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Résumé

Les nom breu s e s propriétés natu relles d e s hu iles e s s entielles en font d ’elle s à la

fois d e s ingréd ients nu traceu tiqu es e t d e s agents d e cons ervation très prom ette u rs pou r

l’ind u s trie agro-alim entaire. Le recou rs à ces m olécu les s’avère être u n choix ad équ at,

face à u n risqu e précis ou à la néces sité d e réd u ire ou rem placer le s agents d e

conservation chim iqu es s ynthétiqu es connu e s parleu rs nocivités s u rlasantéhu m aine.

N otre étu d e porte s u r l’hu ile e s s entielle d e Rosm arinu s officinalis , e spèce très

abond ante d ans larégion d e H am m am et-Y ou kou s (Tebes sa-A lgérie). Elle fait partie d u

patrim oine m éd icinal et cu linaire d e cette localité, au tre fois u tilisée en m éd ecine

popu laire, en cosm étiqu e e t en phytopharm acie. L’étu d e analytiqu e d e l’hu ile e s s entielle

d u rom arin effectu ée par C P G-SM , am ontré qu e ces com posants appartiennent à la

clas s e biochim iqu e d e s phénols e t hyd rocarbu res m ono-terpéniqu e s . A u s siarévélé u ne

préd om inance d u cons titu ant 1,8 cinéole, ainsiconfère à la plante son chém otype:

Rosm arinu s officinalis à1,8cinéol.

L’activité d e l’hu ile e s s entielle d e Rosm arinu s officinalis s u r le s sou ches

fongiqu es pathogène s e t le s pu is sants contam inants alim entaire s (A spergillu s sp.,

Fu sariu m e t P enicilliu m )par latechniqu e d e fongigram m e am ontré qu ’à d e faibles

concentrations, cette hu ile d onne u n bon rés u ltat anti-fongiqu e.

Le pou voirantim icrobien d e cette hu ile e s t très im portant, s e caractéris e paru ne

action fongis tatiqu e e t fongicid e vis-à-vis d e s germ e s s u scités . L’ad d ition d e l’hu ile

e s s entielle d u rom arin «Rosm arinu s officinalis » à ‘‘lapom m e’’et au x ‘‘olives’’a

d onné u n effet très significative, en au gm entant le u rs d u rées d e cons ervation. C ecinou s

conforte d ans l’id ée d e propos er cette hu ile e s s entielle arom atiqu e, com m e sou rce d e

m olécu les bio-actives cons ervatrices natu relles .

Mots clés :

Rosm arinu s officinalis-hu ile e s s entielle-contam inants alim entaires-cons ervation.
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Abstract

The m any natu ral properties of e s s ential oils m ake them both nu traceu tical

ingred ients and very prom isingpres ervatives for the food ind u s try. The u s e of thes e

m olecu les proves to be an appropriate choice to face the risk ofspecificcontam inations

orto red u ce (replace)syntheticchem icalpres ervatives known fortheirharm fu leffects

on hu m an health.

O u r s tu d y focu s e s on the e s s entialoilofRosm arinu s officinalis , whichis avery

abu nd ant species in the region ofTebes sa-A lgeria, it is u s e d in folk m ed icine, cosm e tics

and phytopharm acy. The extraction of e s s entialoils from ros em ary was perform ed by

s team d is tillation. The chem icals tu d y of the s e e s s entialoils by C P G-SM revealed the

richnes s of the latter in 1.8 cineole com pared to other com pou nd s . This confirm s a

chem otype:Rosm arinu s officinalis at 1.8cineol.

The activity of the e s s entialoils ofR osm arinu s officinalis on fu ngalpathogenic

strains by the fu ngigram techniqu e has shown that at low concentrations , this oilgives a

good res u lt against fu ngalstrains known as powerfu lfood contam inants as:A spergillu s

sp., Fu sariu m sp., and P enicilliu m sp.

The antim icrobialpower of the s e oils is very im portant, it is characteriz ed by a

fu ngistaticand fu ngicid alaction faces the sprou ts . The ad d ition ofros em ary es s ential

oil"R osm arinu s officinalis"to "apple"and "olives"has given avery significant effects ,

increasingtheirshelflife. This reinforces ou rid eaofproposingthis arom atices s ential

oil, as asou rce ofnatu ralcons ervative bio-active m olecu les .

K eyword s :

Rosm arinu s officinalis -e s s entialoil-food contam inants –conservation.
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Introduction

Pour répondre à une demande grandissante en produits alimentaires, durant les

années quarante des solutions souvent hâtives ont été adoptées telle, la mécanisation de

l’agriculture, les grandes cultures, les monocultures...etc. Rapidement des récoltes

considérables sont obtenues, satisfaisant plus ou moins les besoins de la population.

Cependant, les méthodes de préservation et de conservation des récoltes n’étaient pas

encore très adaptées et des pertes considérables sont enregistrées.

L’un des principaux agents causals de ces échecs sont les micro-organismes

(bactéries, virus, parasites, moisissures…etc.) responsables de détériorations

organoleptiques des denrées alimentaires produites. A cette époque, les sciences

chimiques connaissaient un essor considérable et la solution des conservateurs de

synthèses (les anti-microbiens, les pesticides) s’est imposée donnant des résultats

appréciables. Ces molécules ont permis à un certain degré de conserver l’aliment frai et

transformé.

Quelques années plus tard, on a pu constater les limites de ces agents

conservateurs qui n’ont pas empêché l’adaptation des micro-organismes par l’apparition

de résistances plus accrues et plus large.

Alors, on s’est retrouvé face à des rapports faisant états de problèmes de santé, lié

directement à la consommation de ces éléments de synthèse (cancer, mal formation

…etc.). Ce problème est beaucoup plus épineux dans les pays à faible rente, et qui ne

maitrisent pas la technologie de préservation des cultures.

Devant cette situation, le retour aux procédés usant des produits naturels que nos

ancêtres ont toujours connus et maitrisés se sont progressivement installés. Cette

source fondamentale privilégiant l’emploi des plantes médicinales ou de leurs extraits

(HE, tanins, eau florale …etc.) faisant usage actuellement comme alternative aux

conservateurs chimiques.

Le romarin (Rosm arinu s officinalis ) est l’une des plantes de choix ancestralement

très connu, arbuste vivace de famille des labiées, originaire du bassin méditerranéen.

Traditionnellement utilisé comme cataplasme soulageant ainsi les douleurs et souvent
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efficace dans le traitement de diverses maladies infectieuses, digestives… etc.

(Beloued, 1998).

L’Algérie est un vaste territoire caractérisé par des biotopes diversifiés, d’un

climat méditerranéen au Nord et saharien au Sud, lui donnant ainsi une végétation

différée. On trouve des cèdres, des pins, de la bruyère, des arbousiers et plusieurs

espèces de chênes tels que le chêne-liège au nord. Les hauts plateaux sont recouverts de

halfa, l’atlas saharien est planté de cyprès, de térébinthes, de palmiers et d’arbousier. Et

enfin, le Sahara où poussent principalement des acacias mélange par endroit à des

oliviers.

Et la wilaya de Tébessa (Hammamet-Youkous) est l’une des régions du pays très

riche en plantes médicinales aromatiques et mellifères surtout le romarin, poussant de

manière spontanée (Baba Aïssa, 1991). Zone favorisée par sa position géographique,

son climat semi-aride et ses quatre étages bioclimatiques (Benarfa, 2005).

D’une part, l’Algérie est un grand producteur ancestral d’olive et de son huile, et

jeune producteur de pommes. Ce sont des denrées d’importance capitale pour le

consommateur. D’autre part, elles sont mal conservées et des pertes énormes sont

toujours enregistrées.

Nous proposons l’usage de l’HE du romarin comme solution alternative aux

conservateurs chimiques. En faisant une étude sur la plante Rosm arinu s officinalis

cueillis de Hammamet-Youkous, et caractérisation des composants chimiques de l’HE

extraite. Aussi, la mise en valeur de l’activité anti-fongique de l’HE par fongigramme et

leurs utilisations comme conservateurs du fruit de valeur nutritive importante « la

pomme » et « les olives ».
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Chapitre I-Le rom arin :aspects botaniqu es e t extraits d e Rosmarinus officinalis

1. H is toriqu e

Selon la légende, le romarin était à l'origine d’une plante à fleurs blanches.

Avant de donner naissance à l'enfant Jésus, Marie aurait déposé sa cape de couleur

bleue sur un romarin planté devant l’étable. La cape aurait déteint sur l'arbrisseau et

c'est ainsi que le romarin fleurit bleu. Certains voient dans cette légende une autre

origine possible au nom Romarin à savoir « Rose de Marie » (l'appellation anglaise

étant d'ailleurs Rosemary).

Il Servait anciennement dans les cérémonies nuptiales, funéraires ou de

célébrations profanes :

- Les mariées portaient des couronnes de romarin, symboles de fidélité.

- On mettait aussi des brins de romarin dans la tombe des pharaons afin de

fortifier leur âme. Il était un symbole du souvenir et de l’amitié.

- Les étudiants grecs s’en confectionnaient des couronnes, qu’ils portaient durant

les examens pour stimuler leurs mémoires.

Parvenu en Europe au IXe siècle par l’intermédiaire des moines bénédictin, sa

culture fut exigée dans l’ordonnancement rural « Capitulare de villis » de Charlemagne.

Durant les épidémies de peste : on faisait bruler des rameaux pour purifier l’air

et l’on portait des sachets sur soi, que l’on respirait lorsqu’on passait dans les endroits

touchés par la maladie.

L’histoire veut aussi que la reine de Hongrie, qui souffrait de la goutte, ait été

délivrée de ces problèmes grâce à « l’eau de Hongrie » (alcoolat à base de romarin)

lorsqu’elle était âgée de 72ans (Botineau, 2010).

Désormais principalement utilisée comme herbe aromatique en cuisine. Il était

très estimé comme plante médicinale et condimentaire (Tessier, 2003).

2. E tym ologie

Bien que le romarin se développe loin de la mer, d'après la légende, le romarin est

une plante que l'on retrouvera seulement dans les régions où s'étend la rosée venant de

la mer, au petit jour (Escuder , 2007). De ce fait, le nom « romarin » viendrait du latin :-

« ros marinu s » (rosée de mer) (Auguste Scheler, 1862) ;

- Rosa marina qui a donné son nom au genre (Escuder, 2007) ;

- « rhu s marinu s » sumac de mer;
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Du grec : «rhops myrinos » (buisson aromatique) (Helmut Genaust, 1996).

Nom français :Romarin, Encensier, Herbe aux couronnes, Herbe des troubadours

(Huguette Max, 2008).

Nom anglais : Rosmary

- Le romarin comporte aussi plusieurs noms vernaculaires : Iklil Al Jabal , Klil,

Hatssa louban, Hassalban , AzÎir, ,Aklel, iklil.

Nom tergui ou berbère : lazir, ouzbir, touzala, Azir (Damerdji, 2012).

3. Caractéris tiqu es botaniqu es

3.1. Classification d e laplante

Nom scientifique : Rosmarinu s officinalis est une espèce Eudicotes (Damerdji,

2012) (Tableau 1).

Tableau .1. Classification botanique de l’espèce Rosmarinu s officinalis L .

( Damerdji, 2012)

R ègne Plantae

E m branchem ent Spermaphyte

Sou s em branchem ent Angiosperme

D ivision Magnoliophyta

Class e Dicotylédones (Magnoliopsida)

Sou s class e Eurosidées

O rd re Tubiflorales

Sou s ord re Lamiales (labiales)

Fam ille lamiaceae

Genre Rosmarinu s

E spèce Rosmarinu s officinalis

3.2. D e scription botaniqu e

Le romarin est un arbrisseau aromatique qui se reconnaît de loin par son odeur.

Cette plante peut atteindre 2m de hauteur, toujours vert, très rameux.

*Ces feuilles sont persistantes, coriaces, sessiles, linéaires, entières, enroulées par

les bords, vertes et chagrinées en dessus, blanches-tomenteuses en dessous.
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* Ces fleurs sont d'un bleu pâle ou blanchâtre, subsessiles, rapprochées en petites

grappes axillaires et terminales ;

- calice en cloche, bilabié, pulvérulent,

- corolle bilabiée, à tube saillant, à lèvre supérieure en casque, bifide ;

- comprend deux étamines, à filets saillants, insérés à la gorge de la corolle,

munis vers la base d'une petite dent ; anthères linéaires.

* La tige est tortueuse, anguleuse et fragile.

* La racine est profonde et pivotante.

* Le fruit est une baie ovale, sèche et lisse (Fig.1).

C’est une plante ayant des qualités et des propriétés stimulantes antiseptiques et

insecticides. Il sert aussi à la fabrication des parfums (Benoît Bock, 2008).

Figu re 1. Aspect morphologique du romarin (Quezel et Santa, 1963).

3.3. R épartition géographiqu e d ans le m ond e et en A lgérie

La plante pérenne Rosmarinu s officinalis (L .), est originaire des côtes

méditerranéennes et le sud-ouest de l’Asie, a été ensuite transplanté à la Chine dans la

dynastie Jin. Elle se développe et cultivé dans le monde entier surtout comme clôture

dans les jardins (Waggas et Balawi, 2010).

On la trouve cultivée à large échelle en Espagne, en Tunisie, au Maroc, en

Algérie, en Italie, en France, et au Portugal, principalement pour en extraire de l'huile

essentielle. En Inde, la production de romarin s’est introduite à la fin des années 80, et

qui s'est développée au cours des années 90 (Panda, 2009).
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En Algérie, le romarin est l’une des espèces végétales excédant 50 000 hectares

sur le territoire national (Zoubeidi, 2004).

4. U sages en cosm étiqu e,cu linaire e t en phytothérapie

*En cosmé tiqu e : L'utilisation du romarin en parfumerie est très ancienne. Le

premier parfum alcoolique dont on connaisse l'existence est l'eau de H ongrie, alcoolat

fréquemment utilisé au XVIIe siècle et qui pourrait dater du XIVe siècle, dont le

romarin était l'un des principaux composants (Le Roi, 1859).

Le romarin entre dans la composition de parfums surtout masculins, hespéridés

aromatiques (eaux de Cologne), boisés et fougères aromatiques.

*En gastronomie : Les branches feuillues de romarin s'utilisent de préférence

fraîches, mais peuvent également se conserver séchées.

S’emploient généralement :

- comme aromate (infusion dans les ragoûts, les civets, les soupes et les sauces).

- pour parfumer les grillades et la confection d'une marinade.

- pour fumer la viande ou le poisson en déposant quelques branches sur les

charbons, ou pour embrocher des légumes avant leur cuisson. (Knockaërt, 2002).

Les fleurs ont une saveur plus douce et se consomment crues, saupoudrées pour

parfumer un plat ou un dessert. Le romarin est parfois utilisé en infusion pour parfumer

des desserts comme les flancs, les crèmes ou certaines confitures.

* En phytothé rapie : le romarin est présent dans toutes les pharmacopées

mondiales et dans de nombreux médicaments, notamment comme cholagogue ou

traitement symptomatique de troubles digestifs tels que : ballonnement épigastrique,

lenteur à la digestion, éructations, flatulence.

Traditionnellement utilisé pour faciliter les fonctions d'élimination urinaires et

digestive. Son action puissante est très utilisée afin de soulager les quintes de toux

embarrassantes lors de certaines affections pulmonaires comme la bronchite aiguë. Il

s'agit de l'une des plantes les plus recommandées à cette fin.

Selon l'OMS le romarin est reconnu pour de nombreuses finalités. Aussi, aide à

traiter l'asthme, l'eczéma, et le rhumatisme (Fahim et al., 1999).
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Les extraits de romarin possèdent de nombreuses activités biologiques, anti-

microbiens (Bernardes, 2010 ; Rasooli et al., 2008) , anti-mutagène (anti-hyper-

glycémique, anti-ulcérogène et action d’antioxydant. (Rodrigo et al., 2014). La

décoction de feuilles de romarin a été traditionnellement utilisée pour traiter les patients

diabétiques sans beaucoup de preuves scientifiques de son utilité (El-Boshy et al.,

2015).

5. P rincipau x cons titu ants e t rôle s physiologiqu es

Les plantes aromatiques et médicinales comme le romarin représentent une

source de métabolites secondaires biologiquement actifs tels que les polyphénols. Ces

substances présentent plusieurs propriétés biologiques, telles que les activités anti-

microbienne, anti-inflammatoire et anti-oxydante. Les principales constituantes sont les

alcaloïdes, les phénols, les tannins, les flavonoïdes et vitamines (Yves, 2005).

Le romarin a été largement accepté comme l'un des espèces ayant l'anti-oxydant

le plus élevé (Yesil et al., 2007). Spécifiquement les molécules responsable de cet effet

sont : l'acide rosmarinique, le carnasol et le rosmaridiphénol se trouvant dans la fraction

soluble dans l'éthanol (Yesil et al., 2007 ; Cheung, 2007 ).

5.1.Tanins

Les tanins sont des composés polyphénoliques, hydrosolubles, de masse

moléculaire comprise entre 500 et 3000, ayant la propriété de tanner la peau, c’est-à-

dire de la rende imputrescible. Cette propriété est liée à leur aptitude à se combiner à

des macromolécules (protéines, polysaccharides….) (Gazengel et Orecchioni, 2012).

Parmi les connus sont l’acide gallique et acide ellagique (Fig.2).

Figu re 2. Deux types de tanins hydrolysables (Gazengel et Orecchioni, 2012).

Les tanins sont classés en deux groupes selon leur structure chimique : tanins

hydrolysables et les tanins catéchiques. Et tous les organes végétaux peuvent en
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renfermer (racines, écorces, feuilles….), (Charnay et Tourmeau, 2007).

Ils présentent des propriétés astringentes, anti-diarrhéiques, anti-bactériennes et

anti-fongiques. Certains montrent également des propriétés vitaminiques P.

Aussi sont utilisés en thérapeutique, dans le traitement des maladies du système

veineux et capillaire (Teetes et al., 1980).

5.2.Flavonoïd e s

Le terme flavonoïde désigne une très large gamme des composés naturels

appartenant à la famille des polyphénols (Seyoum et al., 2006). Ces métabolites

secondaires constituent un groupe de plus de 6 000 composés naturels des végétaux,

souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles.

À l’état naturel les flavonoïdes se trouvent le plus souvent sous forme

d’hétérosides (Ghestem et al., 2001 ; Bruneton, 1999). Du point de vue structurale, les

flavonoïdes se répartissent en plusieurs classes de molécules, en effet plus de 6400

structures ont été identifiées (Heim et al., 2002).

Stru ctu re : Ce sont des dérivés benzo-γ -pyranne (Skerget et al., 2005). Des 

composés dont la substitution par un noyau benzénique se fait en position 2 (Ghedira

,2005). Leur structure de base est celle d’un diphényle propane à 15 atomes de carbone

(C6-C3-C6), constitué de deux noyaux aromatiques qui désignent les lettres A et B,

reliés par un hétérocycle oxygéné, qui désigne la lettre C (Fig.3) (Dacosta, 2003).

Figu re 3. Structure de base des flavonoïdes (Di Carlo et al., 1999).

La consommation quotidienne des flavonoïdes (fruits du genre Citrus, légumes,

le thé et le café) module l’activité de certaines enzymes et de modifie le comportement

de plusieurs systèmes cellulaires, exerce également des activités biologiques (anti-

oxydantes, vasculo-protectrices, anti-hépatotoxiques, anti-allergiques, anti-

inflammatoires, anti- ulcéreuses et même anti-tumorales significatives).
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5.3. H u iles e s s entielles

L’huile essentielle (HE) est définit par la Pharmacopée européenne comme « un

produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu à partir d’une matière

première végétale. Extraite soit par, entraînement à la vapeur d’eau, distillation sèche ou

par un procède mécanique approprié sans chauffage».

5.3.1. R épartition botaniqu e

Les HEs n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Les genres

capables d'élaborer les constituants qui composent les HEs sont répartis dans un nombre

limité de familles comme les : Myrtacees, Lauracees, Rutacées, Lamiacees, Asteracees,

Apiacees CupresSacees, Poacees, Zingiberacees et Piperacees (Bruneton, 1999).

5.3.2. Localisation et lieu d e synthèse

Tous leurs organes végétaux des plantes aromatiques contiennent de l’HE :

* les fleurs (orange, rose, lavande),

* les feuilles (eucalyptus, menthe, thym, laurier, sauge, sapin),

* les organes souterrains (racines : vétiver, rhizomes : gingembre, acore),

* les fruits (fenouil, anis, épicarpes des citrus),

* les graines (noix de muscade),

* le bois et les écorces (cannelle, santal, bois de rose).

Les HEs sont présent dans des structures cellulaires spécialisées (cellules à HE),

cellules a poils sécréteurs et canaux sécréteurs. Elles ont vraisemblablement un rôle

défensif: protection du bois contre les insectes et les champignons, action répulsive

contre les animaux herbivores (chèvres et les moutons). Seul l'homme et certains

insectes sont attirés par l'odeur des plantes aromatiques (Paris et al., 1981 ; Brunton,

1999).

5.3.3. Caractéris tiqu e s physico-chim iqu e s

Les huiles essentielles possèdent en commun un certain nombre de propriétés :

elles sont volatiles, solubles dans l'alcool et dans l'huile, mais pas dans l'eau et ce sont

des substances odorantes. Se caractérisent aussi par :

- Un point d’ébullition variant de 160° à 240C°.

- Une densité générale inferieur à celle de l’eau variant de 0,75 à 0,99.

- Elles sont dextrogyres ou lévogyres, rarement inactives sur la lumière polarisée.

- Sont très altérables et sensibles à l’oxydation.
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- A température ambiante, elles sont généralement liquides, incolores ou jaunes

pales. Cependant, il existe quelques exceptions exemple : l’huile essentielle à azulène

est de coloration bleue.

- Une huile essentielle contient de nombreuses molécules chimiques différentes

(Coste Hoppolite, 1998).

5.3.4. C ons titu ants chim iqu e s e t notion d e chém otype

5.3.4.1. T erpène s

Les terpènes sont très répandus dans la nature. En effet, les plantes vasculaires

produisent des terpènes volatils, notamment au niveau des organes foliaires (Charlwood

& Banthorpe, 1991).

Ce sont des hydrocarbures formés à partir d’unités isopreniques (C5H8)n . En

général, seul les terpènes de faible poids moléculaire (de 10 à 20 atomes de carbone)

sont retrouvés dans les huiles essentielles :

- les monoterpènes, composés de 2 unités d’isoprènes (C10H16),

- les sesquiterpènes de 3 unités isopreniques (C15H24).

- et quelques diterpènes (C20 H32) pouvant être retrouvés, cela reste tout de

même exceptionnel (Bruneton, 2008).

 Les monoterpènes

Les monoterpènes, métabolites secondaires des plantes, sont émis par les plantes

vivantes. De plus, certains sont ajoutés dans divers produits de consommation utilisés

dans notre environnement intérieur pour leurs propriétés physico-chimiques et

odoriférantes (parfum, solvant…etc.) (Marlet, 2011).

Les carbures sont presque toujours présents. Ils sont acycliques, monocycliques

ou bicycliques. Ils constituent parfois plus de 90% de l’huile essentielle (Bruneton,

1993) (Fig.4).
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                    α-pinene              cam phre                              β-pinene                                

1,8cinéol A cétate d e bornyle Linalol

Figu re 4. Structure chimique des monoterpènes identifiés dans l’huile essentielle de

romarin (Bajaj, 1997).

 Les sesquiterpènes : sont un groupe de métabolites secondaires présent

dans le matériel végétal et qui sont les plus répondus dans quelques familles comme les

cactaceae, les solanaceae…etc. (Ludwiczuk et al., 2017). Allongement de chaine qui

accroit le nombre de cyclisation. Ainsi plus d’une centaine de squelettes différents a été

décrit (Pirrung et al., 1997) (Fig.5).

Figu re 5. Structure d’un sesquiterpène le α bisabolol (Cara Weitstock, 2017)

5.3.4.2. Le s com posés arom atiqu e s

Ce sont des dérivés du phénylpropane (C6-C3), beaucoup moins fréquents que les

précédents. Un noyau aromatique est couplé à une chaine de trois carbones (Bruneton,

1993).
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 Notionde chémotype

Le romarin se présente en une seule espèce avec de nombreux chémotypes (sous

espèce) (Laparé et Collin, 2000). Tout est lié à la nature chimique du constituant majoritaire

de l’huile essentielle (Tableau.2).

Tableau .2. Les différents chémotypes du romarin (Laparé et Collin, 2000).

Cam phoriferu m
(R.o.àcam phre)

Cineoliferu m
(R.o.àcinéole)

V erbenoniferu m
(R.o. àverbénone)

O rigine France Afrique du Nord Corse

P rincipau x

cons titu ants

actifs

Monoterpenes

(camphène), oxydes

(1,8 cineol), Mono-

terpénones(camphre)

Monoterpenes,

oxydes (1,8 cineol),

mono-terpénones

Monoterpenes (alpha

pinene), mono-terpinols

(bornéol),Monoterpénones

(verbenone)

P ropriétés Action

neuromusculaire,

mucolytique.

Anticatarrahte,

expectorant

Anti-catarrahte,

mucolipolytique,

expertorante,

antispasmodique,

équilibrante endocrinienne

P rincipales

ind ications

Crampes,

contractures,

rhumatismes

musculaire

Otites, sinusites,

bronchites,

refroidissements

pulmonaires

Sinusites, bronchites,

insuffisance hépato-

biliaire, hépatites virales.

C ontre s

ind ications

Aucune connue Aucune connue Sujets hépatiques,femmes

enceintes et enfants,

(neurotoxique et abordive)

5.3.5. V aleu rs économ iqu e s

L’alimentation, la cosmétique et l’aromathérapie sont les trois grandes

destinations des huiles essentielles. D’ailleurs environ 150 huiles essentielles sont

couramment commercialisées contre 300 il y’a 50ans.

Le Brésil est le premier producteur mondial de cet extrait en termes de volume, le

deuxième étant vraisemblablement l’Inde pour sa production d’huile essentielle de

menthe et aussi la chine (Moja et Jullien, 2014).

Dans quelques pays, une partie de la production du romarin est commercialisée
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sous forme de feuilles sèches. Exemple, le Maroc exporte annuellement environ 60

tonnes de feuilles du romarin, le reste l’utilise pour l’extraction des huiles essentielles

(Laparé et Collin, 2000). Toute plante médicinale ou son extrait, bien évidemment aura

un impact important sur l’économie du pays producteur.

5.3.6. E ffets anti-m icrobiens d e s hu iles e s s entielle s

Depuis l’antiquité les plantes médicinales et aromatiques sont connues pour leur

qualité anti-microbienne (Anti-bactérien, anti-fongique, antiparasitaire, antiseptique, et

antivirale).

Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20ieme siècle pour que les scientifiques

commencent à s’y intéresser. Ces propriétés sont dues à la fraction d’huile essentielle

contenu dans les plantes et même d’autres de ces extraits.

Par ailleurs, plusieurs auteurs décrit que le romarin (l’huile ou l’extrait aqueux de

feuilles) a un effet thérapeutique important sur : la circulation sanguine (Rulffs et al.,

1984), les muscles lisses (Aqel, 1991 et Al-Sereiti, 1992). Il aurait donc des effets

antispasmodiques, permettrait aussi de prévenir et de limiter la progression de certains

types de cancers (anti-tumorigénique et antioxydant) (Sereitia et al., 1999).

Aussi, possèdent de nombreuses activités biologiques, anti-microbien (Bernardes

et al., 2010, Rasooli et al., 2008), antimutagène (Furtado et al., 2008) , anti-hyper-

glycémique (Al-Hader et al., 1994) anti-ulcérogène (Dias et al., 2000), et une action

anti-oxydante (Ozcan, 2003 et Lucarini, 2014)

L'extrait alcoolique de R.officinalis a montré une activité anti-dépressive (tests

d'immobilité de la souris) (Matsunaga et al., 1997). Le romarin est aussi recommandé

pour traiter les divers cas d’asthénie.

Ces fleurs en macération est un produit de beauté tonique, connu pour son eau qui

resserre les pores de la peau. Et ses bourgeons sont utilisés en gemmothérapie.
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Chapitre II- Moisissures et produits alimentaires

Il existe de très nombreuses espèces fongiques susceptibles de coloniser les

aliments et d’en altérer leurs qualités organoleptiques. Leurs identifications a été

pendant longtemps exclusivement basées sur l’observation des caractères culturaux et

morphologiques de l’espèce.

Toutefois, la complexité du règne fongique a fait que des progrès récents de la

biologie moléculaire s’installent et d’autres outils d’aide sont proposés (révélation des

mycotoxines…etc.). Mais, pouvant pas remplacer complètement l’examen

morphologique, qui reste la base de l’identification (Tabuc, 2007).

1. Principaux genre fongiques de contaminations alimentaires

Les genres les plus fréquents dans la contamination alimentaires et qui ont des

répercussions sur le domaine économique et médical sont les A spergillu s , les

P enicilliu m et les Fu sariu m . On les retrouve principalement dans les céréales, mais

aussi dans de nombreux autres produits végétaux et d’origine animale.

Ces dernières, sont aussi des champignons myco-toxinogènes pouvant affecter la

chaîne alimentaire (Yenny et al, 2009).

1.1. Le genre Aspergillus

Les moisissures du genre A spergillu s se multiplient d’autant plus rapidement

que la température (jusqu’à 40°C) et l’activité de l’eau sont élevées (Feillet, 2000).

C’est un genre appartenant à la classe des A scom ycète s . Le thalle est hyalin ou

coloré, présente un mycélium cloisonné portant de nombreux conidiophores dressés,

terminés en vésicule (Raper et Fennell, 1965).

Comprend environ 185 espèces réparties en 18 groupes morphologiquement,

génétiquement et physiologiquement proches (Raper et Fennell, 1965 ; Botton e t al.,

1990).

Les A spergillu s ont une large répartition géographique, mais sont le plus souvent

associés aux régions à climat chaud (Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002). Ils se

développent sur la matière organique en décomposition, dans le sol, le compost, les

denrées alimentaires et les céréales. Aussi, présentent dans l’environnement humain,

notamment dans la poussière et l’air (Morin, 1994).
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Une vingtaine d’espèces est impliquée dans des pathologies animales et humaines,

en étant capables d’envahir les tissus vivants et provoquer des aspergilloses.

Par exemple : - A spergillu s fu m igatu s est responsable de mycoses pulmonaires ;

- A spergillu s niger est responsable d’aspergillose du conduit auditif

(Morin, 1994).

1.1.1. Les principales espèces

 Aspergillus flavus

*C aractères cu ltu rau x : le champignon se développe rapidement sur les milieux

classiques (géloses au malt et Sabouraud) à 22-25°C. La température optimale de

croissance est 37°C.

Sur le milieu de culture, A . flavu s forme des colonies duveteuses à poudreuses,

d’abord blanches, puis jaune, puis vert-jaune. Le revers peut être incolore, rosâtre ou

brun-rouge foncé pour les souches productrices de sclérotes.

* M orphologie m icroscopiqu e :

- Les têtes conidiennes sont unisériées ou bisériées, d’abord radiées, puis reparties en

plusieurs colonnes de spores, jaunâtres au début, puis vert-jaune foncé.

- Les conidiophores hyalins, verruqueux, atteignent 1 à 2,5 mm de long.

- Les vésicules sont sub-globuleuses, et mesurent 25 à 45 μm de diamètre.  

- Les phialides sont insérées directement sur la vésicule (unisériées) ou portées par des

métules.

- Les conidies sont globuleuses à sub-globuleuses, de 3 à 6 μm de diamètre, de couleur 

verte pâle, verruqueuses.

- Les sclérotes, fréquents dans les isolats récents, sont globuleux à sub-globuleux,

d’abord blanc puis virant au brun-rouge foncé et au noir.

 Aspergillus fumigatus

* C aractères cu ltu rau x :

A . fu m igatu s est une espèce thermo-tolérante dont la température de croissance est

comprise entre 15 et 48°C. Peut se développer même à une température allant jusqu’à

57°C. Mycélium à croissance rapide sur les milieux de culture classiques (Morin, 1994).

Elle forme des colonies d’abord blanches, puis bleu-vert enfin vert foncé-gris

noirâtre. Le revers peut être incolore, jaune, vert ou brun-rouge selon les souches.

* M orphologie m icroscopiqu e :
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- Les têtes conidiennes, strictement unisériées, en colonne compacte sont d’abord

bleu-vert puis virant au vert bronze.

- Les conidiophores sont courts (300-500 μm), lisses, s’élargissent insensiblement 

au sommet en formant des vésicules sub-hémisphériques. Ces dernières (20-30 μm de 

diamètre), vertes, sont fertiles dans leur moitié supérieure.

- Les phialides dressées, sont densément groupées, de couleur verte.

- Les conidies sont globuleuses à sub-globuleuses, mesurent 2 à 3,5 μm de 

diamètre, et sont échinulées.

 Aspergillus niger

* C aractères cu ltu rau x : ce champignon pousse rapidement (2-3 jours) sur les

milieux de culture classiques (géloses au malt et Sabouraud). La température optimale

de croissance varie généralement entre 25 et 30°C. Aussi, il peut se développer même à

42°C. Les colonies d’A . niger sont granuleuses, blanches au début, puis jaunes et à

maturité elles deviennent noires.

Le revers des colonies est incolore ou jaune pâle. Sur le milieu Czapek forme des

colonies à mycélium blanc ou jaune, et revers souvent incolore.

*M orphologie m icroscopiqu e :

- les têtes conidiennes, bisériées, radiées, sont disposées en plusieurs colonnes

brunâtres ou noires.

- Les conidiophores sont longs atteignant 1,5-3 mm, lisses, hyalins ou brunâtres

dans leur moitié supérieure.

- Les vésicules sont globuleuses et entièrement fertiles.

- Les phialides (7-10 x 3-3,5 μm) sont portées par des métules brunâtres, de 

dimensions variables.

- Les conidies sont habituellement globuleuses, parfois légèrement aplaties. Elles

mesurent 3,5-5 μm de diamètre, sont brunes, échinulées à très verruqueuses. 

- Les sclérotes parfois différenciés, sont crème à chamois foncé au début, puis

virent au chamois.

1.1.2. Importance du genre Aspergillus

1.1.2.1. Potentiel toxinogènes et pouvoir pathogène

 Potentiel toxinogènes :

De nombreuses espèces appartenant au genre A spergillu s sont connues pour leur

capacité à produire certaines mycotoxines (Pitt, 2000).
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A spergillu s flavu s et A . parasiticu s sont les principaux producteurs d'aflatoxines.

Comme l’aflatoxine B1 qui est classée comme cancérigène chez l’homme et l’animal

(IARC, 1993).

A spergillu s fu m igatu s synthétise plusieurs métabolites très toxiques comme la

fumagiline, l’acide helvolique, la gliotoxine, les dérivés quinoniques, des alcaloïdes

voisins de ceux de l’ergot de seigle.

A spergillu s nigerpeut produire de l’acide oxalique, des malformines et certaines

souches des aflatoxines.

A spergillu s ochraceu s est le principal producteur d'ochratoxine A. Il colonise lui

aussi de très nombreux substrats.

A spergillu s terreu s élabore des substances anti-bactériennes, de toxicité variable

(flavipine, terréine, citrinine, erdine et molécules voisines, clavacine) (Botton et al.,

1990).

 Pouvoir pathogène :

Certaines espèces d’A spergillu s sont des pathogènes opportunistes ; leur

développement nécessite des conditions locales favorables. Induisent des cavernes

tuberculeuses, cancer broncho-pulmonaire, broncho-pneumopathies chroniques

obstructives, emphysèmes, mucoviscidose, ou corticothérapies prolongées, hémopathies

malignes, …etc (Badillet et al., 1987 ; Morin, 1994).

Les principales espèces responsables de mycoses (aspergilloses) sont :

A spergillu s fu m igatu s , A spergillu s flavu s (Baculard et Tournier, 1995) ; A spergillu s

niger (Morin, 1994) ; A spergillu s syd owi(Botton et al., 1990) ; A spergillu s terreu s

(Baculard et Tournier, 1995 ; Khan et al., 1999).

1.1.2.2. Espèces utiles

Certaines espèces d’A spergillu s sont utilisées dans l’industrie agro-alimentaire

et dans l’industrie des produits biotechnologiques notamment pour la fermentation de

divers substrats et la production d’enzymes ou d’acides organiques :

- A spergillu s awam ori, agent lipolytique d’oléagineux, est utilisé fréquemment au

Japon pour la fermentation alcoolique.

- A spergillu s niger est utilisé dans les processus biotechnologiques pour la

synthèse de différents acides, comme l’acide citrique et l’acide gluconique ainsi que

pour la production d’enzymes : alpha-amylase, beta-glucanase, catalase, glucose

oxydase, lipase, pectinase, poly-galacturonase.
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- A spergillu s oryzae est utilisé, dans les pays asiatiques, pour la fabrication de

produits fermentés à base de soja. Il est utilisé aussi dans des processus

biotechnologiques pour la production de certaines enzymes comme : alpha-amylase,

beta-glucanase et lipase (Botton et al., 1990).

1.2. Le Genre Penicillium

Les champignons appartenant au genre P enicilliu m sont parmi les plus

omniprésents des organismes sur la terre.

Ces champignons du sol, existent dans l’aliment seulement comme contaminants

de produit alimentaire, causant ainsi un gaspillage de nourriture si les conditions

s'avèrent favorables (Pitt, 2006)

1.2.1. Importance du genre Penicillium

Le genre P enicilliu m et particulièrement P enicilliu m chrysogenu m est

généralement exploité pour ses capacités antibiotiques. Il produit le composé β-lactame 

hydrophobe pénicilline (Xu et al, 2005).

*C aractères cu ltu rau x :

Les P enicilliu m se développent rapidement et facilement sur les milieux de

culture utilisés en routine (géloses au malt, Sabouraud). Ils se développent à des

températures modérées de l’ordre de 20-27°C. Après 2 jours d’incubation, on observe

des petites colonies plates, formées de courts filaments aériens, habituellement blancs.

Après 3 à 4 jours d’incubation, la sporulation va conférer aux colonies leur teinte. Cette

couleur permet une première orientation dans l’identification d’espèces (Tableau 03).

Tableau 03: Identification des espèces du genre P enicilliu m selon la couleur des colonies

(Chermette et Bussieras, 1993).

Couleur Espèces correspondantes

Vert-gris P . citrinu m , P . cyclopiu m , P . italicu m ,

vert-jaune P . chrysogenu m ,

Vert sombre P . roqu efortii, P . fellu tatu m ,

Jaune pâle, chamois P . nalgiovens e ,

Jaune vif à rouge P . pu rpu rogenu m ,

Orange et verdâtre P . island icu m ,

Blanche P . cam em bertii.

Le revers des colonies peut être incolore, jaune, rouge, brun ou noir et parfois le

pigment diffuse dans le milieu de culture (Chermette et Bussieras, 1993).



Chapitre II- Moisissures et produits alimentaires

19

1.2.2. Espèces utiles-pouvoir pathogène et toxinogène des Penicillium

 Pouvoir pathogène et toxinogène

Les P enicilliu m sont rarement incriminés en pathologie animale et humaine, parce

que la température de croissance de la plupart des espèces est inférieure à 30°C.

(Hennequin et Lavarde, 1998).

Les infections dues à ce genre sont habituellement provoquées par l'inhalation des

spores. Les premiers signes sont souvent pulmonaires. Ils sont responsables de :

kératomycose (inflammation de la cornée), d'otomycose (infection de l'oreille externe),

d'onychomycose (infection des ongles) et parfois d’infections profondes (Hennequin et

Lavarde, 1998).

Une seule espèce P enicilliu m m arneffei, rencontrée exclusivement en Asie du

Sud-Est (Chine, Thaïlande, Laos, Birmanie) a pu être isolée chez des personnes

immunodéprimées, notamment les patients infectés par le VIH.

Cette espèce est alors responsable d’infections systémiques touchant la peau et les

organes profonds (foie, rate, ganglions, os…etc.) (Rosenthal et al., 2000).

 Espèces utiles :

De nombreuses espèces de P enicilliu m sont utilisées au niveau industriel pour la

fabrication de fromages et salaisons ou pour la production des différents métabolites

d’intérêt :

- P enicilliu m cam em bertiiest utilisé dans la fromagerie pour la fabrication des

fromages à pâte molle et croûte fleurie ;

- P enicilliu m roqu efortiipour l’affinage des fromages à pâte persillée ;

- P enicilliu m nalgiovense pour l’amélioration des qualités organoleptiques des

saucissons ;

- P enicilliu m chrysogenu m , P enicilliu m griseofu lvu m , P enicilliu m notatu m ,

P enicilliu m jens enii(P . nalgiovense ), sont utilisés pour l’obtention de différentes

substances antibiotiques (Botton et al., 1990).

*Les espèces principales qui produisent de la patuline et plus important du point

de vue sanitaire et économique sont: P enicilliu m expans u m .

Cette substance (patuline) est reconnue pour provoquer des désordres gastro-

intestinaux avec ulcérations, distensions et hémorragies, voire des perturbations de la

fonction rénale, à plus forte dose.
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1.3. Le genre Fusarium

Ce genre inclue des champignons imparfaits appartenant à la classe des

D eu térom ycète s . Les formes parfaites ou téléomorphes de quelques espèces de

Fu sariu m sont connues, et appartiennent à la classe des A scom ycète s (ordre des

H yphocreale s , famille des N ectriaceae , genres Gibberella, C alonectriaet N ectria).

Pour plusieurs espèces de Fu sariu m , le stade parfait n’est pas connu. Le genre

comprend près de 40 espèces souvent largement répandues (Nelson et al., 1983).

Sur le plan économique le genre Fu sariu m est très important parce qu’il regroupe

beaucoup d’espèces phyto-pathogènes, susceptibles d’induire des maladies (fusarioses)

chez de nombreuses plantes.

De plus, beaucoup d’espèces saprophytes sont capables de se développer en tant

que pathogènes secondaires sur des tissus végétaux sénescents. Ils peuvent ainsi

attaquer les céréales (maïs, blé, orge, avoine), les légumes, les plantes ornementales et

beaucoup d’arbres fruitiers.

La majorité des espèces de Fu sariu m sont susceptibles de produire des

mycotoxines et sont ainsi impliquées dans des intoxications chez les animaux d’élevage.

1.3.1. Importance des principales espèces de Fusarium

Compte tenu de leur fréquence dans les différents substrats, notamment les

céréales, de leur potentiel toxinogène et de leur pouvoir pathogène, les principales

espèces de Fu sariu m sont : F. cu lm oru m , F. gram inearu m , F. oxysporu m e t F.

verticilloid e s (F. m oniliform e ) et Fu sariu m cu lm oru m .

*C aractères cu ltu rau x: Cette moisissure pousse rapidement sur géloses PDA

(Potato Dextrose Agar) et au malt. Les colonies sont duveteuses, d’abord blanches à

jaunâtres ou roses puis ocracées à rouges brunâtre. Le revers est rouge à pourpre.

* M orphologie m icroscopiqu e :

Toutes les espèces produisent des spores en forme de canoë appelées

macroconidies, formés dans des masses de spores appelées sporodochies, à partir des

quelles sont éclaboussés sur de courtes distances. Ces macroconidies sont multi-

cellulaires.

Beaucoup d’espèces aussi forment de petites spores appelées microconidies qui

sont formées séparément ou dans des chaines délicates. Les microconidies de certaines

espèces sont dispersées dans l’air sec, probablement sur de longues distances.
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Des ascospores et pour certaines espèces forment également des spores de survie à

paroi épaisse appelées chlamydospores, adaptées à la persistance à long terme dans le

sol (Burgess et Bryden, 2012).

1.3.2. Pouvoir pathogène et toxinogènes

 Pouvoir pathogène

Les Fu sariu m sont principalement des phyto-pathogènes. Ces champignons

contaminent les céréales, les légumes, les arbres fruitiers provoquant des maladies

nommées fusarioses. Les Fu sariu m sont généralement impliqués dans la pourriture des

racines, tiges et fruits ; dans la dégradation du système vasculaire (Trenholm et al.,

1988). Le pouvoir pathogène chez l’homme et les animaux est varié.

Fu sariu m oxysporu m est un agent d’onyxis, de kératites, d’endophtalmies, de

péritonites et d’infections disséminées chez les patients atteints d’hemopathie maligne.

D’autres espèces (F. solani, F. m oniliform e ) sont impliquées dans des infections

systémiques (Guarro et Gene, 1992).

Fu sariu m verticillioid e s peut être un agent de fusarioses disséminées chez les

patients infectés par le HIV (Duran et al., 1989).

Fu sariu m solaniest l’espèce la plus commune, impliquée dans les fusarioses

rencontrées aux patients diabétiques. Il peut également être responsable des ulcères

cornéens (Gari-Toussaint et al., 1997).

 Potentiel toxinogènes

Le genre Fu sariu m comprend des espèces capables de produire de nombreuses

mycotoxines (Tableau 04).

Tableau 04: Mycotoxines produites par le genre Fu sariu m (Pitt, 2000).

Mycotoxines Espèces

Fumonisines Fu sariu m verticillioid e s (m oniliform e ) et F. proliferatu m

Trichothécènes de types A et B Fu sariu m poae,F. sporotrichioid e s , F.crookwellense ,

F.cu lm oru m ,F.gram inearu m

Zéaralénone Fu sariu m cu lm oru m ,F. gram inearu m F. oxysporu m et

F. sporotrichioid e s

Ces métabolites sont à action toxique même à faible dose.
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Chapitre III- Conservateurs alimentaires

Nos aliments sont rarement stériles. Ils contiennent habituellement des micro-

organismes qui pour la plupart sont inoffensifs, certains d’entre eux sont mêmes

essentiels au développement de la flaveur. C’est le cas pour de nombreux produits

laitiers (fromages, yaourt) ou végétaux le cas du pain, pour lesquels la flore microbienne

est dite positive.

En revanche, d’autres micro-organismes peuvent avoir un effet négatif sur un

aliment. On distingue les micro-organismes d’altération qui peuvent être à l’origine de

dégradations organoleptiques ou nutritionnelles (fermentations ou développement

d’arômes indésirables) et entraînent une diminution de la durée de vie des aliments. Et

des microorganismes pathogènes (des bactéries, des champignons, des parasites et des

virus) qui prolifèrent ou libèrent des toxines en causant ainsi des infections ou des

intoxinations après ingestion par le consommateur. Et là les conservateurs sont

nécessaires.

1. Conservateurs alimentaires et mécanismes d’action

Un conservateur est un additif : substance chimique minérale ou organique,

ajoutée à une denrée alimentaire dans le but de la protéger des altérations due au micro-

organisme (Hudson, 2018).

On cite quelques agents conservateurs :

- Minéraux : les nitrates et nitrites, les sulfites, l'anhydride sulfureux…etc.

- Organiques : les benzoates comme : E210, E211, E212 et E213 sont des

conservateurs qui bloquent le développement de certaines levures et moisissures. Ils

sont additionnés à plusieurs produits alimentaires pour prolonger leur durée de

conservation (Gouget, 2011).

Le mélange de conservateurs présentent de nombreux avantages comme la

possibilité de diminuer la concentration de chaque éléments et par là, même les

éventuelles effets secondaires, et augmenter l’efficacité par synergie (Rancé et

Bermond, 1996).

 Mécanisme d’action

L’action du conservateur peut se situer au niveau de la paroi bactérienne, des

membranes, au niveau ribosomal, sur la synthèse des protéines, ou au niveau des
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acides nucléiques et des enzymes associées (Martini et al., 1999).

2. Pathogénicité des conservateurs alimentaires de synthèse

Les conservateurs sont omniprésents, on les trouve dans les aliments, les produits

cosmétiques ou les médicaments. Aujourd'hui, la plupart de ces additifs sont plus au

moins inoffensifs, d'autres sont plutôt douteux, voire même dangereux selon des

rapports d'études (Marie-Laure Andre, 2013).

Ces conservateurs constituent un sujet récurrent d’interrogation et de débats, une

fois abordée, de nombreux consommateurs associent ces substances à des produits

chimiques dangereux.

Prenant l’exemple des benzoates existant dans de nombreux produits, les facilités

avec laquelle la DJA (Dose journalière Admissible) est atteinte, en font de lui un additif

particulièrement dangereux pour la santé, notamment pour les enfants (Gouget, 2011).

3. Pathogénicité des micro-organismes

Le facteur classé en premier rang comme contaminant alimentaire est le micro-

organisme. Il est à l’origine de dégradations organoleptiques, nutritionnelles

(fermentations ou développement d’arômes indésirables) ou de pathogénèses pour le

consommateur (toxi-infections, intoxinations).

a. Les toxi-infections alimentaires sont des maladies contractées en consommant

des aliments dans lesquels les germes pathogènes présents se sont par la suite multipliés

dans le contenu intestinal.

b. Les intoxinations sont provoquées par l’ingestion d’aliments contenant une ou

des toxines, produites par des micro-organismes pathogènes. Cependant, la

diversification de notre alimentation empêche l’absorption régulière de doses suffisantes

de toxines pour être réellement dangereuses (Bourgeois et al., 1996).

Ainsi, le lavage soigneux des fruits et légumes frais avant consommation est très

recommandés.

4. Conservation des fruits et légumes

Les fruits ou légumes frais peuvent être contaminés pendant la récolte, dans les

magasins ou lors du transport, donc le lavage soigneux avant de les consommés est

recommandé. Certes leur conservation au réfrigérateur va prolonger leur durée de vie

car la plupart des types de moisissures se développent rapidement à des températures
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plus élevées mais le problème qui se pose est que les légumes et fruits développent de la

pourriture même à l’intérieur d’un local frai.

4.1. Les contaminants de la pomme

L’un des risques les plus connus proviennent de la présence éventuelle de la

toxine "patuline" sécrétée par A spergillu s clavatu s ou P enicilliu m expansu m dans les

pommes altérées ou les jus de fruits (ICMSF, 1996). Ces intoxinations sont de véritable

problème de santé publique, et également responsables de lourdes pertes économiques

(retrait ou destruction de produits).

P .expansu m est présent sur les fruits sains mais, il ne produit des quantités

significatives de patuline qu’en se développant sous forme de nécrose en disque sur le

fruit. Ce champignon saprophyte de la pomme est le responsable majeur de la

contamination par la patuline (des jus de fruits, compotes et autres produits de la

transformation des pommes). Sa production est aussi favorisée par la blessure des fruits

(chocs, attaques d’insectes, etc.) (ANSES, 2011).

4.1.1. La pourriture bleue

Plus de 100 000 tonnes de pommes sont perdues chaque année en France (FAO,

2002) et aussi dans d’autre pays, l’équivalent de 5 % de la production totale.

Ces pertes, occasionnées le plus souvent en conservation, sont principalement dues aux

attaques par des espèces fongiques. Principalement, on cite les Penicillium spp. qui

constituent un groupe redoutable et qui est à l’origine d’une large partie des infections

(Amiri et Bompeix, 2004).

Bien que les espèces P. solitum et P. verrucosum aient été répertoriées comme

pathogènes en Australie (Penrose et al., 1984 ; Holmes, 1990), la principale espèce

pathogène sur pommes demeure P. expansum.

Cette dernière provoque une infection de type humide, circulaire, de contour

souvent net et d’une couleur brun-clair extérieurement et intérieurement. Après la

sporulation, la fructification prend un aspect blanchâtre puis verdâtre, puis bleuâtre en

fin de cycle, d’où le nom de la pourriture bleue (Amiri et Bompeix, 2005).

4.2. Conservation de la pomme par la cire

La pomme est un fruit comestible à pépins d'un goût sucré et acidulé et a une

propriété plus ou moins astringente selon les variétés. C’est ce qui attire aussi les

insectes et micro-organismes.
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Pour profiter des bienfaits de la pomme, il est préférable de manger le fruit cru

avec sa peau riche en vitamines, en polyphénols antioxydants (2 à 6 fois plus élevé que

celui de la chair) et en micronutriments anti-cancer. Dans la chair restera surtout l’eau et

le sucre, avec la pectine. Mais quel dommage de jeter «le meilleur de la pomme»

(Denis, 2015) à cause d’altération par micro-organismes, la cire ou autres pesticides.

Généralement, les professionnels utilisent la cire pour enduire les fruits afin de les

conservés et leur donner une meilleure apparence. Dans le cas des pommes, après la

cueillette, elles sont entreposées en vrac dans de grandes bennes. Les emballeurs, qui

peuvent aussi être producteurs, prennent ensuite le relais et trempent les pommes dans

un bain de cire (Mercader, 2002). Cependant, elle montre une toxicité potentielle, elle

contient de la morpholine ; cette dernière permet l'étalement uniforme de la cire sur les

fruits et les légumes. C’est un produit non recommandé par l'Organisation Mondiale de

la Santé (WHO, 2002).

4.3. Les olives

L’olivier est une culture millénaire ancestrale à la conquête de grands espaces,

arbre emblématique des zones montagneuses de l’Algérie. Sa culture couvre un large

territoire. Il est depuis près d’une décennie en train de peupler la steppe du coté de

Djelfa et en phase de concurrencer le palmier dans le sud.

Il peut être affecté par différentes maladies : le pourridié, la verticilliose, la

fumagine, le cycloconium, le chancre de l’olivier. (Desfemmes, 2018).

4.3.1. Variétés d’olives

La région méditerranéenne est la zone de production la plus importante pour les

olives de tables. L’Algérie dispose d’une plus de trentaines de variétés d’olives, la

couverture des besoins des consommations est assurée à 100% par la production

nationale.

La variété d’olive la plus répondu est l’oléa europeae L. ayant atteint le stade de

maturité pouvant être destiné à la consommation direct en tant qu’olives de table. Sont

cueillies à différentes stades de maturité, puis traitées et préparer de différentes

manières. Les plus demandées sont les olives vertes traitées en saumure’ ou noires

naturelle (Sánchez Gómez et al., 2006) .
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4.3.2. Paramètres affectant la qualité des olives

Le facteur qualité des olives de table est important, doivent présenter une bonne

saveur, odeur, couleur et une texture caractéristique d’un produit fini prés à la

consommation.

4.3.2.1. Le pH

- Si la diminution du pH au cours des premiers jours de fermentations n’est pas

assez rapide, une détérioration des olives peut rapidement s’installer, du fait que des

entero-bactériacées et d’autre groupes microbiens pouvant atteindre des densités

cellulaires élevées et formant ainsi des « poches de gaz » entrainant un ramollissement,

une rupture de la cuticule et d’autres défauts.

- Un pH élevé peut également contribuer au développement de Clostridium, ce

qui entraine une fermentation dite putride (rappel de l’odeur de matière organique en

décomposition) ou butyrique (rappel de l’odeur de beurre rance) (Lanza, 2013).

4.3.2.2. Le biofilm

C’est une structure microbienne englobée dans une matrice extracellulaire,

fixées sur des surfaces naturelles ou artificielles (Roux, 2006). Ce dernier est riche en

micro-organismes entre autre les champignons.

L’un des problèmes conçu dans la préparation des olives en saumures faite en

foyer est la formation du biofilm.

5. Usage des molécules bio-actives naturelles

Les pommes, saumure d’olives ou autres fruits, légumes et conserves ne doivent

présenter aucun signe de détérioration micro-biologique. Un suivi de la fermentation et

une bonne conservation sont essentiel.

Les extraits naturels pouvant remplacés les conservateurs chimiques de synthèse

sont nombreux comme les huiles essentielles issues de plantes médicinales aromatique.

Plusieurs huiles essentielles ont en laboratoire une activité anti-microbienne

avérée. Mais, avant leur adoption en tant qu’agent de conservation alimentaire, il

convient de vérifier les résultats expérimentaux dans l’aliment sélectionné.

En général, les résultats expérimentaux obtenus en milieu modèle se confirment

sur les aliments, mais avec des concentrations d’huiles essentielles un peu plus élevées.

Les études faites à travers le monde, montrent que les huiles essentielles peuvent être

ajoutées à peu près à tous les aliments (Oussalah et al., 2007).
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Certes l’huile végétale est plus recommandable au point de vue écologique ; son

coût est cependant très élevé et elle est donc peu utilisé en agriculture à la place des

pesticide d’origine chimique. Néanmoins, l’utilisation de l’huile essentielle issue de

plante dite ‘médicinale’ comme conservateur alimentaire est beaucoup plus intéressant.



Partie II : Etude expérimentale
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I. Matériel et méthodes

L’usage des drogues naturelles est très répondu au nord-Est-Algérien, précisément

Tébessa (Hammamet-Youkous). C’est une région très riche en plante médicinale

aromatique entre autres le romarin qui pousse de manière spontanée.

Beaucoup de travaux ont été réalisés sur les aspects anti-microbiens de cette

plantes. Cependant très peu d’études ont été consacrées à la recherche et à l’inventaire

de cette espèce endémique en Algérie ni à l’usage de ces molécules bio-actives.

Ce travail s’inscrit dans la perspective de valorisation des huiles essentielles (HEs)

de l’Algérie en vue de leur utilisation en agro-alimentaire. De ce fait, nous nous

sommes proposé de chercher une éventuelle activité de l’huile essentielle (HE) de

romarin de la zone de Youkous-Hammamet comme un anti-fongique, et son application

en substitution de conservateurs alimentaires de synthèse de nature chimique.

1. Enquête ethnobotanique :

Dans le but de chercher le degré de connaissance et d’utilisation du romarin dans

deux régions de l’Est, on a établi un questionnaire détaillé sous forme d’une fiche

d’enquête (Annexe 1).

Globalement, la fiche rassemble des informations sur la place qu’occupe le

romarin dans notre patrimoine, les différents usages de la plante et de son extrait en

domaine culinaire et en phytothérapie.

1.1. Lieux de l’enquête

L’enquête ethnobotanique était réalisé dans deux wilaya de l’Est Algérien,

caractérisées d’une population assez importante: Annaba et Tébessa.

Ces deux localités sont différentes par leurs reliefs diversifiés, la couverture

forestière et leur climat. Le romarin dans la région de Hammamet-Youkous (Tébessa) se

trouve à l’état spontané alors que ce n’est pas le cas à Annaba.

1.2. L’enquête proprement dite

Le questionnaire était basé sur dix-sept (17) paramètres.

- D’abord, l’information sur la connaissance de la plante d’étude (le romarin)

était primordiale pour poursuivre l’enquête.
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- Ensuite, était nécessaire de s’informer sur les habitudes thérapeutiques de la

population, nom locale, les parties de la plante utilisées, les indications thérapeutiques,

les méthodes de récoltes, les recettes et les modes d’administration, les effets

indésirables et surtout sur l’emploi de son extrait (HE) …etc.

1.3. Analyse descriptive des enquêtés

- Nous avons donné notre fiche d’enquête ethnobotanique à un échantillon aléatoire de

100 sujets par région.

- La population de l’étude est constituée de toute personne de plus de 18ans et habitant

l’arrondissement au cours du déroulement de l’enquête.

- Aucune attention particulière sur sexe ni couches socio-économique et intellectuelle

n’a été pris en compte.

2. Matériel végétal

Le romarin (Rosmarinus officinalis), arbuste vivace à feuilles persistantes cultivé

dans de nombreuses régions du monde, et se trouve spontanée sur le pourtour

méditerranéen.

En se basant sur les renseignements des experts de plante, herboriste et spécialiste

en botanique, nous avons retenu la zone géographique Hammamet-Youkous (Tebessa-

Algérie). Dans cette région la plante ornementale, aromatique et médicinale pousse à

l’état spontané et elle n’est pas exploitée.

2.1. Caractéristiques du lieu de la récolte

2.1.1. Position géographique

On a choisie comme zone d’étude la ville de Youkous-Hammamet, située au

Nord-est Algérien, frontière Algéro-tunisienne (Fig.6).
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Figure 6. Localisation de la zone de Hammamet-Youkous.

On a cherché les caractéristiques géographiques du lieu de récolte de la plante

précisément l’altitude qui est un facteur essentiel d’influence direct sur : la croissance et

l’évolution du végétal, sur la composition chimique des molécules bio-actives

(quantitativement et qualitativement) et surtout sur le rendement en HE.

2.1.2. Climat de la région d’étude

Pour mieux connaitre les conditions climatiques de la région de récolte de

romarin, nous nous somme intéressé aux paramètres suivants :

- La température moyenne,

- la pluviométrie,

- taux d’humidité.
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2.1.3. Nature du sol

Dans le but de mieux connaitre l’environnement où le romarin se développe, nous

avons rassemblé le maximum d’information sur les spécificités du sol de la zone

d’échantillonnage, les paramètres conditionnant le développement des espèces

botaniques et assurant une activité physiologique et biologique optimum :

- composition du sol,

- rétention de l'humidité,

- fertilité,

- pH,

- les conditions édaphiques qui représentent autant de causes potentielles de

variations de la composition chimique d’une plante aromatique donnée (Mohammad et

al., 2009 et Aprotosoaie, 2010)

2.2. Drogue

Les drogues synthétiques sont de plus en plus représentés à faire plus de

mal que de bien. Cependant, en cherchant un remède naturel et qui aide à prévenir, à

soulager et pourquoi pas à guérir plusieurs maladies les plus redoutés de notre temps on

a toujours retour aux plantes médicinales.

Spécifiquement la plante choisie appartenant au genre Rosmarinus, de la famille

des lamiacées. C’est l’une des espèces de qualité typique de la flore Algérienne

précisément le Nord-Est. Elle est très utilisée en culinaire et en thérapie traditionnel.

2.2.1. Echantillonnage de la plante

La récolte de de nos échantillons de romarin était faite au moment de la floraison,

entre début mai et fin Novembre de bon heure et à temps sec pour éviter

l’évaporation et la dégradation de l’HE.

Seulement la partie aérienne du romarin qui a été récoltée pour permettre

l’activité apicole qui favorise la production des semences et de miel (Fig.7).

Figure 7. Partie de la plante cueillie (Projet des Plantes Aromatiques et Médicinales, 2014).
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Fraichement récoltés, se sont mises à l’identification botanique et à l’étude

anatomique au niveau du laboratoire de biologie végétale et toxicologie du

département de pharmacie, faculté de médecine (DPFM)-Université Badji Mokhtar-

Annaba (UBMA) (Photo.1).

Photo.1 : Le romarin récolté de Hammamet-Youkous (BAGHLOUL, 2011).

Les critères botaniques pris en compte sont l’aspect macroscopique de la plante

entière ainsi que microscopique concernant les feuilles.

2.2.2. Identification de l’espèce

La recherche de l’espèce botanique du végétal est une nécessité ; elle doit

comprendre les noms du genre et d’espèce suivis de la variété si elle existe.

D’abord, on devait connaitre l’ensemble (Arbuste, arbre..) puis indiquer les

critères botaniques morphologiques macroscopiques spécifiques de l’espèce (tige,

feuille, fleur, calice et corolle).

2.2.3. Estimation de la teneur en eau

La teneur en eau des feuilles a été effectuée dès que l’échantillon est

introduit au laboratoire de botanique.

 Principe : par dessiccation du matériel végétal

- Mettre la matière végétale à température élevée jusqu’à ce qu’elle aura une

masse constante.

- La quantité d’eau contenue dans la plante ou l’organe, est obtenue en faisant

la différence de masse entre la matière fraîche et la matière sèche.

 Technique : Séchage à l’étuve.

- Placer une quantité déterminée du matériau humide à tester dans une boîte

de Petri préalablement numérotée et tarée ;

- Peser l’ensemble et l’introduire dans une étuve pendant 24 heures sous une

température de 105° Celsius,

- Après dessiccation, on pèse l’ensemble une seconde fois,
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- Déduire les masses humide et sèche de l’échantillon.

- Déterminer la teneur en eau de la plante par le calcul de la différence de

poids selon la formule suivante :

H (%) = ((M1-M2)/M1) x 100

(H)= taux d’humidité (en pourcentage) ; - (M1) = poids de l’échantillon après la récolte (en gramme) ;

- (M2) = poids de l’échantillon après séchage (en gramme) ;

2.2.4. Description des coupes histologiques

Dans le but de localiser et étudier les structures anatomiques sécrétrices de

l’HE de Rosmarinus officinalis au niveau des feuilles, qui sont bien évidement l’objet de

distillation. On a réalisé des coupes histologiques transversales, ensuite on les a coloré

par la technique de double coloration (Faugeras, 1965 ; Mekki, 2008).

 Principe de la méthode

La double coloration a pour but de renforcer le contraste et de rendre plus clair les

différents constituants tissulaire. La destruction des organites cellulaire et la

conservation des parois est assurées par la réaction successive sur les coupes fines des

solutions d’hypochlorite de sodium dilué.

On obtiendra une coloration en rose des membranes cellulosiques (parenchyme

cellulosique, liber et collenchyme) et en vert les membranes lignifiées ou sclérifiées

(bois et sclérenchyme).

 Technique :

L’étude histologique était réalisée selon les étapes suivantes :

* Fixation des organes à étudier:

- Les feuilles de romarin sont immédiatement conservées après la récolte dans de

l’éthanol à 70° additionnée d’eau.

- Laisser quelques jours, pour qu’elles libèrent le maximum de chlorophylle.

* Réalisation des coupes transversales :

- En collectant à l’aide d’une pince quelques feuilles imprégnées au préalable dans

l’eau et de l’alcool , et les mettre dans une boite de Pétri en verre stérile contenant

de l’eau pure.
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- On essaye de réaliser plusieurs coupes transversales de chaque feuille (Fig.8).

Figure.8. Schéma illustrant la réalisation d’une coupe transversale de la feuille.

- Ensuite, on procède à la technique de double coloration (Coloration des parois

cellulaires).

- Observation au microscope optique (G : ×10) et (G : ×40).

- Et enfin, description des différentes structures.

Il est possible de faire le montage de l'échantillon directement dans une goutte

d'eau ou mieux dans une goutte de glycérine.

Cependant, la double coloration permet d'aboutir à une observation de qualité.

 Mode opératoire :

- Préparation des coupes

A l’aide d’une lame de rasoir neuve, on effectue des coupes transversales très fine

sur l’échantillon végétal (feuilles de romarin) dans le but d’une meilleure observation

des différentes structures. Ensuite les coupes de feuilles réalisées disposées dans un

tamis sont prêtes à la coloration (Photos.2).

Photo 2. Les étapes de la réalisation des coupes transversales des feuilles

(Labo.Botanique).

- Coloration et montage des coupes

Les coupes sont placées successivement dans:

(1) (2) (3) (4)
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a- L’hypochlorite de sodium dilué au ½, (eau de javel à 12°) pendant 15 à 20

minutes dans le but de détruire le contenu cellulaire et n’avoir que les parois

squelettiques.

b- Après rinçage soigneux des coupes à l’eau distillée pour enlever l’excès

d’hypochlorite de sodium, les coupes sont mises dans de l’eau additionnée de

quelques gouttes d’acide acétique pendant 1 à 2 minutes, ce qui neutralise le réactif

alcalin précédent et permet une bonne fixation du colorant ; et puis on lave à l’eau

distillée.

c. Ensuite, on passe au traitement des coupes au vert de méthyle à 1%

pendant 5 à 10minutes (pour colorer les parois lignifiées sclérifiées en vert, bleu ou

violet selon le degré de lignification et en jaune verdâtre ou brun la cuticule et les parois

subérifiées).

d. Après un lavage rapide à l’eau distillée afin d’éviter l’excès du colorant, les

coupes doivent être colorées par le rouge Congo à 1% pendant 8 à 10 minutes. Ce

réactif en se fixant sur les glucanes, colore les parois cellulosiques en rose. Lavage à

l’eau distillée pour éliminer l’excès du colorant.

Les étapes de la double coloration des coupes transversales des feuilles de

romarin réalisées sont illustrées par la planche1 .
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Planche 01. Etapes de la double coloration des feuilles du romarin (Labo. Botanique).

Enfin, on doit faire le montage des coupes histologique les plus fines entre lame et

lamelle dans une goutte de glycérine ;

- Observation faite au microscope optique, aux différents grossissements (G : x10)

et (G : x40), dans le but de décrire les différents tissus existants.

2.2.5. Séchage et conservation de la plante:

La dessiccation été faite par la technique de séchage à l’air libre et sous abris dans

un endroit bien aéré pendant trois mois.

Puis on a effectué plusieurs paquets (sac en papier) dont chaque sac contient

100g de feuilles séchées dans le but d’extraire l’HE. Conservation faite à l’abri de

l’humidité (Schauenburg et Paris, 1973).

(b)

(C)

(D)

Rinçage (R)

(R)

(R)

(R)

(R)

(a)

(R)
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3. L’huile essentielle de Rosmarinus officinalis

3.1. Extraction de l’huile essentielle

L’extraction de l’HE peut être faite par différents méthodes parmi elles :

l’entrainement à la vapeur d’eau, l’hydro-distillation, le chauffage aux micro-ondes sous

vide, l’enfleurage et l’extraction par gaz supercritique…etc.

Dans notre étude nous avons procéder à une extraction de l’HE du romarin par

hydro-distillation à partir des feuilles séchées à l’aide d’un appareil de type LICKENS

NICKERSON (Photo 3) au laboratoire de chimie analytique du DPFM ainsi qu’au

niveau du laboratoire de chimie organique, faculté des sciences-UBMA.

A chaque fin d’extraction on calcule le rendement en HE.

Photo 3. Dispositif d’extraction de l’HE par hydro-distillation
(Labo. Chimie analytique)

Ce n’est pas un appareillage couteux et le principe de la méthode est très simple.

 Principe:

L’hydro-distillation est utilisée pour l’extraction des HEs et consiste à séparer

les produits volatils contenus dans les drogues végétales sous l’action d’un

courant de vapeur saturée, sans macération préalable ; l’eau saturée d’HE traverse

un serpentin froid où elle se condense.

Pour donner deux phases : l’eau florale et l’HE ; qui seront séparés selon la

densité (Quezel et Santa, 1963).

 Technique :

- On pèse deux cent grammes du matériel végétal pour la distillation, le placé dans

un ballon de deux litres et le rempli avec un litre d’eau.

- En chauffant, l’eau s’évapore entrainant avec elle les molécules aromatiques.
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- En passant dans un réfrigérant, l’eau se condense rapidement et se retrouvent

dans l’ampoule à décantation qui permet la séparation immédiate de l’essence par sa

densité.

- Après 1h30min à 2heures d’extraction, on récupère l’HE.

3.2. Estimation du rendement

Le rendement en HE est fonction de plusieurs facteurs : la température, l’humidité

relative, la durée totale d’insolation et le régime des vents. Ils exercent une influence

directe, surtout chez les espèces qui possèdent des structures histologiques de stockage

superficielles comme les pélargoniums odorants (Demarne, 1985).

 Principe :

Le rendement en HE est le rapport entre le poids de l’HE extraite et le poids du

matériel végétal traité (AFNOR, 1986 ; Neffar et Benabdrrahmane, 2013).

 Technique :

On a calculé le rendement en HE exprimé en pourcentage selon la relation

suivante :

R% = MHE / MS × 100

(R) : rendement en HE (en pourcentage) ; - (MHE) : quantité de l’HE récupérée (en gramme) ;

- (Ms) : quantité de la drogue utilisée pour l’extraction (en gramme).

3.3. Conservation de l’huile essentielle

Les HEs sont des molécules bio-actives qui conservent leurs vertus aromatiques et

thérapeutiques si elles sont stockée dans de bon conditions. En revanche, c’est

l’instabilité relative de leurs molécules constitutives et la possibilité de leur

dégradation, qui remet leur conservation très délicate (Bruneton et al., 1993).

Nous avons pris en considération les trois éléments (la température, la lumière et

l’oxygène) indispensables à retenir pour une bonne conservation de l’HE et qui

interviennent dans leurs détériorations.

Notre HE était stockée dans un local frais (basse température entre 4°C et 8°C),

faite dans des flacons de faible volumes en verre brun sombre, et conservé dans

l’obscurité, afin d’éviter le phénomène d’oxydation.
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Le flacon est entièrement remplis et fermés de façon étanche car les HEs sont très

volatiles, et pour éviter que l’oxygène entre en contact avec l’HE et probablement

empêche la jonction des anti-oxydants (Chemat et al., 2009 ; Baba Aissa, 1991 ; Quezel

et Santa, 1963).

La durée de conservation permise est de 2 à 5ans.

3.4. Etude analytique de l’huile essentielle du romarin

Dans le but d’estimer la qualité et la composition chimique de l’extrait d’HE

extraite, nous avons effectué une étude analytique : en premier lieu on devait chercher

les caractéristiques organoleptiques, ensuite on est passé à l’analyse chimique.

3.4.1. Les propriétés organoleptiques

La détermination des caractères organoleptiques était basée sur l’aspect des

essences extraites, couleur et odeur.

3.4.2. L’analyse chimique

La diversification des HE ne peut être envisagée que si la caractérisation de ces

substances naturelles est réalisée et celle-ci par la connaissance de leur composition

chimique, qui constitue un facteur déterminant en vue de leur vertus.

La caractérisation de ces substances naturelles nécessite la mise en œuvre de

technique analytiques fiable qui permettent non seulement d’apprécier ses valeurs, mais

aussi de réaliser le contrôle de la qualité ou encore de mettre en évidence une éventuelle

spécificité.

L’identification de la composition chimique de notre HE extraite était réalisée au

laboratoire de chimie analytique, département de pharmacie La Timone-Marseille-

France. Par une technique analytique la plus utilisée dans le domaine des HEs, qui est la

chromatographie en phase gazeuse (CPG), couplée à la spectrométrie de masse (SM).

Le couplage CPG-SM est une technique séparatives de pointe qui permet de

réaliser à la fois la séparation, l’identification et la mesure quantitative des différents

constituants chimiques des HEs extraites.

 Principe :

Le principe est basé sur les différences d’affinité des constituants du mélange.
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- la première étape correspond à l’injection du composé dans la colonne.

- la séparation des composés se déroule dans le temps, les molécules étant éluées de

manière séquentielle selon des critères chimiques de polarité et de solubilité dans la

phase stationnaire de la colonne.

- la molécule séparée des autres constituants du mélange est ensuite ionisée dans la

source d’ionisation du spectromètre de masse.

- La dernière étape, l’identification, est réalisée par un analyseur de masse (Fay,

1998).

Le couplage CPG-SM permet de connaitre la masse moléculaire d’un

composé et d’obtenir des informations structurales relatives à une molécule à partir de

sa fragmentation (Stashenko et Martinez, 2014 ; Constantin, 1996).

Dans la source d’ionisation, les molécules sont bombardées à l’aide d’électrons,

conduisant ainsi à la formation des ions en phase gazeuse. Les ions sont ensuite

dirigés vers la partie analytique de l’appareil : le quadripôle.

Ce dernier utilise la stabilité des trajectoires pour séparer les ions selon le rapport

masse sur charge (m/z) par l’application d’un champ magnétique et/ou électrique, puis

seront collectés par détecteur (Stashenko et Martinez, 2014 ; De Hoffmann et al.,

1999 ; McLafferty et Turecek , 1993).

L’ordinateur enregistre les données provenant du spectromètre de masse et les

convertit en valeurs des masses et des intensités des pics et en courant ionique total. Il

permet l’examen des données enregistrées et leur manipulation (spectre de

masse, chromatogrammes reconstitués, soustraction d’un spectre par rapport à un

autre, calcul d’une moyenne sur plusieurs spectres, etc.).

Les spectres de masse ainsi obtenus sont ensuite comparés avec ceux des produits

de référence contenus dans les bibliothèques informatisées disponible (Cavalli, 2002).

Pour que cela soit possible, il faudrait que le niveau de similitude des spectres

(inconnu et référence) soit suffisant et que les indices de rétention soient identique

(Bouchonnet et al., 1999).

 Protocol opératoire (CPG-SM) :

L’analyse était effectuée par chromatographie en phase gazeuse couplée
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à la spectrométrie de masse (CPG-SM), à l’aide d’un appareil de type GC

Varian 3400, MS Saturn à ion trap, avec la librairie commerciale NIST (National

Institute of Standards and Technology).

L’appareil est équipé d’une colonne DB5-MS (25 mm de long, 0,32 mm

de diamètre interne, 1,0 µm d’épaisseur de film). 5% phényl - 95%

(diméthylepolysiloxane).

La température initiale de 60°C était maintenue pendant une minute, puis on

avait réalisé un chauffage à 3°C/min jusqu’à 200°C ; cette température finale quand-

à-elle était maintenue15min.

Les températures de l’injecteur et du détecteur étaient respectivement de

250 et 285°C.

La pression du gaz vecteur hélium en tête de colonne était fixée à 138KPa. La

quantité injectée de l’HE était de 1µl en mode splitless. Le dosage était fait par

normalisation interne (Kaloustian et al., 2008).

Ensuite on a cherché les classes biochimiques auxquelles appartiennent les

composés retrouvés.

4. Activités anti-fongique de l’huile essentielle extraite

Les HEs ont étaient pour longtemps utilisées pour aider à éradiquer les micro-

organismes fongiques responsables de différentes maladies. In vitro, pour mettre en

évidence leurs effets anti-fongiques et selon les recherches scientifiques effectuées ; il y

a eu recours à différents méthodes.

D’autre part, les HEs non seulement sont conditionnées par leurs insolubilité dans

les milieux aqueux et elles doivent être testées à de faible concentrations, elles sont

aussi instables et volatiles (Burt, 2004).

De ce fait, nous avons choisie l’une des méthodes les plus utilisées qu’est

l’incorporation de l’HE en milieu solide ‘fongigramme’ inspiré de l’aromatogramme

méthode décrite par Vincent en 1991. C’est la plus rencontré en littérature, car elle

présente beaucoup d’avantages : rapide, pas chère, facilement reproductible et n’exige

pas un grand équipement de laboratoire.

Les aliments peuvent être contaminés par divers micro-organismes,

principalement les bactéries, levures et moisissures. On s’intéresse en ce travail aux
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souches fongiques de type moisissures ou les mycètes, sont des organismes eucaryotes

uni- ou pluricellulaires, d’aspect filamenteux ou lévuriforme.

Ces derniers peuvent devenir visibles lorsque leur développement est important.

Mais, qui n’ont malheureusement pas que des effets bénéfiques, elles peuvent

aussi provoquer d’importantes détériorations notamment dans les domaines

agronomiques, et alimentaires. Exemple : l’Aspergillus sp. est classé parmi les micro-

organismes toxinogènes les plus rencontrés au niveaux des denrées alimentaires.

4.1. Choix des souches fongiques test-objet

Quatre vint (80) souches fongiques d’origine diverse et contaminant différents

denrées alimentaires ayant des répercussions sur la santé du consommateur ont été

collectées durant une période de trois ans (2012-2015).

Ces dernières sont issus d’aliments moisis et d’autre ont été offertes par des

laboratoires de contrôle de qualité d’El Harrouche et celui du cite Wilaya

d’Annaba ( contrôle de qualité et répercussion des fraudes).

Sur les quatre-vingt souches fongiques collectées trente-cinq ont été retenu pour

notre étude ce sont les genres les plus importants de point de vue économique et médical

(Aspergillus, Penicillium et Fusarium). Connues par leurs effets néfastes sur la santé

humaine et les plus fréquents et incriminées dans la détérioration des aliments.

On les retrouve principalement dans les céréales, mais aussi dans de nombreux

autres produits végétaux et d’origine animale.

4.2. Origine alimentaire des souches.

On a collecté les souches fongiques de différents aliments : ail, oignon, carotte,

confiture, citron, fromage, galette, Harissa, lait, pain, câpres, Thon, Yaourt, Jus, crème

dessert, tomate, arachides, les pattes, blé et semoule.

Les souches retenues ainsi que leurs origines sont décrit dans le Tableau 5.
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Tableau 5 : Différentes sources des souches fongiques collectées.

Espèces Sources d’isolement

Aspergillus fumigatus Jus, Tomate

Aspergillus flavus Tomate

Aspergillus niger Confiture, galette, oignon.

Fusarium Cacahuètes, blé, semoule.

Penicillium sp. Blé, semoule, confiture, fromage, lait.

Par contre, d’autres souches fongiques ont été collectées de différentes origines

alimentaires, identifiées et conservées mais en les réactivant n’ont pas poussées. Et de

ce fait n’ont pas été retenues comme : Candida albicans (Blé), Cladosporium sp.

(Crème dessert), Clostridium sulfitoreducteur (Lait en poudre), Mucorale (Semoule),

Aspergillus cereus (Tomate), C. famata(Citron).

4.3. Culture et conservation des souches

Une part des souches fongiques test-objet sont identifiées au préalable au

laboratoire de contrôle de qualité alimentaire d’El Harrouche-Skikda et le laboratoire de

contrôle de qualité et répercussion des fraudes-Annaba (Photo.4)

Photo 4. Des souches fongiques test-objet retenues (Labo. Microbiologie).

Alors que les autres souches leurs isolement direct de l’aliment moisis été fait

par nous-même au niveau du laboratoire de microbiologie faculté des sciences-

université de Skikda ainsi que celui de la faculté de médecine-UBMA, et leurs

identification a été fait au laboratoire de Parasitologie-Mycologie CHU-Annaba
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Concernant le type de milieu pour la mise en culture des prélèvements, on a

utilisé deux milieux favorables pour la poussé des souches fongiques : le Sabouraud et

le milieu PDA (Potatos Dextrose Agar) ce dernier était préparé au niveau du laboratoire.

 Préparation du milieu de culture PDA

La gélose glucosée à l’extrait de pomme de terre Potatos Dextrose Agar (PDA),

est utilisée pour l’isolement, la culture et le dénombrement des levures et des

moisissures dans les produits alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques.

 Procédure

- Infusion de pomme de terre : se prépare en faisant bouillir dans l’eau 300g de

pomme de terre lavées et tranchées non pelées au préalable.

- Obtention d’un bouillon par filtrage à travers un coton à fromage.

- Dilution du bouillon en ajoutant de l’eau distillée pour un volume final d’un litre.

- Ajout de 20g de dextrose et autant d’agar-agar en poudre avant une

stérilisation par autoclave à 100 KPa pendant 15 minutes, répartir le milieu en flacon ou

en tube (incliné) (Quezel et Santa, 1963 ; Beever et Bollard, 2000).

L’identification est basée sur les caractéristiques microscopiques et

macroscopiques (Cahagnier et Richard-Molard, 1998) :

• Macroscopique (aspect et couleur des colonies).

• Microscopique (Tête aspergillaire, vésicules, phialides, conidies, et conidiophore),

se déroule en effectuant une propagation de l’échantillon entre lame et lamelle,

puis la préparation est coloré au coton bleu.

L'objectif 40 est utilisé pour observer et mettre en évidence et identifier les

éléments les plus importants.

 Conservation

A l’aide d’une anse de platine préalablement flambée on repique quelques

colonies fongiques et on les ensemence dans des tubes inclinés de gélose et puis

on les laisse à température ambiante jusqu’au développent des souches,

elles sont observées quotidiennement pendant 5 jours, ensuite on les conserve dans

un local frai.
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Au moment de recherche d’une éventuelle activité de l’HE de romarin

extraite vis-à-vis des souches fongiques choisies et conservées, elles doivent être

de nouveau repiquées pour avoir de jeunes colonies.

4.4. Détermination de l’activité anti-fongique

Les HEs et leurs constituants ont une longue histoire comme agents anti-

microbiens. Cependant, l'étude de l'activité anti-fongique de l’HE de la plante

aromatique et médicinale de la flore Algérienne Rosmarinus officinalis de la

région de Youkous-Hammamet (Tébessa) vis-à-vis des trente-quatre moisissures

caractérisées et conservées au préalable contaminants notre alimentation a été réalisé

selon la technique ci-dessous.

4.4.1. Fongigramme

Le mot fongigramme est tiré de l’aromatogramme qu’est une technique

simple qui consiste à noter le devenir d’un germe au contact d’un extrait d’HE

végétale naturelle vis-à-vis des souches fongiques.

La technique permettant de rechercher une éventuelle activité sur des souches

fongique (moisissure) est le fongigramme. Se reposant sur le principe de la technique

aromatogramme elle-même tirée de l'antibiogramme selon les recommandations du

(CLSI) et conforme aux recommandations du [CASFM - EUCAST ; 2014- V2], par

diffusion en milieu gélosé, où les disques d’antibiotiques sont remplacés par des disques

imbibés d’extraits concernant les souches bactériennes et par incorporation dans le

milieu gélosé concernant les souches fongiques (Egon et al., 2000).

Il n’est qu’un examen complémentaire pratiqué au laboratoire et quel

que soit sa spécificité, il n’apporte au clinicien qu’un complément d’information :

confirme le diagnostic, l’étaye et l’oriente (Baba Aissa, 1991).

Pour mettre en évidence l’activité anti-fongique de l’HE du romarin extraite vis-

à- vis des moisissures collectées de différents aliments, nous avons utilisées la méthode

d’incorporation de l’HE dans le milieu gélosé.

 Réactivation des souches test-objet.

L’activité anti-fongique doit être réalisée sur des souches fongiques jeunes. Une

réactivation des souches est effectuée par repiquage à la surface de la gélose Sabouraud
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pré coulée en boite de Pétri tri-compartimentée, ensuite incubée à température ambiante

pendant 5 jours.

 Préparation du milieu de culture

On devait incorporer une quantité d’HE dans de la gélose Sabouraud.

 Principe:

- Mettre 1 μl de l’HE dans un (Becher)  en lui rajoutant  1 μl DMSO et 18ml du milieu 

de culture PDA.

- Homogénéiser le mélange par mouvements rotatoires (Vortex).

- Laisser solidifier.

- Tracer les boites de Pétri par-dessous on zigzag ou en ligne droite.

 Ensemencement :

Les souches fongiques réactivées sont prêtes à être tester vis-à-vis de l’HE.

- Ensemencer les boîtes de Pétri en raclant la moisissure à l’aide d’une anse de

platine stérile en suivant le tracé numéroté.

 Incubation :

- L’incubation est faite à température ambiante pendant 5 jours.

 Lecture :

Au bout de cinq jours :

- si l’HE a une activité sur la souche fongique, aucune observation ne sera détectée.

- en revanche, on observe un aspect filamenteux avec une coloration spécifique de

l’espèce si l’HE n’a pas présenter d’effet.

4.4.2. Concentration minimale inhibitrice (CMI)

Les souches conservées et identifiées préalablement et qui n’ont pas poussé

en test fongigramme ont été testées en préparant un graduant de concentration

d’HE extraite et incorporé dans la gélose Sabouraud favorable à leurs poussées (CMI).

Après avoir repiqué les souches conservées et attendre leur poussée on les

mettant à température ambiante dans le but d’avoir des souches jeunes, on a procédé à

la recherche de CMI.

La CMI de l'HE est déterminée par la méthode d'incorporation dans l'agar;

(Guinoiseau , 2010) l'ensemencement est effectué comme recommandé par le document

de l'Institut des normes cliniques et de laboratoire. (CLSI, 2008 et Amrouni, 2014).
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 Préparation des dilutions

La méthode par dilution a pour but d’évaluer des CMI. Elle consiste à déterminer

la plus faible concentration de l’HE, nécessaire pour inhiber la croissance d’un micro-

organisme (Oussou et al., 2008 ; Derwich et al., 2010).

Une gamme de dilution de l’HE est préparée comme suite :

- diluée l’extrait dans le diméthysulfoxyde (DMSO).

- ensuite incorporée dans le milieu Sabouraud préalablement fondu et refroidi à 45°C

de manière à obtenir une série de dilution de : 0,25%, 0,5%, 0,75% et 1%.

 Ensemencement :

Les souches repiquées sont ensuite été inoculées à la surface du milieu gélosé par

des bandes larges (pas plus de quatre souches par boite de pétri).

Les mêmes souches testées dans chaque boîte de Pétri ont été ensemencées sur

milieu Sabouraud exempt d’HE (Boite témoin) dans le même ordre en ligne droite.

 Incubation : Les boîtes de Pétri inoculées ont été incubées à température

ambiante, et l'observation a été faite tous les jours pendant 5 jours (Planche 02).
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0,25% 0,5% 0,75% 1%

0,25% 0,5% 0,75% 1% BoitedeP étritém oin

0,25% 0,5% 0,75% 1%

Vortex

Dilution
HE DM S O

0,25% 0,5% 0,75% 1%

BoitedeP étritém oin

T ém oin

Vortex

Ensemencement des souches fongiques

dans le milieu Sabouraud

R ésultat

Gélose Sabouraud fondue et refroidie

à 45°C

Planche 02. Schéma du protocole expérimental (BAGHLOUL, 2015).

Si aucune croissance fongique n’est observée à l’œil nu, semblable à la croissance

de la même souche sur la boite témoin cela signifie que c’est la CMI (CLSI ; CA-SFM ;

EUCAST ; 2014-V2 ; Guinoiseau, 2010).

4.4.3. Type d'activité

Le type d’activité de l’HE extraite sur chaque souche fongique sensible a été

recherché (fongicide ou fongistatique).
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Pour ce faire, un repiquage a été effectuée à partir des zones d'inhibition si

existant (en suivant le tracé fait au préalable) sur un milieu Sabouraud exempt d'HE.

Après incubation à température ambiante on passe à l’observation:

• Lorsqu'il n'y a pas de repousse, la concentration est indiquée fongicide (arrêt

définitif de la croissance et donc activité létale).

• Si la souche pousse, l'activité est dite alors fongistatique (inhibition de la

croissance) (Djabali Et Barkat, 2012).

5. Applications de l’HE comme conservateur de produits alimentaires

Pour appliquer L’HE extraite en tant qu’agent de conservation alimentaire, il

convient de vérifier et confirmer les résultats expérimentaux sur l’aliment sélectionné.

Cela est possible d’après plusieurs études faites à travers le monde, montrant que les

HEs peuvent être ajoutés à tous les aliments mais avec des concentrations un peu plus

élevées. (Oussalah et al., 2007).

De ce fait, la CMI de l’HERo extraite obtenus vis-à-vis des souches fongiques

contaminants les différents denrées alimentaires testées in vitro est de 0,25%, donc et

selon l’hypothèse citée, est nécessaire d’ augmenter la concentration qu’on a estimé de

0,5% pour l’appliquer en agro-alimentaire.

5.1. La pomme

5.1.1. Révélation de la cire

 Protocole : Deux pommes ont été choisie, elles sont différentes par leur

aspect et texture (Photo.5).

Photo.5. Les pommes test-objet (BAGHLOUL, 2017).

Ces pommes sont lavées au préalable pour enlever la cire naturelle couvrant le fruit

à l’origine.

- On a versé de l’eau tiède sur les deux variétés de pommes.

- Les laissées imprégner pendant quelques minutes.
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- Observation faite à l’œil nu.

Au vu de la toxicité par les traitements fongicides de synthèse et dans le but de

prolongé la durée de conservation de la pomme, on propose leur pulvérisation après

récolte par des molécules bio-actives naturelles.

5.1.2. Usage de l’HE de R. officinalis

 Préparation des pommes

Au départ, il était nécessaire de chercher comment désinfecter la pomme après

collecte sans l’affecter. Et au regard de l’ensemble des revus bibliographiques trouvé, il

est indiqué que:

- il ne faut pas utiliser l’eau distillée lors du lessivage, car il y aura un transfert de

matière.

- éviter le traitement thermique puisqu’il a une incidence sur le parenchyme des

pommes et il y aura une diffusion des composés phénoliques (Kebe, 2014).

- Et de ce fait, on a pensé au lessivage à l’eau de Javel.

 Protocole

Dix-huit pommes fraichement collectées, sont nettoyées et immerger

quelques minutes dans une solution désinfectante : 30ml de javel à 2,6% pour 5 litre

d’eau, puis rinçage abondant à l’eau (CPIAs, 2017).

- On a immergé les pommes dans un bain d’eau bouillie et refroidie,

- le séchage est fait par du papier absorbant stérile.

- On a confectionné des rondelles de pommes à l’aide d’un emporte-pièce en fer

stérile et un couteau. Ces derniers sont flambés à chaque usage.

- La dernière étape est importante, pour qu’on puisse toucher toutes les parties de la

pomme. On aura donc, dans chaque boite de Pétri en verre stérile quatre rondelle de la

même pomme.

Dans l’ensemble, 72 rondelles de pommes nettoyées sont confectionnées :

 la moitié du nombre (36) sont traitées par un pulvérisateur stérile contenant l’HE

de Rosmarinus officinalis étudiée à 0,5%, préparée au préalable.

 Et le reste (36 rondelles) est destiné à être témoin (Planche.2).
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Lavage de 18 pommes Aurès à l’eau de Javel

(30ml de javel à 2,6% pour 5 litre d’eau)

4 rondelles confectionnées de chaque pomme

à l’aide d’un emporte pièce

36 rondelles non traitées 36 rondelles traitées à 0,5% de

(Témoins) l’HE à l’aide d’un vaporisateur

Planche 03. Photo du protocole opératoire (traitement des pommes par l’HE)

(BAGHLOUL, 2017).

 Incubation : à l’air ambiant.

 Observation : faite chaque jour pour repérer tout changement d’aspect

des échantillons de pommes traitées en les comparants aux témoins.
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5.2. Les olives

Certes il y’a l’aspect bénéfiques des biofilms exemple celui d'Aspergillus qui a

été démontré par les mycologues industriels (Villena & Gutierrez-Correa, 2007). Par

conséquent, il est clair que ces microflores ont développé des moyens de coordonner

leur comportement pour former des biofilms, qui ont un impact sur la médecine clinique

et les processus industriels.

Aussi, d’une part les avantages nutritionnels des olives ont été prouvés par de

nombreux scientifiques, et se révèlent importantes pour la santé: bienfait

cardiovasculaire aux propriétés anti-microbiennes, anti-cancéreuses, anti-

oxydantes…etc. (Victor Preedy, 2010).

D’autre part, les méthodes de récoltes, de transport, de conservation et de vente

des olives permettent leur contamination par les moisissures (Maouni et al., 2002).

Plusieurs analyses mycologiques ont été réalisées auparavant, soit sur toute la

microflore des olives soit uniquement sur le genre Aspergillus (Tantaoui-Elaraki et al.,

1990)

5.2.1. Choix d’olives test-objet

Le degré de détérioration des olives est différent, selon les variétés, état de

conditionnement …etc. D’ailleurs selon la littérature décrite on constate que :

- Les olives mure, de couleur noire, sont plus contaminées, que les vertes ou rouges.

- Les olives noires intactes sont moins contaminées que celles dénoyautées.

- Il semble aussi, que les traitements phytosanitaires et le mode de conservation

interviennent principalement et que l’ouverture des olives favorise l’accès des

moisissures aux substances nutritives.

- Aussi, et ce qui est important à signaler est que : les olives préparées dans les

foyers sont plus contaminées que celles du commerce selon Maouni et al. en 2002.

- Dans ce contexte, on propose l’usage de notre HE de romarin extraite sur des

olives vertes préparées aux foyers, en améliorant les conditions de conservation et dans

le but aussi de limiter les détériorations et les pertes causées par différents micro-

organismes.

Le problème posé est que : après une certaine durée de conservation des olives en

saumure, il y a développement d’une nappe de microflore à la surface appelée biofilm.
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5.2.2. Mise en évidence du biofilm et micro-organismes constitutifs

Des olives vertes intact avec leurs noyaux, sont mises en conservation dans un

bocal remplis d’eau. On laisse quelques jours à l’obscurité et à température ambiante

(Photo.6).

Photo.6. Des olives test-objet mis en conservation (BAGHLOUL, 2017).

- observation macroscopique sera nécessaire après quelques jours.

Après développement du biofilm, il était nécessaire de spécifier l’espèce apparente

sur nos olives.

- Passage à l’observation microscopique.

 Procédure :

- Préparation de plusieurs échantillons repiqués de la surface du bocal et les mettre

sur lame.

- Coloration avec une goutte de glycérine

- Couvrir avec une lamelle.

- Observation objectif (G : ×40).

5.2.3. Usage de l’HE de R. officinalis extraite en qualité de conservateur

alimentaire d’olives

 Protocole

- D’abord, on doit préparer la dilution en HE extraite:

- Dans un tube stérile on met une quantité d’HE ainsi que de DMSO de façon à

obtenir une concentration de 0,5%.

- Agitation au vortex.

 Préparation des olives-Test

Soixante olives intact vertes avec leurs noyaux et de même taille, sont lavées

soigneusement et réparties dans des bocaux en verres stériles remplis d’eau bouillie et

refroidie. Trente olives dans chaque bocal :

- Un bocal on lui rajoute de l’HE diluée à 0,5%, agité par Vortex.
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- l’autre bocal reste témoin (Planche 4 et Photo.7).

Lavage de soixante olives

Planche 04. Schéma illustrant le protocole du traitement des olives

(BAGHLOUL, 2017).

Photo 7. : Les deux préparations d’olives traitées et témoins (Labo.

Microbiologie).

 Incubation :

- les deux bocaux sont maintenus à l’obscurité et à température ambiante.

- Observation de l’aspect chaque 5 à 10 jours.

Olives Traitées
par 0,5% d’HE

Olives Témoins

Réparation des olives
en deux bocaux

Témoin Traitée
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II- Résultats et discussion

I. Enquête ethnobotanique

Le rom arin es t u ne plante très connu e, appréciée, spontanée sau vage ou

cu ltivée en pépinière, s e d éveloppant d ans d e nom breu s e s partie s d u m ond e. Elle fait

partie d u paysage m éd iterranéen, riche en flore d iversifiée où l’on d énom bre près d e

3232espèces arom atiqu e s , d ont 600sont d e s plante s m éd icinales . C e s d ernière s sont

cu ltivées d ans d e s parcelles d éd iée s à la réalisation d ’étu d e s expérim entales

(M okkad em , 1999).

A l’ins tard e s pays d u bassin m éd iterranéen, en A lgérie larégion d e s hau ts

plateau x e t d e l’A tlas saharien cons titu ent le lieu d e pou s s e d e préd ilection d e cette

plante (O .Zannd ou che ,2015). C e tte re s sou rce natu relle renou velable s e d ifférencie à

travers le territoire s elon u n grad ient clim atiqu e e t continentalité. M alheu re u s em ent, il

n’exis te pas d e m is e au point perm ettant d ’avoir u ne id ée précise d e cette riches s e

floris tiqu e s .

1. Régions enquêtées

N otre enqu ête e thnobotaniqu e s’e s t d érou lée s u rd e u x wilayas d e l’Es t algérien :

A nnabaet Tébes sa. D is tante s l’u ne d e l’au tre par218kilom ètre, le s d e u x localités sont

d ifférente s parleu rs aspects clim atiqu e e t cu ltu rel.

Tébes saes t u ne ville antiqu e, en grecs plu tôt connu e sou s le nom d e T ebe s te

appelé au trefois en latin Theves te . Situ ée s e u lem ent à 20 K ilom ètre à l’ou e s t d e la

frontière Tu nisienne, s’étend s u ru ne s u perficie d e 13878K m 2 e t peu plée par648703

H abitants . Elle e s t pris e parles B erbère s en 597, parle s A rabes en 682, pu is parles

français àpartird e 1851.

Se d is tingu e parces m onts d e l’A tlas , le s hau ts plateau x e t le s hau te s plaine s au

nord , e t le d om aine saharien au s u d . C e s m onts sont situ és entre lad orsale tu nisienne

d u N ord -E s t e t le s m onts d e N em em chaau Su d -O u e s t cons titu ant u ne partie d e l’A tlas

Saharien. Se caractérisant par la sim plicité d e s chainons, leu r faible longu e u r, leu r

d iscontinu ité e t lavariabilité d e leu rorientation.

C e tte zone e s t caractérisée par u n clim at d e s teppe, zone d e transition

m étéorologiqu e (qu atre étages bioclim atiqu es :le s u b-hu m id e, s em i-arid e, le s u b-arid e,

l’arid e ou saharien d ou x).
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R égion agropas torale, célèbre parlaqu alité d e s on m ou ton e t lam aje s té d e son

cheval. C aractérisée par u n foyer artisanal (la splend eu r d e s e s tapis algériens

trad itionnels)et u n im portant centre com m ercialet agricole, pos s èd e u n grand nom bre

d e re s sou rce m inière d e notoriété m ond iale (fer et phosphate) ainsiqu e fore s tière s .

C onnu e au s siparle s ru ine s rom aines .

P rincipalem ent la région d e Y ou kou s-H am m am et très riche en plante s

m éd icinale s arom atiqu e pou s sant spontaném ent, entre au tre l’arbu s te rom arin.

La région d ’A nnabaanciennem ent appelée B ône, ville côtière d u N ord -Es t d e

l’A lgérie, s’étalant s u ru ne s u perficie d e 3090.51K m 2. C ’es t u ne m étropole littorale d ont

lapopu lation d épass e le s six-cents m ille habitants .

Son relief e s t cons titu é principalem ent d e m ontagnes , son clim at e s t chau d e t

tem péré (tem pératu re e t plu viom étrie annu elle m oyennes sont re spectivem ent d e

18,4°C , 712m m ).

Savocation ind u s trielle e t s on s tatu t d e capitale d e l’acier, font d ’elle l’u ne d e s

régions le s plu s pollu ée s d u pays. P ar ailleu rs , répu tée généralem ent par ces plages

pittore squ e s e t l’aspect cu ltu rele t artis tiqu e théâtrale. Le rom arin d ans ce tte région e s t

généralem ent cu ltivéou vend u parles herboris te s .

2. Répartition des enquêtés selon le sexe

En A lgérie, le s trad itions d ’u ne façon générale e t spécifiqu em ent l’u sage d e s

plante s m éd icinales arom atiqu es sont hérité d ’u ne génération àl’au tre, e t s ont beau cou p

plu s conservées parles fem m e s .

D ’ailleu rs , il res sort d e l’enqu ête qu e s u r le s 200 personnes enqu êtée s choisie

aléatoirem ent sans consid ération d e leu rniveau sociale nicu ltu rel; u ne fréqu ence d e

134fem m e s (soit 67% d e s exe fém inin)qu iu tilis ent le s plante s com m e rem èd e (Fig.9).

Figure 9. R épartition d e s enqu êtés s elon le s exe .

D ont 89d e proportion fém inine caractérisant le s enqu êtés d e laville d ’A nnaba, e s tim é

d om inante parrapport àcelle d e s hom m e s (11% d e l’échantillon).

55%
45%

Hom m es
Fem m es

Région de Tébéssa

11%

89%

Région d'Annaba

Hom m es
Fem m es
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A lors qu e, lalectu re d e s d onnées d e larégion d e Tébe s sas elon l’échantillon

interrogéad ém ontré u n rapport presqu e id entiqu e hom m e (55%)/fem m e (45%).

Les hom m es ainsiqu e le s fem m e s à Tébes sasont reconnaissants e t pos s e s s e u rs en

phytothérapie trad itionnelle. Leu rs réceptivitéau qu e s tionnaire était intére s sante e t avait

lacapacité d e transm e ttre l’inform ation d ’u ne façon sim ple e t claire.

3. Répartition des enquêtés selon l’âge

D e l’enqu ête il res sort, qu e le s personnes âgées sont la sou rce principale

d ’inform ation cond u isant au s u je t d e l’u sage d e s plante s arom atiqu e m éd icinales en

m od e trad itionnelle.

C e tte proportion d ’âge (>50ans)es t réd u ite, représ ente re spectivem ent 15% et 9%

pou r les d e u x régions Tébe s saet A nnaba. M ais , ont fou rniplu s d e connaissances en

plante s m éd icinale s parrapport au x au tre s clas s e s d 'âges . E t ont d onné u n bon concept

s u r le s rem èd e s natu relles qu ’ils le m aintien ju squ ’à ce jou rs , en revanche, ils sont

charm és au s siparlaphytothérapie m od erne.

L’intervalle d ’âge [19-30]ans ont étéles plu s qu e s tionnées pou rle s d e u x régions .

Ç as e trad u it parle fait qu e le m axim u m d e fiches d ’enqu ête s était d is tribu éau s ein d e s

u niversités (El A rbiTbes si-Tébes saet B ad jiM okhtar-A nnaba)englobant d e s enqu is

étu d iants . C e tte tranche d ’âge représ ente u ne proportion d e 74% pou r la ville d e

Tébe s saes tim éélevée parrapport àcelle d ’A nnaba48%.

Su ivid e lapopu lation âgée entre [31-49]ans, avecu ne proportion d e 27% et 17%,

respectivem ent pou rles d e u x régions (Fig.10).

Figure 10. R épartition d e s enqu êtés s elon l’âge.

M algré qu e le s d e u x d ernières tranches d ’âge citée s soient d ’u ne proportion

m inim e, re s te u ne sou rce d ’inform ation im portante. Elle englobe la popu lation

d e s fem m e s au foyer e t re traités ainsiqu e d e s pharm aciens , profes s e u rs , laborantins,

48%
27%

15%

Région de Tébessa

[19-30]ans

[31-49]ans

≥ 50 ans

74%

17%
9%

Région d'Annaba

[19-30]ans

[31-49]ans

≥ 50ans
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inspecteu rs , com m ercent, électriciens, chefs cu isiniers, agents d e sécu rités , d e s

ad m inis trateu rs (com ptable, inform aticiens , ju s tice).

Les jeu ne s qu e s tionnés s’em blent être ne pas trop y croire en cette m éd ecine

trad itionnelle nim od erne e t préfèrent l’antibiothérapie.

4. Perception du romarin

Su rles 200personnes interrogées , 2% se u lem ent ne le connais s ent pas (Fig.11).

L’ignorance d e laplante parcette proportion m inim e d e lapopu lation es t d u e à

u ne certaine confu sion d ’inform ation avecd ’au tre s variétés d e plante s arom atiqu es . C e

rés u ltat tém oigne l’abond ance e t lalarge répartition géographiqu e d e cet arbu s te , lu i

d onnant ainsicertaine répu tation com m e plante arom atiqu e très appréciée.

Figure 11. R épartition d e s enqu êtés s elon laconnais sance d e laplante.

O n note qu e , m algré lad iversité d e laphytothérapie trad itionnelle pou rles d e u x

régions , ils prennent le nom généralcom m u n d e cette plante :«Klil » .

La proportion d om inante s avecu n tau x d e 72% d ’interrogée s connais sant le

rom arin sont le s fem m e s . C ecipeu t être expliqu é par leu rs u tilisations d e s plante s

m éd icinale s d ans le d om aine thérapeu tiqu e ainsiqu e cu linaire, e t u tilis ent s e s d ernières

au s sicom m e prem ier soin pou r leu rs enfants en particu lier pou r apaiser leu rs m au x

grippau x ou au tre s .

5. Répartition des enquêtés selon la source de connaissance de la plante

Lavente d e s plante s m éd icinales parles herboriste s , laconnais sance scientifiqu e

(m éd ia)ou l’entou rage sont im portant pou r qu e le s consom m ateu rs prennent d e ces

d rogu es u n rem èd e pou rleu rs m au x.

Globalem ent, s u rle s 200enqu êtés qu iconnaiss ent le rom arin 13% l’u tilis e car

c’es t ju s te entend u parlerd e ces vertu s .

P ou rlarégion d e Tébe s sa54% d es enqu êtés u tilisent e u x-m êm e s laplante, représentant

u ne proportion élevée parrapport àcelle d e lapopu lation d ’A nnaba(29%).
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A lors qu e la consom m ation d e la plante d ’étu d e par l’entou rage d e s d e u x

popu lations enqu êtée s e s t presqu e id entiqu e (Tébes sa 42% et d ’A nnaba46%). C e s

enqu is s e réfèrent à d ’au tre s sou rces telle qu e l’herboriste ou bien, vu l’exis tence d e

nom breu s e plante m éd icinales d ans le u rs entou rage. Ils s e basent s u r le u r propre

expérience (Fig.12).

Figure 12. R épartition d e s enqu êtés s elon lasou rce d e connaissance.

Laplante e s t très appréciée e s t plu s reconnaissante parlapopu lation Tébes si, lu i

d onne u n intérêt im portant d ans le s d ifférents rem èd e s natu rels e t en u sage

gas tronom iqu e d u fait qu ’elle rajou te u ne bonne saveu rau plat.

C e tte popu lation, cons titu ant u ne sou rce d ’inform ation principale, elle prés erve

ju squ ’à ce jou r la connais sance hérité d e la plante par leu rs ascend ants fam iliau x

(transm is sion d e s pratiqu es trad itionnelles d ’u ne génération à l’au tre). C e qu e d ém ontre

le s tatu t end ém iqu e qu ’apris le rom arin d epu is longtem ps s u rtou t par rapport à s e s

vertu s thérapeu tiqu e s .

6. Répartition des résultats selon la source de la plante

Les rés u ltats recu eillis concernant lasou rce d e laplante d ans le s d e u x régions

s em blent être totalem ent d ifférents . L’habitat natu reld e cette plante e s t évid em m ent u ne

caractéris tiqu e d e lazone d e Tébe s sa, alors qu e çareprés ente qu e 18% d e l’échantillon

enqu êtécelapeu t être parconséqu ence àlad is tance qu e d oivent parcou riràle recu eillir.

C epend ant, le s enqu êtés d ’A nnaba(43%) se d éplacent d ans d ’au tre régions pou r

procu rerlaplante , font séchée e t lacons ervée en cas d e besoin.

Ilfau t noterqu e , l’herboris te-sou rce représ ente 29% d es interrogés d ’A nnabaet

u n pou rcentage m inim e d e 4% pou rTébes sa. Lacu ltu re d e laplante d u rom arin en tant

qu e plante arom atiqu e savou rée ainsi qu e d écorative d ans le s jard ins représ ente

globalem ent qu e 13% d e l’échantillon enqu êté. U n tau x élevé d ’enqu êtés d e Tébes sa

54%
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Région de Tébessa
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Entourage

Entendu parler
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(69%) procu re le rom arin d e d ifférente s s ou rces parrapport à ceu x d ’A nnaba(19%)

(Fig13).

*A u tre s :différente s sou rce s àlafois.

Figure 13. R épartition d e s enqu êtés s elon lasou rce d e laplante.

7. Répartition selon les parties utilisées

Laplante peu t être u tilisé entièrem ent com m e en partie précis e :en cu isine, en

cosm étiqu e ou en phytothérapie et celavarie s elon les enqu is .

Lapopu lation enqu êtée s d ’A nnaba (70%) consom m e précisém ent le s feu ille s ,

s u ivid e s parties aérienne s d e laplante . Le s racines , latige ou laplante entière sont pe u

u tilisés (12%). A lors qu e le s parties aérienne s , le s som m ités fleu rie s n’ont pas étécitées

(Fig.14).

Figure 14. R épartition d e s enqu êtés s elon les partie s u tilisée s.

C e tte préd om inance d ’u tilisation d e s fe u illes d u rom arin e s t préférable, c’es t le

lieu d e lam ajorité d e s réactions photochim iqu e s e t le rés ervoird e lam atière organiqu e

qu i en d érive (C ham ou leau , 1979). C ’es t u ne partie contenant beau cou p plu s d e

principes actifs e t d oncexploitées en arom athérapie pou ren extraire égalem ent son H E.

A lors qu e, laplante entière y com pris le s feu illes e t le s au tre s parties d e laplante

sont le s plu s u tilisé parles enqu is d e Tébes sa(61%). Ilfau t noterqu e cette collecte à

longs term e contribu e à la raréfaction et la d isparition d e ces e spèces d e rom arin.

C epend ant, 16% prennent le s feu illes , 9% les som m ités fle u ries e t enfin latige 4%.

Le s racines e t parties aérienne n’ont pas étécitées .
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8. Usage selon l’état de la plante

Selon lapopu lation d ’A nnabaavecu n tau x d om inant d e 58% parrapport au x 28%

d e Tébes si, font d éshyd raterle végétalen m ettant laplante à l’airlibre. C e tte techniqu e

d e séchage d e s plante s m éd icinales e s t très ancienne, alors qu e le s enqu is ignorent qu e

pou r u n m eilleu r rés u ltat certaine s cond itions cons titu ent d e s facte u rs prim ord iau x et

d oivent être re spectées :u ne tem pératu re relativem ent chau d e e t s table com prise entre

30e t 40°C et qu e l’hu m id itérelative d e l’airsoit m inim al(V id al, 2010).

C e séchage es t au s si sou haitable si on veu t préparer d e s hu iles végétales ,

égalem ent le s plante s d éshyd ratée s sont plu s concentrée s en principes actifs.

En ou tre s elon lad isponibilité laplante d u rom arin exis tante tou t au longd e

l’année e s t u tilisée fraiche, 62% d e s Tébes silaconsom m e en cet état, tau x e s tim éélever

par rapport au x 22% d es A nnabiinterrogées . Ç a peu t être d û à l’abond ance, la

spontanéité et lad isponibilité d e laplante d ans larégion d ’étu d e .

C e cas e s t préférable qu and lasaison le perm et, notam m ent pou r préparer d e s

tisane s . Globalem ent, 35% la consom m ent s elon la d isponibilité fraiche ou s èche

(Fig.15).

Figure 15. R épartition d e s enqu êtés s elon l’état d e laplante .

Selon lam alad ie qu e l’on sou haite traitée , lapotion pou rraprend re d ifférente s

form es . Le s tisanes e t le s bois sons àbas e d e plante s (fle u rs , fe u illes , racines , tiges ou la

plante entière)ont d e s propriétés particu lières s u rl’organism e :apaisante s , calm ante s ,

am aigris sante s , d iu rétiqu es , d iges tives , relaxante s … e tc.

Elles cons titu ent sans au cu n d ou te laform e laplu s com m u ném ent em ployée en

phytothérapie. C ’es t au s silam éthod e laplu s sim ple pou rtirerpartid e s bienfaits d ’u ne

plante.

Lavoie interne cons titu e l’ad m inis tration à lafois orale e t par inhalation, elle

représ ente u n tau x préd om inant pou r les d e u x popu lations :71% pou r larégion d e

Tébe s saet 82% pou rlarégion d ’A nnaba(Fig.16).
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Figure 16. R épartition d e s enqu êtés s elon lavoie d ’ad m inis tration.

L'hu ile d e rom arin ad m inis trée parcette voie s tim u le l'activité d u sys tèm e nerveu x

central, re spiratoire e t locom otrice chez lasou ris (K ovar, 1987).

A lors qu e lavoie externe e s t peu u tilisée , regrou pe d ans l’ens em ble 12% d e s

enqu is pou r les d e u x régions. Le m od e u tilisé es t la teintu re m ère ou alcooliqu e

(cataplasm e ou m asqu e), laplante s ou l’hu ile d u rom arin d ans u n bain, s tim u lant ainsila

circu lation d erm iqu e e t am éliorant l'hém od ynam iqu e pou r les problèm e s d 'occlu sion

artérielle (effet s u rlacircu lation sangu ine)(R u lffs e t al., 1984). Ilne fau t pas ou blier

qu e l’hu ile d e m as sage s’im pos e au s si, e s t efficace pou rle coté d étente .

Il exis te u ne tranche d e la popu lation enqu êtée qu i u tilise le s d e u x voies

d ’ad m inis tration avecu n pou rcentage am oind ritotale d e 15%.

Égalem ent, le m od e d e préparation d ’u n traitem ent à base d e laplante d u rom arin

es t d ifférent s elon ce qu i es t ciblé pou r être rem éd ié. D ans la thérapeu tiqu e

trad itionnelle, u ne tisane àbase d e plante peu t s e préparerd e trois façons d ifférente s :la

d écoction, m acération ou en infu sion.

Ilre s sort d e notre enqu ête, qu e le m od e d e préparation le plu s fréqu em m ent u tilisé

parles enqu êtés e s t l’infu sion, c’es t le fait d e vers erd e l’eau bou illante s u rlaplante e t

laiss er s e repos er qu elqu e s m inu te s avant d e filtrer e t boire. Ç areprésente 38% pou r

Tébes saet 45% pou rA nnaba.

M algré qu e lad écoction soit le procéd é perm e ttant d ’extraire u n m axim u m d e

principe actif, e t qu iconsis te à faire bou illirles plante s pend ant qu elqu e s m inu te s . Elle

e s t pe u u tilisée parlapopu lation enqu êtée . R eprés entant u n m inim u m d e lapopu lation

d e Tébes sa5% su ivid e l’inhalation 3%. A insiqu e pou rlarégion d ’A nnaba13% et 2%

respectivem ent (Fig.17).
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Figure 17. R épartition d e s enqu êtés s elon le m od e d e préparation.

La plante d u rom arin (feu ille s) s e prête d avantage à l’em ploisou s form e d e

pou d re s elon lalis te exhau s tive, e t s ont 14% d ans l’ensem ble d e lapopu lation enqu êtée

qu il’u tilis e sou s cette form e . C ’es t u ne façon d e prend re laplante , d e s tinée à être

absorbée d ans u ne caps u le (gélu les d e plante s), elle peu t être au s siconsom m é en la

m élangeant avecu n liqu id e (ju s d e fru its , laitage, … etc), m ais il ne fau t jam ais

l’absorbée telle qu elle carily arisqu e d ’étou ffem ent.

En fin, ilfau t noterqu e pou rles d e u x régions 48% u tilisent d ifférente s m od e s d e

préparations à lafois avecu ne préd om inance d ’infu sion, e t 15% n’ont rien m entionné.

C elapeu t-être d û par ignorance d e l’appellation scientifiqu e d u m od e ou bien cette

tranche l’u tilis e par d ’au tre s fins com m e lam acération qu in’apas été proposé d ans

notre fiche d ’enqu ête.

*A pplication thé rapeu tiqu e ou cu linaire ?

Le rom arin fait partie d e notre patrim oine cu ltu rel, occu pent u ne large place d ans

lam éd ecine trad itionnelle. C ’es t connu qu ’il traite d ifférente s pathologies :as thm e,

eczém a, rhu m atism e… etc(Fahim et al., 1999). Les enqu êtée s u tilis ent ces feu ille s e t

tiges en infu sion ou en d écoction pou rapaiserleu rs m au x.

O n note tou jou rs u ne reconnais sance et u ne pos s e s sion d u savoir

phytothérapiqu e trad itionnelparle s fem m e s . C elae s t d û à le u rs re sponsabilités en tant

qu e m ère s d onnant soin à leu rs enfants , e t leu rs u sages d e s plante s m éd icinales d ans

d ’au tre s d om aines qu e lathérapie.

D ’ailleu rs , on rem arqu e u ne préd om inance d e l’u sage thérapeu tiqu e d e laplante

d ans le s d e u x régions Tébes saet A nnaba, 69% et 41% respectivem ent.

M algré qu e l’u sage régu lierd e d ivers e s labiées m éd iterranéennes d ans lacu isine

e s t conseillé pou rm aintenirélevée lad éfens e im m u nitaire d e l’organism e , e t re tard erle
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vieilliss em ent d e s tis s u s (action anti-rad icalaire).Son application en cu linaire e s t m inim e

e t presqu e à u ne proportion id entiqu e (30% et 27%)(Fig.18).

Figure 18. R épartition d e s enqu êtés s elon l’u sage.

Ile s t rajou té à d e nom breu x plats , d ans le s eau x d e cu is son d e s pâte s , d u riz ou

d e s légu m e s , m ais àforte d os e ilpeu t être u n peu am er.

Lapopu lation A nnabi(32%)procu re à l’u sage thérapeu tiqu e ainsiqu e cu linaire à

lafois alors qu e ce n’es t pas le cas pou rles enqu êtée d e Tébes sa.

Le rom arin es t u tilisé d e tem ps en tem ps ju s te en cas d e néces sité pou r la

m ajorité d e lapopu lation enqu êtée (67% et 77%). C e qu ies t logiqu e pou rle s personnes

qu in’ont pas d e m alad ies chroniqu e. C epend ant fréqu em m ent u tilisée à 28% pou rles

Tebe s siet s e u lem ent 7% pou r l’échantillon enqu êté d ’A nnaba et u n u sage m od éré

(rarem ent)5% et 16% re spectivem ent (Fig.19).

Figure 19. R épartition d e s enqu êtés s elon lafréqu ence d ’u tilisation.

Le rom arin es t reconnu pou r d e nom breu s e s finalités e s t ind iqu é pou r traiter ou

rem éd ierplu sieu rs m alad ies . D e s étu d e s d ivers e s ont m ontré ces effe ts s u rd ifférente s

parties d e l'organism e :hépato-protecte u re t cholérétiqu e (Joyeu x, 1990),

anti-m ycosiqu e (Steinm e tz , 1988;et D u rakovic& D u rakovic, 1979)et anti-bactérien

(A krou m , 2008)...e tc. Sacom position chim iqu e lim ite le d éveloppem ent d e certains

agents pathogènes .
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N os enqu êtés u tilisent le rom arin pou rsou lagerd ifférente s qu inte s d ’u ne m anière

trad itionnelle com parable :en cas d e grippe (sou lage latou x, m au x d e gorge, tête),

problèm es d iges tive (d ou leu r d ’es tom acs, trou bles inte s tinau x), s tim u lation d e la

circu lation sangu ine (tension artérielle), atténu ation d e s m u scles d ou lou re u x, lafatigu e

e t le s tre s s . A u s sipou rinciterlaconcentration et en cas d e chu te d e cheveu x.

P arailleu rs , chaqu e popu lation à part ad onné au s sid ’au tre s vertu s :les Tébes si

interrogés citent qu e laplante e s t efficace pou rtraiter les trou ble s re spiratoires (les

allergies), l’inflam m ation d u foie, le s rhu m atism e s (jam be e t m ain)e t le s m au x d u d os .

E t pou r ceu x d ’A nnabarajou te qu e :c’es t u n antioxyd ant, d ésinfectant ocu laire

(conjonctivite), traite lacolopathie, d iarrhée, d ou le u rd e ventre e t d iabète. A u s si, e s t u ne

teinte pou rles cheveu x blancs et u n am incissant.

Saprescription peu t être avant, au m ilieu ou après le s repas. Le s enqu êtés d e

Tébe s saet d ’A nnabaprennent laplante après le s repas 74% et 62% respectivem ent

s u ivid e latranche qu ile consom m e en cas d e néces sité c’es t-à-d ire sans consid ération

d u m om ent d e s repas 19% et 16% pre squ e à u n tau x id entiqu e . A u m ilieu d e s repas 3%

et 16% et avant les repas tau x m inim e 4% et 7% (Fig.20).

*A u tre s :en cas d e néces sité.

Figure 20. R épartition d e s enqu êtés s elon le m om ent d ’ad m inis tration.

Généralem ent, l’H E d e rom arin d iffu s e d ans u ne hu ile végétale, cons eillée pou r

m as s erle d os e t laplante d e s pied s e t ind iqu ée contre lafatigu e.

M ais nos interrogés préfèrent e t connais s ent m ieu x l’effe t e t le m od e d e

préparation d e laplante arom atiqu e qu e ces extraits (H E). N otre rés u ltat e s t rationnel,

l’H E au m arché A lgérien e s t non d isponible e t sielle exis te s e vend à d e s prix chères .

D ’ailleu rs nos rés u ltats le confirm e, l’u sage d e l’H E d e rom arin e s t infim e d ans

le s d e u x régions :26% (Tébes sa)et 31% (A nnaba)(Fig.21).
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Figure 21:répartition d e s enqu êtés s elon l’u tilisation d e l’H E.

En m êm e tem ps, le peu d ’interrogés qu il’appliqu ent rarem ent, ont d onné

d ifférente s façons :

Pour Tébessa (26%):l’u tilise en application locale ;soin d e s cheveu x u ne fois par

sem aine, en m as sage corporel s u r tou t le corps e t en inhalation. A u s si, m e ttent d e u x

gou tte s d ’H E s u r u n m orceau d e s u cre ou d u m iel pou r avoir u ne m eilleu re

concentration.

Pour Annaba (31%):l’ind iqu e pou r d és tre s s er en bu vant u ne gou tte d ’H E d u

rom arin d ans d e l’eau . Egalem ent, pou rles d ou leu rs articu laire s , arthrose e t soin pou r

les cheveu x.

A u s si, e s t rajou té en m ilieu d e cu ltu re m icrobiologiqu e, extraits com m erciau x et

parfu m .

C e s enqu êtés qu ioptent pou rl’u sage d e laplante entière d u rom arin ainsiqu e son

extrait, ont d onné qu elqu e s recette s (u sage thérapeu tiqu e ainsiqu e cu linaire). Les

rés u ltats trou vés sont plu s ou m oins d ifférents .

a. Pour les enquis de Tébessa l’utilisent:

E n massage :

* H u ile d ’olive + rom arin ;

* pou d re d e rom arin + hu ile d e rom arin ou ;

* s u r le cu ir chevelu , H E d e rom arin pu r pu is m e ttre u ne

s erviette chau d e laiss e z pend ant 30m inu te s (lavage au cham poing).

P ou rtraiterles mau x de gorge :

* P ou d re d e rom arin + m iel;

* P ou d re d e rom arin + pou d re d e lim on + m iel.

* 250gd e rom arin d ans u n litre d ’eau en infu sion.

E n cu linaire :

* P ou rd onneru n m eilleu rgoût au x plats au fou re t àlapizza.
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b. Pour les enquis d’Annaba l’utilisent:

E n bain.

P rescritpou rtraiterles bronchites :rom arin + hu ile d ’olive en patte .

H ypoglycé miant:

* U ne d os e d e laplante en d e u x d os e s d ’eau (infu sion).

P ou ramé liorerlacroissance des cheveu x

* l’H E+ hu ile d ’olive + cannelle.

E n cu linaire :

* L’eau d e riz + H E.

*A rôm e pou rles plats au fou r, pain, pizza, e t viand e s grillées .

Tou te lapopu lation d e Tébes saas s u re qu e laplante d u rom arin es t très

efficace, e t com m e tou t m éd icam ent 17% d ’entre e u x m entionnent qu ’elle peu t

provoqu er d e s d om m ages rénau x, irritation d e l’es tom ac et d e l’inte s tin… etc.

C epend ant 20% d es A nnabiles contrariées e t d is ent qu e le rom arin n’es t pas tellem ent

efficient.

II. Zone d’échantillonnage

La région d ’échantillonnage Y ou kou s-El H am m am et (Tébes sa) fait partie d e s

régions A lgériennes d e l’Es t, d ’u n m assifm ontagneu x (d 'im portante s forêts)parallèle

à lacôte nord d e laTu nisie. R égion rocheu s e e t d ’u n solcalcaire, son clim at e s t s em i-

arid e. La popu lation s e caractéris e par son extrêm e jeu ne s s e e t s on fort tau x

d ’u rbanisation. Zone riche en plante m éd icinale s arom atiqu es entre au tre le rom arin.

Les cond itions externe s soit géographiqu es (latitu d e , altitu d e), éd aphiqu es (natu re

d u sol)ou clim atiqu es (ensoleillem ent ou photopériod ism e, tem pératu re, plu viom étrie)

ont u n effet s u rlacom position d e s e s s ences (O lle and B end er, 2010).

1. Coordonnées géographiques

Las u perficie globale d e laW ilayad e Tébes saes t d e 13.878K m 2 (M edaraget

B ou bir, 2012)situ é au Su d -Es t A lgérien, appartient au d om aine d e l’A tlas saharien

orientalau x confins A lgéro-Tu nisiens (Seghir, 2014). A u x coord onnées géographiqu es

s u ivante s :latitu d e 35,42°nord , longitu d e 8,12°ou e s t, altitu d e 863m (B ru ne t e t al.

2014). Laposition géographiqu e d écrite e s t favorable pou r le d éveloppem ent d e la

plante d u rom arin, pou s sant en étage végétal m éso-m éd iterranéen où l’altitu d e e s t

com pris e entre 600m e t 1000m (Zannd ou che, 2015).
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Lazone H am m am e t e s t s u bd és ertiqu e , ces coord onnées géographiqu e s sont

35°26’56’’N et 7°57’23’’E en D M S (d egrés , m inu te s , s econd e s)fait partie d u bas sin

versant d e l’O u ed M e d jerd a, sou s bas sin d e l’ou e d ksob. A ppartient au d om aine d e s

hau te s plaines d e l’Es t algérien précisém ent s u rlazone d e N em em cha.

Y ou kou s , la zone d ’étu d e e s t situ ée à qu atre kilom ètre s d u chef-lieu d e la

com m u ne d e H am m am et à u ne vingtaine d e kilom ètre au s u d -ou e s t d u chef-lieu d e la

wilayad e Tébes sa. Elle occu pe u ne s u perficie totale d e 22hectare s d ont 1,9hectares

abritent d e u x pôles d ’habitants , R as Es sou re t ElM e d d a.

R égion caractérisée par u ne sou rce d ’eau m inérale jaillis sant d ’u ne zone

m ontagneu s e cu lm inant à 1300m étre s d ’altitu d e , connu e pou r s e s eau x m inérales , e t

u ne ad m irable forêt appelée localem ent «ElGhaba» traversée parl’ou ed B ou akou z.

Fu t d écou verte parle s rom ains qu iont fond élaville d e theves te au jou rd ’hu iTébes sa.

- A u Su d :laligne d e partage d e s eau x d e s d e u x bas sins C héria-Tébes sa.

- A l’Es t:D jebalM e s tiriet D jebalEs tah

- A l’O u e s t:D jebalGaagaa

Elle e s t d rainée principalem ent parl’ou e d K ebire t l’ou ed C habro.

2. Aspect climatique

Le clim at tient u ne place es s entielle d ans l’interface natu re-cu ltu re . Ç as e trad u it

par le facteu r clé d e crois sance et d e d éveloppem ent d e s plante s qu ’es t l’exigence

therm iqu e.

Larégion d e Tébes saes t caractérisée d ans lapériod e com pris e entre le s années

1972-2009paru ne tem pératu re m oyenne d e 15°C , annu elle m oyenne 15,7°C et 16,3°C

précisém ent à Y ou kou s . C e tte tem pératu re e s t id éalpou rlapou s sé d u rom arin et pou r

l’étu d e d e l’évaporation et d e l’évapotranspiration qu iintervient d ans le d éveloppem ent

d u rythm e biologiqu e d e s végétau x d ’u ne façon générale (B enini, 2007).

D ’au tre part, le clim at d e Y ou kou s e s t s u btropicalhu m id e sans saison sèche selon

laclassification d e K Ö ppen-Geiger. C elae s t favorable pou rqu e le s végétau x pu isent

e s s entiellem ent l’eau à le u r s u rvie d ans laterre e t absorbent l’hu m id ité prés ente d ans

l’air. Tou t d épend d e l’hygrom étrie d u lieu e t d e s origines d e laplante.

D ’ailleu rs , laplu viom étrie annu elle d e larégion d e Tébes san’excéd ant pas les

350 m m , e t le s précipitations variait d e 307 à 625m m . C elle d e Y ou kou s sont pe u

im portante (371m m ).
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O n rem arqu e u ne petite d ifférence concernant latem pératu re e t le s précipitations

d e lazone d ’étu d e parrapport àlaville.

R égion ensoleillée, le s rayonnem ents pénètrent d ans le s tis s u s , d onnant ainsila

vie au x plante s sou m ise s à son action variable avecl’opacité et latransparence d e s

organes . C ’es t u n agent favorable àlavie d u végétalspécifiqu em ent le rom arin.

Tou s ces param ètre s clim atiqu es sont im portante pou r l’évolu tion d e l’espèce

végétale, offre à lafois pos sibilités d e s e d évelopper pou r l’u ne e t contrainte pou r

d ’au tre s .

3. Aperçu pédologique

Les péd ologu es qu alifient d e sol les d écim ètre s s u périeu rs d e las u rface d e la

terre, généralem ent très vivants e t poreu x. C ons titu e u n s u pport où les plante s prennent

racines e t fou rnit d e s élém ents nu tritifs (eau , m inérau x et oligo-élém ent)e s s entiels pou r

leu rs croissances . C e s caractéristiqu es d u s olsont sou vent u n facteu rd éterm inant d e la

natu re d e végétation e t au x cu ltu re s le s plu s ad aptée s , e t pou vant d onner u n bon

rend em ent.

- Le sold e la région d e H am m am et e s t cons titu é d e caillou tis d e calcaires

enveloppés d ans u ne m atrice plu s ou m oins argileu s e .

- Larétention d e l'hu m id ité:le sol d e Y ou kou s-H am m am et e s t hu m id e, cela

s’expliqu e parl’origine d e s eau x m inérale s qu is’infiltrent profond ém ent d ans le sou s-

solpend ant d e s années . A u s sivu lanatu re argileu s e d u s old otée d e nom breu x caillou x

e t d u calcaire, lu id onne ainsiu ne capacité d e re tenird e l’eau qu iperm et au x plante s d e

s u rvivre. En abs ence d e cette rétention, l’eau s’épu is e rapid em ent d ans le s ol.

-Le solà H am m am e t-Y ou kou s e s t fertile vu sariches s e en oligo-élém ents venant

d e s s ou rces m inérau x.

-Le pH d u sold e larégion d ’étu d e e s t 7,5ce qu iconcord e avecles be soins d e la

cu ltu re d u rom arin, qu iaffectionne u n end roit ensoleillé, d ans u n solbien d rainé d ont le

pH varie d e 5à7,5. D e ce pH d épend rale choix d e s végétau x car, ilau ne influ ence s u r

lacapacité d e laplante àas sim ilerle s d ivers nu trim ents .

Tou s s e s param ètre s cond itionnent le d éveloppem ent d e s e spèces botaniqu e s e t

as s u rent u ne activité physiologiqu e e t biologiqu e optim u m . Ils sont favorables à la

pou s sée d u rom arin ainsiqu e pou rd ’au tre s e spèce s spécifiqu es àlarégion d ’étu d e .
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Les cond itions éd aphiqu e s représ entent au tant d e cau s e s potentielles d e variations

d e lacom position chim iqu e d ’u ne plante arom atiqu e d onnée (M oham m ad e t al., 2009et

A protosoaie, 2010). A insi, les forêts d e H am m am et sont e s s entiellem ent peu plées d e

pin d ’A lep et d e rom arin, e t d e s plante s qu is’ad aptent le m ieu x au x cond itions

clim atiqu es d e larégion, elles n’exigent pas beau cou pd ’eau e t s’ad apte u n solà bas e

calcaire.

III. Matériel végétal

1. Identification de l’espèce

Laplante d u rom arin cu eillis d e Y ou kou s appartient à lafam ille d e s lam iacées ,

le genre Rosmarinus d érivant d u grec«ros » e t «m arinu s » faisant référence à son

origine balnéaire d ’origine m éd iterranéenne. A ppartient àl’ens em ble d e s arbu s te s

vivaces tou ffu s , principalem ent laplu s répond u en A lgérie précisém ent Tébes sa

(P hoto.8).

Photo 8. Rosmarinus officinalis L. àl’état spontané.

C e s critères botaniqu e s m orphologiqu es m acroscopiqu es spécifiqu es d e l’espèce sont :

-Les fe u illes d e laplante cu eillie sont persis tante s , opposée s , érigées e t tou ffu e s

s u rle s branches , rigid e e t d e cou leu rvert lu isant foncé au -d e s sou s e t clairtom ente u s e

au -d e s s u s . Elles sont étroite s arom atiqu e e t parfu m élors d e l’écrasem ent.

-Se s tiges sont qu ad rangu laire cotonneu s e .

-Les som m ités sont axillaires .

- C e s fleu rs sont violette s .

Il exis te d e nom breu s e s form es e t cou le u rs d e rom arin m ais, après cette

d e scription botaniqu e nou s avons pu confirm erqu ’ils’agit effectivem ent d e

Rosmarinus officinalis L. C ’es t l’espèce laplu s connu s d u genre (Gu zm an, 1999).
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2. Teneur en eau

Lateneu ren eau d ans l’échantillon d u rom arin d e larégion d e Tébe s sarécoltée

en m ois d e ju in 2011es t d e 21,7%. C e tte valeu re s t e s tim ée s u périeu re parrapport à la

norm e d e la pharm acopée eu ropéenne (2005) qu i es t d e 10% (P harm acopée

Eu ropéenne 2005).

Lavaleu rsignalée parlabibliographie corre spond àlam oyenne d e plante s

récoltée s , larécolte était faite à d ifférente s saisons d u d éveloppem ent d e laplante . En

plu s , le s cond itions éd apho-clim atiqu e s e t l’âge d e laplante ne sont pas les m êm e s .

3. Description anatomique

 après qu elqu e s jou rs d e l’im prégnation d e nos feu illes fraîches d u

rom arin d ans d e l’alcoolet d e l’eau , on rem arqu e qu e le s feu illes ont précipitée s e t la

solu tion es t d evenu e trou ble, tém oin d ’élim ination d u m axim u m d e chlorophylle

(P hoto.9)

Photos 9. Feu illes d e rom arin im prégnée s d ans u ne solu tion d ’alcool(Labo. B otaniqu e).

 l’exam en m icroscopiqu e d e s cou pes histologiqu e s d e s fe u illes réalisées

e t colorée s nou s aperm is l’observation d e s s tru ctu re s s u ivante s :

(1) C u ticu le.

(2) Epid erm e s u périeu r.

(3) P arenchym e palis sad iqu e .

(4) P arenchym e lacu neu x.

(5) Epid erm e inférieu r.

(6) P oils tecte u rs e t sécréteu rs (P hoto 10).

C ontrairem ent àlatige e t àlaracine, lafeu ille e s t plate e t, parconséqu ent l'anatom ie

d iffère.

1 jou r A près qu elqu es jou rs
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Photo 10. C ou pe transversale d e lafeu ille d e Rosmarinus officinalis L. obs ervée sou s

m icroscope optiqu e (G :X 40)(Lab. B otaniqu e)

La cou pe his tologiqu e transversale d e la fe u ille d e Rosmarinus officinalis

présente :

a. U ne nervu re principale, form ée e s s entiellem ent paru n faisceau . Elle com prend :

(1) U n protoxylém e ;

(2) U n m étaxylém e ;

(3) U n phloèm e ;

(4) U n collenchym e (P hoto.11).

Photo 11. N ervu re principale d e lafeu ille d e Rosmarinus officinalis L. obs ervée

au m icroscope optiqu e (G :X 40)(Lab. B otaniqu e).

b. U n M ésophile hétérogène com posé d ’u n parenchym e palis sad iqu e ou

chlorophyllien s u r laface s u périeu re, siège d e laphotosynthès e, e t d ’u n parenchym e

lacu neu x ou aérenchym e s u rlaface inférieu re , siège d e s échanges gazeu x (P hoto.10).

c. D es épid erm e s s u périeu re t inférieu r. Ils sont pou rvu s d e poils épid erm iqu es d e

d e u x types :

* L es poils tecteu rs :ils sont u nicellu laire s u nisériés , ils jou ent u n rôle d e

protection carils s ervent àlim iterle s perte s en eau partranspiration.

(2)

(1)

(3)

(4)

(5)

(6)

(1)
(2)

(3)

(4)
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* L es poils sé cré teu rs :caractéris tiqu e d e lafam ille d e s Lam iacées , ils sont très

abond ants , e t accu m u lent d ans le u rs cytoplasm e s d e s e s s ences , sou vent sécrétée s sou s

lacu ticu le (P lanche 4).

js

(1) P oilsécréte u ràpied plu ricellu laire e t tête u nicellu laire, (2) P oiltecteu r.

Planche 4. Stru ctu re s anatom iqu es d e s feu illes d e R. officinalis (Labo. B otaniqu e).

Les caractéris tiqu e s anatom iqu es d e cette e spèce d u rom arin d énotent u ne

riches s e en poilplein d ’hu ile e s s entielle.

IV. Huiles essentielles

1. Extraction et rendement en huiles essentielles

L’extraction d e l’H E d e s parties aériennes (fe u ille s)parhyd rod is tillation a

d onné u n rend em ent variant d e 1,69m ld ’H E /100gd e m atière s èche à2,08m ld ’H E/

100gd e m atière s èche.

En m oyenne nou s avons obtenu u n rend em ent d e 1,94m ld ’H E/100gd e m atière

sèche .

Laconfrontation d e s rés u ltats avecceu x obtenu s parGA R N ER O en 1996, s u rd e s

échantillons procu rés d e laTu nisie (0,27-0,46m l/100gd e m atière s èche)arévélé

l’exis tence d ’u ne d ifférence nette .

2. Etude analytique de l’huile essentielle extraite

2.1. Propriétés organoleptiques

Les caractéristiqu es organoleptiqu e d e notre H E d e Rosmarinus officinalis

récoltée d ans larégion d e Y ou kou s-H am m am e t (Tableau 6)concord ent avecceu x

d écrite s parl’arom m atologu e Stéphanie M onnatte Las s u s e t Joelle Le Gu ehennec,

présid ente d e l’école française d ’arom athérapie Intégrative (EFA I, 2017). Q u inotent

qu e , cette hu ile qu ie s t jau ne très clairàjau ne verd âtre e t d égage u n parfu m frais,

agres te e t légèrem ent cam phré es t u ne spécificité d e l’H E d e R om arin àcinéole, cela

d onne u ne id ée s u rle chém otype d e laplante.

(1)

(2)
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Tableau 6. C aractéristiqu es organoleptiqu es d e Rosmarinus officinalis.

Aspect Couleur Odeur

Norme AFNOR Liqu id e m obile,

lim pid e

P re squ e incolore,

jau ne pale

C aractéristiqu es

fraiches , plu s ou

m oins cam phré s elon

l’origine.

HE-Youkous Liqu id e m obile Jau ne très clair C am phrée

2.2. Composition chimique de l’huile essentielle extraite

L’analyse par chrom atographie en phas e gazeu s e cou plée à laspectroscopie d e

m as s e (C P G/SM )d e l’échantillons d ’H E d e rom arin consid éré, aperm is d ’id entifier

plu s d e 96,46% d es cons titu ants avectrois non id entifiées (3,54%).

N otre H E renferm e d u cam phre, d e cinéol, e t d e pinène en qu antité préd om inante

parrapport au x au tre s com posants (Tableau 7).

Tableau 7 :C om position chim iqu e d e l’hu ile e s s entielle d u rom arin extraite
en com paraison avecd ’au tre s profils chrom atographiqu es .

Composants

R égions α
 p

in
èn

e

β
 p

in
èn

e

p
-c

ym
èn

e

L
im

on
èn

e

1,
8

ci
n

éo
l

C
am

p
h

re

B
or

n
eo

l

4-
te

rp
in

eo
l

α
-t

er
p

in
eo

l

B
o

rn
yl

ac
et

at
e

B
is

a
b

ol
ol

(Tébessa-Algérie) 4.93 4.55 0.46 0.61 63.65 14.23 1.80 0.64 4.24 0.49 0.86

A rabie Saou dite 19.48 1.20 1.28 / 23.16 4.10 4.51 / 2.43 / /

Espagne 18-26 / / 2.5-5 16-25 13-21 2-4.5 / / 0.5-2.5 /

M aroc-Tu nisie 9-14 / / 1.5-4 38-55 5-15 1.5-5 / / 0.1-1.5 /

Su is s e 20.61 / / 3.73 17.95 12.99 13.27 / / 4.77 /

Globalem ent, le profilbiochim iqu e d e l’H E e s t plu s ou m oins d ifférent d u point

d e vu e qu alitatifet qu antitatif, parrapport au x au tre s d écrite s au tableau 7. C epend ant sa

riches s e en 1,8cinéol(63,65%), qu ile com pos e principalem ent le caractéris e ;laplante

e s t alors d e chem otype R. officinalis à1,8cinéol. Su ivid u cam phre (14,23%).

L’étu d e com parative d e l’analys e chim iqu e d e notre H E d e R.officinalis avec

ceu x d ’A rabie Saou d ite (Gu e tat e t al., 2014), E spagne, M aroc-Tu nisie e t Su is s e (C arron

e t al., 2013), am ontré qu e le bisabolole t le 4-terpinéoln’apparait qu e d ans le rom arin

d e  Tébes sa-A lgérie. O n note  égalem ent u ne  teneu r plu s  faible en α-pinene (4,93%).  
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P ar ailleu rs , l’α terpinéol, β pinène, e t p-cym éne sont prés ent qu e  d ans  notre  

échantillon e t celu id e l’A rabie saou d ite .

Le cam phre a u n tau x d e 14,23%, e s t com parable à celu i d e s tiné par la

pharm acopée eu ropéenne échantillon type Espagne, M aroc-Tu nisie.

L’H E consid érée ne renferm e qu e d e s cons titu ants terpéniqu es où lam ajorité sont

d e s m ono-terpène s (95,6%)et u n s e u ls e squ iterpène le bisabolol (0,86%).

L’étu d e com parative d e notre rés u ltat parrapport à d ’au tre s profils am ontréqu e :

Lacom position chim iqu e d e notre H E e s t com parable à celle d ’au tre pays com m e

la Tu nisie, hu ile s grecqu es e t au x norm e s com m erciales ind iqu ée par le s au te u rs

B oelens en 1985 et A rnold e t al. en 1997. C elu id e laTu nisie e s t riche en cinéole

(40,1% -55,1%)et contient le s m onoterpène s habitu els (Lawrenee, 1997).

C om parativem ent, le s rom arins m arocains prés entent u ne teneu r im portante en

l’u n d e s  trois  com posée s  : (α pinène 37,0 % - 40%, R abat) ; (cinéole   58,7% - 63,7%, El 

A te u f);Le cam phre (41,7% -53,8%, Taforhalt)(ElA m raniet al., 2000).

P arcontre en Egypte, on trou ve d e u x com position l’u ne d om inée clas siqu em ent

par le  cam phre l’ α pinène e t cinéole. L’au tre  riche en verbénone, acétate  d e  bornyle e t 

en cam phre (Solim an et al., 1994).

Le rom arin cu ltivé d u N ort -Es t d ’Espagne prés ente u ne H E parm ile squ elle s le

cam phre e t l’ α pinène sont le s  cons titu ants  m ajoritaires  (Gu illen M aria et al., 1995). 

En fin le rom arin d e C ors e e t d e Sard aigne contient u ne H E riche en V erbénone,

acétate  d e  bornyl e t α pinène. 

L’H E d e rom arin d ’A lgérie afait égalem ent objet d e qu elqu e s étu d e s ainsi:

Le rés u ltat d e l’étu d e analytiqu e réalisée par B ou teke d jire t e t al. en 2003,

concernant l’extrait d e rom arin d e larégion d e B ibans , situ ée à 200km à l’Es t d e la

wilayad ’A lger, arévélé laprésence d 'hyd rocarbu res m ono-terpéniqu es , m ono-terpènes

oxygénés e t s e squ iterpènes . P arrapport à nos rés u ltats , lad ifférence d e ces com posants

e s t qu antitative.

Lacom position d e l’H E d e rom arin d e Tlem cen (plante cu ltivée)le cam phre e s t le

com posé prncipal 13,8% et H oneine (état spontanée d e  la plante) α pinene 23,1% 
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com posé m ajoritaire (A tik B ekkara, 2007). Les au tre s cons titu ants sont plu s ou m oins

com parable qu alitativem ent àcelu id e Y ou kou s H am m am et.

L’échantillon provenant d e B ou rd j B ou aririd j ne contient qu e :cinéol 7,5%,

cam phre 21,1%, bornéol 10,1%, α tepinéol 9,5% e t exis tence d u  (E)-β-caryophylléne 

(B enhabiles , 2001). P e u d e com posants m ais com parable à notre échantillon avecd es

proportions bien d ifférente s .

Tou te s ces variations (qu alitatives e t qu antitatives) rencontrée s d ans la

com position chim iqu e d e l’H E d e R. officinalis (Y ou kou s-H am m am e t)par rapport à

certains travau x antérieu rs , pe u vent être d u e s à certains facte u rs écologiqu es

environnem entale s tels qu e :le clim at, lanatu re e t le s com posants d u s ol, l’altitu d e e tc.

D ’au tre s facteu rs pe u vent au s siinflu encerlacom position chim iqu e d e l’extrait :

lapartie d e laplante u tilisée, l’âge d e laplante, lapériod e d e larécolte , le s techniqu es

d ’extractions , le s cond itions d e s tockage, les param ètre s d ’analys e s lors d e

l’id entification d e s com posés e t lapériod e d u cycle végétatif, ou m êm e s d e s facteu rs

génétiqu es . (B ru ne ton, 2009;K arou s sou e t al.,2005).

E t d e ce fait, lacom position chim iqu e d e l’H E d e laplante pe u t varieràl’intérieu r

d ’u ne m êm e e spèce. C e tte variétéchim iqu e e s t com m u ném ent appelée s chém otype.

2.3. Les classes biochimiques de l’huile essentielle extraite

Les com posants chim iqu e s d e l’H E d e l’espèce d u genre Rosmarinus étu d iée

sont caractérisés principalem ent par la clas s e biochim iqu e d e s phénols m ono-

terpéniqu e (80%), d e s hyd rocarbu res m ono-terpéniqu e s e t presqu e u ne absence totale

d ’es ters .

P arailleu rs , l’H E étu d iée e s t riche en m ono-terpène s phénoliqu es principalem ent

le 1,8cineol(Tableau 8). Ilrend lapeau perm éable e t affecte l'application topiqu e d e

m éd icam ents com m e l'halo1périd ol en am éliorant laperm éabilité cu tanée (B u ckle J.,

2003)

Ilfau t m entionnerau s siqu e le s phénols ce sont le s antim icrobiens le s plu s connu s

d écrits àce jou r(K em pfet al., 2011).
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Tableau 8. C las s e s biochim iqu e s d e s com posants cons titu tifs d e l’H E extraite d e

Rosmarinus officinalis (Y ou kou s-H am m am et).

Classes biochimiques Types Composés

Monoterpènes A cycliqu e s m yrcène , linalol

M yrcène linalol terpinéol-4,  α-terpinéol 

cinéole , lim onène

A rom atiqu e s P -cym ène

B icycliqu es α-pinène    ,      cam phène 

verbénone , cam phre

bornéole , acétate d e bornyle

Sesquiterpènes B isabolol

En tant qu e m étabolite s s econd aires d e s plante s , le s m onoterpènes prés entent u ne

d iversité chim iqu e très im portante , perm ettent à la plante d e s e d éfend re face au x

facte u rs d e s tre s s biotiqu e e t abiotiqu e, cons titu ent d e s signau x chim iqu e s à travers

le squ els laplante com m u niqu e avecson environnem ent (plante s e t au tre s organism e s),

n’ont pas d e fonction u niverselle e t s ont d ifférem m ent représ entés d ans le s d ivers

fam illes , genre s e t e spèces, ce qu iperm e t d e le s u tiliser com m e m arqu e u rs chém o-

taxonom iqu es (M arlet , 2011)

V. Activité anti-fongique de l’huile essentielle extraite

Les prod u its alim entaires pe u vent être d égrad és par u ne m u ltitu d e d e m icro-

organism e s . P ou rêtre au plu s près d e cette réalité, d ans notre étu d e nou s avons re tenu e s

d e s s ou ches fongiqu es connu e s d ’être d e s contam inants alim entaires d e prem ierd egré.

C onsom m ées àlongterm e d eviennent u ne principale cau s e d e d ifférente s pathologies .

1. Souches fongiques test-objets

N ou s avons répartis la m icroflore collectée aléatoirem ent s elon leu r origine

alim entaire ;le rés u ltat m ontre qu e le d egré d e contam ination d e s légu m es e t fru its

prod u its consom m és qu otid iennem ent e s t élevé(60%)parrapport àcelle d e s cons erve s

(40%)(Fig.22).
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Figue 22. R épartition d e s s ou ches fongiqu es te s t-obje t s elon leu rorigine alim entaire.

C e rés u ltat tém oigne qu e laprotection natu relle parlapeau d e s végétau x peu t être

brisée e t d e s infections peu vent s u rvenirau verger(leu rs revêtem ents externes abritant

d e nom breu x m icro-organism e s d e laflore d u sol, d e l’eau , e t m êm e d e s contam inants

d e l’air).

Tou te s ces d étérioration ne s e révèlent qu ’après récolte, au cou rs d e s opérations

d e triage, d ’em ballage et en entrepôt, e t parfois m êm e à l’échelon d om e s tiqu e qu elqu e

jou rs s e u lem ent avant le u rconsom m ation.

P arailleu rs , le bon cond itionnem ent ind u s trielle (boite s herm étiqu em ent clos e t

étanche vis-à-vis les échange atm osphériqu e s e t m icrobiologiqu e qu ’elle s peu vent avoir

lieu entre le m ilieu externe e t le contenu d e laboite)et l’ajou t d ’ad d itifs alim entaire,

laiss e apparaitre peu d e contam inants . P erm e ttant ainsi, d e répond re au x exigences d u

consom m ateu rcom m e u n prod u it d isponible tou te l’année. Le s incid ents sont rare s sau f

cas d e m au vaise conservation therm iqu e ou boite end om m agélors d e l’entreposage.

1.2. Identification des souches fongiques test-objet

2. Le rés u ltat global d e l’id entification a perm is d ’intégrer tou te s le s sou ches

collectée s àlafam ille d e s cham pignons filam ente u x.25%

Les isolats ont été id entifiés s u r la base d e s caractères m acroscopiqu es e t

m icroscopiqu e s . L’observation d e lacou leu re t latextu re d e lacolonie, ainsiqu e leu rs

s tru ctu re s m icro-m orphologiqu e s perm ettent généralem ent d e faire lad is tinction entre

le s genres d e sou ches fongiqu e s .

0%

20%

40%

60%

Fruitsetlégum es

Conserves

60%

40%
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1.2.1. Aspect macroscopique

A partird u troisièm e jou raprès ens em encem ent, on rem arqu e u ne légère pou s sée

d e tou te s le s s ou ches fongiqu es presqu e id entiqu e e t d e cou le u rblanche.

Ens u ite, la textu re y com pris la cou leu r d e s filam ents fongiqu es a pris d e

l’am pleu re t d e spécificité. C e tte d ernière s e d ifférencie d ’u ne sou che à l’au tre s elon le

genre e t l’espèce d e lam icroflore te s tée.

A près u n d élaid e cu ltu re d e 5à7jou rs à tem pératu re am biante, on rem arqu e :

- Le genre Aspergillus apou s sérapid em ent. Ile s t d iffèrent parsam orphologie

m acroscopiqu e :ras à pou d reu x, velou te e t parfois cotonneu x, d e cou le u r variée en

fonction d e l’espèce.

- Fusarium sp. s’es t d éveloppérapid em ent s u rlagélos e àlapom m e d e terre e t

au d extros e (P D A ). C e s colonies sont d e cou leu rblanches ens u ite le s m ycéliu m s aériens

sont d evenu s teinteren ros e (lacou leu rchange facilem ent)avecd es s u rfaces velou tée s

àcotonneu s e s (P hoto. 12).

Photo 12. A spect m acroscopiqu es d e lasou che Fusarium sp (Labo. M ycologie-C H U ).

- Penicillium sp. :lacrois sance d e ces colonies était rapid e , d ’aspect pou d re u x,

e t sacou leu rs e s t d e tons vert e t parfois blanc(P hoto.13).

Photo 13. A spect m acroscopiqu e d e lasou che Penicillium sp. (Labo. M ycologie-C H U ).

Les rés u ltats d e l’id entification m acroscopiqu e d e s s ou ches fongiqu es , obs ervée s s u r la

s u rface d u m ilieu d e cu ltu re favorable àlapou s sée d e s e spèces sont com parables
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àceu x d écrit parC ahagniere t R ichard -M olard en 1998(Tableau 9).

Tableau 9. R és u ltat d e l’id entification m acroscopiqu e d e s s ou ches fongiqu es .

Observation macroscopique

Souches Couleur des colonies Aspect des colonies

A spergillu s niger B lanches pu is jau ne e t enfin
noirâtre.

Granu leu x

A spergillu s fu migatu s B lanches pu is vert foncé à
vert-gris.

P ou d reu x

A spergillu s flavu s B lanches pu is jau ne à jau ne-
vert.

P ou d reu x

Fu sariu m sp. B lanches pu is ros e-violet C otonneu s e s

P enicilliu m sp. B lanches P ou d reu x

O n y trou ve qu e lam ajorité d e s s ou ches re tenu appartiennent au genre

Aspergillus : 17 sou ches d ’Aspergillus niger, 12 d ’Aspergillus fumigatus e t 3

d ’Aspergillus flavus, 2Fusarium sp. e t 1Penicillium sp. C e s sou ches sont connu d ’être

lacau se d e d ifférente s m alad ies .

Q u atre-vingt pou rcent d e s s ou ches collectée s e t re tenu e s d ans cette étu d e

appartiennent au genre d e s Aspergillus, les Penicillium sp. e t le s Fusarium sp.

représ entent le m êm e tau x e s tim éà10% chacu n (Fig.23).

Figure 23. R épartition d e s s ou ches fongiqu es re tenu e s s elon l’espèce.

C e s trois e spèces id entifiée s sont connu d ’être le s principales m oisis s u re s

s u sceptibles d ’altérerles d enrée s alim entaire s e t d e prod u ire d ifférente s m ycotoxine s .
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Elle s engend rent ainsiu n risqu e pou rlasantéhu m aine e t le s anim au x s u périeu rs e t d e s

perte s économ iqu es non négligeables pou rd ifférents m aillons d e lachaine alim entaire.

La d om inance d u genre Aspergillus trou vée après collecte aléatoire e s t

com m u ne . M algré qu e ces e spèces soient d ’im portance ind u s trielle, ce genre com prend

u n grand nom bre d ’espèces pathogènes opportu nis te s e t d e toxines qu ireprés entent la

m ajorité d e lapollu tion agricole ayant u n im pact économ iqu e consid érable (M aribel et

al., 2014).

Lacrois sance d e ce genre consid éré e s t d evenu d éfavorable au d éveloppem ent d e s

ind u s tries agro-alim entaires , principalem ent celle d e rangtoxinogènes élaborant d e s

m ycotoxines (aflatoxine B 1, B 2, G1et G2)s u bs tances connu com m e le s plu s toxiqu e

(hau tem ent cancérigène s , affectant le foie… etc). Elle s sont particu lièrem ent prod u ite s

parA. flavus. (A E/40, 1999;Sheikh-A liSI e t al., 2014)

1.2.2. Aspect microscopique

a. Aspergillus sp. :au s ein d u m êm e genre d ’Aspergillus on trou ve d e s aspects

m icroscopiqu es d ifférente s qu ispécifie l’espèce (Tableau 10).

Tableau 10. R és u ltat d e l’aspect m icroscopiqu e d e s sou ches d ’Aspergillus

A .fu migatu s A .flavu s A .niger

Tête
aspergillaire

U nisériée, en colonne
com pacte ,as s e z grand e

U nisériée ou bisériée,
pe tite en colonne

B isériée radiée,
noire àm atu rité

Vésicule hém isphériqu e sphériqu e globu le u s e

Phialides D irectem ent portée s parla
vésicu le , d re s sée s

D irectem ent portée s
parlavésicu le
(u nisériée)ou portée s
pard e s m étu les
(bisériées)

Insérées s u rla
vésicu le pard es
m étu le s (bisériée)
disposées s u rtou t le
pou rtou rd e la
vésicu le

Conidies Globu leu s e s ,verte s ,
échinu lée s , pe tite s .

Globu leu s e s à
s u bglobu le u s e s , vert
pâle , échinu lées

Globu leu s e s , bru ne s ,
échinu lée s , sou vent
d isposées enchaîne

Conidiophore C ou rt, lis s e e t incolore ,
évasem ent progres sif au
som m et

Long,hyalin,

verru qu e u x avecd es
aspérités .

Lis s e , hyalin ou
bru nâtre dans sa
m oitié su périeu re,
très long

L’analyse m icroscopiqu e d e lacu ltu re am is en évid ence le conid iophore e t latête

aspergillaire, d ont le s caractéris tiqu e s ont affiné l’id entification.

Selon le s rés u ltats trou vé e t regrou pés au Tableau 10:la form e d e s tête s

aspergillaire e s t s oit u nisériées ou bisériée s , portant d e s vésicu les globu leu s e s sphériqu e
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ou hém isphériqu e, d e s phialid es , conid ies e t conid iophores bien d is tinct d’u ne sou che à

l’au tre .

C e qu iad évoilé laprés ence d e trois e spèces d ifférente s d ’Aspergillus collectés:

A. niger, A. fumigatus et A. flavus. C elaconfirm e nos conclu sions m acroscopiqu e s .

b. Penicillium sp. :au m icroscope ce genre e s t à m ycéliu m colonisé;conid iophores

isolés e t ram ifiés ; ces phialid e s sont branchés d irectem ent à l’extrém ité d u

conid iophore hyalin, lu id onnant ainsiu n aspect d e bros s e (u n pénicillu s), e t lachaine

d e s conid ies e s t u nicellu laires .

c.Fusarium sp. com prend :

- d e s hyphes filiform es d ans le s tis s u s re s s em blent àceu x d ’Aspergillus sp.

- ces filam ents sont hyalins , s eptés , s e ram ifie au x angles aigu s e t d roits .

- d e s m acroconid ie s fu soid e s (grappes hyaline s , m u lticellu laires , ovoïd e s à

cylind riqu es d ans u ne tête). C ’es t u ne caractéris tiqu e d u genre Fusarium.

- P rés ente d e s m icroconid ie s e t d e s chlam yd oconid ies .

C e t aspect m icroscopiqu e e s t com parable àceu x d écrit par M arcio N u cciet al., 2009

et confirm e qu ’ils’agit d u genre Fusarium.

Ilfau t noterqu e nos sou ches d e Fusarium étaient repiqu ée s d u blé, cacahu ète s e t

s em ou le. O n peu t d ire qu ’ilpeu t s’agir d e l’espèce Fusarium graminearium connu e

com m e agent pathogène d e lafu sarios e d u blé(M arcio N u cci, 2009).

C e tte e spèce es t prés ente d ans le sol, peu t jou er le rôle d e saprophyte ainsi

qu ’agent pathogène agres sifen affectant les racines , le s graine s e t le s jeu ne s plants chez

u ne grand e variété d ’hôte (cu ltu re s économ iqu em ent im portante s) entrainant en

conséqu ence d e s perte s d u e s au x s em ences non viables e t à l’affaibliss em ent ou lam ort

d e s plantu le s .

C e tte m enace qu e prés entent généralem ent le s cham pignons pou rrait

éventu ellem ent affecterles s em is (K aterynaet al., 2018)

2. Activité antifongique

2.1.Fongigramme de l’huile sur les souches test-objet

Il e s t connu qu ’au s ein d ’u n m êm e genre, plu s encore d ’u ne m êm e e spèce d e

plante arom atiqu e l’H E peu t avoir d e s activités variables s elon le m icro-organism e

consid éré et le s cond itions environnem entales d e la plante. C ecies t rapporté par

plu sieu rs au te u rs entre au tre s O u s salahet al., en 2007.
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C e qu in’es t pas le cas d ans notre étu d e ;com parativem ent au x tém oins le rés u ltat

d u fongigram m e arévélé u ne absence totale d e croissance d e tou te s le s s ou ches

fongiqu es te s t-obje t consid érées . C e qu i tém oigne l’activité certaine d e notre H E

extraite d e R. officinalis (P lanche.5).

Planche 5. R és u ltat d u fongigram m e:(a)(a’)A. flavus, (b)(b’)A. niger,

(c)(c’)Penicillium sp. (Labo.M icrobiologie).

P arailleu rs , d e s étu d e s antérieu re s s u rl’H E d e rom arin révèlent u ne activité anti-

m icrobienne avérées e t ind iqu ent d e s rés u ltats sim ilaires parrapport àcelle trou vée d ans

notre étu d e s u rle s sou ches fongiqu e s te s tée s (M oreiraet al., 2005;D e B illerbeck et al.,

2007;O u ibrahim e t al., 2013;Lagrad aet al., 2013;B ou tabiaet al., 2016).

En revanche la caractérisation qu antitative d e l’H E active à laqu elle tou te

crois sance fongiqu e e s t s toppée e s t néces saire.

2.2.Concentration minimale inhibitrice de l’huile extraite (CMI)

Il e s t connu , qu e l’H E contient plu sieu rs com posants chim iqu es , très efficaces

m ais au s sid angereu x. C ertaines d e ces e s s ences u tilisées en qu antité élevée, peu vent

représ enter u n risqu e d e toxicité aigüe tel qu e com a, crise d ’as thm e , eczém as e t

irritations d e lapeau … etc.

D e ce fait, le s rés u ltats d e s C M Is obtenu e s (tableau .11)d e l’H E d e Rosmarinus

officinalis (Y ou kou s-H am m am et)étu d iée laiss ent apparaitre u ne action anti-fongiqu e

intére s sante. A insi, qu elle qu e soit la sou che fongiqu e consid érée on note d e s

(a)

(a)

(b) (c)

T

(a’)

(b’)

(c’)

Fongigram m e

R és u ltats
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m od ifications d e l'aspect m acroscopiqu e e t u ne d épigm entation d e s colonies d éjà à la

plu s faible concentration (0,25%).

Tableau 11. V ariation d u facteu rinhibiteu rd e l’H E étu d iée su rle s sou ches fongiqu e s te s t-

objet en fonction d e s concentrations .

Espèces

[HE](%)

A .niger A .flavu s A .fu migatu s P enicilliu m sp. Fu sariu m sp.

0,25 + + + + +

0,50 + + + + + + + + + + +

0,75 + + + + + + + + + + + + + +

1 + + + + + + + + + + + + + + +

+ :m od ification d e l’aspect + + :d im inu tion d e crois sance + + + :absence d e croissance

L’u tilisation d e concentrations s u périeu re s d e l'hu ile d ans le m ilieu cond u it à u ne

intensification d e l'activité inhibitrice qu is u rlam ajorité d e s s ou ches s e trad u it paru ne

absence totale d e croissance. En effet, consid érant chaqu e e spèce àpart on note:

 Pour A .niger: com parativem ent au x cu ltu re s d ans le s boite s tém oins, le s

colonie s d e s d ix-sept s ou ches d ’Aspergillus niger ont m ontré u ne d épigm entation

visible e t u ne croissance d im inu ée avecd es colonies d e très pe tite s tailles (Fig. 24).

Figure.24. R épartition d e s sou ches A. niger te s t-objet en fonction d e laconcentration d e l’H E.

A insi, l’activité anti-fongiqu e d e l’H E e s t significative e t e s t cons tante pou r

tou te s le s s ou ches d ’Aspergillus niger te s tée s pou r d e s concentrations d e 0,25% et

0,50% excepté pou ru ne s e u le sou che pou rlaqu elle laconcentration d e l'H E néces saire

à l'arrêt totale d e lacrois sance avoisine les 0,75%.
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A partir d e la concentration 0,75% d ’hu ile on note u ne absence totale d e la

pou s sée d e lacu ltu re d e tou te s le s s ou ches te s tée s . D onc, globalem ent pou rles A. niger

les C M I oscillent d ans u n intervalle allant d e 0,25à0,75% (Tableau .10ci-d es s u s).

O n conclu t qu e , m êm e au s ein d ’espèces id entiqu e Aspergillus te s tée s d ans le s

m êm e s cond itions le s rés u ltats sont plu s ou m oins d ifférents . C e t intervalle d e

concentration néces saire pou r l’inhibition d e tou te croissance fongiqu e, tém oigne u n

m anqu e d e spécificité d e l’action anti-fongiqu e d e l’H E étu d iée s u rlacellu le.

 P ou r A .fu migatu s e t A .flavu s : s e caractéris ent par u n com portem ent

com parable au x concentrations d ’hu ile te s tée s u rle s e spèces A. niger.

A près leu rs d épigm entations visible s à 0,25% d ’hu ile signifiant la C M I, on

rem arqu e u ne absence totale d e crois sance à0,75% (P hoto.14).

Photo.14. C M I d e s s ou ches fongiqu es étu d iées (a)Penicillium sp. ; (b)A. Fumigatus ;

(c)A. flavus. (Labo. M icrobiologie-U B M A ).

C e pou voiranti-fongiqu e s u rA. fumigatus pou rrait s’expliqu erparlaprés ence d u

1,8cinéolprod u it m ajoritaire d e lacom position chim iqu e (K offiet al., 2013). Situ ation

d écrite au s sipar H am m ere t al., en 2003.

O n d éd u it qu e l’activité d e l’H E d e R. officinalis étu d iée parfongigram m e s u rle

genre Aspergillus révèle u n aspect m acroscopiqu e sim ilaire (d épigm entation)à u ne

C M I id entiqu e , m ais u n arrêt d e crois sance d e sou che à d e d ifférente s concentrations

s elon l’espèce consid érée.

P enicilliu m sp.s’e s t d épigm entée e t sacroissance s’es t consid érablem ent d égrad ée à

u ne concentration d e 0,25% d ’H E par rapport au tém oin. P ar contre, l’arrêt total d e

crois sance s’es t prod u it à 0,5% (P hoto.13ci-d e s s u s).

b bb b

(T ) [0,25% ] [0,50% ] [0,75% ] [1% ]

a b c
c

a a
a

a
b bc c

c
c

b
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En revanche, A ttras si K . en 2017 a d évoilé l’activité d u prod u it chim iqu e

peryd roxan (m élange d ’acid e péracetiqu e e t d e peroxyd e d ’hyd rogène)s u rPenicillium

sp. C e d ernierconçu pou ras sainirles s u rfaces qu ientrent en contact avecles prod u its

alim entaires . Le te s t était réalisé in vitro à u ne large gam m e d e concentration s u r la

sou che consid érée. Laréd u ction d e lacrois sance m ycélienne e t l’inhibition totale était

obs ervéà u ne d os e très élevée d e 2,5%.

C epend ant Penicillium sp. , sou che re sponsable d e m alad ie hu m aine e t altération

d e s fru its en pos t-récolte a su bit u ne inhibition très efficace à d e très faible

concentration d e l’H E (0,25%) d e rom arin d e H am m am et-Y ou kou s étu d iée.

C om pte tenu d e s rés u ltats com paratives ;le cou d e s prod u its anti-fongiqu es e s t

d ifférent, le s H E s s ont plu s cherm ais leu rs efficacité in vitro m êm e à d ou ble d os e re s te

u ne concentration faible e t fiable par rapport au x prod u its chim iqu es d e synthès e

u tillisés .

D e ce fait le traitem ent par ces m olécu les bio-actives d e notre extrait s era

m aintenu e t répété.

 Fu sariu m sp. réagit d ifférem m ent à l’H E te s tée, la sou che a s u bit u ne

d épigm entation à 0,25% (C M I). A lors qu e l’arrêt d e lacroissance es t cons taté à u ne

concentration d ’hu ile d e 1%, e s tim ée plu s élevée parrapport au x au tre s sou ches te s tée s

(P lanche.6).

Planche.06. C M I d e lasou che (a)Fusarium sp. (Labo. M icrobiologie-U B M A )

A u regard d e s rés u ltats trou véconcernant tou te lam icroflore te s tée parfongigram m e,

on note qu e lad épigm entation e s t obs ervée à u ne concentration id entiqu e (0,25%). C ela

re s te u n facteu rm ajeu re t d éterm inant faisant affaiblirlacellu le .

T

T

(a) (a)

[1%]

[1%][0,75%][0,5%][0,25%]

(a)(a)
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P arconséqu ence le proces s u s biochim iqu e e s s entiele s t inhibé, le s spores

d eviennent inactives e t ne posent pas u n d angerim m éd iat pou rl’objet e t d onciln’y

au rapas d e contam ination probable parrapport à d ’au tre s alim ents .

C e t activité e s t d u certainem ent au x com posants d e l’H E te s tée , s e m anifes tant par

m od ifications m orphologiqu es d e s hyphes e t pertu rbation d irecte d e la m em brane

cellu laire fongiqu e. C e qu ies t ind iqu é parlam ajorité d e s rapports entre au tre celle d e

M akhlou fien 2008, cet action tém oigne nos rés u ltat.

D ’au tre part e t après d épigm entation, on cons tate qu e le m écanism e d ’action d e

l’H E étu d iée pareffet inhibiteu rd e croissance d e s colonie s e s t d ifférent d ’u ne e spèce à

l’au tre (Aspergillus sp. [0,50% -0,75%], Penicillium sp. [0,5%]et Fusarium sp. [1%]).

Laplu s hau te concentration e s t celle d e s Fusarium (1%), e spèce récem m ent cité

com m e pathogène s opportu nis te s re sponsable d ’infection s u perficielle ainsi qu e

profond e . C onnu en agro-alim entaire com m e re sponsable d e d étérioration d e lapou s sée

d e plante d ’u ne façon générale (fu sariose). N on s e u lem ent cet e spèce agit d ifférem m ent

au contact d e d ivers anti-fongiqu es m ais égalem ent ad éveloppée d e s résis tances à d e

nom breu x d ’au tre s m êm e en état as sociée (M allie, 2007).

C elapeu t être expliqu éparces caractéris tiqu es m orphologiqu es s tru ctu rale s

d is tincte s:parfois les filam ents spécialisés chez le s Fusarium portent d e s conid iophores

à lafois m icroconid ie s u nicellu laire ainsiqu e d e s m acroconid ies plu ricellu laire s . A u s si,

la plu part d e ces e spèces sont connu e s pou r avoir d ifférente type s d e spores

m acroconid ie s , m icroconid ie s , e t ascospores (Gabriele Schiro et al., 2018).

P ar ailleu rs , A rikan et al. en 2001 aréalisé u ne étu d e com parative entre d e s

s ou ches Aspergillus ainsiqu e Fusarium en d éterm inant la concentration m inim ale

effective (M EC )com m e étant laplu s faible concentration d ’anti-fongiqu e re sponsable

s u rlaform ation d ’extrém ités anorm ale d ’hyphes . Le s valeu rs obtenu e s s ont bas s e s pou r

les Aspergillus e t s u périeu re s pou rles Fusarium. C e qu ie s t équ ivalent ànos rés u ltats .

Le m od e d ’action d e l’hu ile s e trad u it parsa capacité d e pénétrere t pertu rberla

paroicellu laire fongiqu e, perm éabilise le s m em branes cytoplasm iqu es e t finalem ent

end om m age le s m em branes m itochond riales . En ind u isant u n changem ent d ans le flu x
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d ’électrons à travers le s ys tèm e d e transport, le s tene u rs en lipid es , protéine s e t acid es

nu cléiqu es d e s cellu le s fongiqu e s (A rnal-Schnebelen et al., 2004).

P ou rrait égalem ent pertu rber la d épolarisation d e lam em brane m itochond riale

affectant le s canau x ioniqu es , réd u it le pH , affecte lapom pes àproton et le poolA T P .

C e changem ent d e flu id ité m em branaire entraine la fu ite d e s rad icau x,

cytochrom e C , le s ions calciu m et le s protéines . A insi, la perm éabilisation

m itochond riale externe e t interne d e s m em branes entrainent la m ort cellu laire par

apoptos e e t nécros e (Y oon, M oon e t al., 2000;A ktare t al., 2014).

O n rajou te au s si, qu e le caractère lipophile d u squ ele tte hyd rocarboné d e l’extrait

e t l’hyd rophilie d e leu rs grou pe s fonctionnels influ ence l’activité anti-m icrobienne

(A gnies zka N owak et al., 2012). C e s com posants hyd rophobes au gm entent la

perm éabilité d e lam em brane cellu laire, en provoqu ant lafu ite d u contenu d e s cellu le s

bactérienne s e t fongiqu e s (C ox e t al., 2000). A u s si, le s hyd rocarbones e t las tru ctu re

cycliqu e ont u n rôle s u rcette activité.

O n note égalem ent qu e , la riches s e d e notre H E en s e squ iterpène e t son

chém otype Rosmarinus officinalis à cinéol lu iconfère cette efficacité anti-fongiqu e.

Q u alité rapportéparaille u rs , parW ilson et al. qu iad évoilél’efficacité d e 49H E riches

en alcools e t lactones s e squ iterpéniqu es s u rBotrytis cinerea e t d éterm ine qu e l’extrait

d e rom arin cinéoles t l’u n d ’excellant inhibite u rs fongiqu e.

C alsam iglia et al., 2007 et M alecky, 2008. m ontrent qu e cet oxyd e m ono-

terpéniqu e 1,8cinéol, com posé m ajoritaire (65,63%)d e l’extrait étu d ié, lu iconfère u ne

capacité anti-fongiqu e parexcellence. Son action es t à l’origine d e l’au gm entation d e la

perm éabilité m em branaire, facilitant ainsil’entrée d ’au tre s com posés connu s com m e

actifs e t notam m ent le 4-terpinéol(C arson et al., 2006). C e com posé consid éré m ineu r

(0,64%)parrapport au x tau x d e s com posants chim iqu e s d e l’hu ile extraite, contribu e

significativem ent à l’activité d e s H E paraction synergiqu e (Laghchim i, 2014et K ehal

Farid a, 2013).

L’activité peu t être au s sias sociée au cam phre (14,23%)com posé connu com m e

fongicid e e t au s sianti-bactérien (B encheqrou n, 2012).

P arailleu rs , on ne peu t pas négligerle rôle d u lim onène (0,61%)responsable d e

l’action su rlaperm éabilité d e lam em brane cytoplasm iqu e d e s cellu le s fongiqu e s en
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provoqu ant u ne perte d e s inclu sions (K ehal, 2013).

E t il es t très probable qu e chacu n d e s cons titu ants d e l’H E ait son propre

m écanism e d ’action (R hayou r, 2002).

2.3.Type d’activité :

Le type d ’inhibition d e l’H E extraite d e R. officinalis e s t fongis tatiqu e à 91,94%.

Se trad u isant par cette absence totale d e croissance m ycélienne ou par l’inhibition

com plète d e lagerm ination, rapportéparailleu rs parR obert e t al., en 1990.

P ar ailleu rs , on rem arqu e u ne réapparition d e lacu ltu re d ans le m ilieu exem pt

d ’hu ile, tém oignant ainsiqu ’il s’agit bien évid em m ent d ’u ne activité fongis tatiqu e.

D onc, iln’y apas d e lys e cellu laire, le cham pignon peu t régénéreret probablem ent ily

au raprés ence d e spore.

C e s colonie s réapparu e s sont tou te d épigm entée (d e cou le u r blanche), ces

changem ents sont obs ervées qu elqu e s soit laconcentration inhibitrice d e crois sance

obs ervée (P hoto.15).

(1)A bsence d e crois sance (2)R epou s s e d e s colonie s

Photo. 15. A ctivitéfongis tatiqu e d e l’H E te s tée s (Labo. M icrobiologie-U B M A ).

C e qu iim pliqu e au s siqu e l’activité d e notre hu ile n’es t pas concentration

d épend ante, celanou s lais s e répéter le traitem ent d ans u ne périod icité bien d éfinie

(traitem ent prolongé et m aintenu ).

Le facteu r inhibiteu r trou vé, em pêche lapropagation d e s s u bs tances toxiqu es

contenu à l’intérieu r d e s cellu le s e t d onclanocivité qu ipeu t m êm e être m ortelles e s t

s toppée.

C onsid érant chaqu e genre àpart :

* 83,34% d e s sou ches Aspergillus te s tée s s’e s t m ontrée fongis tatiqu e d ont :

88,23% A. niger.

* 90,91% A. Fumigatus e t latotalité d ’A. flavus.
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A u s si, le m êm e type d ’activité (fongis tatiqu e) es t rem arqu é s u r tou te la

m icroflore fongiqu e d u genre Penicillium sp.e t Fusarium sp. te s tée s .

P arcontre l’aspect fongicid e d e l’extrait e s t infim e, rem arqu é s u rtrois sou ches d u

m êm e genre :d e u x A. niger e t u ne A. Fumigatus (Tableau .12).

Tableau 12. Type d ’activité d e l’H E s u rle s sou ches fongiqu es étu d iée s .

Souches

Type

A .niger

(n=17)

A .flavu s

(n=3)

A .fu migatu s

(n=12)

P enicilliu m sp.

(n=1)

Fu sariu m sp.

(n=2)

Fongistatique 15 03 11 01 02

Fongicide 02 / 01 / /

D e ce rés u ltat on note qu e l’activité es t à lafois fongis tatiqu e e t fongicid e pou rles

Aspergillus. C e qu ies t sim ilaire au rés u ltat trou vé par l’étu d e d e Laiben 2012, en

appliqu ant son hu ile d e Lavandula officinalis s u r le m êm e genre étu d ié isolée d e

légu m e s s ec. C e tte d ifférence d e s ensibilité à l’hu ile peu t être d u e à certain facteu rs à

savoirle type d e m icro-organism e s ciblés .

C e t apparence fongicid e e s t au s siim portante e t le traitem ent parl’extrait peu t s e

faire u ne s e u lfois e t à faible d os e . M ais , après lys e cellu laires le problèm e d e d ébris s e

pos e. C e type d ’inhibition d e l’extrait re s te insignifiant parrapport au tau x d e l’activité

d e type fongistatiqu e trou vé.

P ou r l’ins tant nou s ne pou vant qu ’ém ettre d e s hypothès e s ; d ’abord les

com posée s chim iqu es qu e pos sèd e notre H E extraite d e R. officinalis d e Y ou kou s-

H am m am et, e t spécifiqu em ent le s s e squ iterpènes s eraient probablem ent re sponsables d e

ce type d ’inhibition fongistatiqu e.

D ’au tre part, étant d onné qu e notre extrait contient d e s com posée s qu in’ont pas

été id entifié (3,54%). Il s erait probable qu e ces d ernier sont sou frés ou présente d e s

halogène s d ans le u rm olécu les , ces cons titu ants sont reconnu parle fait d ’au gm enter

cette propriétés fongis tatiqu e s (V anbreu s eghem et al., 1962).

A u s siles phénols qu isont d e s com posants d e l’H E u tilisée pou r cette étu d e

présentent d e s propriétés fongis tatiqu e s très m arqu ées (C hau m ont & Leger, 2001). Et

D ’après D orm an et D eans , 2000qu elqu e s com posés arom atiqu es pos sèd ent d e s activités
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fongistatiqu es d ont certains sont d e s com posants d e l’H E d e Rosmarinus officinalis (le

Lim onène (0,61%), β pinène (4,55%) et le com phor). 

R ajou tant qu e le carvacrolet linalolconnu s par leu rs effets fongicid es pou vant

être d e s com posants non id entifiés d ans notre étu d e e t tém oin d u rés u ltat trou vé su rles

Aspergillus.

D e nos jou rs e t vu larésis tance d éveloppée pard e nom breu x m icro-organism e s , la

prod u ction d e m olécu les spécifiqu em ent anti-fongiqu e e s t d ifficile (P rasad e t K appor),

m ais au regard d e lagrand e efficacité et le type d ’activité obtenu e d e notre H ERo te s tée

en très faible s qu antités , qu i es t envisageable s u r les Aspergillus, Fusarium et

Penicillium.

N otre rés u ltat re s te u ne approche originale pou r l’em ploi d e m olécu les bio-

actives natu relle s en s u bs titu tion d ’ad d itifs alim entaire chim iqu e s d e s ynthèse s ,

prolongeant ainsilacons ervation d e s d enrées , re tard erle u rs altération et d oncpréservé

lasantéhu m aine.

3. Résultat de l’application de l’huile essentielle en agro-alimentaire

L’activité d e plu sieu rs H E étu d iées obtenu s en m ilieu d e cu ltu re favorable in

vitro, e t spécifiqu em ent celu id u rom arin ad onné u ne activitéanti-m icrobienne avérée.

3.1. Résultat de l’application sur la pomme

La peau d e s végétau x form e u ne barrière qu i s’oppos e au x d ifférents

contam inants , e t contribu e efficacem ent à prolongerlacons ervation d e s d enrées . A près

la récolte , d e s altérations d ’origine parasitaire d e natu re très d iverse (m oisis s u re s ,

bactérie s , ins ecte s)apparais s ent e t d ifficile à élim iner. C e qu icontraint à l’u sage d e

pe s ticid es d ’origine chim iqu e ou encore d e lacire pou rm ieu x conserverle s fru its e t

légu m e s .

Lapom m e, u n m e t d élicat e t onéreu x. Transportée s u r d e s longu es d is tances e t

pend ant u ne longu e périod e, e s t sys tém atiqu em ent traitée contre tou t germ e d ’altération

parlacire.

3.1.1.Résultat de la révélation de la cire de synthèse chez la pomme

La pom m e (a) avecu n aspect brillant e t attractif, a d éveloppé u ne cou le u r

blanche s u rsapeau , tém oin d e laprésence d e cire d e s ynthès e. C e tte d ernière em pêche
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l’intégration d e notre H E . C om parativem ent à lapom m e (b)chez laqu elle l’eau tièd e à

ju s te changée l’aspect d u fru it (P hoto.16).

N ou s avons élim inélavariété d e pom m e (a)et le lot (b)es t re tenu com m e te s t-

objet. O n note qu e :A u préalable, u n sim ple lavage àl’eau aperm et d ’élim inerlacire

enveloppant natu rellem ent le fru it.

Photo.16. R és u ltat d u te s t d e révélation d e lacire d e s ynthèse s u rd e u x variétés d e

pom m es (a)e t (b).

3.1.2.Effet conservateur de l’HE étudiée sur la pomme

A près cinqjou rs d e cons ervation, 44,44% d es rond elles d e pom m es pu lvérisées

par laconcentration d ’H E d e 0,5% ont d éveloppé qu elqu e s taches d e pou rritu re . En

revanche, latotalité d u nom bre tém oin e s t pou rrit après trois jou rs .

Le tis s u atteint d e pou rritu re e s t lapeau d e lapom m e. A vectraitem ent à l’H E ou

exem pt, lazone infectée d u fru it étu d ié e s t u niform e s u rlatotalité d e lapartie pou rrie,

d e s lésions spongieu s e s sont parvenu e s à m atu rité, e t leu rs cou leu rvariant d e bru n pale

au bru n foncé(P hoto.17).

Photo 17. V ariation d e l’aspect d e s pom m es en fonction d u tem ps d ’exposition à

l’H E-Ro.

C e tte pou rritu re peu t être d u e àl’hu m id itéélevée, qu ies t favorable àlapropagation

d e s sou ches fongiqu e s Aspergillus sp. e t Penicillium sp. connu d ’être d e s contam inants

d e pom m es spécifiqu em ent e t en agro-alim entaire en général.

En revanche, laconcentration d e l’H E-Ro optim ale d e 0,5% ad onnéainsiu ne

(a)

1er jour
5ieme jour

(b)

3ieme jour
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m eilleu re cons ervation d e lapom m e tou t on gard ant sapeau riches en élém ent nu tritif

e t son aspect visu elattractif.

C e tte approche es t u tile à lam aitris e d e qu alité d e s alim ents e t l’am élioration d u

procéd é d e conservation. B ien s ûr au préalable, la m es u re d e d ésinfection à titre

préventive ou cu rative d oit être pris e d ’abord au verger (périod e pos t-récolte), le

m atérield e récolte (cais s e s , paloxs), m ais particu lièrem ent le s cham bres d e s tockage d e s

fru its .

D ans ce contexte , l’agent d e lu tte biologiqu e natu relle prés ente u ne grand e

potentialité d ans le contrôle d e s s ou ches m icrobiennes e t spécifiqu em ent Penicillium

sp. principalennem id e s pom m es en cons ervation.

L’EH -Ro e s t u ne solu tion d ’anti-fongiqu e natu relle par excellence et plu s

recom m and able d u point d e vu e écologiqu e. C epend ant, son coût élevé lim ite son

u sage en agro-alim entaire àlaplace d e s pes ticid e s d ’origine chim iqu e.

D e ce fait, on propose l’application d e notre H E extraite d e R. officinalis s u rd e s

pom m es cons ervées à la m aison ou bien plantation d e qu elqu e s arbu s te s entre le s

pom m iers perm ettant d ’élim inerprobablem ent parces arom ate s qu elqu e s parasite s ou

encore préparation d e terrain agricole favorable à lapou s sée d u rom arin e t d ’en extraire

ces H E s pard e s ind u s trie s spécialisées .

3.2. Résultat de l’application sur les olives

3.2.1. Effet inhibiteur de l’HE extraite sur la formation du biofilm

La qu es tion m ajeu re d e d étérioration d e la qu alité (organoleptiqu e e t

m icrobiologiqu e)d e s olives conservées en foyer, e s t laform ation d ’u ne cou che plu s ou

m oins d ens e com posée e s s entiellem ent d e cham pignons .

C epend ant, plu sieu rs au te u rs rapportent au s si l’exis tence d ’au tre s m icro-

organism e s :d e s bactérie s , levu re s … etc.

3.2.1.1. Révélation du biofilm

D ix jou rs après lapréparation d e s olives , on cons tate le d ébu t d ’apparition d ’u ne

fine cou che qu iarrive àm atu rité environ u n m ois après .

A l’exam en m acroscopiqu e, il s’agit d ’u ne cou che épais s e , pou d reu s e , d e cou le u r

vert grisâtre ad hérant au x parois d u bocal rappelant l’aspect d ’u n cham pignon
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filam ente u x, c’es t «le biofilm » (P hoto.18).

Photo.18. A spect m acroscopiqu e d u biofilm s u r les olives cons ervée s .

A l’exam en m icroscopiqu e e t à l’état frai(G :× 40), on note laprésence d e

s tru ctu re s filam ente u s e s d e m êm e aspect qu e A. flavus com posée s d e :conid ie s ,

phialid es , vésicu le, e t conid iophore (P hoto. 19).

Photo.19. A spect m icroscopiqu e d e :A. flavus s ou s m icroscope optiqu e (G :×40)

(Lab. M icrobiologie).

C e tte e spèce e s t connu e com m e l’u n d e s colonisate u rs m ajeu r d e s olives encore

s u r l’olivier. U ne fois cu eillies e t cond itionnées en sau m u re , il d evient u n agent

e s s entield e d étérioration e t d e d égrad ation d e s qu alités organoleptiqu es .

O n lu iconnait s u rtou t laprod u ction d e m ycotoxines type aflatoxine B 1 d ont la

concentration d ans lasau m u re au gm ente avecle tem ps (K achou rie t al., 2014).

3.2.1.2.Effet conservateur de l’HE sur les olives

En présence d e 0,5% d e l’H E-Ro d ans lapréparation d ’olives , au bou t d e d ix jou rs ,

au cu ne form ation d u biofilm n’apu être d écelée. E t lapréparation revête u n aspect

com parable à celu id u d ébu t d u te s t. En revanche, au niveau d e lapréparation tém oin il

apparait d e pe tite s colonie s d e cou le u rblanche éparse s .

C onidies

P hialid e s

C onidiophore

V ésicu le
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A près vingt jou rs d ’incu bation lapréparation tém oin sans H E-RO prés ente u n

d éveloppem ent d e colonies m icrobiennes occu pant laqu asi-totalité d e la su rface d u

bocal, tou jou rs d e cou le u rblanchâtre. A u contraire, cons tam m ent d ans lapréparation

traitée au cu n changem ent appréciable n’aété d écelé.

A u bou t d ’u n m ois nou s as sis tons à u ne prés ence d ’u ne cou che infinim ent m ince

pre squ e transparente s u rlasu rface d e lapréparation traitée. En revanche, lapréparation

d ’olives exem pt d ’hu ile d évoile u n aspect d ’eau trou ble e t u n biofilm d e cou le u r

blanche vire vers le gris-vert. C elaes t tém oin d u d ébu t d e lam atu ration et pigm entation

d e lam icroflore fongiqu e A. flavus sou s form e d ’u ne cou che plu s épaiss e (P lanche 7).

Planche 7. A spect d e s olives traitées e t tém oins pend ant u n m ois d e cons ervation.

A u regard d e s rés u ltats e t com parativem ent au x olives tém oins non traitées ;lam ise en

évid ence d e l’activitéinhibitrice d e notre H E extraite d e R. officinalis d e H am m am et-

Y ou kou s (Tébes sa)s u rlaform ation d u biofilm au -d e s s ou s d e s olives verte s cons ervée s

au foyer, prolongeant ainsisad u rée d e cons ervation es t très intéres sante. Larecherche

bibliographiqu e approfond ie, le s traitem ents prélim inaires e t le m od e d e cons ervation

30 jours

20 jours

10 jours

T ém oin

T ém oin

T ém oin
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s ont l’ou tilprincipald e ce rés u ltat prom e tte u r.

Tou te circons tance positive ainsi qu e négative concernant la procéd u re d e

conservation et le choix d e s olives te s t-objet d e notre préparation faite au foyer était

pris en com pte, en s e basant s u rce qu ies t d éjà d écrit parqu elqu e s au te u rs chercheu rs :

D ’abord , nos rés u ltats contred it ce qu ie s t rapporté par M aou niet al. (2002);

qu e le s olives verte s préparées d ans le s foyers sont plu s contam inées qu e celle d u

com m erce. C erte s , la prés ence d e s el, d ’acid e lactiqu e e t d ’acid e acétiqu e d ans la

sau m u re d u prod u it final sont consid érés com m e u n facte u r m ajeu r pou r accroitre

l’hygiène m icrobienne (Tantaou i-Elarakiet al., 1990;A s ehraou e t al., 1992)m ais, ça

re s te d e s ad d itifs d e synthèse chim iqu e.

C epend ant, rajou tant qu e ces olives verte s sont parlas u ite exposée s à u n risqu e

élevé d e contam ination qu i vient d e leu r environnem ent, soit lors d e le u r

com m ercialisation en vracd ans d e s récipients ou verts , ou vient d ’au tre s m atières

u tilisées d ans lasau m u re (M ou m ene e t al., 2013).

-N os olives sont verte s e t entières ce qu iam inim isé leu rs contam ination par

rapport au x d énoyau tée s . E t non ou verte s pou rne pas favoris erl’accès d e s bactéries e t

m oisis s u re s au x s u bs tances nu tritives .

- O n aévité d e m e ttre d u s eld ans lapréparation pou rle s raisons s u ivants :

D ’abord , c’es t connu qu e la tene u r en s el d e la sau m u re e s t u n facte u r très

im portant d ans laconservation d e s olives d e table ;m ais s elon le s rés u ltats trou vés par

A s ehraou , 1992;Tantaou i-Elarakiet al., 1985;et Gracián, 1980 le salage appliqu éau x

olives verte s d e table ne peu t pas em pêcherlacrois sance d e m oisis s u re s qu ipeu vent

être au contraire u ne sou rce d e m ycotoxines .

A u s si, laconcentration en s ele s t ind éfini;selon ce qu ies t d écrit par R okniet

al., 2015:u ne concentration inférieu r à 6,2% en selpeu t perm ettre lacroissance d e

certains m icro-organism e s d ’altération com m e Clostridium. En revanche, u ne

concentration plu s élevée en s ellais s e d om inerle tau x d e s levu res à lafin d e périod e d e

sau m u re parrapport au x au tre s popu lations m icrobiennes . E t ces d ernières sont connu e s

pou r leu r im plication d ans laform ation d e s altérations d ans le s olives , ainsiqu e la

réd u ction d e l’acid ité d u prod u it final.
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D ’au tre part, l’occu rrence d ’au tre s m icro-organism e s com m e S. aureus d ans le s

olives verte s salée s aété signalée parA s ehraou (1992)et au s sid ans le s olives verte s

ferm entés (Floriano, 1998). C epend ant, m êm e s sielles exis tent, nos étu d e s prélim inaire

s u rl’activité d e l’H E d e rom arin te s tée s u rle s S. aureus e t au tre sou ches bactérienne s a

m ontré u n effet bactéricid e avéré.

O n note au s siqu e le s olives atteignent d e s niveau x appropriés d e pH e t d’acid ité

après laprocéd u re d e ferm entation et d e ce fait d evrait être salu bre. Et l’application d e

l’H E-Ro étu d ié a accentu é la qu alité d e s tockage, en prolongeant la d u rée d e

conservation d e s olives parinhibition d e laform ation d e biofilm pend ant u n m ois, sans

l’ajou t d e s elniau tre ad d itif. C e t extrait e s t u n bon anti-fongiqu e natu relen s u bs titu tion

d e m olécu les d e s ynthès e s .

En effe t, pou rarriverà u n prod u it irréprochable, le s caractéris tiqu es d e lasau m u re

ou au tre solu tion d oivent être en conform ité avecles bonnes pratiqu e s d e cons ervation,

pou ras s u rerlastabilité u ltérieu re d e s olives en re spectant qu elqu e s règle s d e base.
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Conclusion

L’intensification des cultures, les monocultures et les grandes cultures n’ont pas

résolu les problèmes des besoins alimentaires de la population mondiale. On a tendance

à aller beaucoup plus vers la culture ‘Bio’, en se fiant à la nature.

Et donc un développement rapide du domaine agricole permettant de cerner les

différentes techniques est impératif: innovation des méthodes automatisées, un agro-

équipement adapté, formation de nouvelles générations d’agriculteurs maitrisant l’outil

numérique, et la lutte biologique par des molécules bio-actives naturelles.

Ces dernières, constituent un élément fondamental (anti-microbien) du

métabolisme secondaire du monde végétal, source intéressante et inestimable issues des

plantes médicinales entre autre ‘le romarin’.

Ce végétal klil ou Iklil, pas très connu par ses différents modes d’applications

traditionnelles ainsi que modernes. Les personnes âgées, principalement les femmes de

la population annabi et Tébessi prêtent beaucoup à ces bienfaits héritées des anciennes

générations. L’utilisent comme cataplasme, anti-microbien, anti- oxydants et en cas

d’affections digestives …etc. Son habitat naturel est l’une des caractéristiques de la

zone d’étude (Youkous-Hammamet) et ses vertus thérapeutiques sont connu quel que

soit la source.

L’usage des feuilles et la plante entière fraiche ainsi que sèche en mode infusion

prédomine, et sa consommation en cas de nécessité est souvent prise après les repas.

Ces effets indésirables et l’application de son HE sont presque méconnus par la

population interrogée. En culinaire, est ajouté aux plats pour donner plus de saveur.

Malheureusement, malgré la richesse et la spontanéité de « iklil el djabel » à

Youkous il reste sous-exploité. Zone caractérisée d’un massif montagneux, climat

semi-aride ensoleillé, température et précipitation estimés supérieur à celle de la ville de

Tébessa, un sol fertile (riche en oligo-éléments, bonne rétention d’humidité et d’un pH

neutre) composé particulièrement de cailloux, calcaires et d’argile. Tous ces paramètres

donnent ainsi une meilleure adaptation à la vie des plantes médicinales aromatiques et

spécifiquement intéressantes à l’exploitation du romarin.

Dans cette région, cet arbuste est de la famille des lamiacées, espèce Rosmarinus

officinalis à fleurs violets. Ces feuilles sont petites, étroites, persistantes, beaucoup plus
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longues que larges, luisant sur leurs faces convexes supérieures et plus claire sur le

dessous concave lui confère ainsi une structure adaptée à la sécheresse.

Sa teneur en eau (21,7%) est plus ou moins importante. Les coupes histologiques

transversales de la feuille, ont présenté une nervure principale et un mésophile

hétérogène, des épidermes supérieur et inférieur pourvus de poils

épidermiques abondants: tecteurs et sécréteurs glanduleux à pied pluricellulaire et tête

unicellulaire, accumulant dans leurs cytoplasmes des essences.

R. officinalis cueillie a donné un bon rendement en HE (1,94ml d’HE/100g de

matière sèche), de couleur jaune très clair, forte odeur agreste et légèrement camphrée.

Cet extrait constitué de 14 composants chimiques identifiés par CPG-SM,

renferment que des constituants terpéniques (monoterpènes et sesquiterpène) faisant

parties majoritairement aux classes biochimiques des phénols mono-terpéniques (80%).

Le composant majoritaire est le 1,8 cinéol (63,65%), attribuant à la plante son

chémotype : R. officinalis à 1,8 cinéol. Elément à intérêt pharmaceutique, désinfectant

du matériel…etc.

Cette HE est connu par son activité anti-microbienne avérée. Ainsi, notre étude

s’est basée sur des souches fongiques collectés des fruits, légumes et quelques

conserves. Principalement des champignons filamenteux connus pathogènes et

responsables de détérioration des denrées alimentaires. La microflore retenue est :

Aspergillus (A. niger, A. fumigatus et A. flavus), Penicillium sp. et Fusarium sp.

Le test de l’HE par fongigramme a révélé une dépigmentation totale et inhibition

de colonies à de faible concentration (CMI : 0,25%). Alors que, son mécanisme d’action

par effet inhibiteur de croissance fongique est différent d’une espèce à l’autre :

Aspergillus sp. [0,50% - 0,75%], Penicillium sp. [0,5%] et Fusarium sp. [1%].

Le type d’inhibition de l’HE extraite pour la majorité des souches est

fongistatique, les colonies réapparues sont toutes dépigmentées quelques soit la

concentration inhibitrice de croissance observée. De ce fait, l’activité de notre huile

n’est pas concentration dépendante et le traitement doit être prolongé et maintenu.

Par contre, l’aspect fongicide de l’extrait est remarqué sur trois souches du

même genre (deux A. niger et un A. Fumigatus) reste insignifiant.

Ce résultat incite l’application de cet extrait en agro-alimentaire. Bien

évidemment, la concentration d’HE-Ro optimale de 0,5% a prolongé plus ou moins la
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conservation de la pomme, tout en gardant sa peau riches en élément nutritif. Et aussi a

inhibé la croissance d’A. flavus responsable de la formation du biofilm sur les olives en

conservation.

Ses résultats ouvrent les perspectives de l’utiliser comme solution alternative plus

au moins saine, face aux agents conservateurs et additifs alimentaire chimiques connu

par leur nocivité. Une formule galénique adaptée de cette huile naturelle de valeur, et

d’odeur agréable est nécessaire.
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ABSTRACT

Background: The development of Aspergillus niger fungi at the surface and in the food products is indeed very often 
seen, especially in the tins. It is essential to find a solution for a better conservation using natural bioactive molecules 
such as essential oil (EO) of rosemary. Aims and Objectives: The aim of our study is to detect in vitro the antifungal 
effect of Rosmarinus officinalis (Rosemary) EO, against the fungal strain A. niger contaminating various food products 
and responsible for invasive fungal infection. Materials and Methods: The EO of R. officinalis is picked in the city of 
Tebessa-Algeria, and extracted by steam distillation using a Linkens Nickerson-type device. The chemical analysis is 
performed by ion-exchange gas chromatography coupled to mass spectrometry. The determination of the activity and the 
minimal inhibitory concentrations of the EO are performed by the method of incorporation in sabouraud agar medium. 
Results: We found that the EO contain 14 components, the major one is 1.8 cineol (63.65%), the study of its antifungal 
activity on selection of a major foods contaminated by A. niger shows an activity on all strains tested with a minimum 
inhibitory concentration of 0.5%. We also remark a fungistatic effect. Conclusion: Therefore, conclusions of this study can 
solve the problem of poor preservation of food products and the health risks associated with exposure to mold in particular 
A. niger food source.

KEY WORDS: Rosmarinus Officinalis; Essential Oil; Aspergillus Niger; Antifungal Activity

INTRODUCTION

Microorganisms can sometimes be part of food products 
composition; they are also in many cases essential to their 
maturation, but when their proportion becomes important, 
it can lead to considerable deterioration of food products 
with harmful consequences for both human health and 

economy. These microorganisms include bacteria, viruses, 
and fungi; they colonize several ecological niches;[1] and 
are transmitted to the food product through the water, air or 
during their preparation. The most often implicated specie 
is Aspergillus niger, this filamentous fungus is present in 
the air and dust, it is widely used in biotechnology thanks 
to these production capabilities of a wide range of organic 
acids, and it is a valuable source of extracellular enzymes. 
However, it is also known by the production of mycotoxins 
such as ochratoxin A (with known nephrotoxic effect) and 
fumonisin present especially in ordinary drinks,[2] both 
are classified as carcinogenic. In addition, a filamentous 
fungus is known to be the major causative agent of invasive 
aspergillosis. The inhibition of fungal growth by synthetic 
chemicals commonly used led to adverse effects on consumer 
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health, due to different environmental problems and 
residual toxicity: Carcinogenicity, teratogenicity, hormonal 
imbalance, spermatic toxicity, etc.[1] Moreover, invasive 
fungal infections are difficult to treat with currently available 
antifungal.[3]

Some plants or their extracts traditionally used in food 
preservation showed high inhibitory capacity of toxigenic 
molds,[4] among these plants, Rosmarinus officinalis 
(rosemary) is an aromatic plant belonging to Lamiaceae 
family, it has been used during thousands of years for 
both culinary and medicinal proposes, due to its aromatic 
properties and health benefits.[5] This plant is endemic in the 
area of Tebessa-Algeria it has widely shown good results as 
antibacterial, otherwise, there are no works on the antifungal 
activity of its essential oil (EO).

In this work, we propose an evaluation of the antifungal effect 
of EO of the considered plant against the fungus “A. niger” 
issued from contaminated foods. The results will tell us 
about the relevance of its use for healthy and longtime food 
conservation with a better organoleptic quality.

MATERIALS AND METHODS

Vegetal Material

Location and characteristics of the harvest place

Our samples were collected in the region of Tebessa, located 
in north-eastern of Algeria and it belongs to the field of the 
Saharan Atlas at Algerian-Tunisian eastern border[6] with the 
following geographical coordinates: Latitude 35.42° North, 
longitude 8.12° West, and 863 m above sea level.[7] The total 
area of the city of Tebessa is 13.878 km2[8] and its bioclimatic 
is semi-arid; in the period between 1972 and 2009, the annual 
rainfall averages were ranged from 307 to 625 mm and the 
temperature was around 15°C.[9]

Drug and extraction of EO

The leaves and flowering tops of R. officinalis were harvested 
early by dry weather; drying was carried out away from light 
and moisture for 10 days. The extraction of EO was performed 
by steam distillation using a Likens Nickerson-type device.[10] 
The distillations of vegetal material were made in batches of 
100 g during 2 h, and the EO was collected by decantation, 
and then, it was stored in a refrigerator at 4°C in dark glass 
vials sealed.

Chemical analysis of the EO

The analysis is performed in gas phase by gas chromatography 
coupled with mass spectrometry (GC-MS) using a device 
type Varian GC 3400 Saturn MS ion trap, with commercial 
library National Institute of Standards and Technology). The 
device is equipped with a DB5-MS column (25 mm long, 

0.32 mm  internal  diameter,  and  1.0  μm  film  thickness). 
The initial temperature of 60°C was maintained for 1 min 
and then was increased at a rate of 3°C/min to 200°C and 
maintained at this value for 15 min. The temperatures of the 
injector and detector were, respectively, 250°C and 285°C. 
The pressure of the helium carrier gas at the column head 
was  set  at  138 KPa. The  injected  amount  of EO was 1 μl 
in splitless mode. The assay was performed by internal 
standardization.[11]

Antifungal Activity

The antifungal activity was determined by method of 
incorporation of the oil tested in the agar sabouraud.

Culture of test-objects stem

Sixteen strains of fungi of the genus A. niger, isolated and 
collected on various foods (canned tomato, cheese, and 
harissa), are retained in our study.

The identification of the strains is based on macroscopic and 
microscopic characteristics.[12]

•  Macroscopic (growth rate, aspect, topography, size, and 
color of colonies).

•  Microscopic  (hyphe  conidiophore,  phialides,  and 
conidia) is performed by carrying out a spreading of the 
sample between slide and slip cover, then the preparation 
is stained by blue cotton. The objective 40 is used to 
highlight and identify the most important elements.

Determination of the minimum inhibitory concentration 
(MIC)

The MIC of EO are determined by incorporation method in 
agar;[13] the seeding is done as recommended by the Clinical 
and Laboratory Standards Institute document.[14,15] The EO 
is diluted in dimethyl sulfoxide and incorporated into the 
sabouraud medium previously melted and cooled at 45°C so 
as to obtain a series of dilution of 0.25%, 0.5%, 0.75%, and 
1%. The strains were then inoculated at the medium surface 
by wide strips (no more than four strains per petri dish) 
(Figure 1).
•  Incubation.

The inoculated Petri dishes were incubated at room 
temperature, and the observation was made every day for 
5 days. The same strains tested in each Petri dish were seeded 
in the same order in a straight line on a witness sabouraud 
agar without EO and were incubated in the same conditions 
(control Petri dish).

Determining activity type

A transplant was performed from inhibition zones if existing 
on a Sabouraud medium free of EO, after incubation at room 
temperature:
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•  When  there  is  no  regrowth,  the  concentration  is  said 
fungicidal.

•  If there the strain grows, the concentration activity is said 
fungistatic.[16]

RESULTS

EOs isolated from aromatic plants have wide applications in 
perfumery, flavor, cosmetic, and pharmaceutical industries. 
They have been used since ancient times and despite many 
of them being substituted by synthetic ones.[17] In what 
follows, we will study the chemical composition of our EO 
to determine its main components, while comparing their 
amounts with other EO from other countries. Then, we will 
study its effects against A. niger fungus that contaminate 
food products.

Chemical Composition of the EO of R. officinalis

The chromatography result of the extracted EO has identified 
14 significant chemical compounds and three unidentified 
ones representing 3.54% (Table 1).

The studied EO contains only terpene components, where 
the majority was represented by monoterpenes (95.6%) and 

only one sesquiterpène bisabolol (0.86%). On the other hand, 
this EO is characterized by wealth of 1.8 cineole (63.65%) 
and camphor (14.23%); these rates are high compared to 
other profiles from other countries described in Table 1. The 
chemotype of the plant is then: R. officinalis 1.8 cineole.

Identification of the Fungal Strains

The strain grown rapidly, it has a woolly and granular form 
with a pleated and soft terrain, its size is between 1.5 and 
2 cm and has a white color first and then turns black.

The microscopic observation strain have identify septate and 
hyaline hyphe, hyaline conidiophores, and smooth wall, with 
a length between 400 and along 3000 μm; they are becoming 
darker at the top and ending in a globular vesicle with the size 
diameter 30-75 μm. The phialides cover the entire surface of 
the bladder with globular conidia, brown-black color, very 
rough. The diameter of the strain is 4-5 μm.

Antifungal Activity of EO

Compared to cultures in control dishes, the colonies of the 
16 tested strains of A. niger showed a very weak growth at 
0.25% concentration of EO. From a concentration of 0.50%, 
we noted a complete absence of growth for the 16 treated 
strains.

Therefore, the MIC value of the EO on the studied strains of 
A. niger was 0.50% (Figure 2).

We also noticed that A. niger have grown after being stopped 
by the presence of EO and its action against the strains tested 
is then fungistatic (Table 2).

DISCUSSION

The comparative study of chemical analysis of our EO of 
R. officinalis with those of Saudi Arabia,[18] Spain, Morocco, 
Tunisia, and Switzerland[19] showed that bisabolol and 
4-terpineol appears only in rosemary of Tebessa-Algeria; we 
also note a lower content of α-pinene (4.93%). Furthermore, 
α terpineol, β-pinene, and p-cymene are only present in our 
sample and that of Saudi Arabia. The Camphor has a rate Figure 1: Experimental protocol

Table 1: Chemical composition of the essential oil of rosemary extracted in comparison with others chromatographic 
profiles

Components 
sample region

α 
pinène

β 
pinène

p‑cymène Limonene 1,8 
cinéol

Camphor Borneol 4‑terpineol α‑terpineol Bornyl 
acetate

Bisabolol

(Tébessa-Algeria) 4.93 4.55 0.46 0.61 63.65 14.23 1.80 0.64 4.24 0.49 0.86
Saudi Arabia 19.48 1.20 1.28 / 23.16 4.10 4.51 / 2.43 / /
Spain 18-26 / / 2.5-5 16-25 13-21 2-4.5 / / 0.5-2.5 /
Morroco-Tunisia 9-14 / / 1.5-4 38-55 5-15 1.5-5 / / 0.1-1.5 /
Switzerland 20.61 / / 3.73 17.95 12.99 13.27 / / 4.77 /
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of 14.23%, comparable to that established by the European 
Pharmacopoeia samples type of Spain, Morocco, and 
Tunisia.

According to the literature, the results of the macroscopic 
and microscopic identification obtained, indicate that the 
examined strain corresponds to the species A. niger.[20-22]

In addition, we note an antifungal activity of the EO of 
R. officinalis which is probably related to the monoterpene 
oxide:1.8 cineole,[23] major compound with 65.63% of the 
overall composition of the oil. This component will cause an 
increase in the permeability of the cell membrane, thereby 
facilitating the entry of other active compounds especially: 
4-terpineol.[24] Several authors have shown that in addition to 
the major compounds, minor ones such 4-terpineol (0.64%) 
significantly contribute to the activities of EO by synergistic 
action.[25,26] Antifungal activity can also be associated with 
camphor (14.23%); this compound is known as a fungicidal 
and also antibacterial.[27] One cannot also overlook the role 
of limonene (0.61%) which is known for its action on the 
permeability of the cytoplasmic membrane of fungal cells, 
causing a loss of inclusions.[26]

Several research studies reveal that the activity of EO 
components usually results in the morphological changes 
of the hyphe and direct disturbance of the fungal cell 
membrane,[28,29] for example, hydrophobic components 
constituting the EO increase the permeability of the cell 
membrane, causing leakage of the bacterial contents and 
fungal cells.[30]

Furthermore, the lipophilic nature of the hydrocarbon 
backbone of the EO components and the hydrophilic nature 
of their functional groups play a very important role in the 
antimicrobial activity,[31] which is also influenced by the 
cyclic structure of hydrocarbons.[23]

Despite the difficulty of developing an antifungal molecule,[32] 
the activity of the components of our EO of R. officinalis on 
the filamentous fungus A. niger and its MIC, reinforces the 
idea of using this type of molecules to preserve food products 
by slowing their deterioration, prevent, and inhibit the 
secretion of toxic substances and thus preserve human health. 
Finally, we highly encourage the researchers to propose 
others studies on the antifungal activity of R. officinalis 
collected from other regions against A. niger, to compare the 
results and find more advantages of using its EO to preserve 
food products.

CONCLUSION

Rosemary is a very abundant and endemic plant in Tebessa 
region situated in north-eastern of Algeria. The extraction 
of its EO and its analysis by GC-MS has identified 
14 components with a predominance of monoterpenes. 
The chemotype is R. officinalis 1.8 cineol and this major 
component is often used by the pharmaceutical industry; 
it is also considered useful for the treatment of bronchitis, 
sinusitis, and rheumatism. The action of a low concentration 
of EO on 16 strains of A. niger collected from various food 
products has given an antifungal activity on all strains tested 
with a fungistatic effect. These results open the prospects for 
the use of this EO as a food preservative in substitution of 
chemical molecules known by their harmful effects.
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Résumé

Les nombreuses propriétés naturelles des huiles essentielles en font d’elles à la fois des

ingrédients nutraceutiques et des agents de conservation très prometteurs pour l’industrie

agro-alimentaire. Le recours à ces molécules s’avère être un choix adéquat pour face aux

risques de contaminations précis ou afin de réduire (remplacer) les agents de conservation

chimiques synthétiques connues par leurs nocivités sur la santé humaine.

Notre étude porte sur l’huile essentielle de Rosmarinus officinalis, espèce très abondante

dans la région de Hammamet-Youkous (Tebessa-Algérie). Elle fait partie du patrimoine

médicinal et culinaire de cette localité, autre fois utilisée en médecine populaire, en

cosmétique et en phytopharmacie. L’étude analytique de l’huile essentielle du romarin

effectuée par CPG-SM, a montré que ces composants appartiennent à la classe biochimique

des phénols et hydrocarbures mono-terpéniques, elle a aussi a révélé une prédominance du

constituant 1,8 cinéole, le chémotype de la plante est donc : Rosmarinus officinalis à 1,8

cinéol.

L’activité de l’huile essentielle de Rosmarinus officinalis sur les souches fongiques

pathogènes et les puissants contaminants alimentaires (Aspergillus sp., Fusarium et

Penicillium) par la technique de fongigramme a montrée qu’à de faibles concentrations, cette

huile donne un bon résultat anti-fongique.

Le pouvoir antimicrobien de cette huile est très important, il se caractérise par une

action fongistatique et fongicide vis-à-vis des germes suscités.

L’addition de l’huile essentielle du romarin « Rosmarinus officinalis » à ‘‘la pomme’’ et

aux ‘‘olives’’ a donné un effet très significative, en augmentant leurs durées de conservation.

Ceci nous conforte dans l’idée de proposer cette huile essentielle aromatique, comme source

de molécules bio-actives conservatrices naturelles.

Mots clés :

Rosmarinus officinalis- huile essentielle- contaminants alimentaires-conservation.
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