du Maroc et
précisément le Romarin marocain nous nous sommes intéressés d’une part a étudier la
composition chimique des huiles essentielles du Romarin de quatre provenances; Il s’agit de
Rosmarinus officinalis var. Prostratus provenant de la région du Nord du Maroc (Oued
Laou), Rosmarinus officinalis provenant de 1’Oriental (Ayoune Charkiya), le Rosmarinus
Officinalis provenant de Sefrou et le Rosmarinus officinalis provenant des Jardins de Jacky
d’Agadir. D’autre part et en vue de la valorisation de ces huiles essentielles, nous avons

évalué leurs activités antimicrobiennes.

En général, le Rosmarinus (Romarin) est 1'une des plantes naturelles du Maroc qui est
reconnue pour ses vertus médicinales et aromatiques depuis 1’antiquité. Les huiles essentielles
de cette plante ont fait 1’objet de récentes recherches dans les domaines pharmaceutique et
agro-alimentaire et possédent d’excellentes propriétés antimicrobiennes (Zaouali et al., 2010;
Delcampo et al., 2000; Rozman et Jersek, 2009), anti-inflammatoire (Ghanmi et al., 2010;
Gianmario et al., 2007), antispasmodique (Al-Sereiti et al., 1999), et antioxydant (Zaouali et
al., 2010; Wang et al., 2008; Eva et al., 2003). Cependant peu de travaux existent sur les
huiles essentielles choisies pour cette étude, en plus aucune étude n’a été faite sur le
Rosmarinus officinalis var. Prostratus qui est une variété rare au Maroc poussant au Nord,

dans la région d’Oued Laou.

En effet, le Maroc exploite un potentiel de 1 million d’hectares de Romarin qui produisent un
rendement annuel de 60 tonnes d’huile essentielle destinée a I’exportation. L’amélioration de
la qualité des huiles essentielles exportées permet au Maroc de gagner la confiance des
demandeurs et d’augmenter le niveau de vie de la population locale et de 1’économie

nationale (Ghanmi et al., 2011).
Notre travail cerne plusieurs volets, a savoir :

- Une étude qualitative incluant I’évaluation de I’effet antibactérien de [I’huile
essentielle du Romarin des quatre régions, une étude quantitative qui a permis la
détermination de la CMI de ces huiles.

- Une analyse et une identification des constituants des huiles essentielles de chaque
provenance par la technique de la chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse.
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- Une etude statistique descriptive et comparative de la composition chimique du
Romarin des différentes régions par la méthode d’analyse de données

multidimensionnelles: L’ Analyse en Composantes Principales (ACP).

Le détail de ces expériences ainsi que la discussion des résultats sont présentés dans les

différentes parties de ce chapitre.

I. Rendement en huile essentielle

Les rendements moyens en huile essentielle de quatre provenances du R. officinalis ont été
calculés en fonction de la matiére végétale seche de la partie aérienne de la plante. Les

resultats obtenus sont rassemblés dans le tableau 3.

Tableau 3: Rendements en huile essentielle obtenus par hydrodistillation du R. officinalis de

Différentes régions étudiées.

Echantillons Rendement en huile essentielle (%)
Rosmarinus officinalis (Jardin de Jacky) 1,4540,02
Rosmarinus officinalis (Ayoune Charkiya) 1,84+0,03
Rosmarinus officinalis (Oued Laou) 1,940,02
Rosmarinus officinalis (Sefrou) 2,440,1

Les rendements moyens obtenus, varient en fonction des quatre provenances (Tableau 3). En
effet, les échantillons du Romarin de la provenance de Sefrou ont donné un meilleur
rendement en huile essentielle (2,4 %) par rapport a ceux de 1I’Ayoune Charquia, d’Oued Laou

et de Jardin de Jacky d’Agadir, avec respectivement des teneurs de 1,8%, 1,9% et 1,45%.

Ces résultats sont proches de ceux trouvés par Khia et al., (2014) et qui ont trouvé que les
rendements en huile essentielle du Romarin marocain de trois provenances (Rachidia,
Berkine et d’Aknoul) sont respectivement 2,21%, 1,87% et 1,29%. Fechtal et al., (2005) ont
indiqué que les rendements en huile essentielle de deux provenances de 1’Oriental (EI Ayat et
Debdou) varient de 0,5% a 2,9%. Par contre d’autres études présentent des rendements qui ne
dépassent pas 1%. En effet Derwich et al., (2011) ont trouvé que le rendement du Romarin
de la région Taferdoust est de 0,5% et Tahiri (1994) a trouvé que le Romarin de Souk EI Had

et de Beni Boudass présentent des rendements de 0,65% et 0,82% respectivement.
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Cependant, les rendements des quatre provenances du Maroc sont légérement supérieurs a
ceux de trois localités de Tunisie. En effet, Ayadi et al., (2011) ont obtenu des rendements
variables selon la région de récolte, soit 1,35% dans la région de Sidi Bouzid, 1,25% a
Bizerte, et 1,27 % pour la région de Zaghouan.

En Algérie, les études ont enregistré des rendements trés inférieurs par rapport a ceux obtenus
dans cette étude avec un rendement de 0,8 % pour le Romarin de la station Honaine et 0,6%
pour le Romarin de la station Tlemcen (Tomi et al., 1995). Par contre, nos rendements sont
Iégerement inférieurs a ceux obtenus par Jashmidi et al., (2009) qui sont de 2,1 et 2,6%
respectivement dans les régions de Kerman et de Lalehzar d’Iran. En Turquie, Ozcan et
Chalchat, (2008) ont trouvé un rendement de 1,9%.

La variabilité des rendements du Romarin des différentes régions peut provenir de 1’origine
de la plante (Jamshidi et al.,, 2009), du climat (Jordan et al., 2013), des conditions
environnementales et agronomiques (Moghtader et Afzali., 2009), du moment de la récolte
(Celiktas et al., 2007), du stade de développement des plantes (Ruberto et Barata., 2000) ou
de la méthode d’extraction (Okoh et al., 2010).

I1. Composition chimique des huiles essentielles

Les résultats relatifs a la composition chimique des huiles essentielles de R. officinalis de
quatre provenances (Jardin de Jacky d’Agadir, Oued Laou, Ayoune Charquia et Sefrou) sont

regroupés dans le tableau 4.
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Tableau 4 : Composition chimique des huiles essentielles de R. officinalis des quatre provenances

Composeés | IK | Agadir | OuedLaou | Ayoune Charquia | Sefrou
Monoterpenes
Tricyclene 926 - - - 0.29
o-Thujéne 931 0,21 0,49 0,53 0,12
a-Pinéne 939 36,15 15,79 16,61 12,19
Campheéne 953 6,10 13,06 13,67 6,81
Sabinene 976 3,40 7,11 6,04 0,4
B—Pinene 980 - - - 4,05
—Myrcene 986 - - - 5,1
a-Phéllandréne 1005 0,12 - - 1,3
d-3-Carene 1011 - 4,54 1,43 -
Limonene 1031 - - - 4
Formate isobornyle 1233 0,13 - 0,2 -
Total 46,11% 40,99% 38,48% 34,26%

Monoterenes oXygénés

1,8 - Cinéole 133 33,93 1,24 35,91 18,35
Transr:yzargize”e B 1068 0,44 0,15 - 16
Chrysanthenone 1123 0,71 0,42 - -

Camphre 1143 5,08 3,31 6,40 22,1
Trans-verbénol 1144 0,46 0,58 - -
Bornéol 1165 4,18 3,59 4,84 -

Terpinén - 4- ol 1177 - 0,41 0,56 0,8
Myrtenol 1194 - 1,14 1,39 -
Verbénone 1204 4,30 0,25 - -
Trans-2-Carén-4-ol 1227 - - 0,2 -

Acétate de Bornyle 1285 - 31,21 - 0,8
Acetate d’o-Terpinényle | 1354 1,51 2,88 - -

Total 50,61% 45,18% 49,3% 43,65%
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Composés (suite) IK Agadir Oued Laou |Ayoune Charquia |Sefrou
Sesquiterpénes hydrocarbonés
a—copaéne 1376 - 0,10 0,15 -
B-Caryophylléne 1418 0,83 4,09 2,60 -
Y— gurjenéne 1473 0, 44 0,2 -
Germacréne-D 1480 0,22 1,4 -
a-cadinéne 1512 - - 0,42 _
y-Cadinéne 1513 0,13 0,8 0,46 0,78
Total 0,96% 5,41% 5,03% 0,78%
Sesquiterpénes oxygénés
Oxide de Caryophyllene | 1581 - 4,71 3,80 6,3
y-eudesmol 1630 - 0,21 0,14 -
a-eudesmol 1652 - 0,1 0,13 -
t-Cadinol 1653 - - 0,72 -
Total 4,92% 4,79% 6,3%
TOTAL 97,7 96,5 97,6 85,07

En vue de mieux analyser les résultats obtenus, on a adopté une étude séparative de chaque

provenance.

I1.1.  Composition chimique de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis

du Jardin de Jacky de la région d’Agadir

Les résultats relatifs a la composition chimique des huiles essentielles de Rosmarinus
officinalis du Jardin de Jacky de provenance d’Agadir sont présentés dans la figure 24. Les
répartitions en % des principales familles de composés de cette huile essentielle sont
présentées dans la figure 25. Les structures chimiques des composés majoritaires sont

présentées dans le tableau 5.
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M =Thujéene M o-pinéne W Camphéne

m Sabinéne M o-Phellandréne m 1.8 - Cinéole

M Trans-Sabinene -hydrate M chrysanthenone W Trans-verbencl

m Bornecl mverbénone Acetated'a-Terpinenyl
b-Caryophylléne - gurjienéne Camphre

g-Cadinéne Autres

Figure 24 : Répartition en % des principaux composés de I'huile essentielle du Romarin
d’Agadir

‘\'

Figure 25 : Répartition en % des principales familles de composés de I'huile essentielle de
R. officinalis de la région d’Agadir

Agadir

B Monoterpéenes
B Monoterpénes oxygénés

1 Sesquiterpénes hydrocarbonés

L’analyse chimique par CPG /MS a permis d’identifier au total 17 composés qui
représentent 97,7% de I’huile essentielle du R. officinalis du Jardin de Jacky d’Agadir,
(tableau 4, figure 24). Les composés majoritaires sont: 1’a-pinene (36,15%), 1,8-cinéole
(33,93%), Camphene (6,1%), Camphre (5,08%) et Sabinéne (3,4%). On remarque que cette
huile essentielle est riche en monoterpenes oxygénés qui représentent (50,61%) de la
composition totale de I’huile suivi par les monoterpénes hydrocarbonés représentant 46,11%
de la composition totale. Tandis que les sesquiterpénes hydrocarbonés ne représentent que
1%.

74



Chapitre 111 Effet de la provenance des H.E du Romarin marocain

11.2.  Composition de I'huile essentielle de R. officinalis var Prostratus de
la région d’Oued Laou

Les résultats relatifs a la composition chimique des huiles essentielles de Rosmarinus
officinalis var. Prostratus de de provenance d’Oued Laou sont présentés dans la figure 26.

La répartition en % des principales familles de composés de cette huile essentielle est

Q
® )

maThujEne - o-pinéene m Camphéne

MW Sabinéne M| d-=-Caréne M| 1.8 - cinéole

m Trans-Sabinene - hydrate m chrysanthenone = Trans—wverbeénol
m Borneocl m Terpinen-24-ol = pAyrtencl
mverbenone m Acetate de Bornyle - oCopaene

présentée dans la figure 27.

o Suriunens m oa-Terpinenyl acetate b-Caryophylléne
Mg gurienéne mGermacréne-D Camphre
m g-Cadinéne Oxide de Caryophyllene o —Guaiene

Figure 26: Répartition en % des principaux composes de I'huile essentielle du Romarin
d’Oued Laou

‘ B Monoterpénes

B Monoterpéenes oxygénés
1 Sesquiterpénes hydrocarbonés
M Sesquiterpénes oxygénés

Figure 27 : Répartition en % des principales familles de composés de I'huile essentielle de
R. officinalis de la région d’Oued Laou

75



Chapitre 111 Effet de la provenance des H.E du Romarin marocain

Vingt-quatre composés ont été identifiés représentant 96,5 % de I’huile essentielle du
Romarin de provenance d’Oued Laou. Cet échantillon est caractérisé par la présence
importante d’Acétate de Bornyle (31.21%) qui est le compose majoritaire suivi par 1I’a-Pinéne
(15,79%), camphéne (13.06%), Sabinéne (7,11%), o ,3-Caréne (4,54%), Oxyde de
Caryophylléne (4,71%), B-Caryophylléne (4.09%), Bornéol (3.59%), Acétate d’a-Terpinenyle
(2,88%). 11 est a noter que la classe des monoterpenes oxygénés représente le pourcentage le
plus élevé (=45%) suivi des monoterpénes hydrocarbonés (=40%). Les sesquiterpenes

hydrocarbones et oxygénés ne représentent que 7% et 5% respectivement.

11.3.  Composition de I'huile essentielle du Romarin de la région de
I’Ayoune Charquia

Les résultats relatifs a la composition chimique des huiles essentielles de R. Officinalis de
provenance de I’Ayoune Charquia sont représentés dans la figure 28. Les répartitions en %
des principales familles de composés de cette huile essentielle sont illustrées dans

la figure 28.

B =-Thujéne M o-pinéne B Camphéne W Sabinéne

B d-3-Caréne M 13- cinéole N Borneol B Terpinen-4-ol

B rayrtenocl M Trans-2-Caren-4-cl W oa—copaéne ¥ o -Gurjunéne

B b-Caryophyllé ne W Germacrene-D Camphre B z-cadinene
Iscledéne g-Cadinéne Carvophylléne oxide o -Guaiégne
t.-Cadinc|

Figure 28 : Répartition en % des principaux composés de I'huile essentielle de Romarin de la
provenance de I’Ayoune Charquia
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Ayoune Charquia

B Monoterpénes
B Monoterpénes oxygénés
Sesquiterpenes hydrocarbonés

B Sesquiterpénes oxygénés

Figure 29: Répartition en % des principales familles de composés de I'huile essentielle de
R. officinalis de la région I’Ayoune Charquia

Les 97,6% de I’huile essentielle totale du Romarin de la provenance de 1’Ayoune Charquia
sont reparties comme suit: 1,8-Cinéole comme produit majoritaire (35,91%), suivi par
I’0-Pinéne (16,61%), Camphene (13,67%), Camphre (6,4%), Sabinéne (6,04%), Bornéol
(4.84%), Oxyde de caryophylléne (3,8%), B-caryophylléne (2,6%). On remarque que cette
huile est prédominée par les composés monoterpéniques avec environ 52% de monoterpénes
oxygénés et 38% de monoterpénes hydrocarbonés. Les sesquiterpénes hydrocarbonés et
oxygénés, quant a eux, ne représentent que 10% environ de la composition totale de 1’huile

essentielle du Romarin de la région de 1’ Ayoune Charquia.

11.4. Composition de I'huile essentielle du Romarin de la région de Sefrou

Camphre
22,1%

m tricycléne m a-Thujéne m o-pinéne m Camphéne
M Sabinéne b - pinégne N b-myrcéne o ox-Phellandréne
limonéne m 1 8- cinéole o Trans-Sabinene hydrate Terpinen-4-ol

Acétate de Bornyl Camphre e-Cadinéne COxyde de Caryophylléne

Figure 30: Répartition en % des principaux composeés de I'huile essentielle du Romarin de la
provenance de Sefrou
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Sefrou

B Monoterpénes
B Monoterpénes oxygénés
Sesquiterpenes hydrocarbonés

B Sesquiterpénes oxygénés

Figure 31: Répartition en % des principales familles de composés de I'huile essentielle de
R. officinalis de la région de Sefrou

L’analyse de I’huile essentielle du Romarin de provenance de Sefrou indique la présence de
16 composés avec un pourcentage total d’environ 85% (tableau 4, figure 30). On remarque
que cette huile est riche en monoterpenes oxygenés qui représentent environ 54%, suivis par
les monoterpénes hydrocarbonés qui représentent environ 37% de la composition totale.
Tandis que les sesquiterpénes oxygénés et hydrocarbonés ne représentent que ~8% et ~1%
respectivement. Le Camphre représente 22,1%, c’est le produit majoritaire, 1,8-Cinéole
représente 18,35%, a-Pineéne représente 12,19%, Camphéne représente 6,81%, Oxyde
Caryophylléne représente 6,3%, P-Myrcéne représente 5,1%, [B-Pinéne et Limonéne
représentent presque 4% et a-Phéllandréne, hydrate de Trans-Sabinéne représentent environ

1,4%.

11.5. Discussion de la composition chimique des huiles essentielles des
quatre provenances

La chimiotaxonomie du Romarin a été déja étudiée par de nombreux auteurs. Tuberoso et al.,
(1998), ont rapporté que les monoterpénes constituaient 50 % de I’huile essentielle du
Romarin, spécialement I’a-pinéne (>30%), camphéne et limonéne ; alcools = 7% et cétones
~ 10 %.

Au Maroc, Fechtal et al., (2001) et Khia et al., (2014) confirment la richesse des huiles
essentielles de 1’Oriental en 1,8-Cinéole, a et B-pinénes, Camphéne et Camphre. Derwich et
al., (2011) ont montré que le Romarin de la provenance Taferdoust (sud-est de la ville de
Sefrou, Moyen Atlas) est constitué principalement d’a-Pinéne (18,25%) suivi du Camphre

78



Chapitre 111 Effet de la provenance des H.E du Romarin marocain

(6,02%), le 1,8-Cinéole (5,25%), Camphene (5,02%) et le B-Pinene (4,58%). Elamrani et al.,
(2000) ont montré que les Romarins marocains présentent une teneur importante en 1’un des 3
composés: a-Pinéne (37,0-40,0%, Rabat), Cinéole (58,7-63,7%, El Ateuf), Camphre (41,7-
53,8%, Taforhalt).

En Algérie, Benhabiles et Ait Ammar (2001) ont étudié les essences de deux espéces de
Romarin provenant d’une région de I’Est Algérien. Ils ont trouvé deux chémotypes différents:
Rosmarinus Eriocalyx a type Eucalyptol (1,8-Cinéole = 42,8 %) et R. officinalis a type B-
Caryophylléne (13,9%), Camphre (12,1 %) et Bornéol (10,1 %). Une autre étude sur un
échantillon provenant de Bordj-Bou-Arreridj qui ne contient que 7,5% de Cinéole en plus du
Camphre (12,1%), du Bornéol (10,1%), de I’a-Terpinéol (9,5%) et surtout du
B-Caryophylléne (13,9%). Bekkara et al., (2007) ont étudié deux types d’huile essentielle du
Romarin, provenant de Honaine, selon 1’origine de la plante (sauvage ou cultivée). Ils ont
démontré que le composé majoritaire chez le Romarin spontané est I’a-Pinene (23,1%), suivi
par le Camphre (15,3%) et le B-Pinéne (12,2%), alors que le composé principal pour le
Romarin cultivé est le Camphre (13,8%), suivi de I’a-Pinéne (12,6%), le Cinéole (11,8%) et
le Bornéol (10,8%).

En Egypte, une étude sur deux échantillons du Romarin a révélée deux compositions
différentes, dont 1’une est dominée classiquement par le Camphre, 1’a-Pinéne et le Cinéole, et

’autre est riche en Verbénone et en Camphre (Soliman et al., 1994).

En Liban, Diab et al., (2002) ont trouvé que le Romarin est caractérisé par le 1,8-Cinéole
(=20%), et I'a-Pinéne (~18,8 — 38,5 %).

En Turquie, le Romarin est composé principalement de 1’a-Pinéne (7,8%); 1,8-Cinéole
(60,9%) et du Camphre (7,1%) (Yesil et al., 2007). Dans une autre région de la Turquie,
Ozcan et Chalchat (2008), ont identifié 20 composés, avec le TI-Cyméne (44 %), le Linalol
(21%), le y-Terpinene (17 %), le B-Pinéne (3,6 %), a-Pinene (2,8 %), le 1,8 Cinéole (2,6 %)

et le Thymol (1,8 %) qui sont des composes majoritaires.

Au Japon, Masatoshi et Hiroaki (1997) ont montré que le Romarin est caractérisé par des
teneurs élevées de 1,8 Cinéole (= 50 %) et de faibles teneurs en a-Pinéne et en Camphre
(= 10 %).

Au Portugal (Serrano et al., 2002), le Romarin recolté est riche en Myrcéne (25 %), en 1,8-
Cinéole, et en Camphre. Ces résultats sont similaires a ceux trouvés pour les huiles du
Romarin d’Argentine et du Brésil (Porte et al., 2000 ; Larran et al., 2001).
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En Inde (Jaganmohan et al., 1997) ont trouvé que les huiles essentielles du Romarin sont

caractérisées par la présence du 1,8-Cinéole (30 %), et du camphre (=30 %).

En Italie, le Romarin est constitué par I’a-Pinene (13,7%), 1,8-Cinéole (3,4%), Camphre
(2,9%) et Verbénone (20,3%) (Pintore et al., 2002).

En Espagne, Varela et al., (2009) ont étudié 87 populations spontanées de R. officinalis et ils
les ont classées en prenant en considération la composition chimique de leurs huiles
essentielles. Parmi tous les échantillons, trente-huit ont une teneur élevée en 1,8 Cinéole (>
24%) et un rendement en huile essentielle supérieur a 2%; six populations ont présenté un
rapport 1,8 Cinéole / Linalol élevé ; trois échantillons ont une teneur élevée en Linalol et

seulement deux échantillons présentent des teneurs élevées en Verbénone (=5%).

La variation détectée dans la composition chimique de 1’huile essentielle de R. officinalis
issue de différents pays est liée a plusieurs parameétres tels que: le facteur environnemental
(Bernath, et al., 1991 ; Grella, et al., 1988), les conditions climatiques et géographiques qui
changent d’un pays a un autre et la période de la cueillette (Fellah et al., 2006). La méthode
d’extraction influe considérablement la composition de ’huile essentielle (Bruneton 1993) et

les procédés, qui utilisent 1’eau, peuvent induire 1’hydrolyse des esters...etc.
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Tableau 5: Structures chimiques des composés majoritaires des HE

a-Pinéne B-Pinene Limonene
H3C CHS CH3
/
HSC & H2C\W\\‘U
CH
HsC 3 CH; CHs
C10H16 C1OH16 C:10H16
Camphéne Sabinéne Ocimeéne
CH, CH
H3C >_\PFWCH2
CHj
HSC CHj H3C H H
C10H16 C:10H16 C10H16
Myrtenol Camphre o ,3-Caréne
HaC._ _CHs, HsC. CHs P cns
OH HsC O CHa
C10H16O C10H16O C10H16
Bornéol 1,8-cinéole p-Caryophylléne
HaC  CHa CHg HaC_ H
'®) HaC y/ CHj3
CH3 H\{
HSC' OH HSC H-C
C10H180 C1oH180 CisHo
Oxyde de Caryophylléne Acétate de bornyle
HsC H \CHa HsC CHs
= o
H=C -:3)]\(3H3
C15H24O ClZHZOOZ
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I11.  Analyse en Composantes Principales (ACP)

L’étude de I’effet de la provenance sur la qualité chimique des huiles essentielles de
Rosmarinus officinalis des quatre régions du Maroc montre des différences de leurs
compositions chimiques. Afin de mettre en évidence une éventuelle variabilité de la
composition chimique de ces huiles essentielles et d’étudier statistiquement les similitudes
existantes entre les différentes huiles et les corrélations existantes entres les variables, nous
avons procédé a une Analyse en Composantes Principales (ACP). Nous avons considéré
chaque composé comme une variable quantitative a expliquer (Tableau 6).

I11.1. Variabilité expliquée

Sur le graphe de la variance expliquée en fonction du nombre de composantes retenues
(figure 32), nous notons que la premiere composante explique 67,17% de la variabilité des
données ; alors que la deuxieme explique seulement 24 %. Nous pouvons donc nous contenter

de retenir ces deux composantes expliquant 91,41% de la totalité de la variabilité.

Tableau 6: Composés de I’huile essentielle utilisée dans les analyses statistiques

Var 1 Tricycléne Var 18 Terpinén - 4- ol
Var 2 a-Thujene Var 19 Myrtenol

Var 3 a-Pinéne Var 20 Verbénone

Var 4 Campheéne Var 21 Trans-2-Caren-4-ol
Var 5 Sabinéne Var 22 Acétate de Bornyle
Var 6 B—Pinéne Var 23 Acétate d’a-Terpinenyle
Var 7 B—Myrcéne Var 24 o—Copaene

Var 8 a-Phéllandréne Var 25 B-Caryophylléne
Var 9 5-3-Caréne Var 26 v— Gurjenene

Var 10 Limoneéne Var 27 Germacréne-D

Var 11 Formate-lsobornyle Var 28 o-Cadinene

Var 12 1,8 - Cinéole Var 29 y— Cadinéne

Var 13 Trans — Sabinene -hydrate Var 30 Oxyde de Caryophylléne
Var 14 Chrysanthenone Var 31 y-Eudesmol

Var 15 Camphre Var 32 o-Eudesmol

Var 16 Trans-Verbénol Var 33 t-Cadinol

Var 17 Bornéol
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Mumber: 3
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Figure 32 : Graphe de la variance expliquée en fonction du nombre de composantes retenues
I11.2. Etude des variables

% Moyenne et écart type

L’examen statistique (moyenne et écart type) nous a servi pour déterminer les variables ayant

la plus grande variance (Figure 33).
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Figure 33: Moyenne et écart type de chaque variable
La composition de 1’huile essenticlle du Romarin de quatre provenances présente une
différence notable. Les composants identifies montrent une grande variabilité (Figure 34). Le
1,8-Cinéole (Var 12) est le composant qui présente le plus de variation au sein des

échantillons, suivi de a-Pinene (Var 3), Camphéne (Var 4), Camphre (Var 15), Acétate de
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Bornyle (Var 22) et Oxyde de Caryophyllene (Var 30). Les autres composants présentent peu

de variabilité.
+» Cercle des corrélations

Dans notre étude, nous pourrions déduire, de la Figure 34 représentant le cercle des
corrélations des variables des huiles essentielles, que les axes F; et F, vehiculent
respectivement 67% et 24% de I’information totale. Le cercle des corrélations est aussi utile
pour interpréter la signification des axes. Cette représentation montre que I’ensemble des
composants de I’huile essentielle contribue fortement a la formation de I’axe 1 et révele
I’existence de corrélation entre certaines variables étudiées telles que la corrélation entre

Bornéol (Var 17), Chrysanthenone (Var 14), y— Gurjenene (Var 26).

La partie positive de I’axe 1 est expliquée par les variables : 1.8-Cinéole (Var 12), Isobornyle
Formate (Var 11) par contre la partie négative de I’axe est expliquée par les composés :
Aceétate de Bornyle (Var 22), 6-3- Carene (Var 9), y- Cadinene (Var 29). Le Caryophylléne
(Var 30), Terpinen-4-ol (Var 18), a-Phéllandréne (Var 8), Camphre (Var 15) expliquent la
partie négative de ’axe 2, alors que sa partie positive est expliquée par : Bornéol (Var 17),

v— gurjenéne (Var 26) et Chrysantenone (Var 14).

P2 Correfation Loadings (X}

-

« Warivy
. var,vjﬁ + |Var 14ar 26

Yar 23 *
War 2

var ¥t 24

var 2%, o9

=
|IIIIIIIII|IIIIIIIII|

1
-

RESULT2, X-expl: 67%,24%

Figure 34 : Cercle des corrélations des variables des huiles essentielles
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R/
L X4

Maroc

Etude des huiles essentielles des quatre provenances de Romarin du

Afin d’identifier les variables caractérisant chaque HE, nous avons représenté les variables et

les individus des quatre provenances en fonction de la CP 1 et 2 (Figures 35, 36et 37).
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Figure 35: Graphe de distribution des individus
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Figure 36: Graphe de distribution des variables
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Figure 37: Graphe combinant les individus et les variables

85




Chapitre 111 Effet de la provenance des H.E du Romarin marocain

Le Romarin de provenance de 1’Oued Laou est localisé sur la partie négative de 1’axe 1; Il
est caractérisé par 1’Acétate de Bornyle. Cet échantillon s’oppose au Romarin de provenance
de I’Ayoune Charquia qui est localisé sur la partie positive de ’axe 1 et caractérisé par le 1.8-
Cinéole.

L’axe 2 oppose le Romarin de deux provenances, sur sa partie positive on retrouve le
Romarin de provenance d’Agadir, qui se caractérise par la présence abondante de a-Pinéne,
alors que sur la partie négative on trouve le Romarin de la provenance de Sefrou qui est

caractérisé par la présence de Camphre (Figure 37).

L’analyse en composante principale a montré une bonne classification des huiles essentielles
du Romarin des différentes régions selon la composition chimique. Nous notons aussi

I’existence des corrélations remarquables entre les variables.
De ce fait, on peut classer ces huiles en fonction de leur chémotype :

- Dans la région I’Ayoune Chaquia, on trouve le R. officinalis & 1,8-Cinéole

(cineoliferum).
- Dans la région Sefrou, on trouve le R. officinalis a camphre (Camphoriferum).
- Dans la région d’Agadir, on trouve le R. officinalis a a-Pinene.

- Dans la région d’Oued Laou, on trouve le R. officinalis var. Prostratus a Acétate de

Bornyle.

Le chémotype d'une huile essentielle est une référence précise qui indique le composant
biochimique majoritaire ou distinctif présent dans I'H.E. C'est I'élément qui permet de
distinguer une huile essentielle extraite d'une méme variété botanique mais d'une composition
biochimique différente. Cette classification capitale permet de sélectionner les H.E pour une
utilisation plus précise, plus sire et plus efficace.

Elamrani et al., (2000) ont étudié la chimiotaxonomie de I’huile essentielle du Romarin

marocain provenant de différentes régions. Ils ont défini trois chémotype : a-Pinéne (37 — 40

%), Camphre (41 — 53 %), et 1,8-Cinéole (58 — 63 %).

Pintore et al., (2002) ont comparé les Romarins de Sardaigne et de la Corse et ont pu
identifier respectivement les chémotypes a-Pinene, Verbénone et Acétate de Bornyle. Ce

dernier chémotype démontre la ressemblance avec celui de la provenance d’Oued Laou.

86



Chapitre 111 Effet de la provenance des H.E du Romarin marocain

Tucker et Maciarello (1986), ont examiné les huiles essentielles de Romarin (Rosmarinus
Officinalis L.), provenant de 23 cultivars. Ces auteurs ont montré que ces cultivars dérivaient
de cing variétés botaniques montrant de larges variations dans leur composante principale : a-
Pinéne (0,06 — 57,45 %), 1,8-Cinéole (3,55 — 42,69 %), Camphre (0,20 — 56,45 %), Acétate
de bornyle (0,66 — 21,03 %) et Bornéol (0,40 — 14,69 %). Les essences ont alors été

regroupées dans six groupes chimiques (chémotypes):

(1) a-Pinéne > 1,8-Cinéole,

(2) 1,8-Cinéole > a-Pinene,

(3) a-Pinéne > Camphre + Camphéne > 1,8-Cinéole,

(4) Camphre + Camphéne > a-Pinéne > 1,8-Cinéole,

(5) Camphre + Camphéne > 1,8-Cinéole > a-Pinéne,

(6) Bornéol + Aceétate de bornyle > Camphre.

Cette procédure est intéressante lorsqu’on utilise les huiles essentielles en aromathérapie. Le
chémotype permet de différencier les propriétés thérapeutiques de plusieurs cultivars ou

variétés comme dans le cas du Romarin qui se caractérise par les mémes formes de feuilles,

de tiges, de fleurs, de couleur et d'odeur.

V. Etude de P’activité antibactérienne par la méthode de disque

Dans cette étude, I’activité antibactérienne des huiles essentielles de R. officinalis de quatre
regions marocaines est évaluée vis-a-vis de trois souches bactériennes (E. coli, B. subtilis et

M. smegmatis).

L’étude de cette activité a été, en premier licu, évaluée qualitativement par la technique de
diffusion sur disque dans 1’objectif de sélectionner parmi les huiles essentielles testées, celles
qui sont les plus actives. Les résultats obtenus sont exprimés en terme de diamétres de zones

d’inhibition mesurés. Ils sont représentés dans le tableau 7.
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Tableau 7: Effet antibactérien des quatre huiles essentielles du R. officinalis par la méthode de

disque
Diametre de la zone d’inhibition (mm)*
Provenance
E. coli B. subtilis M. smegmatis
R. Sefrou 15,66 + 0,57 30,33 + 2,08 37 +1
R. Ayoune 18 +1 22 +2 26,3 +1,52
R. Oued 1633 +1,15 27,0 +1,1 18,66 +2,08
Laou
R. Agadir 12 +1 13,33 + 1,15 16,66 +1,52

*Les résultats correspondent a la moyenne de trois répétitions

Dans le but de vérifier s'il y a des différences significatives entre les moyennes des diamétres

des zones d’inhibition pour les quatre différentes régions du R. officinalis testé sur trois

souches (E. coli, B. subtilis et M. smegmatis), on a utilisé ’analyse de la variance (ANOVA)

a un facteur. Les résultats de ce test sont représentés dans le tableau 8.

Tableau 8: Tableau d’analyse de la variance a un facteur

Analyse de variance

Souches Source somme des carrées | Ddl | Carré moyen F  |probabilité
M. smegmatis Inter-groupes 764,667 3 254,889 101,96| 0,0000
Intra-groupes 20,0 8 2,5
N Inter-groupes 503 3 167 60,97 | 0,0000
B. subtilis
Intra-groupes 22 8 2,75
£ col Inter-groupes 367 3 122 146 0,0000
. coli
Intra-groupes 6,66 8 0,83

Ce tableau d'ANOVA décompose la variance en deux

composants: un composant inter-

groupes et un composant intra-groupes. Comme la valeur de la probabilité pour le test F est

inférieure a 0,05, il y a une différence statistiguement significative entre les moyennes des

diameétres d’inhibition d'une région a une autre au niveau de confiance de 95,0% et ceci pour

les trois souches utilisées.
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Les résultats de I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle de R. officinalis des quatre
régions ont révélé un pouvoir inhibiteur sur toutes les souches étudiées. Cette activité differe

d’une région a une autre statistiqguement.

En effet, I’activité antibactérienne la plus élevée a été observée pour le Romarin de la région
de Sefrou et I’activité la plus faible a été observée pour le Romarin de la région d’Agadir

(Tableau 7) et ceci pour les trois souches utilisées.

L’huile essenticlle de Romarin de la région de Sefrou montre 1’activité la plus importante
avec des halos de 15,66 + 0,57 et 30,33 £ 2,08 pour la bactérie E. coli et B. subtilis

respectivement et de 37 £1 mm pour M. smegmatis.

Pour I’huile essentielle du Romarin de 1’Ayoune charkiya, la plus grande activité a été
observée contre M. smegmatis avec des diamétres d’inhibition de 26,3 +1,52 alors que
I'activité la plus faible a été observée contre E. coli avec des diamétres d’inhibition de

18+1mm.

Les mémes résultats ont été rapportés pour 1’huile essentielle du Romarin d’Agadir. En effet,
les diamétres des zones d’inhibition obtenus pour M. smegmatis sont plus élevés que ceux
obtenus pour B. subtilis et E. coli. Ces diamétres sont de 12mm +1; 13,33 mm £1,15 et 16, 66

mm 1,52 pour E. coli, B. subtilis et M. smegmatis respectivement.

Il ressort des résultats présentes dans le tableau 7 que I’huile essentielle de R. officinalis de
I’Oued Laou a exercé une activité inhibitrice importante sur toutes les souches étudiées. Par
ailleurs, la bactérie a Gram+ s’est révélée la plus sensible a I’action de cette huile en
comparaison avec les autres bactéries, avec un diamétre d’inhibition important de 1'ordre de
27,66 mm £ 1,1. Alors que E. coli a Gram- est la plus résistante avec un diamétre d’inhibition
de 16,33+ 1,15 mm.

Ces huiles essentielles ont éteé testées contre les bactéries Gram+ (B. subtilis) et Gram- (E.
coli). Cette derniére a révélé une certaine résistance contre le pouvoir inhibiteur de cette huile
essentielle. La méme observation a été signalée par Delamare et al., (2007). Des résultats
similaires ont été rapportés contre la méme souche respectivement en Sardaigne et en Iran
(Hayouni et al., 2007; Nikitina, 2009) .

La plupart des études portant sur I’action des huiles essentielles contre les organismes
responsables de D’altération des aliments et des agents pathogénes d’origine alimentaire
conviennent que, généralement, les huiles essentielles sont actives contre les bactéries Gram+

que les bactéries Gram- (Hsouna et al., 2011; Cardile et al., 2009; Wilkinson et al., 2003;
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Pintore et al., 2002). La faible sensibilité des microorganismes Gram-négatifs vis-a-vis
d’agents antibactériens pourrait étre expliquée par la présence de la double membrane chez les
bactéries gram négatives contrairement aux bactéries gram positives qui n’en contiennent

qu’une seule (Bagamboula et al., 2004). Ce qui rend plus facile I’action de 1’huile essentielle.

En effet parmi les raisons avancées pour expliquer 1’action des huiles essentielles sur les
souches bactériennes, 1’atteinte de la perméabilité membranaire par perturbation des structures
de la membrane ainsi que la perte du contrdle chimiosmotique sont les plus importantes (Cox
et al., 2000). Par ailleurs, par leur caractére lipophile, les huiles essentielles peuvent traverser
facilement les parois cellulaires et la membrane cytoplasmique, engendrant des désordres de
la structure des polysaccharides, des acides gras et des phospholipides, et aussi sur leur
perméabilité (Bakkali et al., 2008).

V. Détermination de la CMI.

La CMI est appréciée par la zone d’inhibition. En fonction du diametre de cette zone, la CMI

est déterminée. Les résultats sont représentés dans le tableau 9.

Les huiles essentielles ont montré un effet inhibiteur contre les micro-organismes étudiés. En
effet, presque toutes les souches microbiennes ont été inhibées a la concentration de 1/250
v/v. Le micro-organisme le plus sensible a toutes les huiles essentielles est M. smegmatis
dont la croissance a été arrétée a la faible concentration de 1/500 v/v. La souche la plus
résistante est E. coli avec une valeur de CMI inférieur ou égale a 1/250.

Ceci montre que ces huiles essentielles présentent des caractéristiques antibactériennes
intéressantes sur les micro-organismes testés. Ces résultats sont en accord avec ceux de la

méthode de disque.

Plusieurs auteurs ont montré la relation entre 1’activité antibactérienne des huiles essentielles
et leur composition chimique. En effet la variation en nature des constituants et leurs teneurs
induit une variation de l’activit¢é microbiologique. La présence d’un certain nombre de

constituants dans la composition chimique favorise cette activite.
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Tableau 9: CMI des huiles essentielles du Romarin de différentes régions

CMI viv
Souches 1 1 1 1 1 1 1
10 100 125 250 500 1000 2000
M. smegmatis - - - - - + +
c .=
S = | E.coli - - - + n T "
c ab
5 =
@ o [ B. subtilis - - - _ n n "
— | M. smegmatis - - - - - + +
£ 3
§ = | E.coli - - - + + + +
E @
S >
@ O | B. subtilis - - - - - + ¥
o
M. smegmatis - - - - + + +
S
= 2| E. coli - - - - + + +
3 5,
E < _
¢ — | B.subtilis - - - - - + n
M. smegmatis - - - - - + +
(<5}
©
E 3 [E. coli - - - : 3 n n
M Y=
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¥ B. subtilis - - - - - + n

+ Présence de croissance ; - Absence de croissance

En effet, il a été démontré que I’activité antimicrobienne des huiles essentielles est souvent

due a ses composés terpéniques (Cowan, 1999). En général I’activité des huiles essentielles

est principalement due a la présence de composés phénoliques, aldéhydiques et alcooliques

(Sacchetti et al., 2005; Bruni et al., 2003). De plus, les terpénols sont connus pour étre de tres

bons agents antimicrobiens (Kelen et Tepe, 2008; Satrani et al., 2006).

Nombreuses études ont montré les propriétés antibactériennes de certaines composés tels que:
I’a-pinéne (Aligiannis et al., 2000; Martin et al., 2000), le 1,8-cinéole (Prudent et al., 1993), le
Camphre et ses dérivés (Felice et al., 2004; Tantaoui-Elaraki, 1993), Oxyde de Caryophylléne
(Ulubelen et al., 1994), Bornéol (Felice et al., 2004 ). En plus Magiatis et al., (2000) ont
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constaté que 1I’Oxyde de Caryophyllene est le plus efficace, suivi par le Camphre et 1,8-

Cinéole.

Ceci peut donc expliquer I’activité enregistrée des huiles essentielles extraites des quatres

régions étudiées.

V1. Conclusion

Au cours de cette partie, nous avons d’abord déterminé et comparé les rendements, les
compositions chimiques et les propriétés antibactériennes des huiles essentielles du Romarin
provenant de quatre régions différentes du Maroc (Jardin de Jacky d’Agadir, 1’Ayoune
Charquia, Oued Laou et Sefrou). Ces huiles essentielles ont été obtenues par hydrodistillation

et analysées par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse.

Nous avons trouvé que les rendements moyens obtenus, varient en fonction des quatre
provenances. En effet, les échantillons du Romarin de la provenance de Sefrou ont donné un
meilleur rendement en huile essentielle (2.4%) par rapport a ceux de 1’Ayoune Charquia, de
Oued Laou et de Jardin de Jacky d’Agadir, avec respectivement des teneurs de 1,8%, 1,9% et
1,45%.

L’analyse chromatographique de ces huiles essentielles a montré que les compositions

chimiques sont différentes d’une région a une autre. Les composés majoritaires sont :

— o-Pinéne (36,15%), 1,8-Cinéole (33,93%), Camphene (6,1%), Camphre (5,08%) et
Sabinéne (3,4%) pour le Romarin du Jardin de Jacky d’Agadir.

— Bornyle Acétate (31,21%), a-Pinene (15,79%), Camphene (13.06%), Sabinene (7,11%),
3,3-Carene (4,54%), Oxyde de Caryophyllene (4,71%), B-Caryophyllene (4,09%),
Bornéol (3,59%), Acétate de 1I’a-Terpinenyl (2,88%) pour le Romarin de la région de
Oued Laou.

— Le Camphre (22,1%), 1,8-Cinéole (18,35%), a-Pinéne (12,19%), Camphene (6,81%),
Oxyde de Caryophylléne (6.3%), B-Myrcene (5,1%) pour le Romarin de la région de
Sefrou.

— 1,8-Cinéole (35,91%), I’a-Pinene (16,61%), Camphéne (13,67%), Camphre (6,4%),
Sabinene (6,04%), Bornéol (4,84%), Oxyde de Caryophylléne (3,8%), B-caryophylléne
(2%) pour le Romarin de I’ Ayoune Charquia.
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L’étude statistique descriptive et comparative de la composition chimique du Romarin des
différentes régions par la méthode d’analyse en composante principale a montré une bonne
classification des huiles essentielles du Romarin des différentes régions selon la composition
chimique. De ce fait, ces huiles peuvent étre classées en fonction de leur chémotype :

- Dans larégion I’Ayoune Chaquia, on trouve le Romarin a 1,8-Cinéole.
- Dans la région Sefrou, on trouve le Romarin a Camphre.
- Dans larégion d’Agadir, on trouve le Romarin a a-Pinene.

- Dans la région d’Oued Laou, on trouve le Romarin & Acétate de Bornyle.

L’étude de ’activité antibactérienne des huiles essentielles de Romarin des quatre régions a
révélé que ces dernieres ont un pouvoir inhibiteur sur toutes les souches étudiées. Cette
activité différe statistiquement d’une région a une autre. En effet, 1’activité antibactérienne la
plus élevée a été observée chez le Romarin de la région de Sefrou (30,33+2.08 mm chez B.
subtilis et de 37 1 mm chez M. smegmatis) et 1’activité la plus faible a été observée chez le
Romarin de la région d’Agadir avec des zones d’inhibition de 12+1mm; 13,33+1.15mm et

16,66+1.52 respectivement pour E. coli, B. subtilus et M. smegmatis.

Ceci est confirmé par le test de CMI, les valeurs les plus faibles ont également été trouvées

pour I’huile essentielle de Sefrou (1/500 v/v)

Dans le chapitre suivant, on va étudier tout particulierement le Romarin d’Oued Laou car

c’est une variété rare au Maroc et qui n’a jamais été étudiée auparavant.
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INTRODUCTION

Le Maroc est un pays qui est réputé par sa richesse en plantes aromatiques et médicinales a
vertus thérapeutiques. Cependant, I'exploitation des PAM au Maroc est loin d'étre rationnelle.
Des cueillettes massives et répétées dans les habitats naturels épuiseraient trés rapidement les
PAM spontanées ce qui pourrait hypothéquer la survie et la pérennité des peuplements et
compromettre le capital géenétique. La domestication et la culture des PAM s’avérent une

solution pertinente pour éviter ce phénomeéne préjudiciable.

Il est reconnu que les PAM spontanées sont plus performantes que celles cultivées, en terme
de rendement de substances naturelles. Neanmoins, I’amélioration des techniques culturales
est une voie prometteuse pour hausser la performance et les rendements des PAM cultiveées.
L’expression en termes de quantité et/ou de qualité d’une substance naturelle chez une plante
demeure sous le contrble de trois principaux facteurs: le génotype, I’environnement et

I’interaction entre ces deux facteurs.

R. officinalis est parmi les plantes les plus utilisées et les plus étudiées sauf que Rosmarinus
officinalis var. Prostratus est I’une des variétés rares au Maroc qui n’a jamais été étudiée
auparavant d’ou l’intérét de faire cette étude afin de valoriser cette variété sur le plan
aromatique et médicinale et compléter les études déja réalisées sur le Romarin. Pour ce faire,
on a jugé utile de réaliser la transplantation de cette variété suivie par une sélection des

meilleurs individus.

C’est dans cette optique que s’inscrit le présent travail, dont le but est d’étudier I’effet de
I’individualité sur la teneur et la composition chimique des huiles essentielles du Romarin

espece "Prostratus” cultivé.

Notre travail cerne plusieurs volets, a savoir une étude qualitative incluant 1’évaluation de
I’effet antibactérien de 1’huile essentielle de sept individus du Romarin Prostratus, une étude
quantitative qui a permis la détermination de la CMI de ces individus et une identification de
la composition chimique des différents individus en utilisant la chromatographie en phase

gazeuse couplé a la spectrométrie de masse.
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I. Rendement en huile essentielle

Le rendement moyen en huile essentielle a été calculé en fonction de la matiere végétale seche

de la partie aérienne de la plante et présenté dans le tableau 10.

Tableau 10 : Rendements en HE obtenus par hydro-distillation des différents individus étudiés

Individus Rendement (%)
11 1,36 + 0,02
|2 1,66 + 0,02
I3 1,76 + 0,03
| 4 1,82 + 0,02
15 1,79 + 0,03
|6 1,72 +0,01
|7 1,93+0,01

Les sept individus de R. officinalis var. Prostratus ont fourni des rendements en huile
essentielle variant entre 1,36% et 1,93%. Avec 1,93%, I’individu N°7 présente la teneur la
plus élevée. En genéral, les résultats obtenus, montrent que le rendement varie en fonction des
individus. D’ou I’effet de I’individualité sur le rendement. Il est a signaler qu’aucune étude de

ce genre n’a été réalisée.

Par ailleurs, ces rendements sont supérieurs a ceux cités dans de nombreuses études. En effet,
des chercheurs tunisiens (Ayadi et al., 2011) ont obtenu des rendements variables selon la
provenance: 1,35% dans la région de Sidi Bouzid et 1,25% a Bizerte. Par contre le rendement
obtenu pour le Romarin de la région de Zaghouan est de 1,27% (Ayadi et al., 2011). Alors
que d’autres études ont enregistré un rendement inférieur par rapport a celui obtenu dans notre
étude avec une teneur en huile essentielle de 0,52 % (Zoran et al., 2009). De méme, un
rendement de 0,8% pour le Romarin de la station Honaine et 0,6% pour le Romarin de la
station Tlemcen (Tomi et al., 1995). Par contre, nos rendements sont inférieurs a ceux
obtenues par Jashmidi et al., (2009) qui sont de 2,1 et 2,6% respectivement pour les régions
de Kerman et de Lalehzar d’Iran (Jashmidi et al., 2009)

I1. Composition chimique

La composition chimique des différentes huiles essentielles a été déterminée en se basant sur
les resultats des analyses obtenues avec GC et GC/MS. Les résultats sont présentés dans le
tableau 11.
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Tableau 11: Composition chimique des huiles essentielles de sept individus de Rosmarinus
officinalis var. Prostratus

RI Composés 12 | 12 ] 13 ] 14 | s 16 17
Monoterpénes hydrocarbonés
931 a-Thujéne 0,48 0,51 0,21 0,21 0,22 0,21 0,11
939 o- Pinene 12,76 | 18,82 | 28,04 | 30,14 39 37,31 16,31
953 Camphene 12,47 | 14,59 6,46 7,12 7,48 7,27 3,48
976 Sabinene 7,17 7,05 13,86 12,7 18,66 18,03 8,64
1011 d-3-Caréne 4,54 1,8 - -- 1,95 -
Total 37,42% 40,97% 50,37% 50,17% 65,36%  64,77%  28,54%
Monoterpénes oxygénés
1033 1,8- Cinéole - 1,48 - 1,03 1,82 - 38,24
1068 | Trans-Sabinene- hydrate | 0,36 -- 0,49 0,36 0,42 0,86 0,57
1097 Cis-Sabinene-hydrate - - - 0,18 - - -
1125 a-Campholéne - 2,81 - - - - -
1143 Camphre 4,66 1,97 4,62 3,02 5,54 5,53 14,81
1165 Bornéol 5,46 - 1,3 3,47 1,06 1,13 2,84
1204 Verbenone 0,55 - - 0,23 - 0,29 -
1227 Trans-2-Caren-4-ol - - - 1,36 0,29 0,79 -
1185 o—Terpineol 0,63 3,75 1,7 1,78 - - 0,61
1194 Myrtenol 1,23 1,08 1,95 10,54 6,18 9 5,01
1235 Acétate de Myrtenyl 0,22 - - 0,95 - - -
1285 Acétate de Bornyle 29,88 | 32,55 2,71 8,8 0,63 0,52 0,13
Total 42,99% 43,64% 12,77% 31,72% 1594%  18,12% 62,21%
Sesquiterpénes hydrocarbonés
1351 a-Cubebene 0,15 - 0,36 - - - -
1376 a-Copaene 0,10 0,10 0,18 - - - -
1384 f—Bourbonéne 0,16 0,16 - - - - -
1418 B—Caryophyllene 3,8 4,18 11,3 8,39 7,23 7,39 1,45
1473 y-Gurjunéne 0,2 - 1,80 0,4 0,37 0,39 -
1480 Germacrene-D 0,42 - 1,69 - - - -
1493 Ledéne 3,92 3,80 1,64 - 0,37 - -
1499 a-Muroléene 0,32 0,3 0,75 - - - 0,15
1513 y-Cadinene 0,8 0,79 1,88 - - - 0,64
Total 9,87% 9,33% 19,6% 8,79%  7,97% 778%  2,24%
Sesquiterpénes 0xygénes
Oxide de
1581 Caryophyllene 5,75 4,01 14,21 7,56 9,16 6,81 4,22
1584 copaen-4-a.-ol 1,43 - 0,45 1,01 - - -
1590 Viridiflorol - - 0,14 - - - -
1611 Tetradecanal 0,21 0,21 0,43 - - - -
1653 t-Cadinol 0,19 - - - - -
Total 758%  4,22% 1523% 857%  9,16% 6,81%  4,22%
TOTAL 97,86 98,16 |97,97 99,25 |98,43 97,48 97,21

RI : Rétention index
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I1.1. Composition de I'huile essentielle de I’individu (I 1) de R. officinalis var.
Prostratus

Les résultats relatifs & la composition chimique d’huile essentielle de I’individu I 1 présentés
dans la figure 38 et le tableau 11 montrent que I’huile essentielle de cet individu comprend 26
composés qui représentent un total de 97,86%. On remarque que cette huile essentielle est
riche en monoterpenes oxygénés qui représentent 42,99% de la composition totale de I’huile

suivi par les monoterpenes hydrocarbonés représentant 37,42% de la composition totale.

Tandis que les sesquiterpenes hydrocarbonés et oxygénés ne représentent que 9,87% et 7,58%
respectivement. Le composé majoritaire est 1’Acétate de Bornyle avec un taux de 29,88%
environ, accompagné d’autres constituants a des teneurs relativement importantes: a-Pinéne
(12,76%), Camphéne (12,47%), le Sabinéne (7,17%), Oxyde de Caryophyllene (5,75%),
Bornéol (5,46), Camphre (4,66%) et d’autres composés avec des petits pourcentages.

m =Thujéne W o-pinéne m Camphéne

m Sabinéne m d-3-Caréne M Trans-Sabinéne hydrate

W Camphre B Borneol m Verbenone

m a-Terpineol m Myrtenol m Myrtenyl acetate

M Acetate de Bornyle B o-Cubebene oa-Copaéne

M b-Bourbonene W b-Caryophylléne g-Gurjunene
Germacréne-0 Ledene a-Muurclene
g-Cadinéne Oxyde de caryophylléne copaen-4-a-ol

Tetradecanal t,-Cadinol

Figure 38 : Répartition en % des principaux composés de I'huile essentielle de I’individu (I 1)
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11.2.  Composition de 1I'huile essentielle de I’individu (I 2) de R. officinalis
var. Prostratus

Les résultats présentés dans le tableau n°11 et illustrés par la figure n°39 ont montré que
I’huile essentielle de I’individu 1°2 comprend 18 composés qui représentent un total de
98,16 %.

Le composé majoritaire est 1’Acétate de Bornyle avec un taux de 32,55 % suivi par: I’a-
pinene (18,82%), le Camphene (14,59%), Sabinéne (7,05%), ainsi B-caryophylléne, ledéne,
Oxyde de Cariophyléne chacun représente presque 4%. En effet ce sont les monoterpenes
0xygénés qui représentent environ 44% de la composition totale de I’huile suivis par les
monoterpenes hydrocarbonés représentant 41% de la composition totale. Tandis que les
sesquiterpénes hydrocarbonés et oxygénés ne représentent que 9,33% et 12,2%

respectivement.

| =-Thujene B ax-pinéne m Camphé&ne

M| Sabinéne m d-3-Caréne m 1.8- cinéole

M Trans-Sabinéne hydrate B Cis-Sabinéne hydrate B a-Campholéne

M Camphre m Borneol = verbenone

H Trans-2-Caren-4-ol B =-Terpineol m Myrtenol

m pyrtenyl acetate m Acetate de Bornyle m a-Cubebene

m o-Copaéne ®m b-Bourbonene b-Caryophylléne

W g-Gurjunene W Germacréne-D Ledene
oa-Muurclene g-Cadinéne COxyde de caryophylléne
copaen-4-a-ol Viridiflorol Tetradecanal

t,-Cadincl

Figure 39 : Répartition en % des principaux composés de 1'huile essentielle de I’individu (I 2)
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11.3. Composition de I'huile essentielle de I’individu (I 3) de R. officinalis
var. Prostratus

Vingt-trois composés représentant 97,97% ont été identifiés dans I’huile essentielle de
Romarin var. Prostratus de I’individu I3 (Tableau 11 et figure 40). Cet échantillon est
caractérisé par la présence importante de 1’a-Pinéne (28,04%), composé majoritaire, suivie
par le Sabinéne (13,86%), 1’0Oxyde de Caryophylléne (14,21%), B-Caryophylléne (11,3%), le
Camphene (6,46%). Il est a noter que la classe des monoterpénes hydrocarbonés représente le
pourcentage le plus ¢élevé (=51%) suivie des monoterpenes oxygénés (=<13%), de

sesquiterpénes hydrocarbonés (=20%) et sesquiterpénes oxygénés (15%).

Oxyde de caryophylléne
14,21%

[-Caryophylléne
11,3%

Camphéne
1.8 cinecle
a-Campholéne
werbenone

m a-Thujene - a-pinéne

m Sabinéne m d-S-Caréne

m Trans-Sabinéne hydrate m Cis-Sabinéne hydrate

m Camphre m Bormneol

- Trans-Z-Caren-4-ol m a-Terpineol Py rtenol

= pAvrtenyl acetate = acetate de Bornyle c-Cubebene

- o Copa&ne - b-Bour nene b-Caryophyilléne

m -G uriunene GSermacréne-Dr Ledene
c-PALUUrolere e-Cadinéne Oxyde de caryophyllEne
copae n-3-m-ol wirid iflorol Tetradecanal
t.-Cadinol

Figure 40: Répartition en % des principaux composés de 1'huile essentielle de I’individu (I 3)

11.4. Composition de I'huile essentielle de I’individu (I 4) de R. officinalis
var. Prostratus

Les résultats relatifs & la composition chimique des huiles essentielles de I’individu | 4
(Tableau 11, figure 41) montrent que les huiles essentielles de cet individu comprennent 19
composés qui representent un total de 99,25 %. On remarque que cette huile est riche en
monoterpenes hydrocarbonés qui représentent environ 50% de sa composition totale suivi par
les monoterpenes oxygénés représentant environ 32%. Tandis que les sesquiterpénes

oxygénés et hydrocarbonés ne représentent que 9% chacun environ.
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Les composés majoritaires sont 1’a-pinéne (30,14%), le Sabinene (12,7%), le Myrtenol
(10,54%), I’ Acétate de Bornyle (8,8%), p Caryophylléne 8,39%, 1’Oxyde de Caryophylléne
(7,56%) et le Camphéne (7,12%). On note aussi la présence d’autres composés avec des
pourcentages plus faible tels que le Bornéol (3,47%), le Camphre (3,02%), et I’a-Terpinéol
(1,78%).

Oxyde

- T hufe e - opinene Camphéne

m Sobhindre o d-S-Caréne 1.8- cineole

m T rans-Sabinéene hwdrate m Cis-Sabinéne hwdrate a-Campholéne

= Camphre - 1 Werbe nore

- T rans-2-Caren- <a-ol - Py rEernol

= Ay rtenyl scetate oA cetate de Bormyhe o-Cubeberne

- a-Copasne - b-Bourbonene b-Carnyophwile ne

- oS uriunens Sermacre ne-Dr Ledene
c-PAuurclene e-Cadinene Oxyde de caryophwilene
copae n-4-a-ol wiridiflorol Tetradecanal

Figure 41 : Répartition en % des principaux composés de I'huile essentielle de I’individu (I 4)

11.5. Composition de I'huile essentielle de I’individu (I 5) de R. officinalis
var. Prostratus

L’analyse de I’huile essentielle de I’individu | 5 montre la présence de 15 produits avec un
taux de 98,43% (Tableau 11, figure 42). On remarque que cette huile est riche en
monoterpenes hydrocarbonés qui représentent environ 65% de la composition totale de I’huile

suivis par les monoterpenes oxygenés representant 16% environ de la composition totale.

Tandis que les sesquiterpenes oxygenés et hydrocarbonés ne représentent que 8% et 9%
environ respectivement. L’a-Pinene, produit majoritaire, représente 39%, le Sabinéne
représente 18,66%, I’Oxyde de Caryophylléne représente 9,16%, le Camphéne représente
7,48%, le p—Caryophylléne représente 7,23%, le Myrtenol et le Camphre représentent environ
6% chacun.
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Oxyde
caryophylléne
16%

[-Caryophylléen
3%

B &Thujéne B o-pinéne "W Camphéne B 5ahinéne
B d-3-Caréne M 1,8-cinéolke M Trans-Sgbinéne hydrate M Cis-Sabinéne hydrate
B o-Campholéne m Camphre H Borneol ®m Verbenone
B Trans-2-Caren-4-ol M Terpineol B Myrtenol W Myrtenyl acetate
W Acetate de Bornyle a-Cubebene B o-Copaéne ¥ b-Bourbonene
b-Caryophyligne M g-Gurjunene Germacréne-Dr Ledene
o-Muurolene g-Cadinéne 1 Oxyde de caryophylligéne copaen-d-g-ol

Figure 42 : Répartition en % des principaux composés de I'huile essentielle de I’individu (I 5)

11.6. Composition de I'huile essentielle de I’individu (I 6) de R. officinalis
var. Prostratus

Les 97,48% de I’huile essentielle totale du Romarin de I’individu 16 sont réparties comme
suit: 37,31% de I’a-Pinéne comme produit majoritaire, suivi de Sabinéne (18,03%), Myrtenol
(9%), Camphene (7,27%), B-Caryophylléne (7,39%) et Oxyde de Caryophyllene (6,81%)
(Tableau 11, Figure 43).

On remarque que cette huile est prédominée par les monoterpénes hydrocarbonés (64,77%)
suivis par les monoterpénes oxygénés (18,12%). Les sesquiterpénes hydrocarbonés et

0XYygénés, quant a eux, ne représentent que 7,78% et 6,81% respectivement.
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L=

B =-Thujéne B o-pinéne = Camphéne m Sabinéne

W d-3-Caréne W 1.8-cinéole M Trans-Sabinéne hydrate B Cis-Sabinéne hydrate

B o-Campholéne B Camphre H Borneol m Verbenone

B Trans-2-Caren-4-ol H a-Terpineol Myrtenol H Myrtenyl acetate

m Acetate de Bornyle a-Cubebene B o-Copaéne B b-Bourbonene
b-Caryophylléne B g-Gurjunene Germacréne-D Ledene
o-Muurclene g-Cadinéne Oxyde de caryophylléne copaen-4-a-ol
wiridiflorol Tetradecanal t,-Cadincl

Figure 43 : Répartition en % des principaux composés de I'huile essentielle de I’individu (I 6)

I1.7. Composition de I'huile essentielle de I’individu (1 7) de Rosmarinus officinalis
var. Prostratus

L’analyse de I’huile essentielle de I’individu | 7 fait apparaitre 15 produits avec un taux de
97,21% (Tableau 11, figure 44). Les monoterpénes oxygénés représentent 62,21% de la
composition totale de I’huile suivis par les monoterpénes hydrocarbonés représentant 28,54%
de la composition totale. Tandis que les sesquiterpénes oxygénés et hydrocarbonés ne

représentent que 2,24% et 4,22% respectivement.

Le 1,8-Cinéole, produit majoritaire, représente 38,24% environ, 1’a-Pinene représente 16,31%
environ, le Camphre représente 14,81%, le Sabinene représente 8,64%. On note aussi la
présence d’autres composés avec des pourcentages plus faibles tels que le Myrténol (5,01%),
I’Oxyde de Caryophyléne (4,22%) et le bornéol (2,84%).

Cet individu présente un profil chromatographique similaire a celui de 1’huile essentielle de
R. officinalis du Maroc. La présence de 1,8-Cinéole comme principal composé est un signe
qui indique le profil phytogénétique de notre variété « Prostratus ». L’apport de 1’espéce

Officinal dans ce cas est trés marque.
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Myrtenol

B a-ThujéEne B o-pinéne B Camphéne

m Sabinéne m d-3-Carene M 1.8- cinecle

o Trans-Sabinéne hydrate B Cis-Sabinéne hydrate B o-Campholéne

m Camphre m Borneol m verbenone

m Trans-Z2-Caren-<4-ol m a-Terpinecl m Myrtencol

m ryrtenyl acetate W acetate de Bornyle W o-Cubebene

B a-Copaéne B b-Bourbonene b-Carvophylliene

m -Gurjunene Germacréne-or Ledene
o-Puurclens e-Cadinéne Oxyde de carvophylléne
copae n-d-a-ol wiridiflorol Tetradecanal

t.-Cadinol

Figure 44 : Répartition en % des principaux composés de I'huile essentielle de I’individu (I 7)
I11.  Analyse en Composantes Principales (ACP)

Afin de comparer les profils de la composition chimique des huiles essentielles de sept
individus choisis, de mettre en évidence la variabilité et de chercher les corrélations existantes
entre les variables, nous avons utilisé la méthode d’analyse de données multidimensionnelles:
I’Analyse en Composantes Principales (ACP). C’est une méthode descriptive qui permet
d’extraire les composantes principales donnant le maximum d’informations. Elle décrit et
classe les échantillons étudiés dans des espaces de dimensions plus réduites afin d’observer
I’homogénéité ou I’hétérogénéité des individus et d’en connaitre la cause. La représentation
des données dans des espaces de faible dimension (deux dimensions dans notre cas) facilite
considérablement I'analyse. Nous avons considéré chaque composé comme une variable

quantitative a expliquer (Tableau 12).
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Tableau 12: Composés de I’huile essentielle utilisée dans les analyses statistiques

var 1 a-Thujéene Var 16 Acétate de Myrtenol
Var 2 a-Pinéne Var 17 Acétate Bornyle

Var 3 Camphene Var 18 a-Cubebene

Var 4 Sabinéne Var 19 a-Copaene

Var 5 5-3-Carene Var 20 -Bourbonene

Var 6 1,8- Cineole Var 21 -Caryophylléne
Var 7 Trans-Sabinéne hydrate Var 22 g-Gurjunéne

Var 8 Cis-Sabinéne hydrate Var 23 Germacrene-D

Var 9 a-Campholéne Var 24 Ledene

Var 10 Camphre Var 25 a-Murolene

Var 11 Bornéol Var 26 y-Cadinéene

Var 12 Verbenone Var 27 Oxyde de Caryophyllene
Var 13 Trans-2-Carén-4-ol Var 28 copaén-4-a-ol

Var 14 a-Terpinéol Var 29 Viridiflorol

Var 15 Myrtenol Var 30 Tetradecanal

Var 31 t.-Cadinol

I11.1. Variabilité expliquée

Le Tableau 13 présente les pourcentages de la variabilité expliquée par chaque composante et

les pourcentages cumulés. La représentation graphique de ces pourcentages est illustrée dans

la figure 45.

Tableau 13: Pourcentage de la variabilité expliquée des données

Numéro de la Pourcentage de variance Pourcentage cumulé
composante .,
expliquée

1 51,31% 51,31%

2 42.,28% 93,59%

3 3,68% 97.27%

4 1,59% 98,86%

5 0,98% 99,85%
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Sur le graphe de la variance expliquée en fonction du nombre de composantes retenues
(figure 45), nous notons que la premiere composante explique 51,31% de la variabilité des
données ; alors que la deuxieme explique 42,28%. Nous pouvons donc nous contenter de

retenir ces deux composantes expliquant 93,59% de la totalité de la variabilité.

100 —| X variapce Explained Calibration Variance
50— SERREEREEEEE REREEEE REREEEEEE SEREERREREEE 5
PCs
T T T T T T
PC_00 PC_01 PC_02 PC_03 PC_04 PC_05

RESULTA4, Yariable: c.Totar

Figure 45 : Graphe de la variance expliquée en fonction du nombre de composantes retenues

111.2. Etude des variables

% Moyenne et écart type
L’examen statistique (moyenne et écart type) nous a permis de déterminer les

variables ayant la plus grande variance (Figure 50).
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Figure 46: Graphe de la moyenne et écart type

La composition de I’huile essentielle des différents individus du R. officinalis var. Prostratus

présente une difference notable, ainsi les composants identifiés montrent une grande
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variabilité interspécifique (Figure 46). Le 1,8-Cinéole (Var 6) est le composant qui présente le
plus de variation au sein des espéces, suivi d’Acetate de Bornyle (Var 17), d’a Pinéne
(Var 2), de Sabinéne (Var 4), de Camphre (Var 10), de Myrtenol (Var 15), et de Camphene
(Var 3). Les autres composants présentent peu de variabilité.

«* Cercle des corrélations

Dans notre étude, nous pourrions déduire, de la Figure (47) représentant le cercle des
corrélations des variables des huiles essentielles, que les axes PC1 et PC2 véhiculent
respectivement 51% et 42% de I’information totale. Le cercle des corrélations est aussi utile
pour interpréter la signification des axes. Cette représentation révele 1’existence de corrélation
entre certaines variables étudiées telles que la corrélation entre le 1,8-Cineole (var 6) et le
Camphre (Var 10) ; entre 1’ Acétate de Bornyle (Var 17) et le -Caryophylléne (Var 20); entre
le Ledéne (Var 24) et 'a-Thujéne (Var 1), le Camphéne (Var 3) et entre o-Pinéne (Var 2)
et Sabinene (Var 4).

1.0 P2 Correfation Loadings (X)

0.5

-0.5

=
|IIII|IIII|IIII|IIII|

-1.0

RESULTS, X-expl- 51%,42%

Figure 47 : Cercle des corrélations des variables des huiles essentielles
La partie positive de I’axe 1 est expliquée par la variable Acétate de Bornyle (Var 17); par
contre la partie négative de 1’axe est expliquée par les composés, a—Pinéne (Var 2) et 1.8-
Cinéole (Var 6). L’a—pinene (var 2) explique la partie négative de I’axe 2 aussi, alors que sa

partie positive est expliquée par 1.8-Cinéole (Var 6).
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Figure 48: Graphe des variables
11.3. Etude des huiles essentielles des différents individus

Le graphe d’ellipse de hotteling montre bien qu’il n’y a pas d’individus atypiques.
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Figure 49: Graphe d’ellipse de hotteling
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Figure 50: Graphe des individus
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Les individus 1, 2 et 3 du Romarin sont localisés sur la partie positive de 1’axe 1, ils sont
caractérisés par 1’Acétate de Bornyle (Var 17). Contrairement, les individus 5,6 et 7 sont
localisés sur la partie négative de I’axe 1. Les individus 5 et 6 sont caractérisés par la présence
de I’a—Pinene (Var 2) or I’individu 7 est caractérisé par le 1,8-Cineole (Var 6). L’axe 2
oppose I’individu 7 et les individus 5 et 6, sur sa partie positive on retrouve 1’individu 7, alors
que sur la partie négative on trouve les deux individus 5 et 6 qui sont caractérisés par la

présence d’a—pinéne (Var 2).

L’analyse en composantes principales a montré que la composition chimique varie en
fonction des individus. La composition chimique des individus 1, 2 et 3 est presque similaire.
Elle est caractérisée par la présence de I’ Acétate de Bornyle (Var 17), les individus 5 et 6 ont
aussi le méme profil chimique et sont différents des autres individus. lls sont caractérisés par
la présence du myrténol avec des teneurs respectives de 10,54 et 6,8% et par la présence o-
Pinene (Var 2). Les individus 4 et 7 ont des compositions différentes des autres individus, le
dernier est caractérisé par la présence abondante de 1.8-Cinéole (Var 6) et contient une trés

faible concentration d’Acétate de Bornyle.

En général, la composition chimique varie en fonction des individus. D’ou I’effet de

I’individualité sur le profil chimique.

D’aprés ces résultats, les individus transplantés n’ont pas conservé tous, les qualités
chimiques des huiles essentielles des populations naturelles sauf pour le cas de I’individu 1,2
et 3 qui ont conservé leur qualité chimique. Contrairement aux résultats de Fechtal et al.,
(2001) qui ont trouvé que les populations transplantées conservent la qualité chimique des
huiles essentielles des population naturelles avec une légere diminution de la concentration de

I’ et B-pinéne et du camphre.

Par ailleurs aucune étude similaire, n’a été réalisée auparavant sur cette variété de romarin et

sur I’effet de I’individualité.
IV. Etude de Pactivité antibactérienne par la méthode de disque

Les résultats obtenus avec la méthode de disque sont représentés dans le tableau 14 qui
décrivent la moyenne de diamétre de la zone d’inhibition (mm) en fonction des individus et

des souches.
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Tableau 14 : Effet antibactérien des huiles essentielles des 7 individus du R. officinalis var.
Prostratus par la méthode de disque

Individu Diametre de la zone d’inhibition (mm)*

E. coli B. subtillus M. smegmatis
1 6 + 0 10,46 + 0,5 7,16 + 0,28
2 12,23 £ 0,41 195 £+ 05 15,56+ 0,3
3 13,16 + 0,28 22,5 £ 05 19,1 * 0,36
4 8,53 + 0,05 14,33 + 0,28 25,1+ 0,85
5 17,1 £ 0,26 31,23 + 0,92 46,5+1,5
6 15 + 0,2 246 * 0,52 40,33 +0,35
7 17,1 £ 0.26 28,2 =+ 0.19 49,46 +0,61
*

Les résultats correspondent a la moyenne de trois répétitions

Dans le but de Vérifier s'il y a des différences significatives entre les moyennes de diameétre
d’inhibition pour les 7 niveaux différents des individus du Rosmarinus officinalis var.
Prostratus testés sur trois souches (E. coli, B. subtilis et M. smegmatis), on a utilisé ’analyse
de la variance (ANOVA) a un facteur. Les résultats de ce test sont représentés dans le tableau
15.

Tableau 15 : Tableau d’Analyse de la Variance a un facteur

Analyse de variance

souche Source somme des Ddl | Carré moyen F probabilité
carrées
E coli Inter-groupes 190,91 6 31,81 321,25 0
Intra-groupes 1,38 14 0,092
Inter-groupes 1330,22 6 221,704 | 809,7 0
B. subtilis Intra-groupes
grotp 3,833 14 0,279
M. Inter-groupes 4871,82 6 811,97 1502,32 0
smegmatis
Intra-groupes 7,566 14 0,540476

Ce tableau d'ANOVA décompose la variance en deux composants: un composant inter-
groupes et un composant intra-groupes. Comme la valeur de la probabilité pour le test F est
inférieure a 0,05, il y a une différence statistiquement significative entre les moyennes des
diamétres d’inhibition d'un niveau d’un individu a un autre au niveau de confiance de 95,0%

et ceci pour les trois souches utilisées.
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Les résultats de D’activité antibactérienne des huiles essentielles des sept individus de R.
officinalis var. Prostratus ont révélé un pouvoir inhibiteur sur toutes les souches étudiées.
Cette activité différe d’un individu a 1’autre. En effet, I’activité antibactérienne la plus élevée
a été observée pour les individus 5 et 7 de R. officinalis var. Prostratus et 1’activité la plus

faible a été observé pour I’individu (I 1) (Tableau 14) et ceci pour les trois souches utilisées.

Pour les individus 1 5 et | 7 la plus grande activité a été observée contre M. smegmatis avec
des diametres d’inhibition de 46,5 et 49,46 mm respectivement alors que l'activité la plus

faible a été observée contre E. coli avec des diamétres d’inhibition de 17,1.

Les mémes résultats ont été observes pour I’individu | 1. En effet, les diametres des zones
d’inhibition obtenus pour M. smegmatis sont plus élevés que ceux obtenus pour B. subtilis et
E. coli. Ces diametres sont 6; 10,46 et 7,16 mm pour E. coli, B. subtilis et M. smegmatis,

respectivement.

Par la méthode de disque, on a montré que les individus | 5 et | 7 présentent un effet
antibactérien plus élevé que les autres individus, ceci pourrait s’expliquer par la composition

de I’huile essentielle de ces deux individus.

V. Détermination de la CMI

La CMI est mesurée par la zone d’inhibition. En fonction du diamétre de cette zone, la CMI
est déterminée. Les résultats sont représentés dans le tableau 16.

Tableau 16 : CMI des huiles essentielles du Romarin

CMI viv
Souches
11 12 13 14 15 16 17
E. coli 0,5 0,25 0,25 0,25 0,2 0,25 0,2
B. subtilis 0,25 0,2 0,2 0,2 0,125 0,2 0,125
M. smegmatis | 0,25 0,2 0,2 0,125 0,125 0,125 0,125

Les huiles essentielles ont montré un effet inhibiteur contre les micro-organismes étudiés. En
effet, toutes les souches microbiennes ont été inhibées a la concentration de 1/4 viv a

I’exception I’individu 1 pour lequel les souches ne sont inhibées qu’a partir de 1/2 viv.
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Le micro-organisme le plus sensible a toutes les huiles essentielles est M. smegmatis dont la

croissance a été arrétée a la faible concentration de 1/8 v/v.

Les résultats ont aussi montré que les CMI des individus 5 et 7 sont les plus faibles par
rapport aux autres individus et ceci pour M. smegmatis, E. coli et B. subtilis; alors que
I’individu T 1 a présenté la plus grande CMI. Ceci montre que les huiles essentielles des
individus 5 et 7 présentent des caractéristiques antibactériennes intéressantes sur les micro-

organismes testés. Ces résultats sont en accord avec ceux de la méthode de disque.

La variation de la nature des constituants et leurs teneurs induit une variation de 1’activité
microbiologique. La présence d’un certain nombre de constituants dans la composition
chimique favorise cette activité. En effet plusieurs études ont montré les propriétés
antibactériennes de certains composés tels que : I’a-Pinene (Aligiannis et al., 2000 ; Martin et
al., 2000), le 1,8-Cinéole (Prudent et al., 1993), le Camphre et ses dérivés (Felice et al., 2004;
Tantaoui-Elaraki, 1993), Caryophyllene oxyde (Ulubelen et al., 1994), Bornéol (Felice et al.,
2004). En plus, Magiatisa et al., (2002) ont constaté que 1’Oxyde de Caryophyllene est le plus

efficace, suivi du camphre et du 1,8-Cinéole.

L’huile des deux individus | 7 et | 5 atteste d’une activité antibactérienne importante surtout
contre M. smegmatis. Cette activité pourrait principalement étre due aux composés

majoritaires.

La grande activité antibactérienne de I’individu | 7 peut étre reliée a la présence de 1,8-
Cinéole, de I’a-Pinene et du Camphre qui sont majoritaires. Dans le cas de I’individu I 5 cette
inhibition est probablement due a la présence des constituants dominants dont le Sabinéne,
1’Oxyde de Caryophylléne et I’a-Pinene font partie. Ces composés sont en effet connus pour
leurs propriétés antimicrobiennes. Cependant, en général, ’effet de la synergie n’est pas a

écarter.
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V1. Conclusion

Cette partie du travail a été consacrée a la détermination et a la comparaison du rendement,
de la composition chimique et des propriétés antibactériennes de I’huile essentielle extraite de
sept individus du Romarin var. Prostratus. Cette étude a permis de faire une comparaison

quantitative et qualitative entre les différents individus.

Les individus n°7 et n°5 sont les individus qui ont les meilleurs rendements 1,93% et 1,79%

respectivement.

Les analyses chimiques, par CG et CG/SM, ont permis d’identifier plus de 97,21% des

produits volatiles totaux de 1’essence pour I’individu n° 7 et 98,43% pour I’individu n°5.

L’analyse en composante principale a montré que la composition chimique varie en fonction

des individus.

L’étude de I’activité antibactérienne a montré que les huiles essentielles étudiées possedent, in
vitro, une activité inhibitrice importante sur les trois souches testées. Cette activité differe
d’un individu a I’autre. En effet, I’activité antibactérienne la plus élevée a été observée pour
les individus 5 et 7 (La plus grande activité a été observée contre M. smegmatis avec des
diameétres d’inhibition de 46.5 et 49.46 mm respectivement alors que l'activité la plus faible a

été observeée contre E. coli avec des diametres d’inhibition de 7 et 8 mm respectivement).

Les composants majeurs comme, 1’a-Pinéne, le Camphre et le 1,8-Cinéole peuvent étre

responsables de la différenciation de I’activité antimicrobienne.

Les deux individus (5 et 7) peuvent étre choisis pour une future multiplication végétative afin
d’avoir des clones capables d’assurer une production standard. Cette production va assurer
une huile essentielle source de cette activité trés importante vis-a-vis de Mycobacterium

tuberculosis.
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Chapitre V Effet de I’individualité des extraits du R. officinalis var. Prostratus

INTRODUCTION

L’émergence de nouvelles pathologies qui affectent et affaiblissent notre systéme immunitaire
de maniere excessive, ainsi que I’apparition de souches microbiennes de plus en plus
résistantes et virulentes rendent la recherche de nouveaux agents antibactériens, plus
qu’indispensable. Ces agents doivent étre a la fois disponibles et moins toxiques comparés

aux antibiotiques obtenus via la voie chimique.

Comme cité dans le chapitre précédent, le Maroc est reconnu par une diversification en
plantes aromatiques et médicinales ayant une éfficacité thérapeutique. Le R. officinalis var.
Prostratus est parmi ces PAM qui sont menacées d’épuisement du fait de leur exploitation
massive. C’est pour cette raison que la domestication et la culture de cette plante s’averent

une solution nécessaire pour sa pérenité.

C’est dans cette optique que s’inscrit le présent travail qui concerne I’étude de I’effet de
I’individualité sur les extraits de cette plante transplantée afin de sélectionner les meilleurs
individus.

Notre travail cerne trois volets, a savoir :

e Une étude qualitative incluant I’évaluation de I’effet antibactérien des extraits de sept

individus du R.officinalis var. Prostratus.
e Une étude quantitative permettant la détermination de la CMI de ces individus.

e Une étude phytochimique.

I. Rendement en extraits par sonication

Les extraits de I’hexane, d’acétate d’étyle, de dichlorométhane et de méthanol obtenus par
sonication ont été concentrés sous vide au évoporateur rotatif. Apres filtration et évaporation
du solvant sous vide, les extraits totaux ainsi obtenus sont pesés en vue d’évaluer leur

rendement. Les valeurs obtenues sont regroupées dans le tableau n°17.
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Tableau 17 : Rendement des extraits de Rosmarinus officinalis var. Prostratus obtenus par les

ultrasons
Rendement en extraits
Hexane Acétate d’éthyle Dichlorométhane Methanol
Individu 1 8,8% 8,8% 4,1% 6,6%
Individu 2 7,5% 8,7% 4,8% 5,8%
Individu 3 7,8% 7,9% 6,8% 6,4%
Individu 4 9,3% 11,6% 4,4% 6,8%
Individu 5 6,7% 10,8% 3,5% 7,2%
Individu 6 9,2% 11,4% 4,5% 6,4%
Individu 7 9,8% 11,35% 5,2% 7,8%

Les sept individus du Romarin Prostratus ont fourni des rendements variant entre 6,7% et
9,8% pour I’extrait hexanique, entre 7,9 % et 11,6% pour I’extrait d’acétate d’éthyle, entre
3,5% et 6,8% pour I’extrait de dichlorométhane et entre 5,8% et 7,8% pour [’extrait

méthanolique.

Ces résultats obtenus montrent que le meilleur rendement est obtenu avec 1’extrait d’ Acétate
d’éthyle, avec un pourcentage variant de 7,9% jusqu’a 11,6%. Ceci peut étre attribué au fait

que la grande majorité des composés de cette plante sont solubles dans I’acétate d’éthyle.

Avec un pourcentage de 9,8%; 11,35 %; 5,2% et 7,8% pour I’extrait hexanique, d’acétate
d’éthyle, de dichlorométhane et de méthanol respectivement, 1’individu N°7 présente la

teneur la plus élevée.

En général, les résultats obtenus, montrent que le rendement varie en fonction des individus
et en fonction des extraits. D’ou ’effet de 1’individualité et de la nature du solvant sur le

rendement.

Ces rendements sont proches de ceux cités dans la littérature. En effet, Balouiri et al., (2014)

ont obtenu un rendement de 8,7% pour I’extrait du Romarin en utilisant les ultrasons.

En effet une étude menée par Fadil et al., (2015) a montré qu’il ya un effet de

I’individualité sur le rendement.
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1. Etude de P’activité antibactérienne par la méthode de disque

Les résultats de la méthode de disque pour les extraits obtenus par les ultras-sons sont
présentés dans le tableau 18.

Tableau 18 : Effet antibactérien des extraits de 7 individus du Romarin par la méthode de

disque
Solvant | Souche Individu | Individu | Individu | Individu | Individu | Individu | Individu
1 2 3 4 5 6 7
Test 6,5+0,5 7,66+0,57 7,66+0,57 8,5+0,5 8,33+0,57 7,33+0,57 8,66+0,5
E. coli
Témoin 6,000 6,000 6,000 6,000 6,00+ 0 6,00+ 0 6,000
c
g B. subtilis Test 7,66 0,57 8,33 0,57 6,66 +1,13 10,66 0,57 7,16 +0,28 9,66 0,57 9,83 £1,04
[<B]
I Témoin 6,000 6,000 6,00+ 0 6,00+ 0 6,000 6,000 6,000
M. Test 7+0,57 14,33 £ 0,57 15,33 £0,57 29,66+0,57 15,3+ 0, 57 16+1 24,66 £ 1,15
smegmatis
Témoin 6,000 6,000 6,00+ 0 6,00+ 0 6,000 6,000 6,000
E. coli Test 9+1,0 11,33+0,57 15,66 0,57 18,66+0,57 16+1 14,33 0,57 17,33 £0,57
=
E‘ Témoin 6,33+0,33 6,33+0,33 6,33 +0,33 6,33 +0,33 6,33+0,33 6,33+0,33 6,33 +0,33
S
= | B. subtilis Test 10,66+0,57 17,33 0,57 15,66 +1,15 24,33 £1,52 15,6620,57 18,33 1,15 28 +1
2
S Témoin 7,2+0,22 7,2+0,22 7,2+0,22 7,2+0,22 7,2+0,22 7,2+0,22 7,2+0,22
13
E < M. Test 9,66 + 0,66 14,33 £ 0,33 15,33 +£0,33 29,66 0,33 15,33 £0,33 16+0,9 24,66+1,33
é smegmatis
@ Témoin 6,33+ 0,22 6,33+ 0,22 6,33+ 0,22 6,33+ 0,22 6,33+ 0,22 6,33+ 0,22 6,33+ 0.22
g
= E. coli Test 9,33+0,33 8,33%0,57 11,33 0,57 12,33+0,57 9,33+0,57 9,66 +0,57 14,33 +0,57
S |2
o< Témoin 7,540,00 7,540,00 7,5+0,00 7,5+0,00 7,5+0,00 7,5+0,00 7,5+0,00
)
D
£ | B. subtilis Test 11,3340,57 10,66+0,33 | 12,33+0,33 16+0,57 11408 14,3310,33 19,3340,33
o
S
g Témoin | 8,33+0,57 8,33+ 0,57 8,33+ 0,57 8,33+057 8,33 £ 0,57 8,33+ 0,57 8,33+ 0,57
O
Q| M. Test 12,66+0,57 11,66+0,57 14,66 +0,33 17,66+0,54 1420 13,33+1,57 17,66 0,57
smegmatis
Témoin 8,5+0,33 8,5+0,33 8,5+0,33 8,5+0,33 8,5:0,33 8,5:0,33 8,5:0,33
E. coli Test 6,66+0,57 8,33+0,57 9,33 0,57 9,83+0,25 7,12+0,28 8,33+0,57 10,33 +0,57
_ Témoin | 7,3%0,33 7,3+0,33 73+0,33 73+0,33 7,3+0,33 7,3+0,33 73+0,33
)
c
S | B. subtilis Test 9,46 +0,56 11,3340,22 9,35 +0,54 16,35 +0,33 12,43 0,22 12,6 +0,54 18,2 40,33
)
D
S Témoin | 8,3%0,33 8,3+0,33 8,3+0,33 8,3+0,33 8,3+0,33 8,3+0,33 8,3+0,33
M. Test 916+028 | 1233+057 | 1366+057 | 1366+115 1233+057 | 10,33+057 | 13,6620,57
smegmatis
Témoin | 8,33+0,22 8,33+ 0,22 8,33+ 0,22 8,33+ 0,22 8,33+ 0,22 8,33+ 0,22 8,33+ 0,22
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Dans le but de vérifier s'il y a des différences significatives entre les moyennes de diamétre

d’inhibition pour les 7 individus testés sur trois souches (E. coli, B. subtilis et M. smegmatis),

on a utilisé I’analyse de la variance (ANOVA) a un facteur. Les résultats de ce test sont

représentés dans le tableau 19.

Tableau 19: Tableau d’Analyse de la Variance a un facteur

Analyses de la VVariance

Souche
f’/oufce.de Sommg des Ddl Carré moyen F Probabilité
ariation carrées
E. coli Inter- groupes 10,9762 6 1,82937 5,91 0
%]
g Intra-groupes 4,33333 14 0,309524
,f B. subtilis Inter- groupes 40,9762 6 6,82937 12,47 0,0001
= Intra-groupes 7,66667 14 0,547619
E M. Inter- groupes 873,905 6 145,651 219,62 0
m .
smegmatis Intra-groupes 9,3333 14 0,666671
E. coli Inter- groupes 207,619 6 34,6032 66,06 0
£ Intra-groupes 7,33333 14 0,5238
B
g = Inter- groupes 609,143 6 101,524 101,52 0
< Z| B, sutili orom
= g Intra-groupes 14 14 1
<
E Inter- groupes 57,5 6 9,583 197,071 0
M.smegmatis Intra-groupes 6,16667 14 0,44
o . Inter- groupes 32 9762 6 5 49603 11,54 0,0001
S E. coli ’ !
<
2 Intra-groupes 6,66667 14 0,47619
o
5 Inter- groupes 187,452 6 31,2421 72,90 0
S | B.subtilis
a Intra-groupes 6,0 14 0,428571
[<3]
©
= M. Inter- groupes 57,5 6 9,583 21,76 0
£ | smegmatis ™
n hira-groupes 6 ,16667 14 0,444571
Inter- groupes 65,9048 6 109841 2307 0
E. coli ’ ’
(—% Intra-groupes 6,66667 14 0,47619
e
3 Inter- groupes 183,81 6
§ 5 subiili 30,6349 58,48 0
3 ' Intra-groupes 3,833 14 0.279
.E '
5 M. Inter- groupes 99,2381 6 16,5397 23,16 0
smegmatis Intra-groupes 10,0 14 14 0.714286
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Ce tableau d'ANOVA décompose la variance en deux composants: un composant inter-
groupes et un composant intra-groupes. Comme la valeur de la probabilité pour le test F est
inférieure & 0,05, il y a une différence statistiquement significative entre les moyennes des
diameétres d’inhibition d'un individu a l'autre, au niveau de confiance de 95,0% et ceci pour

les trois souches utilisées. D’ou I’effet de 1’individualité sur 1’activité antibactérienne.

Les résultats de 1’activité antibactérienne ont montré qu’a 1I’exception de 1’extrait hexanique,
les extraits des sept individus de R. officinalis var. Prostratus ont révélé un pouvoir inhibiteur
sur toutes les souches étudiées. Cette activité différe d’un individu a ’autre et d’un extrait a

un autre .

En effet, 1’extrait d’hexane ne permet pas 1’extraction des composés bioactifs (diamétre de
I’auréole d’inhibition significativement semblable a celui du témoin) alors que les trois autres
solvants (dichlorométhane, acétate d’éthyle et méthanol) ont permis 1’extraction de substances

a effet antibactérien qui se traduit par la formation d’auréoles d’inhibition autour des disques.

L’activité antibactérienne la plus élevée a été observée pour les extraits d’acétate d’éthyle du
R.officinalis var.Prostratus suivi par les extraits de dichlorométhane et I’extrait méthanolique

(Tableau 18; Figure 58 ) et ceci pour les trois souches utilisées.

En effet, Barros et al., (2007) et Hafsé et al., (2015) ont testé I’effet de différents extraits
(hexane, acétate d’éthyle et méthanol) et ont montré que 1’extrait de 1’acétate d’éthyle possede

I’effet inhibiteur le plus €levé par rapport aux autres extraits.

Ceci montre que les molécules responsables de 1’activité de cette plante sont plus extractibles
par 1’acétate d’éthyle que par les autres solvants et qu’elles sont de polarité moyenne, étant

donné que ce solvant permet 1’extraction de composés moyennement polaires (Derbel et al.,

2010).

Plusieurs travaux antérieurs ont montré que les extraits obtenus par 1’acétate d’éthyle de
plusieurs plantes y compris le Romarin possédent un effet contre des bactéries pathogenes et

aussi contre M. smegmatis, (Hafsé et al., 2015; Balouiri et al., 2014; Barros et al., 2007).

L’analyse statistique des resultats a montre que les extraits d’acétate d’éthyle de I’individu 4
et 7 ont donné le meilleur résultat avec une zone d’inhibition moyenne de 29,66 et de 24,66

pour M. smegmatis, de 24,33 et 28 pour B. subtilus, de 18,66 et 17,33 pour E. coli.
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I1l. Détermination de la CMI

Les résultats de la concentration minimale d’Inhibition sont représentés dans le tableau 20 .

Tableau 20: Concentration Minimale d’Inhibition (CMI), des extraits d’acétate d’éthyle des
différents individus du Rosmarinus officinalis var. Prostratus.

E. coli B. subtilis M. smegmatis
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Individu 1 8,01 6,6 5,18
Individu 2 6,6 5,18 5,18
Individu 3 5,18 5,18 5,18
Individu 4 3,77 3,77 2,35
Individu 5 5,18 6,6 5,18
Individu 6 5,18 6,6 5,18
Individu 7 3,77 2,35 3,77

Les extraits d’acétate d’éthyle des différents individus du romarin, se sont révélés actifs
envers toutes les souches bactériennes testées par la méthode de disque mais avec des degrés

différents, ce qui s'est traduit par la différence des CMI.

Ces extraits inhibent la croissance des bactéries avec des valeurs de la CMI qui varient entre
(3,77 et 8,01 mg de résidus/mL) pour E. coli, entre (2,35 et 6,6 mg/mL) pour B. subtilis et
entre (2,35 et 5,18 mg/mL) pour M. smegmatis.

En effet, toutes les souches microbiennes ont été inhibées a la concentration de 5,18 mg/mL a
I’exception de I’individu 1 ou les souches E. coli et B. subtilis ne sont inhibées qu’a partir de
6,6 mg/mL.

Le micro-organisme le plus sensible a tous les extraits est M. smegmatis dont la croissance a

été arrétée a la faible concentration de 5,18 mg/mL.

Les résultats ont aussi montré que les CMI des individus 4 et 7 sont les plus faibles par

rapport aux autres individus et ceci pour M. smegmatis, E. coli et B. subtilis; alors que

118




Chapitre V Effet de I’individualité des extraits du R. officinalis var. Prostratus

I’individu 1 a présenté la plus grande CMI. Ceci montre que les extraits des individus 4 et 7
présentent des caractéristiques antibactériennes intéressantes sur les micro-organismes testés.

Ces résultats concordent avec ceux de la méthode de disque.

IV. Screening Phytochimique

Les tests de révélation des polyphénols, des flavonoides, des tannins et des alcaloides ont été
réalisés sur les sept individus sélectionnés . Le mode opératoire a été décrit au chapitre
matériel et méthodes. Les résultats de ce screening phytochimique sont regroupés dans le
tableau 21.

Les résultats se sont révelés négatifs pour ce qui est des alcaloides et par contre positifs pour
ce qui est des polyphénols, des flavonoides et des tannins (Tableau 21). Selon Gonzalez-
Trujano et al., (2007), le criblage phytochimique de I’extrait des parties aériennes du Romarin
indique la presence des flavonoides et des tannins.

L’étude phytochimique effectuée sur les différents individus montre une légere différence de
la composition chimique de ces derniers. On peut céder cette différence aux facteurs
influencant la composition des plantes comme les facteurs génétiques (Bekkara et al., 2007),
la croissance de ses organes (al-Ramamneh., 2009), le stade de développement des organes
de la plante (ontogénese des feuilles, fleurs et fruits) (Ozguven et Tansi., 1998) et les

conditions climatiques et édaphiques de chaque région (Khia et al., 2014).
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Tableau 21 : Caractérisation phytochimique des extraits de R. officinalis var. Prostratus

individus extraits : Groupes chimiques __
Polyphénols | Flavonoides | Tannins | Alcaloides
Hexane - - - -
Individu 1 Af:étate d’é,thyle ++ +++ ++ -
Dichlorométhane ++ ++ + -
Méthanol ++ ++ + -
Hexane - - - -
Individu 2 Af:étate d’é,thyle ++ +++ ++ -
Dichlorométhane ++ ++ + -
Méthanol ++ ++ + -
Hexane - - - -
Individu 3 Af:étate d’é:[hyle ++ +++ ++ -
Dichlorométhane ++ ++ + -
Méthanol ++ ++ + -
Hexane - - - -
Individu 4 Af:étate d’é,thyle +++ +++ +++ -
Dichlorométhane ++ ++ + -
Méthanol ++ ++ + -
Hexane - - - -
Individu 5 Af:étate d’é,thyle +++ +++ ++ -
Dichlorométhane ++ ++ + -
Meéthanol ++ ++ + -
Hexane - - - -
Individu 6 A.cétate d’é’thyle +++ +++ ++ -
Dichlorométhane ++ ++ + -
Méthanol ++ ++ + -
Hexane - - - -
Individu 7 A.cétate d’é’thyle +++ +++ +t -
Dichlorométhane ++ ++ + -
Méthanol ++ ++ + -

Présence des composés: (+++) = important; (++) = moyen ;(+) = faible ; (-) = absent

On remarque que les flavonoides et les tannins sont présents en grande quantité dans 1’extrait
d’acétate d’éthyle des individus 4 et 7. On a déja constaté que I’extrait d’acétate d’éthyle
présente le meilleur effet antibactérien. Cette activité pourrait donc étre due a la présence des
flavonoides et des tanins dans ces extraits. En effet, selon Elagoun, (2003) I’acétate d’éthyle

est utilisé pour I’extraction des flavonoides .

Les flavonoides jouent des réles tres importants dans la survie des plantes. lls les protégent

contre le stress hydrique et générent une tolérance des plantes aux métaux lourds présents
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dans les sols. En plus, les flavonoides possédent plusieurs effets pharmacologiques (El-Sakka
et al., 2010); ils augmentent la solidité des capillaires (vierling, 2003) et protégent les aliments
d’origine végétale de I’oxydation (Jennan et al., 2014). Ce sont des antioxydants réputés pour
leur action anti radiculaire (Sim et al., 2007). Ils possedent aussi des activités antivirales,

spasmolitiques, anti-inflammatoires et cytotoxiques (Bernard et al., 1997).

Plusieurs études ont €t¢é menées concernant 1’activité biologique des flavonoides d’autres
plantes, et ont montré que ces molécules sont dotées d’un effet antibactérien (Hernandez et
al., 2000; Schinor et al., 2007), et dun effet antimycobactérien (Kuete et al.,
2010; Koysomboon et al., 2006; Kuete et al., 2008; Okunade et al., 2004; Newton et al.,
2000). D’ou I’'importance de relier la présence de tels métabolites a 1’activité antibactérienne

du Romarin.

On note aussi la présence des tanins. Ces molécules sont dotées d’activités antibactériennes
comme le montrent plusieurs travaux tels que ceux de Mahamat (1999) et Bassene (1995).
Selon lIserin (2001), les tanins permettent de stopper les hémorragies et de lutter contre les

infections.

V. Conclusion

La partie de ce travail a été consacrée a la détermination et a la comparaison du rendement,
des activités antibactériennes des extraits hexaniques, d’acétate d’éthyle , de dichlorométhane
et de méthanol ainsi qu’a 1’étude phytochimique de sept individus du R. officinalis var.

Prostratus.

L’étude statistique montre qu’il y’a un effet de I’individualité sur le rendement et sur I’activité
antibactérienne des extraits de R.Officinalis var. Prostratus obtenus par les ultrasons au

niveau de confiance de 95,0%.

L’étude phytochimique montre que les flavonoides et les tannins sont présents en grande

quantité dans I’extrait d’acétate d’éthyle et surtout dans les individus 4 et 7.

Les résultats de I’activité antibactérienne montrent qu’a I’exeption de I’extrait hexanique, les
extraits présentent, in vitro, une activité inhibitrice importante sur les trois souches testées.
Cette activité differe d’un individu a 'autre et d’un extait a ’autre (Les extraits d’acétate

d’éthyle de I’individu 4 et 7 ont donné le meilleur résultat avec une zone d’inhibition

121



Chapitre V Effet de I’individualité des extraits du R. officinalis var. Prostratus

moyenne de 28,5mm et de 23,7 mm pour M. smegmatis, de 24,33 et 18,33 pour B. subtilus
ainssi de 18,66 et 17,33 pour E. coli. Les flavonoides et les tannins peuvent étre responsables

de la différenciation de 1’activité antimicrobienne.

L’étude quantitative (CMI) a confirmé les résultats de 1’étude qualitative et a montré que les
extraits d’acétate d’éthyle de I’individu 4 et 7 sont dotés des effets antibactériens les plus

élevés.

Tous les résultats ont montré que les extraits d’acétate d’éthyle de 1I’individu 4 et 7 ont donné
le meilleur rendement et la meilleure activité contre les souches testées surtout M. smegmatis.
Aussi I’analyse phytochimique a montré que les flavonoides et les tannins sont présents en

grande quantité dans ces extraits de R. officinalis var. Prostratus.

Ces deux individus (4 et 7) peuvent étre choisis pour une future multiplication végétative afin
d’avoir des clones capables d’assurer une production standard. Cette production va assurer
des extraits source de cette activité tres importante vis-a-vis de Mycobacterium tuberculosis et

vis-a-vis des autres souches testées.
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Les plantes aromatiques et médicinales constituent une richesse naturelle de premiére
importance au Maroc. Elles représentent une source inépuisable de substances et composés
naturels bioactifs qui seront dans plusieurs domaines les solutions de demain. Ces plantes sont
des sources de revenus non négligeables pour la population rurale d’ou la nécessité de les

préserver et de les valoriser.

Cependant, la gestion et la conservation de ce patrimoine se trouvent confrontées a des
contraintes diverses qui contribuent a la dégradation de ces ressources comme les conditions
climatiques, I’exploitation irrationnelle, le niveau et la fréquence des coupes inadéquats ainsi

que la méconnaissance des potentialités réelles de production.

C’est dans ce contexte (ue cette étude a été réalisée tout en insistant sur la valorisation du
patrimoine naturel marocain, principalement les plantes aromatiques et médicinales et plus

précisément le Romarin.

Dans le premier chapitre de ce travail, nous nous sommes intéressés a déterminer et comparer
les rendements en huile essentielle, la qualit¢é chimique et 1’évaluation de I’activité
antibactérienne de ces essences du Rosmarinus officinalis de quatre provenances (Jardin de

Jacky d’Agadir, Sefrou, Oued Laou et I’Ayoune Charquia).

Nous avons trouvé que les rendements moyens obtenus, varient en fonction des quatre
provenances. En effet, les échantillons du Romarin de la provenance de Sefrou ont donné un
meilleur rendement en huile essentielle (2,4%) par rapport a ceux de I’Ayoune Charquia, de
Oued Laou et de Jardin de Jacky d’Agadir, avec respectivement des teneurs de 1,8%; 1,9% et
1,45%.

Nous avons également déterminé la composition chimique des HE étudiées en nous basant sur
les résultats du couplage GC-MS. Ces résultats ont montré une variabilité chimique tres
intéressante au sein des huiles essentielles étudiées associée a leurs origines. Les composés

majoritaires sont:

— o-Pinene (36,15%), 1,8-Cinéole (33,93%), Camphene (6,1%), Camphre (5,08%) et
Sabinene (3,4%) pour le Romarin du Jardin de Jacky d’Agadir.

— Bornyle Acétate (31,21%), a-pinéne (15,79%), camphéne (13.06%), Sabinéne (7,11%),
8, 3-Caréne (4,54%), Oxyde de Caryophylléne (4,71%), p-Caryophylléne (4,09%),
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Bornéol (3,59%), Acétate de 1’a-Terpinenyl (2,88%) pour le Romarin de la région de

Oued Laou.

— Le Camphre (22,1%), 1,8-Cinéole (18,35%), a-Pinene (12,19%), Camphéne (6,81%),
Oxyde Caryophyllene (6.3%), B-Myrcéne (5,1%) pour le Romarin de la région de Sefrou.

— 1,8-Cinéole (35,91%), I’a-Pinéne (16,61%), Camphéne (13,67%), Camphre (6,4%),
Sabinéne (6,04%), Bornéol (4,84%), Oxyde de Caryophylléne (3,8%), B-caryophylléne
(2%) pour le Romarin de I’ Ayoune Charquia.

L’étude statistique descriptive et comparative de la composition chimique du Romarin des
différentes régions par la méthode d’analyse en composantes principales a montré une bonne
classification des huiles essentielles du Romarin des différentes régions selon la composition
chimique. De ce fait, ces huiles peuvent étre classées en fonction de leur chémotype. On
trouve le Romarin a 1,8-Cinéole dans la région 1’Ayoune Chaquia, le Romarin a camphre
dans la région Sefrou, le Romarin a o-Pinéne dans la région d’Agadir et le Romarin a Acétate

de Bornyle dans la réegion Oued Laou.

Les différentes huiles étudiées ont fait I’objet d’une évaluation de 1’activité antibactérienne.
Les résultats obtenus montrent que ces essences possedent des pouvoirs antibactériens
intéressants sur toutes les souches étudiées. Cette activité différe d’une région a 1’autre
statistiquement. En effet, I’activité antibactérienne la plus élevée a été observée pour le
Romarin de la région de Sefrou (des halos de 15,66 + 0,57 et 30,33 + 2,08 pour la bactérie
E. coli et B. subtilis respectivement et de 37 £1 mm pour M. smegmatis) et I’activité la plus
faible a été observée pour le Romarin de la région d’Agadir et ceci pour les trois souches

utilisées.

Le deuxieme chapitre de ce travail a été consacré a 1’étude de 1’effet de 1’individualité sur la
teneur, la composition chimique et l’activité antibactérienne des huiles essentielles du
Rosmarinus officinalis var. Prostratus provenant d’Oued Laou, qu’on a cultivé dans le jardin
experimental de I’INPMA.

Cette etude a permis de faire une comparaison quantitative et qualitative entre sept individus.

L’analyse en composante principale a montré que la composition chimique varie en fonction

des individus.

124



Conclusion générale

L’individu | 7 et 1 5 sont les individus qui ont le meilleur rendement 1,93% et 1,79%

respectivement.

Les analyses chimiques, par CG-SM, ont permis d’identifier plus de 97,21% des produits

volatiles totaux de 1’essence pour I’individu I 7 et 98,43% pour I’individu | 5.

L’étude de I’activité antibactérienne a montré que les huiles essentielles étudiées possédent, in
vitro, une activité inhibitrice importante sur les trois souches testées. Cette activité differe
d’un individu a I’autre. En effet, ’activité antibactérienne la plus élevée a été observée pour
les individus 5 et 7 (La plus grande activité a été observée contre M. smegmatis avec des
diamétres d’inhibition de 46.5 et 49.46 mm respectivement alors que l'activité la plus faible a

été observée contre E. coli avec des diamétres d’inhibition de 7 et 8 mm respectivement).

Les composants majeurs comme, I’a-Pinéne, le Camphre et le 1,8-Cinéole peuvent étre

responsables de la différenciation de 1’activité antimicrobienne.

Les deux individus (5 et 7) peuvent étre choisis pour une future multiplication végétative afin
d’avoir des clones capables d’assurer une production standard. Cette production va assurer
une huile essentielle source de cette activité trés importante vis-a-vis de Mycobacterium

tuberculosis.

Le troisiéme chapitre avait pour ambition scientifique, I’étude de ’effet de I’individualité sur
le rendement et I’activité antibactérienne réalisee cette fois-ci pour les extraits fixes de

R. officinalis var. Prostratus obtenus par les ultrasons ainsi que 1’étude phytochimique.

L’¢étude statistique montre qu’il y a un effet de I’individualité sur le rendement et 1’activité
antibactérienne des extraits de R. officinalis var. Prostratus obtenus par les ultrasons au

niveau de confiance de 95,0%.

L’étude phytochimique montre que les flavonoides et les tannins sont présents en grande

quantité dans I’extrait d’acétate d’éthyle et surtout dans les individus 4 et 7.

Les résultats de I’activité antibactérienne montrent qu’a 1’exception de I’extrait hexanique,
les extraits présentent, in vitro, une activité inhibitrice importante sur les trois souches testées.
Cette activité différe d’un individu a I’autre et d’un extrait a I’autre (Les extraits d’acétate
d’éthyle de ’individu 4 et 7 ont donné le meilleur résultat avec une zone d’inhibition

moyenne de 28.5 et de 23.7 pour M. smegmatis, de 24.33 et 18.33 pour B. subtilus ainssi de
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18.66 et 17.33 pour E. coli. Les flavonoides et les tannins peuvent étre responsables de la

différenciation de 1’activité antimicrobienne.

L’étude quantitative (CMI) a confirmé les résultats de I’étude qualitative et a montré que les
extraits d’acétate d’éthyle des individus 4 et 7 sont dotés des effets antibactériens les plus

élevés.

Tous les résultats ont montré que les extraits d’acétate d’éthyle de I’individu 4 et 7 ont donné
le meilleur rendement et les meilleures activités contre les souches testées surtout M.
smegmatis. Aussi 1’analyse phytochimique a montré que les flavonoides et les tannins sont

présents en grande quantité dans ces extraits de R. officinalis var. Prostratus.

Ces deux individus (4 et 7) peuvent étre choisis pour une future multiplication végétative afin
d’avoir des clones capables d’assurer une production standard. Cette production va assurer
des extraits source de cette activité tres importante vis-a-vis de Mycobacterium tuberculosis et

vis-a-vis des autres souches testées.

Les études effectuées dans le cadre de cette these ont abordé plusieurs domaines : culture,
domestication, I’extraction des huiles essentielles, extraction des extraits fixes par sonication,
la détermination des rendements et des profils chimiques des huiles essentielles ainsi que
la mise en évidence de I’activité antibactérienne des huiles et des extraits de plantes. Ces
résultats ouvrent plusieurs perspectives pour compléter ce travail, dont certaines seraient

comme suit ;

e La multiplication et le clonage de cette espéce par objectif, selon la demande des
utilisateurs.

e La réalisation d’autres activités biologiques telles que les pouvoirs antioxydant et anti-
inflammatoire.

e La réalisation des formulations a partir des extraits obtenus par 1’acétate d’éthyle, doté

d’une activité antimycobactérienne.
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Résumé de la thése

Les plantes aromatiques et médicinales (PAM) constituent une richesse naturelle de premiére
importance au Maroc et représentent une source inépuisable de substances et composés
naturels bioactifs. Cependant, la gestion et la conservation de ce patrimoine se trouvent
confrontées a des contraintes diverses qui contribuent & la dégradation de ces ressources.

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation du patrimoine naturel marocain,
principalement les plantes aromatiques et médicinales et plus précisément le Romarin.

Nous nous sommes intéressés premiérement a déterminer et comparer le rendement en huile
essentielle, la qualité chimique et 1’évaluation de 1’activité antibactérienne des essences du
Rosmarinus officinalis de quatre provenances (Jardin de Jacky d’Agadir, Sefrou, Oued Laou
et Ayoune Charquia). Nous avons trouvé que les rendements moyens obtenus, varient en
fonction des quatre provenances. La composition chimique des essences a été déterminée en
utilisant la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse.
Les résultats ont montré une variabilité chimique tres intéressante au sein des huiles
essentielles étudiees associée a leurs origines. L’étude statistique descriptive et comparative
de la composition chimique du Romarin des différentes régions par la méthode d’analyse en
composantes principales a montré une bonne classification des huiles essentielles du Romarin
des différentes régions selon la composition chimique. De ce fait, ces huiles peuvent étre
classées en fonction de leur chémotype. Les différentes huiles étudiées ont fait 1’objet d’une
évaluation de ’activité antibactérienne. Les résultats obtenus montrent que ces essences
possedent des pouvoirs antibactériens intéressants sur toutes les souches étudiées. Cette
activité differe d’une région a une autre statistiquement.

Une étude de I’effet de I'individualité sur la teneur, la composition chimique et 1’activité
antibactérienne des huiles essentielles et des extraits fixes du Rosmarinus officinalis var.
Prostratus cultivé dans le jardin expérimental de I’Institut National des Plantes Aromatiques
et Médicinales de Taounate a été réalisée. Il en résulte que deux individus (5 et 7) peuvent
étre choisis pour une future multiplication végétative afin d’avoir des clones capables
d’assurer une production standard en huile essentielle source d’activité antimycobactérienne
tres importante. Par contre, les deux individus (4 et 7) peuvent étre choisis pour assurer une
production des extraits source d’activité antibactérienne trés importante vis-a-vis des souches
testées y compris Mycobacterium smegmatis.

Mots clés : Valorisation PAM, Rosmarinus officinalis var. Prostratus, Huile essentielle,
Composition chimique, Activité antibactérienne, ACP.
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