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Résumé

Ce mémoire aborde une étude comparative d’activité microbienne d’huiles essentielle de
Rosmarinus officinalis L et Mentha spicata. L'huile essentielle a été extraite par la méthode
de I’hydro-distillation. L'activité antimicrobienne a été testée contre Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii et Candida albicans.
La méthode de diffusion des disques a révélé que la Menthe a inhibé E. coli avec un diamétre
d'inhibition de 11 mm et S. aureus avec des diametres allant jusqu'a 20 mm. Le Romarin, bien
gue moins efficace contre E. coli (0 a 9 mm), a montré une forte activité contre S. aureus avec
des diametres d'inhibition de 11 & 24 mm. Pour P. aeruginosa, les deux huiles ont montré une
inhibition de 9 mm, et pour C. freundii, la Menthe a varié de 6 a 11 mm, tandis que le Romarin
a montré une inhibition constante de 9 mm. Aucune des huiles n'a montré d'activité inhibitrice

contre Candida albicans.

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) ont été déterminées pour chaque huile
contre les bactéries testées. Pour I'huile de Romarin, E. coli a montré une sensibilité a partir de
1,25 mg/ml, S. aureus a été sensible a toutes les concentrations testées, et Ci. freundii est devenu
sensible a partir de 2,5 mg/ml. Pour I'huile de Menthe, E. coli est devenu sensible a partir de 10
mg/ml, tandis que S. aureus et Ci. freundii ont montré une sensibilité compléte a toutes les
concentrations testées. Ces observations renforcent le potentiel des huiles essentielles comme

alternatives naturelles aux antibiotiques conventionnels.

Mots clés : activité antimicrobienne, huiles essentielle, Rosmarinus officinalis L, Mentha

spicata.
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Abstract

This thesis deals with a comparative study of the microbial activity of Rosmarinus
officinalis L and Mentha spicata essential oils. The essential oil was extracted using the hydro-
distillation method. Antimicrobial activity was tested against Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii and Candida albicans. The disc
diffusion method revealed that Mint inhibited E. coli with an inhibition diameter of 11 mm and
S. aureus with diameters of up to 20 mm. Rosemary, although less effective against E. coli (0
to 9 mm), showed strong activity against S. aureus with inhibition diameters of 11 to 24 mm.
For P. aeruginosa, both oils showed an inhibition of 9 mm, and for Ci. freundii, Mint varied
from 6 to 11 mm, while Rosemary showed a constant inhibition of 9 mm. None of the oils

showed any inhibitory activity against Candida albicans.

Minimum inhibitory concentrations (MICs) were determined for each oil against the
bacteria tested. For Rosemary oil, E. coli showed sensitivity from 1.25 mg/ml, S. aureus was
sensitive at all concentrations tested, and Ci. freundii became sensitive from 2.5 mg/ml. For
Mint oil, E. coli became sensitive from 10 mg/ml, while S. aureus and Ci. freundii showed
complete sensitivity at all the concentrations tested. These observations reinforce the potential

of essential oils as natural alternatives to conventional antibiotics.

Key words: antimicrobial activity, essential oils, Rosmarinus officinalis L, Mentha

spicata.



Introduction



Depuis des milliers d’années, I’humanité a utilisé diverses plantes trouvées dans son
environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Ces plantes représentent un
réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont
I’avantage d’étre d’une grande diversité de structure chimique possédant un tres large éventail
d’activités biologiques (Zeghad, 2009). Les plantes médicinales sont utilisées depuis les temps
les plus reculés comme médicaments pour plusieurs maladies, car elles sont riches en
composants de principes thérapeutiques (Khaldi et al.,2012).A I'heure actuelle, les plantes
aromatiques jouent un réle important, principalement pour leurs propriétés thérapeutiques en
aromathérapie, ainsi que dans les industries cosmétique, parfumerie et agroalimentaire pour
leurs propriétés organoleptiques et antioxydantes, en raison de la découverte progressive des
applications de leurs huiles essentielles dans des domaines trés différents.

Les huiles essentielles sont des extraits concentrés de plantes aromatiques, utilisées depuis
des siécles pour leurs propriétés thérapeutiques. Les huiles essentielles sont connues pour leur
pouvoir antimicrobien, qui leur confere la capacité de lutter contre les micro-organismes

pathogenes tels que les bactéries, les champignons et les virus (Toure ; 2015).

Il convient de noter que, bien que les huiles essentielles aient démontré leur activité
antimicrobienne, leur utilisation doit étre prudente et basée sur des connaissances approfondies.
Des études supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes d'action
des huiles essentielles, déterminer leur efficacité contre différents micro-organismes et évaluer

leur sécurité d'utilisation (Jouault, 2012).

Dans le cadre de la valorisation des espéces végétales en Algérie et compte tenu des
avantages therapeutiques représentés. Nous nous intéressons a I'extraction des huiles des parties
aériennes des plantes Mentha spicata et Rosmarinus officinalis L. La récolte de Romarin était
effectuée dans le site de I’université Abdelhamid Ibn Badis-Mostaganem. La menthe utilisée a

été achetée chez le marché couvert de Mostaganem centre-ville.

Cette étude a eté realisée sur la base des plantes de Mentha spicata et Rosmarinus

officinalis L et a été principalement divisée en deux parties :
Partie théorique composée de trois chapitres :
— Le premier chapitre est genéralités sur le romarin.

— Le deuxiéme chapitre est généralités sur la menthe.
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— Le troisieme chapitre, une genéralité sur les huiles essentielles et les différentes méthodes de

leurs extractions.
Partie expérimentale contenant deux chapitres :

— Un premier chapitre sur matériels et méthodes, nous avons cités toutes les méthodes suivies

pour la réalisation de notre travail.

- Un second chapitre examinant les résultats trouvés ainsi que leurs discussions et On termine

avec une conclusion générale.



Partie 01

Partie bibliographique




Chapitre |

Geénéralités sur le romarin




Chapitre | Genéralité sur le romarin

1. Définition

Le romarin du latin Rosmarinus officinalis (rose de mer) est une plante
condimentaire et médicinale. Elle est originaire des régions méditerranéennes. Ainsi,
on la considere parmi les plantes les plus répandues en Algérie. Elle préfere les lieux
secs et arides, exposés au soleil. Cette plante est un arbrisseau de la famille des Labiées,
apprécié pour ses propriétés aromatiques, antioxydantes et antimicrobiennes. Le
romarin est largement utilisé dans les produits pharmaceutiques et en médicine
traditionnelle (Mecheri et al. 2017).

Figure 01 : Présentation de Rosmarinus officinalis (Leplat, 2017)

2. Description botanique
Cette plante appartient a la famille des Labiées. Elle se présente sous forme
d’arbuste, sous arbrisseau ou herbacée (Zeghad, 2008) mesurant environ de 0.8 a2 m
de hauteur (Adjimi, 2014), il est facilement reconnaissable en toute saison a ses feuilles
persistantes sans pétiole, coriaces beaucoup plus longues que larges, aux bords
légérement enroulés, vert sombre luisant sur le dessus, blanchatres en dessous. La
floraison commence dés le mois de février (ou janvier parfois) et se poursuit jusqu’au

avril — mai. La couleur des fleurs varie du bleu péle au violet (Madjour , 2014) .



Chapitre | Généralité sur le romarin

3. Taxonomie

4.

Tableau 01 : Classification botanique de la Rosmarinus officinalis (Quézel et al .,

1963) .
Regne Plante
Embranchement Spermaphytes
Classe Dicotylédones
Ordre Lamiales (Labiales)
Famille Lamiacées
Genre Rosmarinus
Espéce Rosmarinus officinalis
Habitat :

Le romarin pousse spontanément dans les garrigues, foréts claires, maquis,

collines arides et calcaires, non loin de la mer, commun jusqu’au Sahara. Commun

dans toute L’Algérie et la région méditerranéenne (Bettahar et Chekalil ,2020)

-: Le romarin

> pas de romarin

Figure 02: Région méditerranéenne Romarins officinalis (Benbott et Bouali, 2018).




5.

6.

Utilisation
Le romarin est & la fois une plante ornementale, aromatique et médicinale. Les
feuilles séchées de Rosmarinus officinalis sont utilisées en tant que condiment et
rentrent dans la composition des thés et des infusions. Il est sous forme de feuilles
séchées ou d’huile essentielle. 1l trouve sa principale utilisation dans la fabrication de
produits cosmétiques (parfums, savons, cremes, tonifiants de cheveux, shampooings
et autres préparations). Il sert aussi a produire les antioxydants naturels qui ont
plusieurs utilisations dans les industries agroalimentaires, cosmétiques et
pharmaceutiques (Brahimi et al ,2018).
Propriétés du Romarin
e Activité antibactérienne
On a étudié les effets des extraits aqueux et méthanoliques du romarin sur la
croissance du Streptococcus sobrinus et sur Iactivitt de I’enzyme
glucosyltransferase. Les résultats ont indiqué que ces extraits peuvent prévenir les
caries en inhibant la croissance du Streptococcus sobrinus et éliminer les plaques
dentaires en réduisant I’activité de la glucosyl transférase (Tsai et al., 2007). Une
nouvelle étude a été mise en place pour rechercher de nouveaux antibiotiques et des
agents antimicrobiens en examinant les effets des extraits de certains composes
isolés de plantes sur 29 bactéries et levures pertinentes pour la dermatologie.
L'extrait d'acide carnosique obtenu a partir de la supercritique du dioxyde de
carbone (CO2) de romarin a présenté un large spectre antimicrobien, empéchant la

croissance de 28 sur 29 germes (Weckesser et al., 2007).
* Activité antifongique

D'aprés les résultats obtenus, I'huile essentielle de romarin a une concentration
de 450 ppm a compléetement inhibé la biosynthése de I'aflatoxine. Ainsi, cette huile
essentielle présente un fort potentiel en tant que conservateur naturel contre
I'aspergillus parasiticus (Rasooli et al., 2008). En utilisant la technique standard de
diffusion sur gélose, une étude a évalue l'activité biologique de onze huiles
essentielles, y compris celle extraite du romarin. Les résultats ont indiqué que ces
huiles ont une activité inhibitrice modérée sur les cing souches de levure examinées,
a savoir Candida albicans, Rhodotorula glutinis, Schizosaccharomyces pombe,

Saccharomyces cerevisiae et Yarrowia lipolytica (Sacchetti et al., 2005).
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Chapitre | Généralité sur le romarin

» Activité antivirale

D'aprés I'évaluation de I'extrait commercial de romarin, une inhibition de
I'infection causée par le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) a été observée a
une concentration tres faible. Néanmoins, une concentration modérée de carnasol a

démontré une activité antiVIH qui n'était pas cytotoxique (Aruoma et al., 1996).

* Activité anti-oxydante

On sait depuis environ 30 ans que le romarin posséde une activité anti-oxydante
(Nassu et al, 2003). Cette propriété lui a valu d'étre largement reconnu en tant qu'épice
ayant l'activité anti-oxydante la plus élevée (Wang et al., 2008). Des recherches ont
été menées par divers auteurs sur l'utilisation des extraits de romarin comme agent
antioxydant afin de préserver les produits a base de viande (Nassu et al., 2003 ;
Fernandez- Lopez et al., 2005 ; Balentine et al., 2006).



Chapitre I

Géneéralités sur la menthe




Chapitre 11 Généralité sur la menthe

Définition

Les origines de Mentha spicata sont incertaines. Selon certains botanistes, elle
serait le résultat d’une hybridation trés ancienne entre Mentha rotundifolia et Mentha
longifolia (Douay, 2008).

La menthe verte, menthe crépue ou menthe douce, du nom latin « Mentha », est
I’une des plus anciennes plantes médicinales connues : les archéologues ont découvert
ses feuilles dans des pyramides d’Egypte vieilles de 3 000 ans (Benayad, 2008).

Ces essences sont d’une part facile a reconnaitre a leur odeur tout a fait
caractéristique et d’autre part, difficiles a distinguer les unes des autres, en raison des
formes intermédiaires, d’origine hybride. Parmi toutes les lamiacées, les menthes se
reconnaissent, en plus de leur odeur spéciale, par leurs fleurs treés petites, par leurs
corolles presque réguliéres a quatre lobes presque égaux et par leurs quatre étamines

également presque égales (Benayad, 2008).

Figure 03 : Mentha spicata (Douay, 2008).
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Description botanique
Plante vivace, robuste, de 50 cm a 1 meétre, d'un vert sombre, a odeur suave tres

pénétrante.

Tige : La tige de la menthe verte est dite quadrangulaire (carrée) ascendante

(orthotrope). Elle est de couleur pourpre.

La taille de la menthe verte peut atteindre au maximum une hauteur de 1,20 metre
mais en moyenne varie entre 0,30 et 0,60 cm. Les tiges sont glabres, rameuses. La
menthe verte est une plante a rhizomes tracants. Elle est originaire de I’Amérique du
Nord (Douay, 2008).

Feuilles : Les feuilles sont opposées, persistantes, dentées en scie, vertes sur les

2 faces, glabres ou presque glabres (Douay, 2008).

Racines : La racine est une racine pivotante qui dure plus de 3 ans. On les trouve
en dessous de chaque pied, des rhizomes (tiges souterraines). Elles servent a la

propagation de la plante (Douay, 2008).

Fleur : Les fleurs poussent en grappe a l’aisselle de la feuille. Elles sont

zygomorphes et hermaphrodites. Les pétales sont soudés (gamopétales) (Douay, 2008).

Taxonomie

Tableau 02 : Classification botanique de la menthe

Régne Plante
Embranchement Spermaphyte
Sous-embranchement Angiosperme
Classe Magnoliopsida
Sous-Classe Gamopétale
Ordre Lamiales
Famille Lamiacées
Genre Mentha

Espece Mentha spicata L
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Chapitre 11 Genéralité sur la menthe

4.

Habitat

La majorité des menthes sont d'origine européenne et asiatique. Cependant, en
suivant les flux de migration, les menthes peuvent étre trouvées sur presque tous les
continents. (Yvan T 1997)

B
y

A
- : la menthe : Pas de menthe

Figure 04 : Aire de répartition de la menthe verte dans le monde (Tucker et Naczi,2007).

5.

Utilisation

La menthe occupe une place privilégiée dans la phytothérapie. Elle est cultivée
et utilisée depuis I’Antiquité pour ses propriétés médicinales (Laghouiter et al.,
2015).Elle est utilisée pour soigner de nombreux troubles comme par exemple
affections dermatologiques , colites, troubles fonctionnels digestifs d'origine
hépatique, nez bouché et affections de la bouche (Douay, 2008), affections similaires
aux bronchites, troubles urinaires, toux, rhume, maux de téte et d’estomac ainsi que,
douleurs biliaires et douleurs liées aux pigdres d'insectes et d'animaux (Beloued, 2001
; Kothe, 2007).

En industrie, la plante est utilisée dans la production des pates de dentifrice (Aye
kee et al., 2017), des sirops, des confiseries et pour parfumer les produits d'hygiene
buccale (Teuscher et al., 2005). Elle est aussi présente dans plusieurs produits
cosmétiques, comme les cremes, les shampoings, les lotions, et les savons (Beloued,
2001).
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En cuisine, elle est employée comme épice, en effet, ses feuilles fraiches
accompagnent les viandes, les poissons, les salades, et rentrent aussi dans la
préparation des sauces (Teuscher et al., 2005). Elle sert généralement a la préparation
du thé (Aye kee et al., 2017).

6. Huile essentielle et composition chimique

Sur le plan des principes chimiques, la plupart des especes de menthe doivent leur
odeur et activité a leurs huiles essentielles ou essences de menthe (Benayad, 2008).
L’ huile essentielle de la menthe verte est riche surtout en L-carvone (entre 40 a 80
%),en acétate de dihydrocuminyle (10 a 12%) (Ces deux constituants majeurs étant
responsables de I'odeur de la plante),en menthone (4 - 30%) et le limonéne (5 a 15%)
; ils sont accompagnés de dihydrocarvone, de dihydrocarvéol, d'acétate de carvyle et
de caryophylléne. Dans d'autres races chimiques, la carvone est accompagnée de 1,8
cinéol (jusgu'a 20%), de pulégone (jusqu'a 50 %) ou de terpinéol-4 (jusqu'a 18%)
(Avato et al., 1995).

> Des études sur la menthe

e Une étude menée a I'Université Ziane Achour de Djelfa a évalué l'activité
antibactérienne de I'huile essentielle de Mentha spicata contre diverses souches
bactériennes, y compris Escherichia coli et Staphylococcus aureus, et a trouvé
des résultats prometteurs quant a son efficacité antibactérienne (Taibi Kamal
etal., 2019) .

e Une autre recherche a I'Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou a
compare l'activité antibactérienne des huiles essentielles de Mentha spicata,
Thymus fontanessi, et Mentha pulegium contre deux souches de Pseudomonas,
avec des résultats indiquant que la menthe verte possédait une action inhibitrice
modéree (Benmessaoud, Amel et al., 2015) .

o En résume I'huile essentielle de Mentha spicata posséde une
activité antimicrobienne significative contre plusieurs souches bactériennes, ce
qui en fait une candidate potentielle pour des applications thérapeutiques et

conservatrices dans divers domaines.
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1. Définition

Une huile essentielle est la fraction odorante volatile extraite des vegétaux. C’est le
parfum concrétisé de la plante, un véritable concentré (Daniéle, 2014). Elle peut étre
obtenue de différentes parties d’un végétal : les feuilles, les graines, les bourgeons, les fleurs
de brindilles, les écorces, les bois, les racines, les tiges ou les fruits (Toure, 2015).

Les huiles essentielles sont devenues I’intérét des chimistes, biologistes et des
médecins...etc. grace a leur utilisation dans le traitement de quelques maladies infectieuses
(Ouis, 2015).

2. Localisation et lieu de synthése

Les huiles essentielles sont largement répandues dans le régne végétal, principalement
chez les végétaux supérieurs. 17500 especes aromatiques appartenant a un nombre limité
de familles, dont les Lamiacées, les Lauracées, les Apiacees, les Astéracées et les Myrtacées
(Regnault-Roger et al., 2008 ; Ouis, 2015). Elles sont produites dans le cytoplasme des
cellules sécrétrices et s'accumulent en générale dans des cellules glandulaires spécialisées
(Touhami, 2017). Ensuite, elles sont stockées dans des cellules dites a huiles essentielles
(Lauraceae), des poils sécreteurs (Lamiaceae), des poches sécrétrices (Myrtaceae) et dans
des canaux sécréteurs (Asteraceae) (Bouzid, 2018). Elles peuvent étre extraites de divers
organes végétaux tels que les fleurs (camomille, lavande), les feuilles (citronnelle,
eucalyptus), les racines (vétiver), les fruits (anis, badiane), les rhizomes (curcuma,
gingembre), le bois (bois de rose, santal) ou les graines (muscade) (Laurent, 2017). Il est
intéressant de citer que les organes d'une méme espece, peuvent renfermer des huiles
essentielles de composition différente selon leurs localisations dans la plante (Figueredo,
2007).

3. Propriétés physiques et chimiques
3.1. Propriétés physiques
Liquides a température ambiante, les huiles essentielles sont volatiles ce qui les
différencie des huiles dites « fixes ». Elles ne sont que trés rarement colorées. Leur
densité est généralement inférieure a celle de I’eau a laquelle elles sont généralement
peu miscibles voire non miscibles. Liposolubles, elles sont en revanche solubles dans

les solvants organiques usuels (Cohen, 2013).
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3.2. Composition chimique

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et éminemment
variables de constituants qui appartiennent, de facon quasi exclusive, a deux
groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : le groupe des
terpénoides d’une part et celui des composés aromatiques dérivés du
phénylpropane, beaucoup moins fréquents, d’autre part. Elles peuvent également
renfermer divers produits issus de processus de dégradation mettant en jeu des
constituants non volatils (Bruneton, 2009).

4. Les effets thérapeutiques des huiles essentielles

X Anti-bactériennes : Les molécules aromatiques possédant I’activité
antibactérienne la plus importante sont les phénols contenus par exemple dans I’huile
essentielle de clou de girofle (Dorosso, 2002).

<> Antivirales : Les virus sont assez sensibles aux huiles essentielles a
phénol et a monoterpénol. Plus d’une dizaine d’huiles essentielles possedent des
propriétés antivirales. Nous pouvons citer I’huile essentielle de Ravintsara, I’huile
essentielle de Bois de HO, ou I’huile essentielle de Cannelle de Ceylan (Dorosso, 2002).

X Antifongiques : les huiles essentielles utilisées pour leurs propriétés
antifongiques sont les mémes que celles citées précédemment, cependant la durée du
traitement sera plus longue. Par exemple, les huiles essentielles de Cannelle, de Clou de
girofle ou de Niaouli sont des antifongiques (Brunton, 2012).

5. Techniques d’extraction des huiles essentielles
5.1. Hydrodistillation

L’hydrodistillation c’est la méthode normée pour I’extraction d’une HE. Il
s’agit du procédé le plus couramment employé pour I’extraction et elle est
considérée comme étant la plus simple et la plus anciennement utilisée. Cette
technique consiste a mettre directement le matériel végétal a traiter qu’il soit intact
ou broyé dans un alambic (ballon) rempli d’eau, Le tout est ensuite porté a
ébullition, a une température inférieure a 100 °C sous pression atmospherique
normale. Ensuite les molécules volatiles et I'eau distillent simultanément par ce que
la chaleur permet I’éclatement des cellules et la libération de ces molécules qui
forment avec la vapeur d’eau, un mélange azéotropique « eau + HE ». Ce mélange

est ensuite envoyeé dans un compartiment pour y refroidir passant par un réfrigérant
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a eau ou Les vapeurs hétérogenes sont condensées et I'HEs se separe de I'hydrolat
par simple différence de densité (I’HEs est plus Iégere que I’eau) dans laquelle
surnage au-dessus de I'nydrolat, afin d’étre récupérée dans un récipient (Lucchesi,
2005 ; Fasty, 2007).

thermometre ——

réfrigéra nt a eau

éprouvette graduée

morceaux de plante
huile essentielle

eau bouillante

chauffe ballon

phase aqueuse

Figure 05 : L’appareille utilisé pour I’hydrodistillation de I’huile

5.2. Extraction par solvant organique

Les solvants les plus utilisés a I’heure actuelle sont I’hexane, cyclohexane,
I’éthanol, moins fréquemment le dichlorométhane et I’acétone. Le solvant choisi,
en plus d’étre autorisé, devra posséder une certaine stabilité face a la chaleur, la
lumiere ou I’oxygéne. Sa température d’ébullition sera de préférence basse afin de
faciliter son élimination, et il ne devra pas réagir chimiquement avec I’extrait.
L’extraction est réalisée avec un appareil de Soxhlet. Ces solvants ont un pouvoir
d'extraction plus élevé que I'eau, si bien que les extraits ne contiennent pas
uniquement des composés volatils, mais egalement bon nombre de composés non
volatils tels que des cires, des pigments, des acides gras et bien d'autres substances
(Boukhatem et al. 2019).
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5.3.

Extraction par entrainement & la vapeur d’eau

A la différence de I’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact
direct I’eau et la matiére végétale a traiter. De la vapeur d’eau fournie par une
chaudiére traverse la matiére végétale située au-dessus d’une grille. Durant le
passage de cette vapeur a travers le matériel, les cellules éclatent et libérent I’huile
essentielle qui est vaporisée sous I’action de la chaleur pour former un mélange «
eau + huile essentielle ». Le mélange est ensuite condensé dans le réfrigérant avant
d’étre décanté dans I’essencier. Du fait de leur différence de densité, les HE et I’eau
sont séparées en deux phases : phase liquide et phase organique, et les HE sont

ensuite récupérées (Mnayer, 2014).

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d’huile essentielle

Huile essentielle
Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau
Eau florale

Eau fiorale +
huile essentielle

Chaleur ————s

¢ Essencier
s
AVAVAVAVAWAR

5.4.

Figure 06 : la méthode d’extraction par entrainement a la vapeur d'eau

Extraction par hydrodiffusion

C’est une variante de I’entrainement a la vapeur. Elle consiste a faire passer
un courant de vapeur d’eau a tres faible pression a travers la masse végétale du haut
vers le bas, en utilisant la pesanteur comme force de déplacement de la vapeur
(Bouhaddouda, 2015). L’hydro diffusion présente I’avantage de ne pas mettre en
contact le matériel végetal et I’eau. De plus, une économie d’énergie due a la
réduction de la durée de la distillation et donc a la réduction de la consommation de
vapeur (Fadi, 2011).
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arrivée de
vapeur d'eau

* % * ¥ %
matériel
* veégétal %
* % % =

-x--:e*-x--ad

C R e
(’l\g,

huile essentielle

Figure 07 : Montage d’hydro diffusion (Yaacoub et Tlidjane, 2018)
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1. Objectif de travail

> Extraction d’huile essentielle de deux plantes qui sont la menthe et le romarin
par I’utilisation de méthodes d’extraction par I’hydrodistillation.

> Recherche de I’activité antibactérienne des huiles essentielles de Rosmarinus
officinalis L et mentha spicata sur certains bactéries et champignons de références :
Escherichia coli ATCC 2T922, Staphylococcus aureus ATCC 43300, Pseudomonasa
aeruginosa ATCC 27853, Citrobactére freundii ATCC 13316, Candida albicans
ATCC10231.

2. Lieu et période de travail
Ce travail a été effectué au sein du laboratoire de biochimie 1 et celui de
microbiologie 1 & la faculté des Science de Nature et de la vie de I’Université de
Mostaganem, il a porté sur I'étude de I'activité antibactérienne de I’huile essentielle des
feuilles de Romarin et la menthe (Rosmarinus officinalis L, mentha spicata) sur les
souches etudiées.

Ce travail est pendant une période de temps s’étendant d’avril a mai 2024.

3. Matériel végétale
Le matériel végétal qui a servi pour ce travail était constitué de deux plantes
(Rosmarinus officinalis et Mentha spicata). La récolte de Romarin était effectuée dans le
site de I’Université Abdelhamid Ibn Badis-Mostaganem, pendant le mois de mars 2024.
La menthe utilisée a été achetées chez le marché couvert Mostaganem centre-ville.
Avant I’utilisation, les deux plantes ont été séchées a I’air libre a I’ombre et a

température ambiante pendant une période de 20 jours.
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Figure 09: le romarin utilisé avant et aprés le séchage (photo originale).

4. Extraction des huiles essentielles
L'extraction des HEs a été réalisée au laboratoire de biochimie 1 du département
des sciences de la nature et de la vie & I’'université de « ITA » Université Abdel Hamid
ibn Badis- Mostaganem par la méthode d’hydrodistillation.

e Principe

L hydrodistilation est la méthode la plus simple la plus anciennement utilisée
(Mebarki,2010; Abdelli,2017). L’extraction de I’huile essentielle des feuilles
(Rosmarinus officinalis L et mentha spicata) a été effectuée a I’aide d’un hydro

distillateur de type Clevenger, cela consiste a introduire 1kg de matériel végétal sec
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dans une cocotte de 2 litres contenant de I’eau distillée, L’ensemble est porté a I’ébullition
pendant 2 heures a I’aide d’une plaque chauffante électrique. L’huile essentielle

obtenue a été conserveé dans un flacon en verre brune dans le Réfrigérateur.

Réfrigérant

Acces et sortie de I’eau
réfrigérant

Florentin « hydrolat+HE »

Cocote remplis de la matiere
Végétale + I’eau distillée

Plaque chauffante

Figure 10 : Hydrodistillateur de type Clevenger (figure originale)
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e Plant d’extraction :

[ Matériel végétale sec + I’eau distillée J
hydrodistillation +chauffage U
[ Vapeur d’eau + huile essentielle J

Condensation @

[ Eau + traces d’huile essentielle ]

Décantation @

[ HE +hydrolat ]

Séparation

[ HE pure ] [ Hydrolat

Figure 11 : Les étapes d’extraction d’huile essentielle
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5. Détermination du rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I’huile extraite et

le poids de la plante a traiter {seche}, Le rendement est exprimé en pourcentage est

calculé par la formule suivante:
RHE%=(MHE/Ms).100

RHE: Rendement de I’huile essentielle (%).

MHE: Quantité d'extrait récupéré (masse d’huile essentielle récupérée) en (g).

Ms: Quantité de la matiere végétale seche utilisée pour I'extraction exprimée en(g).

6. Matériel et produits de laboratoire
Tableau 03: Matériel et produits de laboratoire

Verreries et appareillages

Milieux de culture

Solvants utilisés

Autoclave
Bain marie
Etuve de 37°C
Bac bunzen
Réfrigérateur
Tubes a essai
Micropipettes
Anse a platine
Boites de pétri
Béchers
Erlenmeyer
Papier filtre
Flacon
Coton-tige stérile

Gélose nutritif
Bouillon nutritif

Eau distillée

Eau physiologique
Ethanol

DMSO
Amoxicilline

7. Test microbiologiques

L’activité antimicrobienne a été évaluée dans notre étude par quatre souches

microbiennes et deux levures, il s’agite de :

» Une seule bactérie Gram positif : staphylococcus aureus ATCC 43300 ;
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> Les souches bactérienne Gram négatif : Escherichia coli ATCC 2T922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Citrobacter freundii ATCC 13316;
» Les levures : Candida albicans ATCC 10231;
Ces micro-organismes de référence sont fournis par le laboratoire de
microbiologie appliquée de I’université de Mostaganem et appartenant a I’Ameéricain

type culture collection (ATCC).

7.1. Souches bactériennes utilisé

Escherichia coli ATCC 2T922

Escherichia coli est un bacille a Gram négatif (Patrick et al., 1988), de
forme non sporulée, de type anaérobie facultative, généralement mobile grace
aux flagelles, sa longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur estde 1,1 a 1,5
um (Steven et al., 2004).

Les bactéries appartenant a I'espece E. coli constituent la majeure partie de
la flore microbienne aérobie du tube digestif de I'homme et de nombreux
animaux.

Regne : Bactérie

Ordre : Enterobacteriales
Famille : Enterobacteriaeae
Genre : Escherichia

Espéce : Escherichia coli (Sabri, 2008).

Staphylococcus aureus ATCC 43300

Les especes Staphylococcus aureus sont des Cocci a Gram positif, de
forme sphérique, avec un diametre de 0.8 a 1 um. Elles sont regroupées en
diplocoques ou en petits amas (grappe de raisin). Elles sont immobiles,
asporules, habituellement sans capsule, coagulasse et catalase positive. De
nombreuses souches de S. aureus produisent un pigment jaune dore (Patrick et
al., 1988).
Regne : Bacteria
Classe : Bacilli

Ordre : Bacillales
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Famille : Staphylococcaceae
Genre : Staphylococcus

Espéce : Staphylococcus aureus (Yves et Michel, 2009)

Figurel? : la bactérie Staphylococcus aureus ATCC 43300

. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Les especes P. aeruginosa sont des bacilles a Gram négatif, de 1.5 a 3 um
de long et 0.5 a 0.8 um de large, non sporulés, généralement mobiles grace a une
ou plusieurs flagelles polaires. P. aeruginosa est une espéce aérobie a

métabolisme strictement respiratoire et chimio-organotrophes (Palleroni, 2008).

Regne: Bacteria

Phylum: Proteobacteria
Classe: Gamma proteobacteria
Ordre : Pseudomonadales
Famille : Pseudomonadaceae
Genre : Pseudomonas

Espéce : aeruginosa
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Figurel3 : la bactérie de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (photo originale)

. Citrobacter freundii ATCC 13316

Citrobacter freundii est une espece de bactérie facultativement
anaérobie, & Gram négatif, en forme de batonnet, affectée au phylum
Protéobactéries. Cette espece est mobile par des flagelles péritriches,
oxydase négative, catalase positive, se développe dans le milieu KCN et
fermente avec succeés le saccharose, le raffinose et mélibose. Ci. freundii
se trouve le plus souvent dans I'eau, les eaux usées, le sol et les aliments et
est un pathogéne opportuniste chez les nouveau-nés et les patients
immunodéprimés. (National Cancer Institute, 2020)

Regne : Bacteria

Sous-régne : Negibacteria
Embranchement : proteobacteria
Classe : Gammaproteobacteria
Ordre : Enterobacterales
Famille : Enterobacteriaceae

Genre : Citrobacter
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7.2. Les champignons utilisés

. Candida albicans ATCC 10231

Candida albicans est une levure non capsulée, non pigmentée et aérobie.
Cette levure diploide, dont le matériel génétique se répartit en huit chromosomes
(Chu et al., 1993).
Au niveau morphologique, cette levure peut mesurer de 3alSum, et est
caractérisée par un polymorphisme que I’on peut trouver in vitro et in vivo et
qui lui permet de se soustraire aux défenses liées a I’'immunité cellulaire
(Buffoet et al. 1984).

Regne : champignon
Classe : Blastomycete
Ordre : moniliales
Famille : moniliaceae
Genre : candida

Espéce : candida albicans

Figure 14 : Candida albicans ATCC 10231 (photo originale)
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8. Vérification de la pureté des souches

8.1.

Aspects macroscopique
Ce test est basé sur I*observation visuelle de la culture des isolats sur milieu gélosé

ou liquide.

Sur un milieu gélosé, il permet de caractériser la taille, la forme et la couleur des
colonies (Badis et al, 2005). La présence d’un aspect trouble est indiquée dans le milieu
liquide.

L‘étude macroscopique nous a permis de noter le diamétre, la pigmentation et

I'aspect des colonies. (Hassaine., 2013).

8.2. Aspects microscopique

8.3.

L’aspect microscopique est indispensable, il permet d’orienter le diagnostic de

maniére significatif (sami., 2012).

Coloration de gram
La coloration de Gram est la coloration de base de la bactériologie. C'est une
coloration double qui permet de différencier les bactéries non seulement d'apres leur
forme et leur disposition, mais surtout d'apres leur affinité pour les colorants liés a la

structure de la paroi (Lezzar et Abdelmalek, 2016).

9. Evaluation de I’activité antimicrobienne

9.1.

Meéthode de diffusion sur disque (aromatogramme)
Cet examen se fait de la méme maniére qu’un antibiogramme ou les
antibiotiques sont remplacés par des essences aromatiques, préablement sélectionnées

et reconnus (Bachiri et al. 2016).

L’aromatogramme ou methode par diffusion en milieu géloseé ou encore méthode
de disque est une technique qualitative permettant de déterminer la sensibilité des
microorganismes vis-a-Vvis d’une substance antimicrobienne. Cette méthode repose sur
le pouvoir d’inhibition des HEs a I’intérieur d’une boite de pétri, dans un milieu nutritif
solide (Mueller Hinton).

Mode opératoire :
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% Préparation de milieu :

Pour le bouillon nutritif nous avons mélangé 250 ml de I’eau distillée avec 29
de Nutrient broth, Ensuite, nous les remplissons dans des tubes 5 ml au chaque tube
et les mettons a stériliser (I’autoclave) ;

Pour la gélose nutritive on a mélanger 11 de I’eau distillés avec 8g de Nutrient
broth et 20g d’Agar agar, Ensuite, nous les remplissons dans des flacons et les
mettons a stériliser (I’autoclave). Apres I’autoclave on a versé 20 ml de la GN dans

les boites et laisser le support se solidifier.

Figure 15 : la préparation de la gélose nutritive

7

< L’antibiotique testé

Nous avons utilisé L’antibiotigue Amoxypen 1g injections (amoxicilline) comme
témoin.

¢ Préparation de I’inoculum

A partir d'une culture pure des bactéries Escherichia coli (ATCC 2T922),
Staphylococcus aureus ATCC 43300, Citrobacter freundii ATCC 13316,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et de levures Candida albicans ATCC
10231, a tester sur milieu d'isolement (de 18h a 24h au maximum), prélevez a l'aide
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d'une anse de platine ou d'une pipette pasteur scellée, quelques colonies bien isolées

et parfaitement identiques. Mettre le prélevement dans un tube contenant I'eau

physiologique stérile. Bien homogeneiser la suspension bactérienne.
L’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de la

suspension.

P. aeruginosa

E. coli

S. aureus

R.année

Ci. freundii

Figure 16 : les suspensions bactériennes

<+ Ensemencement des boites

» Tremper un Coton-tige stérile dans la suspension bactérienne.

> L'essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin

de le décharger au maximum.

» Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en

stries Serrées.

> Répéter I'opération deux fois, en tournant la boite de Pétri de 60° & chaque fois,
sans oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir I'ensemencement

en passant I'écouvillon sur la périphérie de la Gélose.

> Dans le cas de I'ensemencement de plusieurs boites de Pétri il faut recharger

I'écouvillon chaque fois.

33



Matériel et méthodes

¢ Le plan d’ensemencement des boites

[ Remplir la boite au gélose et laisser le solidifier ]

¥

Etaler avec un coton-tige stérile la suspension bactérienne

N 4

[ Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée ]

A 4

En tournant la boite de Pétri de 60° et répéter I'opération
pour une deuxiéme fois

Figure 17 : La méthode d’ensemencement des boites

+ Application des disques

Les disques stériles de 6 mm de diametre sont prélevés a I’aide d’une pince
stérilisée, puis imprégné avec I’huile essentielle. Les disques sont déposes sur la
surface de la gélose inoculée.

Les antibiogrammes sont réalisés en paralléle avec I'aromatogramme. Chaque
essai est répéte trois fois.

7

*¢ Incubation :

Les boites sont laissées pendant 15 min a une température ambiante pour
permette la diffusion des HEs et I’antibiotique.

Incubées les boites pendant 24h puis pendant 48h a 37°C
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+* La lecture

L'activité antimicrobienne se manifeste par I'apparition d'un halo d'inhibition

de la croissance microbienne autour des disques contenant I'HES a tester.

[Disque de papier - =
mmbibé d'huile Tapis bactérien
essentielle
*O —— - |
Incubation a 37°C
Inoculum !
S pendant 24 heures
bactérien :
U < »'
Boite dc::: Pétri Diamétre
avec 'g.elose J'inhibition
AU

Figure 18 : Principe de la méthode de diffusion par disque.

Le résultat de cette activité est exprimé par le diametre de la zone
d’inhibition indiqgue comme ci-dessous et peut étre symbolisés par plus (+) ou
moins (-) selon (DURAFOUR et al., 1990 ; PONCE et al., 2003).
v' D< 8mm : Souches résistante (-).
v 9mm<D<I4mm : Souches sensible (+).
v 15mm<D<19mm : Souches trés sensible (++).
v' D> 20 mm : Souches extrémes sensible (+++)
Mesurer le diametre de zone d’inhibition a I’aide d’un pied a coulisse.
9.2. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

La CMI ou concentration minimale inhibitrice est la concentration la plus petite
d’HE qui empéche les bactéries de se multiplier. C’est le paramétre le plus utilisé pour

mesurer in vitro I’activité d’un antibiotique (Fauchere et Avril, 2002).

La détermination de la CMI est réalisée par la technique de micro-dilution en

milieu liquide, en utilisant une microplaque stérile de 96 puits (8 x 12 puits). Une
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gamme de concentration allant de 15 ul HE/200ul a 0.05 pl/ 200ul a été préparée par

la méthode de double dilution.

Pour obtenir une solution meére (SM) on a mélangé 4ml de diméthylsulfoxyde

(DMSO) avec 4ml d’HE.
Déposer 200 pl du SM dans le puits numéro 1. Ensuite déposer 100ul de SM

dans les puits de 2 a 10.
Prend 100ul de bouillon nutritif et ajouter dans les puits de 1 a 10 et fait une
série de dilution a partir de la solution mére du puits 1, par le transfert de 100l de

puits en puits jusqu’au puits 10 enfin le 100l du dernier puits est éliminer.

Enfin, déposer 100ul de la souche bactérienne ou levure utilisé et mélanger bien.

Le 11éme puit de la plaque contient uniquement le bouillon nutritif (100ul) sert

de témoin négatif.

Le 12éme puit de la plaque contient 100 pl de la souche bactérienne ou levure

utilisé et 100ul DMSO sert de témoin positif.

Figure 19: Méthode de détermination de la CMI par une microplaque (figure

originale).

Prend I’alcool et étaler le papier aluminium et Couvrir la microplaque et
incubée a 37 °C pendant 24h. La lecture est effectuée a I’eil nu et la CMI est la plus
faible concentration de I’huile a laquelle aucun trouble n’est observé (Eloff, 1998 ;
EUCAST, 2003).

o Le plan de la méthode
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N
Déposer 200 ul du SM dans le ler puit et 100ul de SM

dans les puits de 2 a 10.
J

|
) L } E
[ Ajouter 100ul de bouillon nutritif dans les puits de 1 a e

: [l
J

Pour faire une dilution transférer 100ul de la solution
de puits en puits jusqu’au puits 10 enfin le 100ul du
dernier puits est éliminer

Déposer 100ul de la souche bactérienne ou levure
utilisé et mélanger bien.

(100ul) sert de témoin négatif.

Le 12éme puit contient 100 pl de la souche
bactérienne ou levure utilisé et 100ul DMSO sert de
témoin positif.

Etaler avec I’alcool le papier aluminium et Couvrir la | 5
microplaque et incubée a 37 °C pendant 24h S R—

[ Le 11éme puit contient uniquement le bouillon nutritif }

Figure 20 : La méthode de détermination de la CMI par une microplaque
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Résultats et discutions

1. Rendement de I’extraction

Le rendement moyen en huiles essentielles de la partie aérienne de Rosmarinus officinalis

L et Mentha spicata, extraite par entrainement a la vapeur d’eau, calculé en fonction de la

masse du matériel végétal traité est de I’ordre de 1.71% pour le romarin et 1.18% pour la

menthe. Les résultats obtenus sont mentionnés sur le tableau ci-dessous :

Tableau 04 : Le rendement d’huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L et Mentha spicata.

Huile Quantité de la Quantité de I’huile | Rendement %
matiere végeétale (9)
seche (g)
Romarin 649 7.2 1,11
500 3 0.6
Menthe 695.3 3.6 0.52
441 2.9 0.66

Le tableau montre que, bien que des quantités similaires de Romarin et de Menthe

aient été utilisées pour l'extraction, le romarin produit non seulement une plus grande

quantité d'huile essentielle, mais il a également un meilleur rendement en pourcentage. Cela

peut indiquer que le Romarin est une plante plus efficace pour I'extraction d'huile essentielle

en termes de rendement par unité de poids.

Huile de
Menthe

Huile de
Romarin

Figure 21 : I’huile essentielle de Menthe et Romarin (photo originale)
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1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Rendement (%)

Romarin Menthe
Huile

Figure 22 : Repreésentation graphique des rendements des HEs

Les rendements en huile essentielle obtenus dans cette étude pour le Romarin et la Menthe
sont comparables a ceux rapportés dans des travaux antérieurs. Bettahar Chahrazad et Chekalil
Salima (2020) ont observe des rendements d'extraction d'huile essentielle de Romarin par
hydrodistillation de 1,88% pour la région de Khemis Meliana et de 1,14% pour celle de Djelida.
Ces valeurs sont proches du rendement de 1,11% obtenu dans cette étude a partir de 649 g de
matiere végétale de Romarin. Ce rendement supérieur suggere soit une optimisation des
conditions d'extraction, soit une qualité améliorée de la matiere premiére utilisée.

En ce qui concerne la Menthe, nos résultats sont comparables a ceux de Bougheddou et
Bihi (2020), qui ont atteint un rendement de 0,88% en utilisant des conditions d'extraction
similaires. Dans notre étude, la Menthe a produit des rendements de 0,52% et 0,66%, alignés
avec les valeurs rapportées par ces chercheurs, bien que Iégerement inférieurs.

Ces variations de rendement peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs, tels que les
différences dans les conditions de culture, la composition chimique des plantes, ou les
techniques d'extraction utilisées. En particulier, le rendement de 1,11% pour le Romarin
suggere une extraction particulierement efficace, potentiellement due a une meilleure
optimisation des parameétres d'extraction ou a la qualité supérieure de la matiere végetale
utilisée.
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2. Résultats de I’activité antimicrobienne de menthe et romarin
La méthode de diffusion des disques nous a permis de mettre en évidence le
pouvoir antimicrobien des HE vis-a-vis des microorganismes. La sensibilité des souches
se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour des disques, les zones
d’inhibition obtenues sont mesurées a deux fois apres I’incubation de 24h et apres 48h.

Les résultats de I’aromatogramme de I’HE sont regroupeés dans les tableaux suivant

Tableau 05: Les diametres des zones d’inhibition aprés 24 h:

Echantillons Antibiotique Huile de menthe Huile de romarin
Escherichia coli 30 mm 11 mm 0 mm
ATCC 27922

30 mm 11 mm 9 mm
35 mm 11 mm 9 mm
Pseudomonasa 18 mm 9 mm 9 mm
aeruginosa ATCC
27853 20 mm 0mm 0 mm
17 mm 0 mm 0 mm
Staphylococcus 48 mm 20 mm 11 mm
aureus ATCC
43300 49 mm 14 mm 9 mm
56 mm 20 mm 24 mm
Citrobactére 14 mm 10 mm 9 mm
freundii ATCC
13316 14 mm 0mm 6 mm
27 mm 8 mm 11 mm
Candida albicans 0 mm 0 mm 0 mm
ATCC10231
0 mm 0 mm 0 mm
0 mm 0 mm 0 mm
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2.1.Les zones d’inhibition apres 24h

Figure 23 : test de I’activité antimicrobienne des HEs de Rosmarinus officinalis L et
mentha spicata sur Escherichia coli ATCC 2T922.

Figure 24 :test de I’activité antimicrobienne des HEs de Rosmarinus officinalis L et
mentha spicata sur Pseudomonasa aeruginosa ATCC 27853.

Tableau 06 : la sensibilité des souches bactérienne

Huile de Menthe

Huile de Romarin

Microorganismes

Diamétre d’inhibition (mm)

Diamétre d’inhibition (mm)

E. coli

Sensible (+)

Résistant a sensible (- a +)

P. aeruginosa

Résistant a sensible (- a +)

Résistant a sensible (- a +)

Sensible a extrémement

Sensible a extrémement

=) EUTELE sensible (+ a +++) sensible (+ a +++)
Ci. freundii Résistant a sensible (- a +) Résistant a sensible (- a +)
C. albicans Résistant a sensible (-a +) | Résistant a sensible (- a +)
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2.2. Les résultats des tableaux

Les résultats montrent que les huiles essentielles de Menthe et de Romarin ont
des activites antimicrobiennes variées. La Menthe est efficace contre E. coli (sensible
+) et S. aureus (extrémement sensible +++), ce qui correspond aux observations de
Burt (2004) et Hammer et al. (1999). Le Romarin, bien que moins efficace contre E.
coli, montre également une forte activité contre S. aureus. Pour P. aeruginosa, C.
freundii, et C. albicans, les deux huiles présentent une efficacité variable (résistant a
sensible - a +), alignant avec les études de Sharifi-Rad et al. (2017) et Kalemba et
Kunicka (2003) qui ont noté une résistance de ces microorganismes aux huiles
essentielles. Ces différences soulignent I'importance de la composition chimique et des

specificités microbiennes dans I'efficacité des huiles essentielles.

La détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

La détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) est cruciale
pour évaluer l'efficacité antimicrobienne des huiles essentielles de Menthe et de
Romarin contre divers microorganismes. Les résultats obtenus pour ces huiles
essentielles montrent des CMI variables selon les espéces microbiennes, ce qui met en
lumiére leur potentiel en tant qu'agents antimicrobiens naturels. (Kablan, 2008).

Dans cette étude, nous avons évalué l'activité antibactérienne des huiles
essentielles de menthe et de romarin a I'aide de la méthode de dilution en série en milieu
bouillon. Pour ce faire, nous avons préparé des dilutions d'huiles essentielles dans du
DMSO et les avons incorporées dans de la gélose nutritive. Des souches bactériennes
Gram-positives et Gram-négatives ont ensuite été ensemencées sur les plagues ainsi
préparées. Apres incubation, les plagues ont été observées a I'ceil nu pour détecter la
présence de zones de trouble autour des puits contenant les huiles essentielles. Les
résultats obtenus sont présentés dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 07 : concentrations minimales inhibitrices (CMI) d’huile essentielle de romarin

Puits

Souches 1 2 4 5 6 7 8 9 10
bactériennes

E.coli - - - + + + + + +

S. aureus S S i + + S + i S

Ci. freundii = = + + + + 4 4 s

Les 100 | 10 25 | 1,25 [0,625 | 0,3125 | 0,15625 | 0,078125 | 0,03906
concertations

en (mg/ml)

Tableau 08 : concentrations minimales inhibitrices (CMI) d’huile essentielle de la menthe

essentielle de menthe et romarin
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Puits
Souches 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
bactériennes
E.coli - + + + + + + +
S. aureus + + + + + + + + + +
Ci. freundii + + + + + + + + + +
Les 100 |10 5 25 |125 |0,625 |0,3125 | 0,15625 | 0,078125 | 0,03906
concertations
en (mg/ml)
Figure 25 : La détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de I’huile




Les résultats montrent une variabilité dans la sensibilité des souches bactériennes E.
coli, S. aureus, et Ci. freundii aux huiles essentielles en fonction des concentrations testées
(0,03906 a 100 mg/ml). E. coli reste résistant jusqu'a 2,5 mg/ml, mais devient sensible a
partir de 1,25 mg/ml (puits 5 a 10), ce qui correspond aux travaux de Burt (2004) indiquant
que les Gram-négatifs nécessitent souvent des concentrations plus diluées pour une
inhibition efficace. S. aureus est sensible a toutes les concentrations (puits 1 a 10),
confirmant son haut degré de susceptibilité comme observé par Hammer et al. (1999) pour
les Gram-positifs. Ci. freundii montre une résistance jusqu'a 2,5 mg/ml mais devient
sensible a des concentrations inférieures, alignant avec les conclusions de Kalemba et
Kunicka (2003) sur la résistance intermédiaire des Gram-négatifs aux huiles essentielles.
Ces résultats soutiennent les observations antérieures selon lesquelles la composition
chimique des huiles essentielles et la structure de la membrane bactérienne jouent un réle

crucial dans l'efficacité antimicrobienne.

Les résultats montrent une réponse variable des souches bactériennes E. coli, S.
aureus, et Ci. freundii aux huiles essentielles a différentes concentrations (0,03906 a 100
mg/ml). E. coli est résistant a 100 mg/ml mais devient sensible des 10 mg/ml (puits 2 a 10),
ce qui est cohérent avec les travaux de Burt (2004) qui ont documenté que les huiles
essentielles peuvent étre efficaces contre les Gram-négatifs a des concentrations
appropriées. S. aureus et Ci. freundii montrent une sensibilité compléte a toutes les
concentrations testées, ce qui est aligné avec les études de Hammer et al. (1999) et
Kalemba et Kunicka (2003) qui ont noté que les Gram-positifs comme S. aureus, ainsi
que certaines bactéries Gram-négatives, peuvent étre tres sensibles aux huiles essentielles.
Cette sensibilité élevée de S. aureus est également corroborée par les résultats de Sokovié
et al. (2010), qui ont démontré que les huiles essentielles perturbent efficacement la
membrane cellulaire des bactéries Gram-positives. Ces observations confirment que la
composition chimique des huiles et la nature de la membrane bactérienne influencent
significativement I'efficacité antimicrobienne.

Ces résultats suggerent que les huiles de menthe et de romarin ont le potentiel d'étre
utilisées comme des alternatives naturelles aux antibiotiques et aux agents antifongiques
conventionnels. En effet, les résultats de I'étude sur les activités antibactériennes des huiles

de menthe et de romarin sont conformes a des recherches antérieures soulignant le potentiel
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thérapeutique de ces produits naturels. Les résultats de I'enquéte sur l'activité
antibactérienne des huiles de menthe et de romarin renforcent encore l'importance

d'explorer des alternatives naturelles aux antibiotiques conventionnels.
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Conclusion



Le présent travail avait pour objectif d’une étude comparative d’activité microbienne
d’huiles essentielle de Rosmarinus officinalis L (romarin) et Mentha spicata (menthe).
L'extraction des huiles essentielles a été réalisée par entrainement a la vapeur d’eau a montré
des rendements moyens de 1,71% et 1,18%, respectivement. Ces résultats soulignent une
efficacité supérieure du romarin par rapport a la menthe. Le rendement le plus élevé observé
pour le romarin est de 1,11%, obtenu a partir de 649 g de matiére végétale, démontrant une
possible optimisation des conditions d'extraction ou une meilleure qualité de la matiére

premiére utilisée.

Comparativement, des études précédentes telles que celles de Bettahar chahrazad et
Chehalis Salim (2020) ont montré des rendements de 1,88% pour le romarin de la région de
Thémis Miliana et de 1,14% pour DJ élida, tandis que Bougheddou et Bihi (2020) ont rapporté
un rendement de 0,88% pour la menthe. Ces comparaisons confirment que les résultats obtenus

dans cette étude sont cohérents avec les rendements rapportés dans la littérature.

Les tests d’activité antimicrobienne ont révélé que les antibiotiques étaient généralement
plus efficaces que les huiles essentielles contre toutes les souches testées, avec des zones
d'inhibition plus larges. Cependant, I'nuile de menthe a montré une bonne efficacité contre
Staphylococcus aureus et une efficacité modérée contre Escherichia coli. Elle était moins
efficace contre Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii, et Candida albicans, bien
qu'une activité significative ait été observée contre Candida albicans apres 48 heures.

L'huile de romarin a montré une efficacité modérée a faible contre Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, et Citrobacter freundii. Son efficacité contre Pseudomonas aeruginosa
et Candida albicans était variable et généralement faible.

La détermination des CMI a révélé que I'huile essentielle de romarin présentait une
meilleure activité inhibitrice contre E. coli sur la concentration de 2.5 mg et Ci. freundii a 5 mg
par rapport a I'huile de menthe. L'huile de menthe a montré une faible activité inhibitrice contre

E. coli d’une concentration égale a 100 mg et aucune inhibition contre S. aureus et Ci. freundii.

S. aureus n'a montré aucun effet inhibiteur observable pour les deux huiles essentielles,

suggeérant que cette bactérie est résistante aux concentrations testées des deux huiles.
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Cette étude demontre que I'huile essentielle de romarin est plus efficace que I'huile
essentielle de menthe contre les souches bactériennes testées, en particulier contre E. coli et Ci.
freundii. Les résultats indiquent également I'importance de tester différentes huiles essentielles
pour déterminer leur efficacité spécifique contre diverses souches bactériennes. En termes de
rendement d'extraction, le romarin s'est révélé étre une source plus productive d'huile essentielle

que la menthe, corroborant les données précédentes de la littérature scientifique.

Ces observations peuvent orienter les futures recherches et applications industrielles des
huiles essentielles de romarin et de menthe, en particulier dans le domaine de la lutte

antimicrobienne et des produits naturels thérapeutiques.
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