Républigue Algérienne Démocratique et Populaire
Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université Abbes Laghrour —Khenchela-

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
Département de 1’Ecologie et environnement

Mémoire
Présenté en vue de I’obtention du diplome de Master Académique

FILIERE : Ecologie et environnement
OPTION : Protection des écosystémes

Theéme

Valorisation et identification des substances
bioactives du romarin (Rosmarinus officinalis L.)

Présenté par : Sous la direction de :
BENNADJI Yasmine BENSIZERARA Djamel
NASRI Mabrouk

Membres de jury:
Président : BOUZOU Lazhar mourad UNIV KHENCHELA
Encadrant : BENSIZERARA Djamel UNIV KHENCHELA
Examinatrice : LAKHDARI Soumia UNIV KHENCHELA

Année Universitaire : 2020 / 2021






Sommaire

REMEICIEIMENTS. ...ttt st nb et sre e 2abens [
DT [or: ot SRR RSRURPRPRR 2
RESUIME. ...ttt et e et e et et e s ae e e e teaseeaneenreeeenneenres v
ADSTIACT. ...ttt e v
e OSSP Vi

LiISTE S TIGUIES ...ttt et re e beere e Vil
Liste des tableauX .........coovviieiii Vil
Liste des abréviations .............ocvuiiiiiiiiii e, IX
INtroduction ENErale ............ooviiiiiiii i 1

premier partie:synthese bibliographique.

Chapitre 01 : Généralités sur Rosmarinus officinalis L.

1. Présentationde laplante............oooiiiiiiiiiiiii e, 3
1.1. Généralités sur les lamiacBes..........ccooviieiiii i, 3
2. Systématique de I’eSPECE. .........ooviiiiiii i 4
3. Distribution géographiquUe. .........c.coviiriiiiii e 5
T8 =1 0 WA [0 =] o T PSP 5
3.2.A la wilaya de Khenchela (la zone d’étude ).............................. 5
4. Aspect botanique de I’espece Rosmarinus officinalis L..........................5
4. 1Appareil vegétatif ... ..., 5
4.2 Appareil reproduCteur ......... ...coocoiiiiiiiii 6
5. Intéret du ROMaAriN. ... ..., 6
5.1 ECOIOQIQUE. ....eeeee e e e 6
5.2 MEICINAIE. ... 7
6. Utilisation du ROMArin ...t e, 7

Chapitre 02 : huiles essentielles.
1. Définition des huilesessentielles ..., 8



2. Caractérisations physiques des huiles essentielles...........................8
3. Caractérisations chimiques des huiles essentielles...........................8
4. Classification ..........ooiiiii 10
5. Huile essentielle de Rosmarinus officinalisL...................cccennl 11
6. Utilisation de I'huile essentielle du Rosmarinus officinalis L ............ 12
7. ROle des huiles essentiellesdans laplante...............cco.oiieeen, 12
8. L'extraction des huiles essentielles..............cc.coiiiiiiiiiiiiiiiiine, 12

8.1.Distillation ......cccocveiee e L3
8.2.Expressionafroid ................ooiiiiie 201D

8.3.Procédés utilisant les huiles et les graisses...........ccccccoevevivveneene, 15
8.4.Extarction supercritique par 1e COz......ccevveviviveevie e, 15
8.5.Extraction par solvants volatils.............c..ccoceevvivie i, 16

Seconde partie : Partie expérimentale
Chapitre 01: Maeriels et Méthodes

1. Présentation et situation de la zone d’étude .................cc..o...o....18

2. MAteriel. ... 19
2.1. Materiel végetal...............ooiiii 19
2.2. Matériel du laboratoire..........c..cccoeiiieviecicee e, 20

3. MEBLNOAES. ... 20
B L RACOIE. . et 20
3 2. SBCNAGE. . e 21
3.3.Réalisation des coupes histologiques...............coeeviiniiiiiiiinnn, 21
3.3.1. Description de la technique de la double coloration.................. 21
3.4.Extraction des huiles essentielles.................c.ooiiiiinn, 22
3.4.1. Le principe de latechnique.............ccooiiiii i e, 23
3.4.2. Protocole de I’extraction ............................oiiin .. 23

Chapitre 02 : Résultats et Discussions

1. Localisation des sites producteurs des huiles essentielles.................... 26
2. Rendements des extracCtions.............cccoiiiiiiiiiii i 27



3. Propriétés organoleptiques des huiles essentielles...........................29
4. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles........................29
5. Caractérisation et identification des huiles essentielles de L'espece....30

5.1. Composition chimique de I'essence du romarin .....................30
6. L'influence des facteurs écologiques sur la composition qualitative et

quantitative de Rosmarinus officinalis L. ... 36

Conclusion générale ... 0 39

Références bibliographiqQUES .........cccooveiiiiii e 41



Remerciements

&\ucune oeuvre humaine ne peut se réaliser sans la contribution d'autrui. Ce

mémoire est le résultat d'un effort constant, cet effort n'aurait pu aboutir sans la contribution
d'un nombre de personnes. Ainsi se présente lI'occasion de les remercier:

W ous tenons a remercier ...

YNns JBRensizvara Djemel , Docteur a luniversité Abbes Laghrour, KHENCHELA

En tant que Directeurs de mémoire, pour m’avoir proposé ce sujet, pour la marque de
confiance ainsi que la qualité d’encadrement qu’elles m’ont manifestées en conjuguant,
disponibilité, conseils et critiques constructives tout en laissant libre cours a ma créativité. Je
sais avoir beaucoup appris grace a eux.

MERCI !

Nous adressons nos sinceres remerciements a I'Université Abbes Laghrour- Khenchela-,

Département de I'écologie et environnement d avoir accepté de présider le jury.

Nous témoignons notre profonde gratitude a tous ceux qui ont participé de quelques maniéres
soit elle a cet humble mémoire.



Dédicaces

A Dieu (ALLAH)
L’ Unique, le Tout-Puissant, le Clément et le Miséricordieux;

« Qu'il nous couvre de sa bénédiction ».
AMEN!

Au Prophéte Mouhamed (P.S.L.)

Notre guide et notre exemple bien-aimé.
Qu'il nous oriente dans le droit chemin.

A mes trés chers parents Naser eddine et Souad

Merci pour vos instructions, votre soutien, papa, maman.
Vos priéres et vos conseils m’ont toujours accompagné et ont éclairé mon chemin.
Puisse le tout puissant vous accorder meilleure santé et longue vie.

A mes trés cheres seeurs : Nawel ET Leila ET Houda
A mes trés chéres fréres : Omar et Hayder
J'espére que vous trouverez dans ce mémoire [expression de mon amour et ma
grande gratitude.
Que Dieu puisse vous garder et vous procurera santé et bonheur.

A mes trés chers neveux : Ouais et _Assil.

A mes trés chéres amis sans oublier ma bindme Yasmine

NASRI MABROUK



Dédicaces

Je dédie ce modeste travail:
A mon trés cher pére Djebbar
Tu as toujours été pour moi un exemple du pére respectueux, honnéte, de la
personne méticuleuse, je tiens d honorer [ homme que tu es.
Je voudrais te remercier pour ton amour, ta générosité, ta compréhension... Ton
soutien fut une lumiére dans tout mon parcours. Aucune dédicace ne saurait
exprimer [amour [estime et le respect que j'ai toujours eu pour tot.

A ma trés chére mére Rahima Ladtar
Source inépuisable de tendresse, de patience et de sacrifice. ta priére et ta
bénédiction m'ont été d'un grand secours tout au long de ma vie. Quoique je
puisse dire et écrire, je ne pourrais exprimer ma grande affection et ma profonde
reconnaissance. j'espére ne jamais te décevoir, ni trahir ta confiance et tes
sacrifices.

A mes soutiens morales et sources de joie et bonheur, mes seeurs Hadjer et Sadjida
et mon frére Younes pour ['encouragement et [aide qu'ils m'ont toujours accorde.
Je vous souhaite une vie pleine du bonheur et de succés.

A la mémoire de mon grand pére Saleh

Puisse Dieu Vous avoir en sa sainte miséricorde

A Mon grand pére Abd Errafimane Ladtar et mes grand-méres
merci pour vos priéres et votre amour inconditionnel et que Dieu vous donne une
bonne santé et une longue vie parmi nous

Sans oublier mon bindme: MabrouR et sa famille.

Bennadji Yasmine



Valorisation et identification des substances bioactives du romarin
(Rosmarinus officinalis L.)

Résumé

ans le cadre de la valorisation des plantes aromatiques et médicinales, nous
avons realisé une étude sur I'extraction, la caractérisation et la valorisation
d'une plante aromatique Rosmarinus officinalis L.. Les huiles essentielles sont
extraites par hydrodistillation de la partie aérienne du romarin poussant a I'état
spontané, cueillie au printemps dans deux régions geographiquement
différentes : Assoul a Bouhmama et Oued El Arab a Kheirane wilaya de
Khenchela correspondant a une exposition "Nord" et "Sud" respectivement
afin d’¢tudier I’influence des paramétres écologiques ; édaphiques et
climatiques sur la qualité et le rendement de I'huile essentielle de Rosmarinus

officinalis L..

L'aspect microscopique de la plante aprés avoir été exposé a la double coloration des
feuilles et des tiges a mis en évidence la présence des tissus sécrétreurs superficielles (poils
épidermiques a téte vésiculaire). L'extraction a permis d'obtenir les huiles essentielles avec
des rendements de 1.25% (foret d'Assoul) et 1.18% (monts de Oued el Arab) de matiére
végétale seche. Les essences des deux sites présentent des compositions chimiques et
caractéristiques physico-chimiques et organoleptiques différentes. La caractérisation par
GC/SM des huiles essentielles obtenues dans les deux régions a révélé un méme composé
majoritaire qui est le camphre avec des teneurs 31.191% et 36.929% de L'essence ce qui leur
donne un chémotype de romarin camphré "Rosmarinus officinalis camphoriferum".
Rosmarinus officinalis L. est plus sensible aux changements des conditions écologiques.
L'élaboration des essences végétales est totalement tributaire des facteurs environnementaux.
Mots-Clés : Rosmarinus officinalis L., plantes médicinales, huile essentielle,

hydrodistillation, GC/SM, conditions écologiques.



Valorization and identification of bioactive substances in
rosemary (Rosmarinus officinalis L).

Abstract

s part of the valorization of aromatic and medicinal plants, we carried out a
study on the extraction, characterization and valorization of an aromatic plant
Rosmarinus officinalis L. The essential oils are extracted by hydrodistillation
from the aerial part of the rosemary growing in the spontaneous state, picked in
two geographically different regions: Assoul in Bouhmama and Oued EI Arab
in Kheirane wilaya of Khenchela corresponding to an exhibition "North" and
"South" respectively in order to study the influence of ecological parameters;
edaphic and climatic on the quality and yield of the essential oil of Rosmarinus
officinalis L..

The microscopic appearance of the plant after being exposed to the double coloration
of the leaves and stems highlighted the presence of superficial secretory tissues (epidermal
hairs with a vesicular head). The extraction made it possible to obtain the essential oils with
yields of 1.25% of (Assoul forest) and 1.18% of (Oued EI Arab mountains) of dry plant
matter. The species of both sites have chemical compositions and characteristics physico-
chemical and organoleptic different. The characterization by SPG/SM of the essential oils
obtained in both regions revealed the same majority compound which is camphor with
contents 31.191% and 36.929% of the essence which gives them a type of camphor rosemary
"Rosmarinus officinalis camphoriferum”. Rosmarinus officinalis L. is more sensitive to
changes in ecological conditions. The development of plant species is totally dependent on

environmental factors.

Keywords: Rosmarinus officinalis L., medicinal plants, essential oil, hydrodistillation,

GC/MS , ecological conditions.
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Introduction générale

Il est approuvé des longtemps que les changements climatiques et les facteurs
¢daphiques ont influencé dignement 1°‘équilibre de différents écosystémes, surtout
dans les régions méditerranéennes, ce qui a conduit & une variabilité de la couverture
végetale (Khabthane.A, 2015). L'influence des facteurs écologiques est globale. Les
facteurs sont liés entre eux et ¢’est impossible de déterminer le role de chaque facteur
isolé. Les conditions climatiques telles que la température, la pluviosité, le vent, les
nuages et la lumiére sont des facteurs qui se changent le plus souvent. Par contre, les

facteurs édaphiques (sol) sont plus constants.

Les produits forestiers non ligneux (PFNL) jouent un r6le primordial dans la
vie des populations rurales car ils constituent une source de produits de subsistance et
de revenus, contribuant a leur nutrition et santé. Leur valorisation a travers la
promotion de chaines de valeur écoresponsables offre ainsi une opportunité pour ces
populations et les autres parties prenantes d'augmenter leurs revenus, tout en

participant a la gestion durable des ressources forestiéres (La FAO, 1999).

Les principaux pays producteurs d’HE en Afrique sont I'Algérie, le Maroc, la
Tunisie,I'Egypte et la Céte d'lvoire. En Europe ce sont les pays méditerranéens : Italie,
Espagne, Portugal, France, Croatie, Albanie et Gréce, qui produisent tous des
huiles essentielles enquantités industrielles. Egalement les pays d'Europe centrale et
de I’Est, tels que la Bulgarie, la Roumanie, la Hongrie et I'Ukraine et I'immense
Fédération de Russie.

Ces derniers jouissent d’une ressource de plantes sauvages importante grace
a leurs vastes zones de terres cultivées (KHC, et al., 2010) . La wilaya de Khenchela
(I’ Algérie), de part sa position géographique, jouit de plusieurs facteurs de pédogenése
et de grandes variations climatiques auxquels s’ajoutent les ressources hydriques, tous
favorables au développement des cultures intensives des PAM (A, 2001). Khenchela a
été retenue comme wilaya pilote pour I'exploitation des plantes médicinales et
aromatiques, compte tenu du potentiel considérable qu’elles recélent en la matiére, en
particulier le romarin de montagne. (ALGERIE PRESSE SERVICE, 2019).



Introduction générale

Le but de notre travail est d’étudier I’influence des paramétres écologiques ;
édaphiques et climatiques sur la qualité et le rendement de I'huile essentielle de
Rosmarinus officinalis L.. En outre, identifier son type chimique et déterminer leur
propriétés écologiques. Ces parametres sont considérés comme des marqueurs a la
réponse a tout changement des conditions environnementales par la modification de la
production des molécules impliqués dans le rétablissement de I'noméostasie cellulaire.
Pour cela nous avons choisi deux régions d'études différentes : Forét d'Assoul a
Bouhmama et les monts de Oued El Arab & Kheirane wilaya de Khenchela
correspondant a une exposition "Nord" et "Sud" et appartenant a deux étages

bioclimatiques différents subtropical humide et semi-aride.
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Geénéralités sur Rosmarinus
officinallis L.



Chapitre 01 Geéneralités sur Rosmarinus officinalis L.

1. Présentation de la plante

1.1 Généralités sur les lamiacées

La famille des lamiacées connue également sous le nom des labiées, comporte
environ 258 genres pour 6900 espéces plus ou moins cosmopolites; mais dont la
plupart se concentrent dans le bassin méditerranéen tel que le thym, la lavande et le
romarin Elle est divisée en deux principales sous-familles: les Stachyoideae et les

Ocimoideae.

Les lamiacées sont des herbacées ayant la consistance et la couleur de I’herbe,
parfois sous-arbrisseaux ou ligneuses .Une grande partie de ces plantes sont
aromatiques riches en I’huile essentielle d’ou leur intérét économique et médicinal.
Entre autres, un grand nombre de genres de la famille des Lamiaceae sont des sources

de terpénoides, flavonoides et iridiodes glycosylés (Yildirim, 2001).

Le genre Rosmarinus regroupe deux espéces de plantes de la famille des
Lamiacées originaires du bassin méditerranéen: le Rosmarinus eriocalyx Jordan &

Fourr. et le Rosmarinus officinalis L. (Giusti, 2001).

Le romarin (Rosmarinus officinalis.L) sur laquelle on s’interesse dans notre
travail; est une plante aromatique et médicinale, arbrisseau touffu, xérophyte, toujours
vert de 1 & 2 m de hauteur selon les régions de répartition. Morphologiquement, il se
modifie selon plusieurs facteurs du milieu. Il fait partie des especes végétales des
écosysteémes terrestres qui se présentent a 1’état sauvage dans les zones littorales pres
de la mer, dans les milieux continentaux au climat semi humide, sec et arides
(Eloutassi N., 2013).



Chapitre 01 Geéneralités sur Rosmarinus officinalis L.

Figure 01 : Espéce Rosmarinus officinalis L..

Nom « Romarin » vient du latin « Ros marinus » (rosée de mer) (S, (1862)),
ou bien du grec « Rhops myrinos » (buisson aromatique) (G, 1996), ou encore du latin
« Rhus marinus » (Sumac de mer) (Rameau J., 2008). On I'appelle également « herbe-

aux-couronnes », et en provencal, «encensier» (M, 2008).

2. Systématique de I’éspece

Les noms vernaculaires ( Appellations régionnale en Algerie ) du romarin sont

les suivants :

v" Région de I'Est : EKlil

v" Région de I'Ouest : Helhal

v" Région Centre : Yazir (Lamia BOUTABIA, 2016).
v' Région des Aures: lzri

La classification de la plante Rosmarinus officinalis L est présentée dans le Tableau
01 comme suit:

Tableau 01 : Classification de I'éspece Rosmarinus officinalis L. (WS.Benston).

Régne Plantae

Division Magnoliophyta




Chapitre 01 Geéneralités sur Rosmarinus officinalis L.

Classe Magnoliopsida

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Rosmarinus

Espéce Rosmarinus officinalis L. 1753
Période de floraison Avril/Mai
Couleur des fleurs Bleu / Mauve

3. Distribution géographique
4.1. En Algérie

Le romarin peut étre retrouvé a 1’état sauvage, comme peut étre cultivé. C’est
la plante la plus populaire dans le bassin méditerranéen en Algérie. Les fleurs
s’épanouissent tout au long de I’année ce qui attire de nombreux insectes (Emberger,
1960).

4.2. A la wilaya de Khenchela (la zone d’étude)

Cette plante est retrouvée aussi dans la wilaya de Khenchela comme plante
sauvage dans les foréts de la region de nord, bouhmama (assoul), mssara(béni imloul)
et dans la région de Sud kheirane (oued EI Arab) avec une estimation de 35000(HE)
(Nassim, 2021).

4. Aspect botanique de I’éspéce Rosmarinus oficcinalis L.
4.1. Appareil végétatif

e Racine : laracine du Rosmarinus officinalis L. est profonde et pivotante.

e Tige : arbuste ou sous arbrisseau, rameau de 0.5 a 2 meétre cette tige est
tortueuse, anguleuse et fragile. L’écorce est linéaire a cyme plus ou moins
simulant des épis (Sanon, et al., 1992) .

o Feuille : linéaire, gaufrée, feuilles coriaces, sessiles, opposées, rigides brillantes
a bords repliés verdatre en dessus plus ou moins hispides blanchéatre en- dessous
de 18450 x 1.5a 3 mm.

Les feuilles seches dégagent une forte odeur et un got amer. Elles contiennent

jusqu’a a 2% d’huile essentielle oleum Romarinus =Oleum anthos, renfermant du
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Cinéol et du Borneol, des alcaloides et des acides organiques. Ces feuilles, voire
I’essence de romarin, entrent dans la composition de nombreux produits
Antirhumatismaux du fait de leur fortement rubéfiant surla peau alcool spritus

rasmarinus (Janvolak.K, et al., 1985).

4.2 Appareil reproducteur

e Fleurs : en Mai, trés courtes, grappes axillaires et terminales. Chaque fleur
environ 1 cm de long de couleur purpurin ; bleu pale ou blanchatre en cloche
bilabiée a lévre supérieure ovale entiére et a levre a 2 lobes lancéolés. Lévre
supérieure en casque légerement bifide. Lévre inferieure a 3 lobes dont le
médian est large et concave. Les 2 étamines sont plus longues que la corolle.
L’ovaire présente 2 carpelles surmontées d’un style long courbe et bifide.

e Fruit : est tétrakéne de forme ovale située au fond du calice. Peut étre sous

forme de baie, séche et lisse.

e Diagramme florale : la fleur est tétra cyclique (Ulmann, 2005).

- extrémité des étamines
evie gupériourg /\( o -
\ extrémité du pistil
de la corolle / - ,\)4/ (stigmates)

passage pour la récolte
de nectar

motif coloré
guidant vers
le nectar

levre inférieure
de la corolle
(piste d’aterrissage)

corolle formant |
un tube PR
récoltant le nectar g'

—_—>

calice \ % “
—>»>

en cloche

style du pistil
base du pistil
(ovaire)
disque produisant
le nectar

Figure 01: Organisation de la fleur de Rosmarinus officinalis L. (Ulmann, 2005).
5. Intérét du Romarin

5.1 Ecologique

Le romarin peut etre retrouvé a I'état sauvage, comme peut étre cultivé. C'est la
plante la plus populaire dans le bassin méditerranéen (Emberger, 1960). En Algérie,

nous la trouvons dans les mantagnes, les foréts, les jardins, les parcs, en bordure
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odorante des sociétés, des écoles.... Les fleurs s'épanouissent tout au long de
I'année ce qui attire de nombreux insectes. Le romarin contribue a la lutte contre la

désertification.
5.2 Meédicinale

Le romarin est une plante méditerranéenne ayant des qualités et propriétés
stimulantes, antiseptiques et insecticides (Sedjelmassi., 1993). Le romarin a des
usages multiples et est cultivé a des fins commerciales. Si 1’on souffre
d’hypotension, de dépression, de fatigue chronique, il est conseillé de mécher des
feuilles de romarin. Il est efficace aussi en cas de faibles de la mémoire. En régle
génerale, il doit néanmoins étre utilisé avec précaution, car en cas surdosage il peut

provoquer un empoisonnement (Kunkele et Lobmeyer, 2007).

6. Utilisation du Romarin

Le romarin est une plante méditerranéenne ayant des qualités et propriétées
stimulantes, antiseptiques et insecticides. Il sert a la fabrication des parfums, il fut
utilisé en médecine contre les débilites de tout genre. 1l calme les nerfs surtout au

moment de la ménopause. Il est en méme temps diurétique (SEDJELMASSI, 1993)
Partie utilisée: les feuilles.

Propriétés: c’est un antiseptique, antispasmodique, diurétique, stimulant.
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1. Définition des huiles essentielles

L’huiles essentielle, essence également appelée huile volatile et odorantes
(AFNOR, 2000), concentré en substances végétales (MANSARD, 2016).
Généralement, ils ont de composition complexe, obtenu a partir d'une matiére
premiere végétale botaniquement définie soit par entrainement a la vapeur d'eau et
I’hydrodistillation (Iserin P, 2007), soit par distillation seche soit par un procédé
mécanique approprie sans chauffage. Elle se forme dans un grand nombre de plantes
comme sous-produits du métabolisme secondaire (G, 1997). Elles renferment des
hydrocarbures, des alcools, des cétones, des aldehydes, des esters, des éthers -oxydes-
, des phénols, etc. Les essences végétales issues de différentes plantes possédent donc

des propriétés dissemblable, dépendantes de la composition d'origine (Scora X, 1965).
2. Caractérisations physiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont en générale liquide a la température ambiante,
volatile, d’odeur trés fortes, incolores, jaunes pales ou quelque fois bleues. Leur
densité est inférieure a 1 sauf pour les huiles essentielles de clou de girofle (Syzygium
aromaticum), cannelle (Cinnamomum) et sassafras (Sassafras albidum). Elles sont
insolubles dans 1’eau mais solubles dans les solvants, les huiles sont trés altérables,

elles s’oxydent au contact de I’aire et de la lumiere (Charpentier, 2008).
3. Caractérisations chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont constituées de substances complexes. Ce sont des
liquides contenus dans les composés aromatiques des plantes. Des molécules diverses
entrent dans leur composition. Ces molécules présentes et leurs proportions modifient
les propriétés, le champ d'action et la toxicité des huiles. 1l est donc tres important de
connaitre la composition d'une huile essentielle avant de I'utiliser. C'est indispensable
pour la securité, mais aussi afin d'obtenir I'effet recherché. Les huiles essentielles sont
le plus souvent composées de quelques molécules présentes en grande quantité et

complétées par beaucoup d'autres, a I'état de traces.
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o Terpenes

Les monoterpénes sont des décongestionnants respiratoires et lymphatiques. En
diffusion, ils sont trés efficaces comme antiseptiques. Ils sont irritants pour la peau et
doivent par conséquent étre dilués. Les sesquiterpenes sont généralement présents a
I'état de traces. Ce sont des hypotenseurs, des calmants et des sédatifs. 1ls ne sont pas

irritants.

o Alcool

Le mot "alcool" est un terme générique regroupant des anti-infectieux plus ou
moins actifs. Ils ont aussi une action immunostimulante et neurotonifiante. 1ls sont
recommandés dans le traitement de toutes les pathologies microbiennes, bactériennes,
virales et fongiques. Parmi les huiles essentielles contenant de I'alcool figurent le bois

de rose, le niaouli, la lavande vraie.

o Esters

Les esters ont des vertus antispasmodiques, anti-inflammatoires, calmantes,
sédatives et toniques. Ils ont également une fonction rééquilibrante du systéme

nerveux. Généralement, ils sont bien tolérés.

o Aldéhydes

Les aldéhydes sont anti-infectieux, antiviraux, antimicrobiens, antiparasitaires et
antifongiques. Ils sont irritants pour la peau et doivent toujours étre dilués. Ils sont

formellement interdits aux enfants de moins de 5 ans.

o Ethers

Les éthers sont des antispasmodiques trés actifs. Ils sont aussi calmants, sédatifs,
rééquilibrants du systeme nerveux. lls ont des propriétés antalgiques, antivirales et

anti-allergiques. Irritants pour la peau, ils doivent toujours étre dilués.

o Oxyde

Les oxydes sont des expectorants et des antiviraux trés efficaces. Ils sont tres bien

tolérés par la peau et peuvent étre appliqués purs sur de petites zones.
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o Cétones

Les cétones sont tres actives et rapidement toxiques. Elles permettent de fluidifier
les mucosités, les graisses et le sang. Elles ont également un pouvoir cicatrisant. On
les utilise pour traiter les infections virales, bactériennes ou parasitaires. Elles sont
totalement interdites aux femmes enceintes, aux femmes allaitantes, aux enfants de

moins de 10 ans et aux personnes agées fragiles.

o Acides

Les acides sont des anti-inflammatoires tres puissants, méme a I'état de traces. Ils
sont le plus souvent bien tolérés et agissent comme anti-inflammatoires,

antispasmodiques, antalgiques, hypotenseurs.

o Lactones

Comme les cétones, les lactones sont souvent retrouvées a I'état de traces dans les
huiles essentielles, mais elles sont trés toxiques, et leurs contre-indications sont
identiques. On les utilise pour traiter des pathologies a production de mucus, comme

la bronchite.

o Coumarines

Si les coumarines sont souvent présentes a I'état de traces, elles sont cependant
tres efficaces. Elles ont des propriétés calmantes pour ce qui concerne le systéme

nerveux. Elles sont néanmoins photosensibilisantes (Cardenas, 2016).

4. Classification

La classification des huiles essentielles se fait en fonction des principes actifs
qu'elles contiennent. Ils s'agit du chémotype qui indique la molécule que I'on trouve

en plus grande quantité dans telle ou telle huile. L'étude systématique de la

10
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composition chimique des huiles essentielle a permis de mettre en valeur sa variabilité

et de définir la notion de chémotype (Julia, 2017).

Cette étude systématique de la composition chimique des essences végeétales
permet de distinguer leurs sous-groupes chimiques. Lorsque les différences sont
suffisamment importantes et que leur connaissance est pertinente pour l'utilisation des
I'nuile essentielle, ces sous-groupes sont également définis. Ce sont les chémotypes

qui peuvent également faire I'objet de normes (deschepper, 2017).
5. Huile essentielle de Rosmarinus officinalis L.

L'huile du romain a été largement répandue pendant des siécles, comme un des
ingrédients en produits de beauté, savons, aussi bien pour l'assaisonnement et la
conservation des produits alimentaires. Ainsi que leurs utilisations dans d’autre

domaine d’intérét économique (Arnold, 1997).

Ces composés sont présents dans [I'huile essentielle obtenue par
hydrodistillation de feuilles de Rosmarinus officinalis L.: o-pinene, camphene,
B-pinéne, myrcéne, limonéne, 18- cinéole, para-cyméne, camphre, acétate de bornyle,
a-terpinéol, bornéol, vérbénone. La composition qualitative de 1’huile essentielle de
cette espéce est relativement fixe. Par contre, les proportions des composants varient
en fonction de I’origine géographiques et des conditions du milieu (Besombes, 2009) .
Les huiles essentielles jouent un rdle important, elles protégent la plante des
microorganismes et des insectes nuisibles ainsi que des herbivores. Leurs composants
réagissent comme donneurs d’hydrogéne dans la réaction d’oxydoréduction
(BELKACEMI, et al., 2019). Parmi ces composants, il y a les terpénoides qui
possedent un réle écologique lors des interactions végétales, comme inhibiteur de la
germination et aussi lors des interactions végétal-animal, comme agent de protection

contre les prédateurs tels que les insectes (Regnault-Roger, et al., 2013).

Les huiles essentielles constitueraient enfin un moyen de défense de la plante
vis-a-vis des prédateurs, tels que les microorganismes (bactéries et champignons) et
les herbivores (Abdoul-Azize, 2013).

11
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6. Utilisation des huiles essentielles du romarin

Le romarin est souvent cultivé pour son huile essentielle. Dans la médecine
traditionnelle ses parties aériennes sont utilisées par voie orale pour soulager la
colique rénale. Il est considérée utile pour contréler I'érosion du sol (A, 2014). L'huile
du romarin a été largement répandue pendant des siécles. Elle est utilise comme un
anticatharrale, bactéricide, expectorante, fongicide et mucolytique, en produits de
beauté, revitalisante capillaire et cutanée, savons, aussi bien pour I'assaisonnement et

la conservation des produits alimentaires (Cardenas, 2018).

7. Role des huiles essentielles dans la plante

L'existence des HE dans les végétaux répondrait aux besoins d'une protection
spécifique des especes en fonction de leur environnement (J., 2016) (F., 2013).

e Les plantes étant immobiles, elles auraient développé les HE pour constituer
une défense chimique contre les micro-organismes. Elles repoussent les
parasites et protégent la plante de certaines maladies grace a leurs propriétes
antifongiques, antivirales, antibactériennes ou insectifuges.

e FElles se défendent également contre les autres plantes afin d’éviter la pousse
d’autres végétaux a proximité.

e Elles attirent au contraire les insectes pollinisateurs (fleurs parfumées,
fécondées par certains insectes butineurs) et permettent ainsi a la plante
d'assurer sa reproduction.

e Elles aideraient a guérir les blessures et attaques diverses auxquelles sont
soumissent les plantes.

e Elles jouent un rdle protecteur face aux rayonnements du soleil.

e Elles pourraient permettre aux plantes de communiquer entre elles. Par
exemple, une plante attaquée par un herbivore pourrait envoyer des signes
d’alerte (substances volatiles comme hexénal ou I’ociméne) aux autres plantes
du secteur, pour quelles déclenchent des mécanismes de défense.

e Elles représentent une réserve d'énergie mobilisable (ex : en cas de conditions

climatiques défavorables).

12
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8. L'extraction des huiles essentielles

Cing techniques d'extraction des principes actifs des végétaux sont a ce jour
connues ; toute fois les normes liées a leur utilisation limitent en général le choix des
procedes.

8.1.Distillation

Elle a été le premier moyen d'extraction des essences naturelles a partir des fleurs

et des plantes. Trois procédés sont mis en jeu.

o L'hydrodistillation
Elle consiste a immerger directement la matiere végétale a traiter dans
un alambic rempli d'eau qui est ensuite porté a ébullition.
Les vapeurs hétérogenes sont condensées sur une surface froide et

I'huile est séparée par différence de densité (décantation).

thermomatre
] “.mfed'm
ab
!‘ l= — m———— condenseur | réfrigérand
) \ .
ballen y d "\ entrée ey
gau / \
broduit 3 distller w
chauffe-ballon L distillat | condensat
{hufle essentielle + ean)
Schéma du montage de |'hydrodistillation

Figure 0 2 : Montage d'hydrodistillation (A., 2009).

On peut travailler dans les conditions de pression atmosphérique,
pression réduite ou bien en suppression. C'est cette technique qu'est proposée

dans notre étude.
o Entrainement a la vapeur d'eau

Son prince est basé sur le fait que la plupart des composes volatils sont

entrainables par la vapeur d'eau. La plante ou la matiére végétale est

13
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soumise a l'action d'un courant de vapeur. Les principes volatils peu solubles
dans I'eau sont entrainés, et aprés condensation ils sont séparés du distillat

par décantation.

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d’huile essentielle

Huile essentielle
Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau
Eau florale

Eau florale +

Chaleur—./ !/ ) ) huile essentielle

LVAVAVAVAVAL

Essencier

Figure 03 : La méthode d'extraction par I'enchainement a la
vapeur d'eau (A., 2009).

On peut opérer a pression atmosphérique ou a pression réduite pour diminuer I'effet
thermique sur le substrat. Ce procédé permet de traiter les matieres végétales sensibles
qui pourraient souffrir d'une ébullition prolongée.

o Hydrodiffusion ou distillation a la vapeur directe
Cette technique qui s'est développée ces derniéres années consiste a pulvériser la
vapeur d'eau de haut en bas a travers le végétal disposé dans un autoclave

parallélépipédique grillagé.

14
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\

régulation de condenseurs

la vapeur

Figure 0 4 : Méthode d'hydrodiffusion (A., 2009).

8.2.Expression a froid

Cette méthode ne peut etre utilisée que lorsque la matiere premiére végétale est
déchiquetée a forte pression, de facon a faire sortir I'essence des glandes qui la
sécrétent en des cellules qui la contiennent.

8.3. Procédés utilisant les huiles et les graisses ""Macération'

Ces procédés mettent a profit la disponibilité des composants odorants des
végétaux dans les corps gras. Ces derniers sont réservés aux organes végétaux
particulierement fragiles que sont les fleurs. Le procédé par macération se divise en
deux méthodes.

o Enfleurage ""Maceération a froid"'

Cette technique consiste a mettre les pétales en contact avec un corps
gras sur des chassis a températures ambiante. Au bout de quelques jours,
on obtient une pommade qui est épuisée par l'alcool absolu dans lequel les
corps gras sont peu solubles. Les composés volatils sont isolés par simple
évaporation de I'alcool.

o Digestion ""Maceération a chaud"

Il s'agit d'un enfleurage a chaud, ce qui a pour effet d'augmenter le
pouvoir absorbant des corps gras.

8.4.Extarction supercritique par le CO-

Ce procéde utilise le dioxyde de carbone sous deux états : liquide ou supercritique.

Il repose sur le fait que certains gaz notamment le CO2 dans des conditions dites

15
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critiques ou supercritiques présentent un pouvoir de dissolution accru vis a vis des
divers composés odorants.

8.5. Extraction par solvants volatils

Les molécules odorantes sont solubles dans un certain nombre de solvants usuels.
L'idée est donc de mettre le végétal en contact avec I'un de ces solvants pour que les
molécules odorants passent par diffusion a travers les parois cellulaires du milieu

végétal dans le soluté.

Tableau 02: Avantages et inconvénients des différents procédés d'extraction.

Procédés d'obtention Avantages Inconvénients
Hydrodistillation |~ Rendement en huile | _  Altération de certaines
essentielle tres élevé. substances odorantes a la

_ Essences de bonne qualité, | température d'ébullition de I'eau.

tres concentrée. _ Perte d'une partie d'essence par
_ Contact direct entre matiere | évaporation, oxydation,
végétale-eau. dissolution et cyclisation.

_ Procédé violent.

Entrainement & la|_ Réduire d'altération des |  Agglutination de la charge
vapeur d'eau constituants de I'nuile | végétale sous I'effet de la vapeur
essentielle. d'eau.

_ Economie d'énergie et de | Mauvaise qualité de I'huile.
temps d'extraction. _ Réaction  secondaire
_ Efficacité d'extraction hydrolyse et formation

d'artefacts.

Expression a froid _ Essence de trés bonne | _Procédé non généralisé.
qualité, non trop altérable. _ Rendement trés faible en
essence.
Enfleurage _ Obtention d'absolues ou | _ Cout tres élevé.
concentrés de pommade qui | _ Diffusion lente et processus

garde toute la finesse et | délicat.

I'odeur de la fleur épuisée.
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Digestion

_ Rapidité.
_ L'extrait naturel est préféré

par les parfumeurs.

_ Toutes les fleurs ne peuvent
étre traitée par ce procédé, cela
peut diminuer le rendement en

huile essentielle.

Dioxyde de carbone

Fluide supercritique

_ Opérer a température basse
d'ou éviter la dégradation.
_ Non agressif vis a vis des

substances fragiles.

Exige une technologie
sophistiqué.
Matériel et  personnel

considérable.

Solvants  organiques

volatils

_ Universalité.
_ Procédé doux, non violent.
_ Principes du végétale Ilui

méme.

Danger sur [I'homme et
I'environnement en cas de
manque de prévention.

_ Impossibilité de controler les
parameétres de pression et de

température.
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1. Présentation et situation de la zone d’étude

Les sites d’études sont Bouhmama "forét Assoul" au Nord de la wilaya et
kheirane "Oued EI Arab" au Sud dont les caractéristiques édaphiques, orographiques

et climatiques sont extrémement différentes.

Les parties aériennes de Rosmarinus officinalis L. ont été collectées de deux sites :
forét d'Assoul de la région d'Aureés, daira de Bouhmama, wilaya de Khenchela et les
monts de Oued EI Arab dans le village amazigh de kheirane situé dans le vallée
d’ighzar amogran (ait, 2021), a 70 km au Sud de la wilaya de khenchela (service,
2021).

Le tableau 03 représente tous les parametres décrivant le jour de la récolte des
zones d'étude. Les figures 06 et 07 montrent la position geographique des deux site
d'étude et les figures 08 et 09 représentent des vues générales panoramiques des deux

sites.

Northing

Accuracy

Altitude

Speed, direction

Odometer

Figure 06: Position géographique de la forét Figure 07 : Position géographique des montagnes
d'Assoul a Bouhmama a I'aide de handy GPS. de Oued EI Arab a Kheirane a l'aide de handy
GPS.
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# Handy GPS - map

Figure 08 : Vue générale panoramique de la foret Figure 09: Vue générale panoramique des
d'Assoul a Bouhmama a l'aide de Handy GPS. monts de Oued el Arab & I'aide de Handy

GPS.

Tableau 03 : les paramétres décrivant le jour de la récolte dans les deux régions.

Zone d'étude Région 01 : forét Région 02 : monts de
d'Assoul a Bouhmama Oued El Arab a

Kheirane

Climat dominat climat méditerranéen désertique sec et chaud

(Meharzi, 2010) (Meharzi, 2010)

attitude 35° 19" et 35° 13' Nord 34° 59' et 34° 55' Nord

Longitude 7° 44 et 7° 48' Est 6° 45' et 6° 38' Est

Altitude 1195 m 653 m

Température 26°C 37°c

Humidité 30% 24%

2. Matériels

2.1. Matériel végetal

Le matériel végétal, utilisé pour la réalisation des coupes histologiques est constitué des
parties aériennes de Rosmarinus Officinalis L. (tiges et feuilles) qui a été récolté dans les deux
régions Assoul a Bouhmama et Oued El Arab a Kheirane. Tandis que, pour I’extraction
d'essence, le matériel végétal utilisé est la poudre fine que I'on obtient aprés le séchage et le
broyage du Rosmarinus officinalis L..
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2.2. Matériel du laboratoire

Les réactifs et les solvants employés sont: Vert d'lode, Rouge Congo, Acide acétique,
Hypochlorite de sodium ( eau de javel), éprouvettes, Lames et lamelles, Verres de montre,
Clevenger (hydrodistillateur), Erlenmeyer, Fioles jaugés, Béchers, Burettes, Réfrigérant a
boule, Pipettes pasteur, Tubes a essai, passoire et lame de rasoir neuve, microscope optique

numérique, Chauffe ballon, Balance analytique, Polarimétre, Agitateur magnétique.

3. Meéthodes
3.1. Récolte

Nous avons récolté le romarin en début de matinée afin que le matériel végétal soit le plus
frais possible durant le moi d'Avril 2021, saison du printemps dans laquelle le romarin se
développe le plus, c'est donc le meilleur moment pour procéder a la récolte. A l'aide d'un
sécateur bien aiguisé, nous avons coupé les deux tiers de la parti aérienne du romarin afin

qu'il puisse continuer sa croissance.

3 .

Figure 5 : Récolte de Rosmarinus officinalis L..
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3.2.Séchage

Les feuilles, les fleurs et les sommités fleuries du romarin ont été fraichement récoltées.
Elles sont séchées a I'ombre, dans un endroit sec, frais et bien aéré ,étalées sur des étageres a
température ambiante (27°C) et retournés tous les deux jour afin d'éviter la formation
éventuelle de moisissures induites par I'humidité et pour que le séchage soit uniforme pendant

10 jours. Une fois séché, I'échantillon est broyé jusqu'a obtenir une poudre fine.

b € \ y
2 (Nasri;Bénndelji; 2021)

Figurell: Rosmarinus officinalis L. aprées 10 jours de séchage.
3.3.Réalisation des coupes histologiques

A l’aide d’une lame de rasoir neuve ont été réalisé des coupes transversales assez fines
que possible au niveau de la tige et les feuilles. Aprés la réalisation des coupes, celles-ci ont
été déposées dans une passoire afin d’effectuer la coloration. Figure 12 représente un schéma

explicative des étapes .

3.3.1. Description de la technique de la double coloration

e Les coupes histologiques ont été mis dans une solution d’hypochlorite de sodium (eau
de javel) pendant 5-15 min afin de les vider leurs contenus cellulaires et de ne garder
que les parois squelettiques.

e Puis, elles ont été rincées avec de 1’eau distillée plusieurs fois pour enlever 1’exces

d’hypochlorite de sodium.
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e FElles ont ensuite été introduites successivement dans une solution d’acide acétique a 1
% préalablement préparé en diluant 1 ml d’acide acétique dans 100 ml d’eau distillée
pendant 1 min afin de fixer les colorants sur la paroi.

e Dans une solution de Vert d’iode (colore les tissus morts; paroi lignifiée: xyléme,
sclérenchyme... en vert) mettre les coupes pendant quelques secondes, suivi
immédiatement par un rincage a I’eau jusqu’a ce que 1’eau de ringage devienne
limpide.

e En suite, dans une solution de Rouge Congo (colore les tissus vivants ; parois
cellulosiques en rose) pendant 10 minutes, suivi également par un ringcage a 1’eau
distillée.

e Etenfin, les coupes ont été déposées entre lames et lamelles additionnées d’une goutte

d'eau distillée puis ont été observées au microscope optique.

Lame de rasoir ==

=
s v 2 demi-cylindres évidés
=
: ) > X X Echantillon
i |Fendreenz | . Evider les 2 demi-
T i | cylindres aux dimensions
i ; de I'echantillon .
o L/ serrer 'échantillon
Moelle de sureau ou entre les 2 demi- Tranchersur 2 mm
morceau de polystyréne cylindres d'épaisseur environ pour Débiter destranchesles
avoir une surface plane plusfines possiblesen
suivantla surface aplanie
précédemment
T ' U " " ™

S A @@"@‘@‘gww

Hypochlorite cide acétique Vert d'iode Eau : rincage Montsge entre
fines . A {quelques sec. {1min) lame et lamelle

(5 & 15 min) {1min)

Carmin
{10min}

Eau : rincage
{1min}

Eau : ringage
{1min}

Figure 12 : Schéma explicative des étapes des coupes histologiques et la double coloration.

3.4. Extraction des huiles essentielles

Le choix de la méthode la mieux adaptée a I'extraction de I’huile essentielle d'un
végétal se fait en fonction de la nature de la matiere végétale a traiter, des caractéristiques
physico-chimiques de I'essence a extraire et de l'usage de I'extrait (J, 1999).
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Pour extraire I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis L., nous avons utilisé
I'nydrodistillation qui a été le premier moyen d'extraction et la méthode la plus employée
pour extraire des essences naturelles. Cette méthode consiste a immerger directement la partie

de la plante a extraire dans 1’eau chauffée jusqu’a I’ébullition pendant 4 heures.

Tableau 04 : Avantages et inconvénients de procédés d'extraction utilisé "
L'hydrodistillation".

Procédés Avantages Inconvénients
d'obtention
Hydrodistillation — Rendement en huile — Altération de certaines
essentielle tres élevé. substances odorantes
— Essence de bonne a la température
qualité, trés d'ébullition de I'eau.
concentrée. — Perte d'une partie
— Contact direct entre d'essence par
matiére végétale-eau. évaporation,

oxydation, dissolution
et cyclisation.
— Procédé violent.

3.4.1. Principe de la technique

Tous les liquides sont plus ou moins volatils. Cela veut dire qu'ils bouillent a une certaine
température. L'eau a une température d'ébullition de 100°C, I'huile essentielle d'environ
200°C. Mais, le mélange de I'eau et de I'huile essentielle a une température d'ébullition plus
basse que chacun des constituant pur, bout aux alentours de 98-99°C; C'est le phénomeéne
d'azéotrope. Lorsgue I'on chauffe le ballon qui contient la solution aqueuse (la plante + I'eau),
I'eau se vaporise. La vapeur d'eau entre en contact avec la plante, les cellules vont éclater,
I'nuile se retrouve au contact de la vapeur et le mélange se produit. Les plus volatiles d'entre
elles sont emportées avec la vapeur. Celle-ci est ensuite refroidie dans un condenseur. Et les

différentes substances sont récupérées séparément par décantation (Djillali, 2016).

3.4.3. Protocole de ’extraction

Genéralement, le matériel végétal subit directement le processus d'extraction.
Toutefois, il faut procéder parfois au broyage-concassage pour améliorer le rendement de

I'extraction surtout quand il s'agit de tissus rigides.
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Pour chaque expérience, 200 gramme de la partie aérienne de Rosmarinus officinalis L.

séche, a été soumise a I’hydrodistillation pendant quatres heures.

broyer les feuilles et les tiges du romarin avec un broyeur Introduire environ 200g de
la poudre dans le ballon de laboratoire.

Ajouter environ 250mL d’cau.

Accrocher le ballon a la téte de colonne.

Relever le chauffe ballon jusqu'a ce que le ballon soit en contact avec la partie
chauffante.

Mettre correctement en place la circulation d’eau froide (doit arriver par le bas dans le
réfrigérant et ressortir par le haut puis s’écouler dans I’évier).

Déclencher le chauffage au maximum jusqu'a observer la montée des vapeurs, puis
on baisse la température pour que les constituants de I'HEs ne pas étre altérés.

Les vapeurs arrivent dans le réfrigérant ou la température est de lI'ordre de 15°C. Elles
se liquéfient dans I'éprouvette graduée.

Placer I’erlenmeyer de facon a recueillir le distillat. Au bout des 4h, arréter le
chauffage (Forum, 2018).

Figure 13: Protocole d'hydrodistillation de Rosmarinus officinalis L..
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Une toute petite quantit¢ d’huile essentielle a ¢ét¢ extraite des feuilles et tiges du
romarin par I’hydrodistillation. Cette quantité est en partie dissoute dans I’eau ou surnage a sa
surface. Pour la récupérer, on reéalise son extraction a 1’aide d’une ampoule a décanter. On
utilise du chlorure de sodium puis nous I'avons mis dans une ampoule a décanter. Deux
phases se sont formées : une phase huileuse et une phase distillée (eau).Le sel ne réagit pas
avec l'eau. Mais quand il se dissout, il forme des ions Na+ et Cl- . Ces ions s'entourent de
molécules d'eau qui se trouvent ainsi immobilisées autour de ces ions. De ce fait cette eau
n'est plus disponible pour dissoudre autre chose comme par exemple notre huile essentielle,
qui est tout de méme un peu soluble dans I'eau. On ajoute du sel pour diminue la solubilité

de notre huile dans I'eau. Donc on améliore le rendement de récupération de notre huile.
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1. Localisation des tissus sécréteurs des huiles essentielles

L'observation des coupes histologiques réalisées sur les parties aériennes de

Rosmarinus officinalis L. révélent la présence de trois principales catégories d'appareils

sécreteurs : des poils glandulaires épidermiques, les poches et les canaux glandulaires

schizogenes (tecteurs) et les schizolysigénes (sécréteurs) qui constituent les organes

responsables de la synthese, I'accumulation et la sécrétion des huiles essentielles. 1ls sont

représentées par les figures 14 et 15 et schématisées par les figures 16.

L'organisation de ces structures sécrétrices qu'on retrouve dans le romarin est

caractéristique de la famille des Lamiaceae (Chenni, 2016).

(Nasri, Bennadji; 2021)

Figure 14 : Observation microscopique
d'une coupe transversale des poils au
niveau de la feuille( Gx40 ) mettant en
évidence : pt poils tecteurs Ps poils
sécréteurs .

Essence

Figure 15 : Observation microscopique d'une

coupe  transversale d'un poil
Rosmarinus officinalis L.(G*100).

Celiule
sec rétr?ces

Cuticule
Epiderme

Figure 16 : Schéma d'un poil tecteur et
sécréteur (Camefort, 1972).

sécréteur
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e glandes épidermiques : Leur activité tient a la synthése de tous les constituants
des huiles essentielles et par leur stockage. Le professeur Johannes Novak a
specifier que la composition typique d'huile essentielle particuliére était
globalement liée a la moyenne du nombre des cellules a huiles essentielles
présentes dans la plante (Novak, 2005).

e Poil tecteur (schizogenes) : pluricellulaire ramifiés et présente des stomates afin
de limiter la perte en eau ; une adaptation a la secheresse jouant un réle dans la
protection de la plante notamment contre la dessiccation. Ils sont responsables de
I'accumulation des HE (Marion, 2017).

e Poil sécréteur (schizolysigenes) : Locution nominale masculine : Appareil
sécreteur a sécretion interne constitué par un poil uni- ou pluricellulaire, dont une

ou plusieurs cellules sont sécrétrices (FloraQuebeca, 2021).

2. Rendements des extractions

L'étude a porté sur deux échantillons de Rosmarinus Officinalis L. prélevés a des altitudes

de 1195 m et de 653 m et correspondant a une exposition "Nord" et "Sud" respectivement.

L'extraction a été effectuée le moi de Mai 2021. Les HEs sont isolées par décantation

puis sont pesées afin de déterminer les rendements.

Les rendements en HE obtenus sont de 1.25% (foret d'Assoul) supérieur a 1.18% (monts
d’Oued El Arab) avec une variabilité de 0.02%. Les résultats sont représentés dans le

tableau 05 et la différence est plus clarifiée dans la figure 17.

Tableau 05 : Rendements en HE obtenu dans les deux régions.

Rosmarinus officinalis L. Région 01 : forét Reégion 02 : monts

d'Assoul a Bouhmama de Oued El Arab a

Kheirane
Masse de la charge végétale 1055.63 g 69.48 ¢
Masse d‘essence 13.199¢ 0.819¢
Rendements 1.25% 1.18%
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Pour évaluer le rendement de chaque extraction, nous avons pesé le matériel végétal avant
I'nydrodistillation. L'huile essentielle obtenue est séparée de l'eau de distillation par

décantation. Les rendements sont calculés a partir de I'équation suivante:

masse de l'huileessentielle en (g)

R% = x 100

masse du végétal en (g)

Rendement de I'huile essentielle de
Rosmarinus Officinalis L. de la région
Rendement Assoul et Oued El Arab.
1.26
1.24
1.22
1.2
1.18
1.16
1.14 3y
Assoul (Nord) Oued El Arab (Sud) Zone d'étude

Figure 17: Histogramme montre la différence des rendements entre les deux régions.

D'apres les résultats obtenus, la situation géographique est un facteur influencant le
rendement en HE dont I'extraction est effectué dans deux régions différents qui se

caractérisent par un climat et un type de sol différents.

Cette différence pourrait s'expliquer par lI'influence des conditions environnementales (le
climat, la situation geographique, le sol). Ceci est cohérent avec les résultats obtenus par
Menaceur Fouad (Fouad, 2011), Mme Henniche Houda (Houda, 2018) et S.Ayadi,
C.Jerribi, M.Abderrabbe (S.Ayadi, 2011).

D
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3. Propriétés organoleptiques des huiles essentielles

L'hydrodistillation des échantillons récoltés dans les deux sites a permis I'obtention
d'huiles caractérisées par une odeur vivifiante aromatique puissante et camphrée, une

couleur jaunétre ( Oued EI Arab) et jaune claire (Assoul) et par une saveur amere.

Tableau 06 : Caractéristiques organoleptiques de HE de Rosmarinus officinalis L. dans les
deux régions .

Caractéristiques Région 01 : forét Région 02 : AFNOR

organoleptiques d'Assoul a monts de Oued (1342:2012,
Bouhmama El Arab a 2012)

Kheirane

Aspect Liquide mobile Liquide mobile Liquide mobile

Couler Jaune claire jaunatre Presque incolore a

jaune pale.

Odeur Vivifiante, Vivifiante, aromatique  plus
aromatique, aromatique , ou moins
puissante et puissante et trés camphrée.
camphrée. camphrée.

4. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles
Les propriétés physico-chimiques des huiles essentielles se résument en densité
relative, indice de réfraction et pH qui sont déterminées selon la méthode standard
AFNOR (1342:2012, 2012) (Yamna, 2014).
La comparaison des résultats a ceux de la norme NF 1SO 1342-Octobre 2012 relative a
I'HE de Rosmarinus officinalis L. (1342:2012, 2012) a montré que les HES issues des deux
régions sont conformes a la norme 1SO et qu'il n'y a pas de différence significative entre

les constantes physico-chimiques des HEs.
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Tableau 07 : Propriétés physico-chimiques de HE de Rosmarinus officinalis L. dans deux

régions .
Propriétés Région 01 : Reégion 02 : Norme AFNOR*
physico- forét d'Assoul a monts d’Oued EI (1342:2012, 2012)
chimiques Bouhmama Arab a Kheirane
Densité relative 0.917 0.907 0.907-0.920
az20°Cc d»
Indice de 1.4700 1.468 +1.4640< n*°<+1.4700
réfraction a
20°C n%
pH 5) 5) =

5. Caractérisation et identification des huiles essentielles de I'espece

5.1.Composition chimique de I'essence du romarin

Les essences extraites ont été analysées par chromatographie gazeuse sur un appareil
Hewlett Packard HP 5 730 A sur une colonne capillaire en silice tondue CP Sil 5 CB

(apolaire) de 50 m de long et 0,25 mm de diametre intérieur.
Le débit de gaz vecteur est 0,2 ml/mm alors que le débit de fuite est 20 ml/mm.

Les températures de I'injecteur et du détecteur sont respectivement 250° et 260 C. La
température du four est programmée comme suit : 60°C (8 mm) puis gradient a jusqu'a 260°
C (16 mm).

Les chromatogrammes obtenus sont représentés dans les figures 18 et 19, ils font
apparaitre une grande similitude entre les échantillons nord et sud, les différences portant

uniquement sur l'intensité relative des pics correspondants.

Les constituants des essences de Rosmarinus officinalis L. ont été identifiés par
comparaison de leurs indices de rétention a ceux des substances étalons séparées sur une

colonne chromatographique de méme polarite.

Les résultats de I'analyse qualitative et semi-quantitative sont regroupés dans le

tableau 08 et représentés dans la figure 20.
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Figure 18 : Chromatrographie gazeuse d'une essence de Rosmarinus
officinalis L. de la forét d'Assoul & Bouhmama.
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Figure 19 : Chromatographie gazeuse d'une essence de Rosmarinus
officinalis L. des monts de Oued el Arab a Kheirane.
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Tableau 08 : Analyse quantative de HE de Rosmarinus officinalis L. de forets d'Assoul a

Bouhmama Nord et des monts de Oued El Arab & Kheirane Sud.

Indice de Indice de % des composés % des composés

N° Composé rétention rétention du dans I'essence dans I'essence

du dans composé (forét d'Assoul a (monts de Oued EI

Pic I'essence étalon Bouhmama Nord) Arab a Kheirane
Sud)

01 Tricycléne 919 913 1.03 0.707

02 a-pinéne 934 927 19.491 16.627

03 Campheéne 947 940 17.804 16.083

04 B-pinéne 971 966 6.39 3.004

05 A3-caréne 995 1001 0.432 0.58

06 Myrcéne 980 981 0639 0.546

07 a-terpinene 1003 1006 0.018 0.032

08 Limonéne 1012 1019 1.244 1.662

09 1,8 cinéol 1023 1020 11.675 9.561

10 y-terpinene 1048 1046 0.844 0.514

11 p-cymene 1008 1010 0.524 0.405

12 | a-terpinolene 1078 1077 0.316 0.396

13 Fenchone 1067 1069 0.012 0.238

14 p,a- 1071 1075 0.031 0.199

dimethylstyrene
15 Cis linanol 1052 1058 0.054 0.078
oxyde

16 1-octen-3-ol 964 968 0.044 0.027

17 Menthone 1138 1133 0.106 0.17

18 Trans linalol - 1071 - -

oxyde
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19 a-cubébéne 1366 1362 0.016 0.025
20 T-sabinéne - 1085 - -
hydrate
21 a-copanene 1384 1382 0.023 0.039
22 Camphre 1135 1136 31.191 36.929
23 Linalol 1086 1088 0.107 0.344
24 | Linalyl acétate - 1240 - -
25 Fenchol - 1091 - -
26 Isobornyl 1269 1264 0.233 0.509
acétate
27 | p-menthene 1 ol 1105 1106 0.045 0.082
4
28 | p-caryophylléne 1420 1410 1.13 1.305
29 | Terpinéne 4 ol 1164 1158 1.142 1.134
1
30 Isobornéol - 1136 - -
31 Humuléne 1443 1440 0.048 0.074
32 y-muurolene 1470 1470 0.242 0.377
33 a-terpinéol 1174 1185 0.799 0.839
34 Borneol 1153 1137 0.955 1.694
35 a-muurolene 1498 1495 0.092 0.122
36 Carvone 1257 1211 0.023 0.166
37 y-cadinene 1514 1518 0.354 0.579
38 | Géranyl acétate 1317 1358 0.045 0.096
39 a-cadinéne 1506 1521 0.142 0.264
40 Myrténol 1182 1178 0.051 0.053
41 | Trans carveol 1196 1198 0.011 0.025
42 Cis carvéol - 1209 - -
43 Safrol 1273 1278 0.016 0.068
44 | Caryophylléne 1573 1563 0.073 0.117
oxyde
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45 | Méthyl eugénol 1376 1377 0.202 0.293
46 Eugénol 1326 1330 0.042 0.066
47 Cadaléne 1665 1646 0.405 0.769

% Tot composés Nord = 98,147%

% Tot composés Sud = 96,970%

) Composition quantitative de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis
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Figure 20 : Coposition quantitative de HE de Rosmarinus oficcinalis L. de la forét
d'Assoul a Bouhmama Nord et des monts de Oued - El Araba a Kheirane au Sud.

L'analyse par CG/SM de l'huile essentielle extraite a partir des feuilles et tiges de
Rosmarinus officinalis L. a permis d'identifier 47 composés qui présentent 98,147% (cas de la
région d'Assoul Bouhmama -Nord- ) et 96.970% ( cas des monts de Oued EI Arab Kheirane -
Sud- )de la totalité des pics.

Les résultats montrent une prédominance de certains composés caractéristiques dans les

deux échantillons, les principaux étant dans I'ordre décroissant suivant:
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camphre (cétone terpénique bicyclique).
a-pinéne (hydrocarbure terpénique bicyclique).
campheéne (hydrocarbure terpénique bicyclique).

1,8-cinéol ou eucalyptol (éther terpénique bicyclique).

o ~ Wb oE

B-pinéne (hydrocarbure terpénique bicyclique).

H3C HsC_ CHs HzC_ _CHgs
HsC | 3
CHg CH; HsC oS
o-pinéne p-pinéne Camphre
CH3
(T o
o
CHgs
CHy HBG
1.8-cinéol Camphéne

Figure 21 : Formules chimiques des composants majoritaires dans les HEs de Rosmarinus officinalis L..

Nous remarquons que I'huile essentielle du Rosmarinus officinalis L. présente une
dominance de camphre. Alors que la teneur de ce dernier est plus important dans la région des

monts de Oued El Arab (Kheirane -Sud) que dans la région d'Assoul ( Bouhmama -Nord-).

Par contre, les pourcentages des composés suivants: a-pinéne, camphene, 1,8-cinéol ou
eucalyptol et B-pinéne sont supérieures dans la région d'Assoul ( Bouhmama -Nord-) que dans
la région des monts de Oued EIl Arab (Kheirane -Sud).

L'analyse chromatographique des huiles essentielles de romarin a montre la présence
de camphre avec un pourcentage important "composant majoritaire” ce qui leur donne un type

de romarin camphré "Rosmarinus officinalis camphoriferum”.
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Nos résultats obtenus et les résultats de plusieurs études comme Menaceur Fouad
(Fouad, 2011), 2018) et S.Ayadi, C.Jerribi,
M.Abderrabbe (S.Ayadi, 2011) ont montré que la variabilité de la composition et du

Mme Henniche Houda (Houda,

rendement en HE de Rosmarinus Officinalis L.est due aux facteurs écologiques (le climat,

type de sol, situation géographique) ou a la méthode d'extraction.

L’influence des facteurs écologique sur la composition qualitative et

guantitative de Rosmarinus officinalis L.

Les facteurs environnementaux tout comme l’origine géographique, le climat, le sol,

I'humidité, la période de récolte ou bien encore la méthode d'extraction..., peuvent avoir une

influence directe sur la composition quantitative et qualitative de 1’huile essentielle distillée

comme l'illustre le tableau 09 suivant :

Tableau 09 : L'influence des facteurs écologiques qualitative et quantative de Rosmarinus

officinalis L .

Les L'influence Région 01 : Région 02 : Condition
parametres forét d'Assoul monts de favorable
influant a Bouhmama | Oued El Arab
a Kheirane
la flore sauvage est modifiée sous I'effet du climat désertique sec
Climat déréglement climatique, qui a son tour affecte la | méditerranéen et chaud Climat tempéré
production d’essence par la plante (Meharzi, (Meharzi, chaud.
(DESCHEPPER, 2015). 2010) 2010)
La lumiere influe avec sa force et sa prolongation
La lumiére, | (temps) qui sont liées a l'altitude géographique et Il est répandu
altitude la saison de I'année, mais son intensité dépend de 1195 m 653 m entre le niveau de
la saison, des nuages et de l'altitude d'une zone la mer et 650
donnée. La réaction des différents végétaux métres, parfois
aromatiques a I'effet de la lumiere est différents jusqu'a 1500
(M, 2012). métres d'altitude
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Résultats et Discussions

Le sol

Concernant le

Le sol joue un réle bien déterminé dans la les sols sont Lessols de la | développement de
croissance et le développement des végétaux et insaturés zone Sud sont la plante et le
leur contenance en substances aromatiques. humiferes ou en majeure rendement en
(Aziz E.E., 2008) calcaires partie des huile essentielle,
humiféres avec solentchaks un sol calcaire est
affleurements | mais, aussi, des | le plus favorable,
rares de la sols éoliens le sol sablonneux
roche mére d’ablation est le plus
(FORESTIER (parcours défavorable. La
E, 2012) steppiques) et composition de
des sols I’huile essentielle
basiques est également
(FORESTIERE | sous I’influence
, 2012) du sol.
La croissance et le développement des végétaux
La ainsi que leur contenance en substance 26°C 37°C 20-30°C
température | aromatiques dépendent de la température de I'air

qui est un facteur important. Les basses
températures diminuent la contenance des HEs
(Sangwan N.S., 2001), et l'augmentation des
température inhibe le développement des
végétaux. Il est plus délicat de juger de
I’influence de la température sur la production
d’essence par la plante tant les réactions sont
variables et spécifiques a chaque espéce
(Sangwan N.S., 2001)
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Résultats et Discussions

Humidité

L'humidité est un des facteurs

environnementaux des plus difficiles a controler. 30% 24% Sec
Elle fluctue selon les changements de
température de l'air et la transpiration des
plantes. Un taux d’humidité élevé pourrait causer
un probléme parce que l'utilisation de I'eau par la
plante sera ralentie et compromettra la qualite,
méme si les stomates restent ouverts. De méme,
si le taux d'humidité est trés bas et que la
transpiration subséquente est trop élevée, la
plante fermera ses stomates afin de minimiser la
perte d'eau (Sangwan N.S., 2001).
L’origine géographique de 1’espéce joue sur sa Situation
Situation sensibilité aux facteurs climatiques (Baser géographique :
géographique K.H.C., 2009). Nord Sud originaire du
, exposition bassin
méditerranéen.
Exposition :
Ensoleillée
Période de la La saison de printemps pendant laquelle le Le printemps Le printemps Juste avant et au
récolte romarin se développe le plus est le meilleur moi d'Avril moi d'Avril moment de la
moment pour procéder a la récolte. floraison
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Moment de la La volatilisation des substances des huiles Le matina 7h. | Le matina 7h. Le matin.
récolte essentielles apres le lever de soleil
(DESCHEPPER, 2015).
Méthode L’extraction est une étape importante du Hydrodistillat | Hydrodistillati | L'hydrodistillation

d'extraction

traitement de la matiére végétale pouvant
entrainer des modifications significatives de
I’huile essentielle. La sensibilité des

constituants des essences a la chaleur explique

le fait que la composition du produit obtenu a
travers les différents processus d’extraction soit
le plus souvent différente de celle du mélange

initialement présent dans la plante
(DESCHEPPER, 2015).

ion

on

pour un meilleur
rendement en
huile essentielle et
essence de bonne

qualité.
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Conclusion générale

Ce travail constitue une contribution a une meilleure connaissance des possibilités de
valorisation de Rosmarinus officinalis L. de la forét d'Assoul a8 Bouhmama et des monts de
Oued EI Arab a Kheirane et des possibilité d'utilisation de leur extraits dans divers domaines.

Le romarin gréce a ses propriétés médicinales et aromatiques a pu avoir une place
importante, parmi les plantes spontanée qui possédent des propriétés mixtes (aromatique et

médicinales).

Pour la caractérisation de la matiéere végétale, des observations des coupes
histologiques réalisées sur les parties aériennes de Rosmarinus officinalis L. afin d'identifier et
localiser les sites producteurs des HEs révélent la présence de trois principales catégories
d'appareils sécréteurs : des poils glandulaires épidermiques, les poches et les canaux
glandulaires schizogenes (tecteurs) et les schizolysigénes (sécréteurs) qui constituent les

organes responsables de la synthése, I'accumulation et la sécrétion des huiles essentielles.

Les huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L. spontanée récoltées en printemps
dans deux régions géographiquement différentes a la wilaya de Khenchela (Algérie) ont été
obtenu par hydrodistillation qui s'avere étre la méthode de choix pour I'extraction. L’étude des
huiles essentielles extraites de ces deux régions montrent que les compositions chimiques et
les caractéristiques physico-chimiques et morphologiques sont différentes. L’analyse de ces
huiles par CG/SM nous a permis d'identifier 41 composés dont les composés majoritaires des
huiles essentielles de romarin sont le camphre représente (36.929% dans la région de Oued El
Arab ; 31.191% dans la région d'Assoul), le a-pinéne représente (19.491% dans la région
d'Assoul ; 16.627% dans la région de Oued EI Arab), le camphene représente (17.804% dans
la région d'Assoul ; 16.083% dans la région de Oued El Arab), et le 1,8-cinéole (11.675%
dans la région d'Assoul ; 9.561% dans la région de Oued EI Arab).

L'analyse chromatographique des huiles essentielles de romarin a montré la présence
de camphre avec un pourcentage important ce qui leur donne un chémotype de romarin

camphré "Rosmarinus officinalis camphoriferum®.

On note un pourcentage éleve du camphre a la région de Oued El Arab qui joue un réle
dominant adaptatif aux conditions défavorables.
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Conclusion générale

Les résultats d'analyse en laboratoire spécialisé ont montré que la meilleure région
pour l'obtention d'un rendement élevé et une qualité préférable est la forét d'Assoul a

Bouhmama.

IIs ont montré également que le facteur exposition peut jouer un réle important ; les
meilleures concentrations des huiles du romarin ont été obtenues pour les échantillons situés

en exposition Nord (Assoul).

Par ailleurs, la variation détectée dans la composition chimique de I’huile essentielle
de Rosmarinus officinalis L. issue de deux régions est liée a plusieurs paramétres tels que : le
facteur environnemental: les conditions climatiques, édaphique et géographiques qui changent
d’une région a une autre et a la période de la cueillette. La méthode d’extraction influe,
également sur la composition de I’huile essentielle. De la nous concluons que la qualité

d'huile essentielle dépend des conditions écologiques.

Les huile essentielles du romarin sont des substances organique qui jouent un réle de

protection.

Ce travail contribue a un processus d'extraction plus propre, moins énergivore et

respectueux de I'environnement.
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dans le cadre de la valorisation des plantes aromatiques et médicinales, nous avons réalisé une étude sur
I'extraction, la caractérisation et la valorisation d'une plante aromatique Rosmarinus officinalis L.. Les huiles
essentielles sont extraites par hydrodistillation de la partie aérienne du romarin poussant a I'état spontané, cueillie
au printemps dans deux régions géographiquement différentes : Assoul a Bouhmama et Qued El Arab a
Kheirane wilaya de Khenchela correspondant a une exposition "Nord" et "Sud" respectivement afin d’étudier
I’influence des paramétres écologiques ; édaphiques et climatiques sur la qualité et le rendement de I'huile

essentielle de Rosmarinus officinalis L..

L'aspect microscopique de la plante apres avoir été exposé a la double coloration des feuilles et des
tiges a mis en évidence la présence des tissus sécrétreurs superficielles (poils épidermiques a téte vésiculaire).
L'extraction a permis d'obtenir les huiles essentielles avec des rendements de 1.25% (foret d'Assoul) et 1.18%
(monts de Oued el Arab) de matiére végétale seche. Les essences des deux sites présentent des compositions
chimiques et caractéristiques physico-chimiques et organoleptiques différentes. La caractérisation par GC/SM
des huiles essentielles obtenues dans les deux régions a révélé un méme composé majoritaire qui est le camphre
avec des teneurs 31.191% et 36.929% de L'essence ce qui leur donne un chémotype de romarin camphré
"Rosmarinus officinalis camphoriferum"”. Rosmarinus officinalis L. est plus sensible aux changements des
conditions écologiques. L'élaboration des essences végétales est totalement tributaire des facteurs
environnementaux. Mots-Clés : Rosmarinus officinalis L., plantes médicinales, huile essentielle,
hydrodistillation, GC/SM, conditions écologiques.

as part of the valorization of aromatic and medicinal plants, we carried out a study on the extraction,
characterization and valorization of an aromatic plant Rosmarinus officinalis L. The essential oils are extracted
by hydrodistillation from the aerial part of the rosemary growing in the spontaneous state, picked in two
geographically different regions: Assoul in Bouhmama and Oued El Arab in Kheirane wilaya of Khenchela
corresponding to an exhibition "North" and "South” respectively in order to study the influence of ecological

parameters; edaphic and climatic on the quality and yield of the essential oil of Rosmarinus officinalis L..

The microscopic appearance of the plant after being exposed to the double coloration of the leaves and
stems highlighted the presence of superficial secretory tissues (epidermal hairs with a vesicular head). The
extraction made it possible to obtain the essential oils with yields of 1.25% of (Assoul forest) and 1.18% of
(Oued EI Arab mountains) of dry plant matter. The species of both sites have chemical compositions and
characteristics physico-chemical and organoleptic different. The characterization by SPG/SM of the essential oils
obtained in both regions revealed the same majority compound which is camphor with contents 31.191% and
36.929% of the essence which gives them a type of camphor rosemary "Rosmarinus officinalis camphoriferum®.
Rosmarinus officinalis L. is more sensitive to changes in ecological conditions. The development of plant species
is totally dependent on environmental factors.

Keywords: Rosmarinus officinalis L., medicinal plants, essential oil, hydrodistillation, GC/MS , ecological

conditions.
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