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Résumé

L’eucalyptus est une plante riche en huiles aromatiques, souvent utilisée en médecine
traditionnelle et connue par ses vertus thérapeutiques.

Dans le but de valoriser cette espéce trés répondue en Algérie, nous nous sommes intéressés a
¢valuer le pouvoir antimicrobien de ses huiles essentielles vis-a-vis cinq bactéries (Escherichia
coli, Staphylococcus oureus, Pseudomonas aeruginosa , Bacillus subtilis , Salmonella abony )
et deux champignons ( Condida albicans, Aspergillus Niger).

Les huiles essentielles ont été extraites par hydro-distillation en utilisant le dispositif d’alambic
en inox. L’activité antibactérienne de ces huiles essentielles a été évaluée par deux
techniques (Aromatogramme, micro-atmosphére).

Le rendement en huiles essentielles était de 1’ordre de 1,00%. Ceci concorde avec les nomes de
I’AFNOR.

L’¢étude de I’activité antimicrobienne a montré que I’Escherichia coli (Gram-) est la bactérie la
plus sensible aux huiles essentielles d’Eucalyptus globulus , suivie par Staphylococcus aureus
(Gram+) , Pseudomonas aeruginosa (Gram-) , Salmonella abony (Gram-), et Bacillus subtilis
(Gram+) en dernier.

Les huiles essentielles étudiées d’Eucalyptus globulus ont montré un pouvoir antibactérien
aussi bien sur les bactéries Gram+ que négatifs (Gram-).

Mots clés : Eucalyptus globulus, huiles essentielles, rendement, activité antimicrobienne.



Abstract

Eucalyptus is a plant rich in aromatic oils, often used in traditional medicine and known for its
therapeutic virtues.

In order to promote this very popular species in Algeria, we were interested in evaluating the
antimicrobial power of its essential oils against five bacteria (Escherichia coli, Staphylococcus
oureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Salmonella abony) and two mushrooms
(Condida albicans, Aspergillus Niger).

The essential oils were extracted by hydro-distillation using the stainless steel still device. The
antibacterial activity of these essential oils was evaluated by two techniques (Aromatogram,
micro-atmosphere).

The yield of essential oils was around 1.00%. This agrees with the AFNOR standards.

The study of antimicrobial activity showed that Escherichia coli (Gram-) is the most sensitive
bacteria to essential oils of Eucalyptus globulus, followed by Staphylococcus aureus (Gram+),
Pseudomonas aeruginosa (Gram-), Salmonella abony (Gram-), and Bacillus subtilis (Gram+)
last.

The studied essential oils of Eucalyptus globulus have shown antibacterial power on both
Gram+ and negative (Gram-) bacteria.

Keywords : Eucalyptus globulus, essential oils, yield, antimicrobial activity.
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DMSO Dimethylsulfoxyde
HE Huile essentielle
MH Mueller Hinton

C° Dégrée sers use

% Pour cent

mm Millimétre

Rd Rendement
AFNOR Association francaise de Normalisation
R% Rendment pourcentage
ML Micro-litre

ATB Antibiotique
ATF Antifongique
ANOVA Analyses of variance
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Introduction

Introduction

Depuis ’antiquité 1’homme fait recours aux plantes pour traiter les maladies
infectieuses causées par les microbes, et ce, en utilisant des méthodes naturelles du traitement

a base des plantes.

Aujourd’hui, dans le monde prés de 25% des prescriptions sont a base de plantes, et
selon les estimations de I'OMS en 2002, plus de 80 % de la population en Afrique, utilisent
encore les plantes médicinales pour répondre a leurs besoins de soins et de santé (Adouani .
et Merghadi. 1, 2021)

Les huiles essentielles suscitent de plus en plus d’intérét en raison de leurs utilisations
dans le traitement de certaines maladies infectieuses pour lesquelles les antibiotiques de
synthése deviennent de moins en moins actifs ou dans la préservation des aliments contre

I’oxydation comme alternatives aux produits chimique de synthése (Farnworth, 1986).

L’ Algérie possede une richesse tres importante en flore, et cela est di a sa position
géographique, avec une large gamme d’étages bioclimatiques, induisant une biodiversité de
plantes (Emberger,1971). De nombreuses myrtacéaes ont été introduites en Algérie comme
arbres d'ornement ou pour le reboisement. C'est notamment le cas des eucalyptus (Quézel et
Santa, 1963).

L’Eucalyptus est une plante appartenant a la famille des Myrtaceaes. Chimiquement
cette famille est riche en composé phénoliques et en tannins et elle est aussi reconnue comme
une des principales familles qui produit des flavonoides et souvent producteurs d'huiles
aromatiques. Beaucoup d'espéces appartenant a cette famille sont une source pour la
parfumerie ou pour l'usage thérapeutique. Ces composes, appelées métaboliques secondaires,
sont responsables a la protection contre les agents pathogénes et des activités biologiques
comme l'activité antioxydante, anti-inflammatoire, anticancéreuse, antimicrobienne,

traitement de infections, analgésiques,...... etc.

Le genre Eucalyptus comprend au moins 600 especes, réparties dans le monde entier
(Hurtel, 2001). Les extraits des feuilles de cette plante sont largement employés, dans la
médecine traditionnelle depuis des siecles contre la grippe et notamment comme anti-
inflammatoire. Par ailleurs, beaucoup d’études soulignent les propriétés anti oxydantes,

antimicrobiennes, anti-inflammatoires, anti-infectieuses, antispasmodiques, insecticides et

)
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acaricides de I’huile essentielle d’Eucalyptus (Ait M’barek et al., 2007 ; Atmani-Merabet,
2018; Atmani-Merabet et al., 2020; Inouye et Abe 2007; Steflitsch 2008).

La valorisation de notre patrimoine végétal et la recherche des extraits des plantes qui
présentent des propriétés biologiques intéressantes font I’objet des axes de recherches
actuelles et l'utilisation de ces plantes pour le traitement de différentes maladies s'est

développée de maniére spectaculaire.

C’est dans ce cadre que notre travail a porté sur 1’évaluation de I’activité microbienne de
I’Eucalyptus Globulus, récolté dans la région de Boufarik (w.Blida). Ce choix est justifié
par le fait que cette plante est riche en principes actifs (huiles essentielles) et posséde des
activités biologiques diverses et importantes.
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Chapiter 1 Les huile essentielles

1.1. Généralités

Les huiles essentielles, appelées aussi essences, sont des mélanges de substances
aromatiques produites par de nombreuses plantes et présentes sous forme de minuscules
gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, la résine, les branches et les bois, Elles sont
présentes en petite quantités par rapport a la masse du végétal. Ceux sont des substances
odorantes et trés volatiles, ¢’est-a-dire qu’elles s’évaporent rapidement dans 1’air (Bekhechi et

Abdelouahid, 2014).

Selon AFNOR (2000), une huile essentielle est un produit obtenu a partir d’'une matiére
végetale définie botaniquement, apres séparation de la phase aqueuse par des procédés physiques
: soit par un entrainement a la vapeur d’eau, soit par un procédé mécanique a partir de 1’épicarpe

pour les citrus, soit par distillation séche.

1.1.1 Historique

L utilisation des huiles essentielles remonte a I’ Antiquité. Les Egyptiens les utilisaient sous
forme de bains aromatiques. Les pharaons les utilisaient pour embaumer les corps des défunts.
Les Romains et les Grecs ont aussi eu recours aux huiles essentielles pour leurs bains. A Athénes,
au Veme siecle avant JC, lors de la grande épidémie de peste, Hippocrate utilisa des jarres ou

brilaient des fumigations aromatiques afin d’enrayer 1’épidémie (Sallé,Jean-Luc ,1991).

Le terme « aromathérapie » vient du latin « aroma » qui signifie ardme, odeur agréable de
certaines essences naturelles de végétaux, d’essences chimiques ou d’acides volatils et du grec «
therapeia » qui signifie soin, cure. Le terme « aromathérapie » désigne 1’utilisation des plantes
afin de traiter des pathologies et d’améliorer sa santé et son bien-étre. Il est utilisé pour la

premiére fois en 1930 par un pharmacien francais, René-Maurice Gatte fosse.

L’histoire raconte que René-Maurice Gatte fossé se serait brdlé les mains, le visage et les
avant-bras dans son laboratoire et qu’il aurait eu le réflexe de plonger sa main dans un récipient
rempli d’huile essentielle de lavande vraie (Lavendula vera). La douleur se serait dissipée trés
rapidement et les processus de guérison et de cicatrisation auraient été d’une rapidité étonnante.

C’est ainsi que lui est venue 1’idée d’étudier les propriétés des huiles essentielles.
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De nombreux chimistes se sont penchés sur la question : Beauquesne, Cadéac, Caujolle,
Cazin, Chamberland, Guyon, Martindale, Sévelinge, Valnet, et beaucoup d’autres. Dans les
années 1960, le docteur Jean Valnet reprend les travaux de Gattefossé et publie des ouvrages de
référence. En 1981, il crée la Société francaise de phytothérapie et d’aromathérapie, aprés avoir
utilis¢ abondamment les plantes pendant la guerre d’Indochine en tant que chirurgien militaire (
Doctur Valnet,2014). C’est en 1975 que Pierre Franchomme, aromatologue, apporte la notion de
« chémotype » ou plus vulgairement la carte d’identité de ’huile essentielle. Le chémotype va

définir les propriétés de chaque huile essentielle ( Baudoux ,2008).

Le terme « Huiles essentielles » est un terme générique qui désigne les composants
liquides et hautement volatiles des plantes, marqués par une forte et caractéristique odeur. Les
terpenes (principalement les monoterpenes) représentent la majeure partie (environ 90%) de ces

composants.

Les huiles essentielles sont des substances ou extraits de certains végetaux extrémement
puissants. Elles se forment dans un grand nombre de plantes comme sous-produits du
métabolisme secondaire. Les huiles essentielles sont extraites des plantes par divers procédés
dont I’entrainement a la vapeur d’eau et ’hydrodistillation (Martel, 1977 et Esseric, 1980) et la
pression mecanique a froid (Naves,1974 ; Paris et Hurabielle, 1981 ; Perut, 1986). Le choix
de la méthode d’extraction dépend de la qualité recherchée et de la nature du matériel végétal a
extraire, les huiles essentielles sont de Véritables concentrés de substances aromatiques et de
principes actifs, d'ou leur administration a des doses extrémement faibles. Quelques gouttes
suffissent pour agir sur I'ensemble de I'organisme ou sur un systéme ou un organe specifique
(Tothik et al., 2003).

1.1.2. Répartition et Localisation

Les huiles essentielles n’ont pas une présence générale chez les végétaux. Environ 1% des
especes ¢laborent des essences. Certaines familles se caractérisent par le grand nombre d’especes
a essences qu’elles groupent et en particulier les labiés (Thym, Menthe, Lavande, Origan, Sauge,
etc.), les Ombelliferes (Anis, Fenouil, Angélique, Cumin, Coriandre, Persil, etc.), les Myrtacées

(Myrthe, Eucalyptus) et les Lauracées (Campbhrier, Laurier-sauce, Cannelle) (Benayad, 2008).

Les huiles essentielles peuvent se trouver dans tous les organes végétaux : feuilles, fleurs,

¢corces, rhizomes, fruits et graines. La synthése et I’accumulation des huiles essentielles sont
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généralement associées a la présence de structures histologiques spécialisées (Khenaka, 2011).
Ils sont produits dans des cellules glandulaires spécialisées recouvertes d’une cuticule. Elles sont
alors stockées dans des cellules a huiles essentielles (Lauraceae ou Zingiberaceae), dans des
poils sécréteurs (Lamiaceae), dans des poches sécrétrices (Myrtaceae ou Rutaceae) ou dans des
canaux sécréteurs (Apiacieae ou Asteraceae). Elles peuvent aussi étre transportées dans 1’espace

intracellulaire lorsque les poches a essences sont localisees dans les tissus internes.

Sur le site de stockage, les gouttelettes d’huile essentielle sont entourées de membranes
spéciales constituées d’esters d’acides gras hydroxylés hautement polymérisés, associés a des
groupements peroxydes. En raison de leur caractere lipophile et donc de leur perméabilité
extrémement réduite vis-a-vis des gaz, ces membranes limitent fortement 1’évaporation des

huiles essentielles ainsi que leur oxydation a I’air (Bruneton, 1993 ; Anton et Lobstein, 2005).

1.1.3. Propriétés physiques et chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances liquides a température ambiante, elles sont
volatiles, ce qui les différencie des huiles fixes. Elles ne sont que trés rarement colorées, leur
densité est generalement inférieure a celle de I'eau (les huiles essentielles de sassafras, de girofle

ou de cannelle sont plus denses que 1’eau) (Cohen, 2013).

Selon Selles (2006), du point de vue chimique, les huiles essentielles sont des mélanges
complexes pouvant contenir plus de 300 composés différents, ces composes sont des molécules
volatiles appartenant pour la grande majorité a la famille des terpenes (Piochon, 2008). Les huiles
essentielles sont liposolubles, solubles dans les solvants organiques usuels ainsi que dans
I’alcool, mais trés peu solubles dans 1’eau. Il faut donc impérativement un tensioactif pour

permettre leur mise en suspension dans I’eau. Elles présentent un indice de réfraction ¢élevé

(Lakhdar, 2015).

Selon la voie métabolique empruntée, les huiles essentielles sont constituées
principalement de deux groupes de composés odorants, il s’agit de terpenes (mono et
sesquiterpénes), et des composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Cohen, 2013) produits

issus du processus de dégradation mettant en jeu des constituants non volatils (Bruneton, 1999).
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1.1.4. Importance et utilisation des huiles essentielles

L’importance des huiles essenticlles n’a pas pu étre clairement démontrée. En effet, qu’il
s’agit de produits de déchets du métabolisme. Toutefois, certains auteurs pensent que la plante
utilise son huile essentielle pour repousser les insectes, ou au contraire pour les attirer et favoriser
la pollinisation désertique (Belaiche,1979). Certaines huiles essentielles servent a la défense des
plantes contre les herbivores, insectes et micro-organismes (Kimks et al., 2000).

Les huiles essentielles sont utilisées dans plusieurs domaines, les industries de la
parfumerie, des ardbmes et de la cosmétique sont les principales consommatrices d'huiles
essentielles. Ce sont en effet les produits de base utilisés, en raison de leur forte volatilité et du
fait qu'elles ne laissent pas de trace grasse. Dans l'agro-alimentaire, nous somme utilisées aussi
des HE pour incorporer aux aliments des saveurs. Certain nombre d'huiles essentielles possedent
des propriétés médicalement intéressantes, d’ou leur utilisation a des fins thérapeutiques.
L'activité des huiles réside dans les centaines de molécules chimiques qui la constituent
(Degrysea et al., 2008).

1.2. Procédés d’extraction des huiles essentielles :

De tous temps, on connait les vertus des « essences de plante » et on s’efforca de les extraire
depuis la plus haute antiquité. C’est vers le 13°™siécle, en Europe, plus précisément dans le Sud
de la France, au royaume des parfums, que I’on a commencé a explorer diverses méthodes
d’extraction de ces huiles volatiles (France-lIda, 1996). Connaissant mieux les constituants des
huiles, des techniques se sont développées visant a optimiser la qualité de I’huile tout en
maintenant un rendement intéressant. La distillation est de loin, le procedé le plus utilisé pour

I’extraction des huiles essentielles.
1.2.1. La distillation :

Selon Benjilali (2004) la distillation peut étre définie comme étant la séparation des
constituants d’un mélange de deux ou plusieurs composants en fonction de leur température de
passage a I’état gazeux (¢€bullition ou sublimation). La distillation peut s’effectuer avec recyclage
de I’eau de distillation (cohobation), ou sans recyclage. La production des huiles essentielles se
ferait donc en deux étapes : la diffusion de I’huile essentielle de 1’intérieur des tissus vers la

surface du matériel végétal, et I’évaporation et entralnement a la vapeur d’eau.
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Bruneton (1999) signale que le principe de la distillation repose sur la propriété qu’ont les
huiles essentielles d’étre volatiles sous I’effet de la chaleur, ’huile est alors entrainée par la

vapeur d’eau. Aprés condensation, 1’huile essentielle se sépare du distillat par décantation.

Il existe deux méthodes de base de distillation pour I’obtention des huiles essentielles qui
reposent sur le méme principe : entrainement des constituants volatils du matériel végétal par la
vapeur d’eau. La différence entre eux réside dans le degré de contact entre I’eau liquide et le

matériel végétal (Benjilali, 2004).
1.2.1.1. L’hydrodistillation :

Distillation a I’eau ou « hydrodistillation » dont le matériel végétal est en contact direct avec

I’eau. Lorsque le végétal est broyé on parle de turbo distillation.

Selon Bruneton(1999), I’hydrodistillation consiste a immerger directement le matériel
vegeétal a traiter (intact ou éventuellement broyé) dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite
porté a ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées sur une surface froide et I’huile
essentielle se sépare par différence de densité. Les inconvénients de cette méthode sont : la
calcination du matériel végétal, ce qui entraine une modification de la composition et des
caractéristiques chimiques de I’huile essenticlle, La non-maitrise de la température du récipient
contenant le mélange (cau + organes végétaux) et la modification de I’odeur, de la couleur et de

la composition de I’huile essentielle au cours de la distillation (Chalchat et al., 1997).

Cette méthode est généralement utilisée en cas des huiles essentielles dont les constituants
chimiques sont thermorésistants. Elle est aussi utilisee dans 1’extraction des huiles a partir des
feuilles et des fleurs fraiches ou séchées. Parmi les huiles extraites par cette méthode, on cite

I’huile de menthe, de myrte et de I’herbe a citron.
1.2.1.2. La distillation a la vapeur :

Distillation a la vapeur saturée : « vapo-hydrodistillation » : ¢’est le procédé le mieux adapté
a I’extraction des essences, surtout si elles sont destinées a des fins thérapeutiques (Bego, 2001).
Le matériel végétal, dans ce cas, n’est en contact avec I’eau, se trouve supporté par une grille ou
une plaque perforée placée a une distance adéquate du fond de 1’alambic, rempli d’eau. Sous
’action de la chaleur, I’eau se transforme en vapeur et passe a travers les plantes en entrainant

les molécules aromatiques vers un systéme de refroidissement. La vapeur d’eau chargée ainsi
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d’essence retourne a I’état liquide par condensation. Le produit de la distillation se sépare donc
en deux phases distinctes : ’huile et ’eau condensée que I’on appelle eau florale ou hydrolat

(Benjilali, 2004 ; Belaiche, 1979).

Cette méthode est utilisée dans la distillation a partir de plantes fraiches telles que la menthe
et le myrte et les plantes qui portent leurs huiles essentielles dans les feuilles qui sont cueillies
puis partiellement coupées ensuite portées au dispositif de distillation. Puisque la plante fraiche

est riche en eau, donc il n’est pas nécessaire de I'immerger (Haeckel et Omar, 1993).

Distillation a la vapeur directe : c’est une variante de I’entrainement a la vapeur qui consiste
a pulser de la vapeur d’eau a tres faible pression (0.02-0.15 bar) a travers la masse végétale du
haut vers le bas, en utilisant la pesanteur comme force de déplacement de la vapeur, la
composition des produits obtenus est qualitativement differente de celle des produits obtenus par
les méthodes classiques. Le procédé permet un gain de temps et d’énergie ; ce procédé est appelé
distillation par hydrodiffusion (Anes et al., 1968 ; Benjilali, 2004; Bruneton, 1999). Il découle
des recherches de (Fathy et al.1965 ; Rudolf ,1968 ; Vernon et Richard ,1976) que
I’entrainement a la vapeur d’eau est préférable a 1’hydrodistillation du fait qu’elle permet une
extraction totale des huiles essentielles en améliorant le rendement de 33% par rapport a

I’hydrodistillation.
1.2.2. L’extraction par enfleurage :

Ce procédé met a profit la liposolubilité des composants odorants des végétaux dans les
corps gras. Il consiste a déposer des pétales de fleurs fraiches sur des plaques de verre recouvertes
de minces couches de graisse (graisse animale type saindoux). Selon les espéces, 1’absorption
des huiles essentielles des pétales par le gras peut prendre de 24 heures (Jasmin), a 72 heures
(Tubéreuse). Les pétales sont éliminés et remplacées par des pétales fraiches jusqu’a saturation
du corps gras. On épuise ce corps gras par un solvant que I’on évapore ensuite sous vide
(Belaiche, 1979 ; France Ida, 1996). Pour certaines plantes, on procéde a une immersion des
fleurs dans de la graisse chauffée, c’est ce que ’on appelle enfleurage a chaud ou « digestion »

(Bruneton, 1999).

Cette méthode appelée également macération a chaud par d’autres auteurs est surtout utilisée
pour les fleurs délicates qui perdent leurs aromes trés rapidement apres la cueillette, comme les

violettes et certains lys (France-lIda, 1996). Cette technique laborieuse, qui demande une grande
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habilité, est de moins en moins employée au profit de I’extraction par les solvants, en raison de

son faible rendement et de I’importante main d’oeuvre qu’elle nécessite (Abou Zeid, 1988).
1.2.3. L’extraction par les solvants volatils :

Cette méthode est utilisée pour les organes végétaux présentant une concentration en essence
relativement faible ou pour les essences que 1’on ne peut extraire par distillation. Elle est basée
sur le pouvoir qu’ont certains solvants organiques a dissoudre les composants des huiles

essentielles.

Dans ce procédé, un épuisement des plantes est effectu¢ a I’aide d’un solvant volatil dont
I’évaporation laisse un résidu cireux, trés coloré et trés aromatique appelé « concréte » (Belaiche,
1979 ; Duraffourd et al.,1990). Le choix du solvant est influencé par des parametres techniques
et économiques : sélectivité (pouvoir solvant a I’égard des constituants odorants), stabilité, inertie
chimique, température d’ébullition pas trop élevée pour permettre son élimination totale, pas trop
faible pour éviter les pertes et donc une élévation des cofits, sécurité de manipulation c’est a dire
non toxique ou inflammable. Les solvants les plus utilisés sont les hydrocarbures aliphatiques :

Iéther de pétrole et I’hexane, mais aussi le propane ou le butane liquide (sous pression).
1.2.4. L’extraction par expression :

L’essence, altérable par entrainement a la vapeur d’eau, est ici extraite du péricarpe frais
d’agrumes par différents modes d’extractions : dans I’industrie, les zestes sont dilacérés et le
contenu des poches sécreétrices est récupéré par expression manuelle ou a I’aide de machines qui
rompent les poches par expression et recueillent directement I’huile essentielle (Bruneton, 1999)
; ou encore apres scarifications mécaniques, un entrainement de 1’huile essentielle par un courant

d’cau. L’essence est séparée par décantation comme précédemment (Paris et Hurabielle, 1981).
1.2.5. L’extraction par micro-ondes :

C’est un procédé utilisant les micro-ondes et les solvants transparents aux micro-ondes pour
extraire de facon rapide et sélective des produits chimiques de diverses substances (Paré, 1997).
Le matériel végétal est immergé dans un solvant transparent aux micro-ondes de maniére que
seul le végétal soit chauffe. Les micro-ondes vont chauffer I’eau présente dans le systéme

glandulaire et vasculaire de la plante, libérant ainsi les produits volatils qui passent dans le solvant
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(non chauffé). On filtre et on récupére ensuite ’extrait. L extraction par micro-ondes a le grand
avantage de réduire le temps d’extraction a quelques secondes (France Ida, 1996). Ce procédé,
trés rapide et peu consommateur d’énergie, livre un produit qui, est le plus souvent, de qualité

supérieure a celle du produit d’hydrodistillation traditionnelle (Bruneton,1999).
1.2.6. Extraction par ultrasons :

Les micro-cavitations, générées par ultrasons, désorganisent la structure des parois
végetales, notamment les zones cristallines cellulosiques. Les ultrasons favorisent la diffusion et
peuvent modifier I’ordre de distillation, des constituants des huiles essentielles. L’extraction par
les ultrasons est une technique de choix, pour les solvants de faible point d’ébullition, a des
températures d’extraction inférieures au point d’ébullition. L’avantage essentiel de ce procédé
est de réduire considérablement la durée d’extraction, d’augmenter le rendement en extrait et de

faciliter 1’extraction de molécules thermosensibles (Lagunez-. Rivera, 2006).
1.2.7. Extraction au fluide supercritique :

Procédé relativement nouveau semblait & priori intéressant pour augmenter le rendement
dans le cas de plantes peu riches en huiles essentielles. Il utilise les fluides a 1’état supercritique
pour extraire les composants contenus dans les végétaux. (Bruneton, 1999 ; Wichtl et Anton,
1999).

L’extraction au fluide supercritique consiste a comprimer le dioxyde de carbone a des
pressions et a des températures au-dela de son point critique (P =72.8 bars et T= 31.1°C). Le
fluide ainsi obtenu traverse le produit a traiter et le charge en composé a extraire ensuite, il est
détendu et passe en phase gazeuse et finalement se sépare du composé extrait. L’extraction des
huiles essentielles par le CO2 supercritique fournit selon Scheffer (1996) des huiles de tres bonne

qualité et en temps d’extraction relativement court par rapport aux méthodes classiques.

1.3. Composition chimique des huiles essentielles
1.3.1. Terpinoides :

Ce sont des hydrocarbures de nature terpéniques dont la formule générale est (C5H8). Ces
terpénes sont trés volatils et regroupent : les mono-terpénes (C10H16) et les sesquiterpénes
(C15H24). Les monoterpenes sont les plus répandus et ils peuvent étre acycliques (myrcéne,

ocimene), monocycliques (a et y-terpinéne, p-cymeéne) ou bicycliques (pinene, camphene,
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sabinene). Les variations structurales justifient I'existence de nombreuses molécules: alcools
(géraniol, borneol), phénols, esters; aldéhydes et autres (Bruneton, 2009). Les sesquiterpénes
sont les moins répandus et ils sont mono- ou polycycliques (B- caryophylléne).

1.3.2. Composés aromatiques :

Les dérivés du phénylpropane (C6-C3) ou composés phénoliques s’agissant le plus

fréquemment des allyl-et propénylphénols, parfois des aldéhydes.

La biosynthése par voie phénylpropanoides débute par des aromatiques que sont la
phénylalanine et la tyrosine. Ils sont généralement caractérisés par la présence d’un groupement
hydroxyle fixé a un cycle phényle. Egalement, la synthese de ces constituants nécessite une série
d’acides dont I’acide shikimique et ’acide cinnamique. Les phénylpropanoides sont moins
répondu dans I’HE que les terpeénes, néanmoins elles sont caractéristiques dans certaines huiles
essentielles d’Apiaceae:(anis, fenouil, persil, cannelles (eugénole, myristicine, asarones,

cinnamaldéhyde) (Bruneton, 1999).

1.3.3. Composés d'origines diverses

Selon le mode de récupération utilisé, les huiles essentielles peuvent renfermer divers
composes aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables lors de
I'hydrodistillation, carbure (linéaires et ramifiés, saturés ou non), acides (C3 a C10), alcools,

aldéhydes, esters acycliques, lactones.

Dans les concentrations, il n'est pas rare de trouver des produits de masse moléculaire plus
importante non entrainables a la vapeur d'eau ; homologues des phénylpropanes, diterpénes

coumarines (Brunton, 1993).
1.4. Activité biologique des huiles essentielles :
1.4.1. Activité antioxydante :

Les antioxydants sont des substances capables de protéger I’organisme contre les effets du

stress oxydatif (Beirdo & Bernardo-Gil, 2006).
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On distingue trois types d’antioxydants : les antioxydants enzymatiques, les enzymes de
réparation, et les antioxydants non enzymatiques. Les substances naturelles dont les huiles

essentielles sont classées entant qu’antioxydants non enzymatiques.

L’activité antioxydante peut étre primaire ou préventive (indirecte), cette dernicére est
capable de retarder ’oxydation par des mécanismes indirects tels que la réduction d’oxygene

(Madhavi et al., 1996).

Par contre, les antioxydants a action directe sont capables de donner des électrons a
I’oxygene radicalaire afin qu’ils puissent le piéger , empéchant ainsi la destruction des structures

biologiques. Ils peuvent agir comme agents réducteurs (Kohen et Nyska, 2002).

Quelques travaux ont rapporté que certaines huiles essentielles sont plus efficaces que les
antioxydants synthétiques (Hussain et al., 2010). Les effets antioxydants d'huiles essentielles et
d'extraits des plantes sont dus principalement a la présence des groupes d'hydroxyle dans leur

structure chimique (Hussain, 2009).
1.4.2. Activité antibactérienne :

L’une des premicres mises en évidences in vitro de ’activité antibactérienne des HE date de
la fin du XIX®™siécle, lorsque Buchholtz a étudié la croissance des propriétés inhibitrices de

I’huile des graines de carvi et de I’huile de thym en 1875.

Toutefois, il aura fallu attendre le début du XXM siécle pour que les scientifiques
commencent a s’y intéresser (Cox et al, 2000). Deés lors, plusieurs recherches ont démontré le
pouvoir antimicrobien de certaines essences sur une large palette de micro-organismes, y compris

sur des bacteéries résistantes aux antibiotiques.

Néanmoins, le mécanisme d’action des HE sur les cellules bactériennes et fongiques reste

difficile a cerner, compte tenu de la composition complexe des huiles volatiles (Burt, 2004).

La variabilit¢ des constituants des huiles suggere qu’elles agissent sur plusieurs sites
d’action dans les micro-organismes, étant donné que chaque composé posséde son propre mode

d’action (Guinoiseau, 2010).

Les caractéristiques des huiles essentielles sont attribuées aux dérivés terpénoides et

phénylpropanoides dont elles sont constituées. L’activité de ces molécules bioactives dépend, a
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la fois, du caractere lipophile de leur squelette hydrocarboné et du caractere hydrophile de leurs
groupements fonctionnels. Les molécules oxygénées sont genéralement plus actives que les

molécules hydrocarbonées (Guinoiseau, 2010).

Les terpenes ainsi que les flavonoides peuvent pénétrer dans la double couche
phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne et induire sa rupture. Le contenu
cytoplasmique est déchargé a 1’extérieur de la cellule impliquant sa destruction (Wendakoon et
Sakaguchi, 1995 ; Tsuchiya et al., 1996). Egalement, une perturbation chémo-osmotique et une
fuite de potassium intra-cytoplasmique peuvent subvenir, suivi de la libération d’acides
nucléiques, de L’ATP, et du phosphate inorganique (Tsuchiya et al., 1996 ; Hammer et al.,1999
; Daroui-Mokaddem, 2011).

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles est principalement en fonction de leur

composition chimique, en particulier de leurs composés volatils majeurs.

En effet, Iactivité antimicrobienne remarquable de I’huile essentielle de Thymus vulgaris
est en relation avec sa teneur élevée en thymol (un compose phénolique) qui est réputé avoir une
trés grande action antimicrobienne (Ettayebi et al., 2000 ; Ultee et al., 2000 ; Friedman et al.,
2002 ; Chun et al., 2005).

1.4.3. Activité anti-inflammatoire

Les huiles essentielles ont également un role trés important dans le traitement de
I’inflammation. On pourra citer entre autres I’huile essentielle de Gaulthérie odorante

tres utilisée dans les douleurs musculaires, les tendinites (Vangelder, 2017).
1.4.4. Activité anti-tumorale

Certaines huiles essentielles présentent des activités anti-tumorales et sont utilisées dans le
traitement préventif de certains types de cancers. L’huile essentielle, isolée des graines de
Nigellasativa L, démontre une activité cytotoxique in vitro contre différentes lignées 50
cellulaires tumorales. In vivo, elle limite la prolifération de métastases hépatiques (Ait
Mbareket al., 2007).
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1.4.5. Activité antifongique

Les activités antifongiques de nombreuses huiles essentielles, incluant les huiles de
thym, de citronnelle, de cannelle et de I’arbre a thé ont été¢ décrites. L’efficacité des huiles
extraites des achilées, Achilleafragrantissima, A. setacea, A. teretifolia et A. milefolium,
contre la levure pathogene Candida albicans, a également été mise en évidence (Guinoiseau,
2010).

1.5. Toxicité des huiles essentielles

Il est erroné de dire qu'un remeéde naturel ne peut pas faire de mal ! Les poisons les plus
puissants sont d'origine végétale ! Par conséquent, il convient d'aborder le monde fascinant des
traitements naturels avec un réel intérét, (Bekhechi et Abdelouahid, 2010).

Les effets toxiques d'une HES varient considérablement selon sa nature. Certaines HEs se
révelent cytotoxiques. Les HEs du thym et de la lavande, selon la phase dans laquelle elles sont
mises en contact ; a titre d'exemple, elles sont avérées cytotoxiques pour des cellules de hamster
chinois. Par ailleurs, des HEs des différentes variétés d'origan ont montré une forte cytotoxicité

sur des cellules humaines dérivées du cancer (Bouhafs et al., 2014).

En régle genérale, les HES ont une toxicité aigué par voie orale faible ou tres faible : une
DL (Dose Létale) comprise entre 2 et 5 g/kg pour la majorité des huiles couramment utilisées :
(anis, eucalyptus, girofle, etc.) ou le plus freguemment supérieure a 5 g/kg (camomille,
citronnelle, lavande, marjolaine, vétiver, etc.). D'autres ont une DL inférieure a 1g/kg : HE de
boldo (0.13 g/kg, convulsions apparaissent dés 0.07 g/kg); I'essence de moutarde (0.34 g/kg);
l'origan et la sarriette (1.37 g/kg); le basilic, I'estragon et I'nysope (1.5 ml/kg). Tandis que la
toxicité chronique est assez mal connue. Reste a savoir que dans leur emploi externe, les risques

de toxicité sont fortement réduits (Benggoutan., 2005).

Certaines huiles essentielles ont une action neurotoxique (Huignard et al.,2008). Compte
tenu de la grande diversité des monoterpénes contenus dans les huiles essentielles, plusieurs
études confirment que leur activité insecticide est due a plusieurs mécanismes synergiques qui
affectent des cibles multiples et perturbent ainsi plus efficacement l'activité cellulaire (Huignard
et al.,2008).
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En effet, la nature liopophile de I'huile essentielle peut dégrader la couche cireuse et causer
des pertes en eau. Les trachées et les sacs d'air des insectes sont induits de cette couche cireuse
et sont affectées par I'huile essentielle ce qui peut entrainer l'asphyxie (Chiasson et Beioin,
2007).

D'autres travaux (Ducrot, 2002), montrent que les composés terpéniques manifestent une
activité antiappétante pour les insectes. Enan (2001), a fait le lien entre l'application de I'eugénol
de l'a-terpinéol et de l'alcool cinnamique et le blocage des sites accepteurs de I'octopamine. 1l

conclut que l'effet peut varier d'un terpene a un autre.
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2.1.1. Historique et répartition géographique

Les Eucalyptus sont pour la plupart de trés grands arbres qui font partie de la famille des
Myrtacées. On dénombre aujourd’hui plus de 500 espéces différentes d’Eucalyptus. Ils sont
originaires d’Australie mais on en retrouve également en Amérique du sud, en Afrique et en
Europe, ou ils ont appris a s’acclimater. Le terme Eucalyptus a été utilisé pour la premiére fois
en 1777 par un botaniste francais, Charles-Louis L'Héritier de Brutelle. Il a inventé ce nom a
partir du grec « eu » qui signifie « bien » et « calyptos » qui signifie « couvert » en référence a
I’opercule qui se trouve sur le fruit des Eucalyptus, les capsules. C’est d’ailleurs une

caractéristique commune a tous les Eucalyptus (Meksem, 2018).

Une classification compléte, mais informelle, de toutes les espéces d'eucalyptus connues a
été publiée en 1971 par Pryor et Johnson. Elle comprend sept grands groupes basés sur
l'association de plusieurs caractéres morphologiques et suggérées par l'incompatibilite de
reproduction entre eux. Leur systeme a été soumis a un examen minutieux au cours des 30
derniéres années. De nombreuses améliorations de cette classification ont été proposées par
Johnson lui-méme et par d'autres, méme s’il n'a jamais officiellement publié un systéme de

classification (Nathalie,2015).

Aussi, le complexe de Eucalyptus globulus a subi des modifications dans la nomenclature
par kirkpatric,1974 et chippendale,1976. Quatre taxa, autrefois considérés comme des especes,

sont désormais des sous-especes d’Eucalyptus globulus (Bigendoko,2004).

En 1995, Hill et Johnson ont pour la premiere fois décrit le genre Corymbia. En 2000, MIH
Brooker a publié une classification officielle du genre, basée sur le travail de Pryor et Johnson
(Euclid ,2015).

En Algérie, ’Eucalyptus a été introduit en 1854, il s’étend dans des régions les plus
seéches (quasi désertiques) jusqu’aux cOtes humides.Il est apte a résister au froid
et a croitre sur des sols secs, siliceux calcaires, humides ou argileux, salés ou non, prés ou loin
de la mer (Taboukouyout,2012).

L’Eucalyptus globulus, appelé aussi Gommier bleu de Tasmanie, a été découvert en 1792

Par le botaniste francais La Billardiére. C’est un arbre originaire de Tasmanie (Australie).
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Le docteur Muller (1825-1896), directeur du jardin botanique de Melbourne, a été le
premier a le décrire dans son ouvrage Fragmenta phytographie australize. Aujourd’hui,
I’Eucalyptus globulus est cultivé dans le bassin méditerranéen et en Chine ou il est utilisé pour
fabriquer de la pate a papier.

2 .1.2. Description des eucalyptus

L'eucalyptus est un arbre de 30 a 35 metres, au tronc droit, lisse, grisatre, qui porte des
rameaux dressés également (Metro, 1970). Les jeunes feuilles sont bleuétres, opposées et
étroitement attachées sur la tige. Les feuilles adultes sont d'un vert sombre, alternées et tombantes
(Metro, 1970).

Les feuilles pétiolées pouvant atteindre 25 cm de long, légérement falciformes, assez
épaisses, de couleur gris-vert, présentent une nervure principale surtout distincte sur la face
inférieure. Le bord est lisse et quelque peu épaissi. La drogue coupée contient des fragments de
limbe coriaces, friables, avec de nombreuses lenticelles de couleur brune plus ou moins foncees,
par transparence, apparaissent de multiples poches sécreétrices ponctuant le limbe. De nombreux
petits points visibles a la loupe correspondent aux stomates. Les opercules peuvent avoir
différentes formes. Lorsque les étamines grandissent, elles soulévent l'opercule et s'étalent pour
former la fleur. Les fruits d’un diameétre de 5 4 8 mm, ont la forme d’un cone. Ils sont secs et de

couleur brune.

Ils ont également des valves qui se soulévent pour laisser échapper les graines lors de leur
chute sur le sol (Quezel et Santa 1 963).

Odeur : forte, fraiche, balsamique « odeur d’une baume », camphrée.

Saveur : chaude aromatique, un peu ameére, suivie d’une sensation de fraicheur
prononcée et agréable.

° Biotope : Trés cultivé sur le littoral dans ’air de 1’oranger, il préfére les terrais humides.
Le but, c’est d’assainir les régions marécageuses. Comme il est planté fréquemment en
bordures de routes et forme beaucoup de bois dans la partie nord de pays.

° Récolte : En Février et en Novembre a la taille des arbres.
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2 .1.3. Principaux composants chimiques du genre Eucalyptus.

° Huile essentielle (Oxydes terpéniques : 1,8-cinéole ; monoterpénes : alpha-pinéne,
limonéne, gamma-terpinéne, paracymeéne ; Sesquiterpénes : aromadendrene
;Sesquiterpénols : globulol, 1édol).

] Flavonoides (des hétérosides de flavones avec les aglycones suivants : quercétine,
myricétine, kaempférol et rutine).

] Tanins (Daroui-Mokaddem, 2012).

2.2.1. Classification dans la systéematique botanique :
La classification taxonomique de I'Eucalyptus globulus est se suivant selon : (Quezel et
Santa, 1963).

Régne : plantae

Embronchement : Spermaphyte
Sous embronchement : Angiosperme
Classe : dicotylidones

Sous classe : Rosidae

Ordre : Myrtales.

Famille : Myrtaceae.

Gene : Eucalyptus.

Espéce : Eucalyptus globulus

2.2.2. Description botanique d'Eucalyptus globulus.

L’Eucalyptus globulus grand arbre ornemental hétérophile poussant rapidement
(Marburg,1999). Mesure 30 a 60 meétres de haut et il peut atteindre jusqu’a 100 métres dans

certains cas. Son tronc est lisse et sa couleur varie du blanc au gris (Nathalie,2015).

Port : Divariqué. Tronc assez droit poussant parfois en spirale.
Diamétre : de 0 m 80 a 1 m50.

Couleur du bois : pale ou légerement fonce.

Densité : au m2 de 750 a 950, moyenne 890 kg.

NN

Epoque de la floraison : janvier-avril et septembre-octobre (Menager ,1952).
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2.2.2.1. Feuille

La feuille est généralement vert-gris, assez épaisse, de forme allongée, elliptique et
légérement falciforme, en général d’une longueur de 25 cm et d’une largeur atteignant 5 cm. Le
pétiole est tordu, fortement ridé et d’une longueur de 2-3 cm, atteignant parfois 5 cm. la feuille
rigide et coriace est entiere et glabre, elle présente une nervure centrale vert-jaune. Les nervures
secondaires s’anastomosent sur les bords de la feuille en une ligne continue. Les bords sont
réguliers et légerement épaissis, les 2 faces sont ponctuées de minuscules taches verruqueuses

brun foncé réparties de facon irréguliere.

Figure 1 : Photographie d’Eucalyptus globulus (Daroui-Mokaddem ,2012)

2.2.2.2. Fleurs

Les fleurs, visibles au printemps, naissent a l'aisselle des feuilles, le calice a la forme d'une
toupie bosselée dont la partie large est couverte par un opercule qui se détache au moment de la
floraison laissant apparaitre de nombreuses étamines (Nathalie,2015). Elles sont blanches
solitaires ou groupées par 2 ou 3 (Brosse, 2005). Elles possedent 4 sépales rugueux et cireux,
soudés en une urne (Bruneton, 2002). Les fleurs sont bisexuees et régulieres

Les fleurs couleur créeme sont solitaires a l'aisselle des feuilles et produisent un abondant
nectar que les abeilles transforment en un miel a saveur prononcée (Daroui-Mokaddem,2012).
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Figure 2 : Fleur d'Eucalyptus globulus (Pauline,2019).

2.2.2.3. Fruits

Le fruit est la capsule anguleuse du calice, il renferme deux types de graines
(Nathalie,2015).

De plus que les fruits ligneux mesurent de 1,5 a 2,5 cm de diamétre ont une capsule tres
dure. De nombreuses petites graines s'échappent par des valves qui s'ouvrent sur le dessus du
fruit (Daroui-Mokaddem, 2012), avec une teinte marronne a maturité et s’ouvrant légerement
par 2 fentes croisées pour laisser des graines (Pauline,2019). Graines : tres grosses ressemblant

a celle du poireau (Menager ,1952).
2.2.2.4. L’écorce

Lisse, blanc bleuatre, la vieille écorce se détache en grandes lanieres qui pendent le long du
tronc et des branches principales ce qui donne un aspect particulier a I’espéce (Menager ,1952).

Son écorce se détache facilement en longues bandes (Nathalie,2015).

D
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Figure 3 : L’écorce d'Eucalyptus globulus (Nathalie,2015).

2.2.3. Composition de L’huile Essentielle d’Eucalyptus Globulus

Une norme AFNOR définit I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus. Celle-ci indique
qu’ils’agit « d’une huile essentielle obtenue par entrainement a la vapeur d'eau des feuilles et
rameaux, broyés ou non, et récemment récoltés, d'Eucalyptus globulus Labillardiére de la
famille des Myrtaceae. On distingue les huiles essentielles crues provenant d'un broyat et
celles traditionnellement distillées en vrac dans lalambic. Cependant, les produits
commercialisés sous les appellations : 70% - 75% et 80% - 85% sont des huiles essentielles
rectifiées sous vide pour obtenir une teneur en cinéole-1,8 respectivement supérieure a 70%
et 80%. »

L’huile essentielle de I’Eucalyptus globulus est liquide, de couleur jaune a jaune pale et

dégage une forte odeur de 1,8-cinéole.

La norme AFNOR NF T75-225 définit ainsi les constituants principaux de I’huile essentielle
d’Eucalyptus globulus :

Tableau 01 : Cractéristiques physico-chimiques de I'huile essentielle d'Eucalyptus globulus
(site électronique AFNOR).

21
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Constituants Huiles crues Huiles rectifiées
essentielles essentielles
Broyées en vert traditionnelles 70% a 75% 80% a 85%
a- pinene
minimum % 10 10 Traces Traces
maximum %
20 22 20 12
Limonene
Minimum % 2 1 2 2
maximum %
4 6 15 15
Cinéole 1,8
Minimum % 48 58 70 80
Para-cyméne
Minimum % 1 1 1 1
Maximum%
3 5 6 10
Trans-
pinocarvéol 1 1 Traces Traces
Minimum %
Maximum©% 4 5 10 6
Aromadendréne
Minimum % 6 1
Maximum©%
10 5 Traces Traces
Globulol
Minimum % 0,5 0,5
Maximum%
2,5 15 Traces Traces

L’huile essenticlle d’Eucalyptus globulus est également inscrite a

Européenne. D’aprés celle-ci, elle contient :
- a-pinéne : 0,05 a 10 %
- B-pinéne : 0,052 1,5 %
- sabinéne : au maximum 0,3%
- a-phellandrene : 0,05 a 1,5%
- limonene : 0,05 a 15%

- 1,8-cinéole : au minimum 70%

- camphre : au maximum 0,1%.

la Pharmacopee

D’aprés la Pharmacopée, I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus doit contenir au minimum

70% de cinéole. Si elle n’est pas dans les normes, elle ne pourra pas étre vendue en pharmacie.

j
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2.2.4. Activités biologiques d’huile essentielle d’eucalyptus globulus

De par sa richesse en huiles essentielles et en polyphénols, l'eucalyptus peut étre considéré
comme un antibiotique naturel pour le traitement des maladies bronchopulmonaires : grippe,
toux, rhinopharyngite. (Ficher et Dethlesfen, 2013 ; Haddad et al., 2016).

2.2.4.1. Activité antibactérienne

L’huile essentielle d’Eucalyptus globulus est particulierement active contre les bactéries
suivantes : Listeria monocytogenes, Bacilus subtilis, Staphylococcus aureus, Enterococcus
spp, Shigella flexneri, Klebsiella pneumoniae, Salmonella choleraesuis, Salmonella enteritidis,

Proteus mirabilis, Enterobacter aerogenes.

En revanche, elle n’est pas active sur Escherichia Coli ou Pseudomonas aeruginosa (ESCOP,
2009.).

Une étude évoque méme la possibilité d’introduire des huiles essentielles dans les aliments
afin de les conserver et de prévenir une infestation par la salmonelle (Djenne et al.,2011).
Djenane et al. Ont notamment fait une étude sur la salmonelle et les ceufs.

Cette étude a montré I’efficacité antibactérienne de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus
contre Salmonella enteritidis. Cette étude a été réalisee pour trouver un moyen de prolonger la
durée de vie des aliments en limitant la prolifération bactérienne. 1l faut néanmoins prendre en
compte le fait que les huiles essentielles ont un godt trés prononcé et, additionnées a des denrees
alimentaires, elles en modifient complétement le goQt si leur concentration est trop éleveée. 1l

s’agit donc 1a d’une piste a explorer malgré certains inconvénients.

2.2.4. 2. Activité antivirale

L’huile essentielle d’Eucalyptus globulus possede une activité antivirale. Elle est notamment
importante concernant Herpes Simplex Virus (HSV) (Schnitzler et al.,2001). On pourra donc
I’utiliser afin de traiter un bouton de fiévre, appliquées sur le bouton soit pures, soit en mettant 1

goutte d’huile essentielle dans une pommade d’aciclovir.

3
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2.2.4. 3. Activité Antifongique

En plus de ses propriétés antibactériennes et antivirales, 1’huile essentielle d’Eucalyptus
globulus présente des propriétés antifongiques. Ces trois propriétés rendent 1’'usage de
I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus en diffusion trés recommandé. Vilela et al. Ont
démontré une activité antifongique de 1’huile essentielle d’Eucalyptus globulus sur deux especes

d’aspergillus : Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus (Vilela et al.,2009).

L'eucalyptus est recommandé comme antifongique pour le traitement de la candidose (Zhou
et al., 2016) (sur le cuir chevelu, il élimine les poux et divers parasites chez I'nomme et les
animaux, vermifuge et soigne les pigdres (Luis et al., 2016).

2.2.4. 4. Activité cicatrisante

Gréace a la présence de 1,8-cinéole, I’huile essentielle d’Eucalyptus Globulus va étre douée
de propriétés cicatrisantes. Elle pourra étre utilisée afin de  désinfecter
les plaies et de raccourcir le temps de cicatrisation. Elle sera particulierement efficace dans
le traitement des ampoules, des brdlures, des coupures, des blessures et des plaies (Sugumar et
al., 2014.

2.2.4 5. Activité insecticide

La présence de 1,8-cinéole dans I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus va lui conférer des
propriétés répulsives et insecticides. On pourra ['utiliser par exemple en diffusion pour
¢loigner les moustiques en ¢été (bien qu’on lui préfére Eucalyptus citriodora qui est

beaucoup plus efficace pour cette indication) (Batish et al.,2008)
Une étude montre également que 1’huile essentielle d’Eucalyptus globulus est une bonne

alternative naturelle contre les mouches domestiques (Kumar,et al.,2012).

Certaines publications annoncent une efficacité contre Pediculus humanus capitis, plus

communément appelé pou (Yang.,2004 ; Toloza et al.,2010).

3
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2.2.4.6. Activité anti-inflammatoire :
Gréce a ses principes actifs : cinéole, thymol, flavonoides, I'eucalyptus peut étre utilisé pour

traiter certaines inflammations : troubles gastro-intestinaux. Il stimule les villosités qui

recouvrent les voies nasales (Fabre et al., 1992).

Les propriétés antiseptiques d’Eucalyptus peuvent étre appliquées dans I’utilisation externe
pour le traitement d’affection cutané comme par exemple I’acné, 1’herpes, les blessures, les
brulures, les ulceres de la peau et pour lutter contre la peau grasse (Gille et al., 2010).

2.2.4. 7.Activité antioxydante

Selon I’étude menée par Mishra et al. (2010), I’huile essentielle d’eucalyptus globulus monte
une activité antioxydante avec un pourcentage de piégeage du radical DPPH de 79 + 0,82 % a
une concentration de 80% (V/V). Cette huile a une forte activité antioxydante grace a sa
composition riche en cinéole (95,61%) (Mishra, Sahu, et al.2010).

2.2.4.8. Domaine d’utilisation d’huiles essentielles d’eucalyptus globulus
a. Usage pharmaceutique

L’Eucalyptus est utilisé¢ dans I’industrie pharmaceutique pour la fabrication des sirops,
des huiles, pommades, et baumes (Raho et Benali, 2012 ; Harkat et al., 2015).

b. Usage cosmétique

L’Eucalyptus est largement utilisé¢ dans I’industrie cosmétique en raison de I’eucalyptol
qu’il contient qui est un composant aromatique, ce qui permet a 1’eucalyptus d’étre présent
comme un ingrédient majeur dans beaucoup de produits : savon, créme, désodorisant (Baba-
Aissa, 1990 ; Elaissi et al., 2012 ; Raho et Benali, 2012).

c. Autres usages

L’Eucalyptus possede des propriétés hypoglycémiantes pour diminuer la concentration du
sucre chez un diabétique, il agit aussi contre les rhumatismes, les douleurs articulaires et les
migraines et stimule le systeme immunitaire (Tesche et al., 2008). Il soulage les muscles
douloureux, C'est un analgésique, il est stimulant et tonique et servira avant et apres le sport

ou pour lutter contre la fatigue, il joue un réle préventif (Raho et Benali, 2012).

3
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3.1 objectif :

Notre travail consiste a étudier I’activité antimicrobienne d’huile essentielle Eucalyptus
globulus daans la localit¢ de BOUFARIK, wilaya de BLIDA.

3.2. Présentation de la région d'étude :

L'Algérie est un pays du nord-africain doté d'un littoral sur la mer Méditerranée et d'un
intérieur désertique, la diversité du secteur forestier en Algérie est due a la différence de climat au

niveau national.

La wilaya de Blida se situe au nord de 1’Algérie. Elle comporte principalement une
importante plaine : la Mitidja, zone agricole riche, et une chaine de montagnes au Sud : I’ Atlas

Blidien, qui constitue une partie centrale de ’atlas
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Figure 3.1: La localisation de la région d’étude (Blida)

Figure 3.2: Présentation de la Région de la récolte (Boufarik, Blida).
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La commune de Boufarik est située au nord de la wilaya de Blida. Son chef-lieu est situé¢ a

35 km au sud-ouest d’Alger et a 13 km au nord-est de Blida. (Tableau 3-1)
Le Tableau 3.1 présente la caractéristique de la région de la récolte d 'Eucalyptus globulus.

Tableau 3-1 : caractéristiques de la région de la récolte d’ Eucalyptus globulus.

Zone Boufarik
Localisation Wilaya de Blida
Longitude 2.,9076094
Latitude 36,5848591
Etage bioclimatique Sub-humide

3.3. Matériel végétal :

Le matériel végétal est composé des feuilles d’ Eucalyptus globulus récoltées en Mars 2023dans
la localité de Boufarik, Blida.

Figure 33 : Arbre d’Eucalyptus globulus

?
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3.3.1. Echantillonnage :

La méthode d’échantillonnage adoptée dans notre travail est un échantillonnage aléatoire.
Elle consiste a prélever du matériel végétal auprés d’individus choisis au hasard. Les arbustes
sélectionnés pour la récolte doivent étre homogeénes, en bon état végétatif et ou évitant le bord de
la route.

Pour garantir I’intégrité des échantillons, il faut :

+ Eviter de cueillir les échantillons par temps humide,
+ Garder les échantillons dans un endroit sec et frais,
+ Eviter toute source de contamination et veiller & ce que les échantillons soient séchés,
+ Les échantillons ne doivent jamais étre séchés au four, car les températures élevées
peuvent influer sur les résultats de 1’analyse.
Les échantillons sont mis dans des sacs en papier kraft, et destinés au laboratoire

pourutilisation.

3.4. Extraction d'huile essentielle :

L'extraction de I’'HE de la plante Eucalyptus globulus a été effectuée par la méthode
d'hydrodistillation sous basse pression a haute température par un d'alambic en inox, (Figure 3.5)
une quantité de 100kg de la maticre végétale fraiche a été placée dans une cuve remplie d'eau aux
2/3 de son volume. Puis I'ensemble a été chauffé jusqu'a 1'ébullition pendant 2 heures. La vapeur

d'eau enrichie d'HE traverse un serpentin de refroidissement ou aura lieu la condensation.

Les gouttelettes produites s'accumulent dans un collecteur ce qui entraine, en raison de la
différence de densité, I'apparition d'une phase huileuse riche en HE de Eucalyptus globulus et une
phase aqueuse fonnée a partir de 1'eau issue de 1'hydrodistillation. L'HE ainsi obtenue est récupérée
a l'aide d'une ampoule de décantation et conservée au réfrigérateur a 4°C dans un flacon en verre

brun fermé hermétiquement jusqu'a son utilisation.
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Figure 3.5 dispositif d’extraction des HEs par hydro distillation.

Type : (d’alambic en inox) photo original
3.5. Matériel microbiologique :

Les souches bactériennes et les champignons utilisées nous ont été fournies par le

laboratoire d’hygi¢ne de Blida.

?
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Tableau 3.2 : caractéristiques et pouvoirs pathogenes des souches fongiques et les souches

bactériennes expérimentées.

Espeéce Caractéristiques Maladies Référence
microbienne provoque
Escherichia coli | Gram- Diarrhée, ATCC 8739
Bacille, infection
mobile, urinaire.
pathogeéne. méningite,
septicémit
Staphylococcus Gram+ Infection ATCC 6538
aureus Cocci, immobile, | cutanées
disposé en amas | suppurees,
ou en grappe de | tox-infection
raisin. alimer
Pseudomonas Gram- Responsable de | ATCC 9027
aeruginosa Bacille fins, non | broncho-
capsulés, pneumopathies et
mobiles. les affection
respiratoires
infections
cutanées dans les
ulcéres
Bacillus subtilis | Gram+ Gastro-entérites | ATCC 6633
Salmonella Gram- Gastro-enteritis, | NCTC 6017
abony fever
Candida Espece de levure | Provoque des | ATCC 10231
albicans la plus importante | infections au
et la plus connue | niveau des
du genre candida | muqueuses
digestive et
gynécologique.
Aspergillus niger | Moisissure de | Responsable de | ATCC 16404
couleur noire. mycoses
pulmonaires chez
I'homme.

(Laboratoire d’hygi¢ne de Blida)
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3.6. Parametres étudiés :
3.6.1 Rendement en huile essentielle :

Le rendement en HEs est le rapport entre le poids de I’huile extraite et le poids de la plante

utilisée. Il est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :

Masse drhuile essentielle (g)

X100

RHE (%) =

Masse de la matiere végétale utilisée (MV)

3.6.1.1. Caractéristiques organoleptiques :

Les propriétés organoleptiques d’HE sont pergues par les sens afin d’évaluer ’aspect, la

couleur et 1’odeur.

3.7. Evaluation de I’activité antimicrobienne :
L’activité antibactérienne et antifongique dHES a été évaluée par la technique de diffusion

sur milieu gélose (aromatogramme) et la technique micro-atmosphére.

A. Latechnique de diffusion (Aromatogramme) :

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu solide
dans une boite de Pétri avec création d’un gradient de concentration aprés un certain temps de
contact entre le produit et le microorganisme ciblé. L’ effet du produit antimicrobien sur la cible
est apprécié par la mesure d’'une zone d’inhibition, et en fonction du diameétre d’inhibition, la

souche sera qualifiée de sensible, trés sensible, extrémement sensible ou résistante.

B. La technique de micro-atmosphére :

C'est une technique d'étude en phase vapeur. Son principe est d'ensemencer une boite de Pétri
avec les germes tests, tandis que 1'on dépose quelques gouttes d'HE sur un papier filtre au fond et
au centre du couvercle. La boite est incubée avec un couvercle en bas. Il se produit une

évaporation des substances.
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3.7.1. Préparation des concentrations d’huile essentielle :
On met 20 ml d'huile pure dans un tube stérile on ajoute 20 ml de DMSO et on mélange
bien et donc on s'attend a une huile diluée 50%, et on prend 20 ml de ce dernier et on le met dans

une autre tube et on ajoute 20 ml de DMSO et donc on s'attend a une huile diluée a 25%.

Les concentrations 12.57%,257, 507, 100%de I’huile essentielle sont obtenues par dilution
dans du DMSO a 10%.

Figure 3.6: la préparation des concentrations d’huile essentielle d 'Eucalyptus globulus

3.7.2. Préparation des milieux de culture :

- Liquéfier les milieux de cultures Muller Hinton pour les bactéries et Sabouraud pour les levures
et les champignons dans un bain Marie & 95C° et garder en surfusion dans une étuve a 45C°.

- Sous hotte a flux laminaire, verser aseptiquement les milieux de culture géloses sur les boites de
Pétri a raison de 15 ml par boie.

- Laisser refroidir et solidifier a température ambiante, et conserver dans des conditions évitant

toute modification de leur composition.

3.7.3. Préparation des suspensions microbiomes :

< La suspension microbienne a été préparée a partir de cultures jeunes de bactéries (18-24h)
ou de champignon (48h),

“ Prélever quelques colonies isolées et incorporer dans 5 ml d'eau physiologique,

?
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4+ Agiter et homogénéiser la suspension a l'aide de l'agitateur afin d'obtenir un suspension
bactérienne équivalente.

+ Incuber les suspension bactériennes et fongigques respectivement dans des étuves & 37C° et
25C° et ce pendant 20 a 25 mn.

3.7.4. Ensemencement :

4+ Imbiber aseptiqguement un écouvillon avec la suspension microbienne. Essorer I'écouvillon

en pressant fermement et en tournant sur la paroi interne du tube afin de le décharger du surplus
de suspension.

+ [Ensemencer aseptiqguement une boite de Pétri en frottant délicatement I'écouvillon sur la

surface de la gélose en stries serrées, répéter I'opération quatre fois, en tournant la boite a

45° de facon a croiser les stries, finir I'ensemencement en passant I'écouvillon sur la

périphérie de la gélose.

3.7.5. Préparation des disques :

A/ Pour la méthode Aromatogramme

Les disques sont préparés a partir du papier watemane par un perforateur a 2 trous du papier, avec
un diametre de 6mm. Ensuite, ces disques sont stérilisés a I'autoclave a 134°C pendant un temps
de 40 minutes a la pression atmosphérique de 2 Bar, puis stockés a une température ambiante et

milieu stérile.

Baiie de Petri

Souches test

M ilieu d2 culture gelose
{Agar)

une puitremplie par
L'HE

Zone dhinibition

Croiss ance
mics obenneg

Figure 3.7 Illustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri
(PIBIRI, 2005).
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B/ Pour la méthode (micro-atmosphére)

Les disques de papier filtre sont déposés au centre du couvercle des boite Pétri puis avec
micropipette préléve 20 ml de HE pur pour les disques de diamétre 20 mm, et on préleve 40 ml et
60 ml de HE pour les disques de 40 et 60 mm sans que I'HE entre en contact avec la gélose et MH
ensemencée par les micro - organismes. La boite est hermétiquement fermée, couvrir les boites

avec papier sulofan.

3.7.6. DepOt des Disques :
A /Pour la méthode Aromatogramme :

+ Prélever aseptiquement un disque stérile de 6mm de diametre avec une pince stérile.

+ Mettre en contact le bout du disque avec I'huile essentielle a quatre concentrations (pure,
diluée 50%, 25% et 12,5%). un disque de témoin négatif: un disque imprégné de 10ul d'eau
physiologique stérile et un disque de témoin positif (un disque d'antibiotique).

+ Déposer le disque imbibé d'huile essentielle a la surface de la gélose. Laisser diffuser sur la

paillasse pendant 30 minutes.

B/ Pour la méthode (micro-atmosphere) :

Les disques de papier filtre sont déposés au centre du couvercle des boites pétri puis avec
micropipette préléve 20 ml de HE pure pour les disques de diamétre 20 mm, et préléve 40 ml et
60 ml de HE pour les disques de 40 et 60 mm, sans que I'HE entre en contact avec la gélose et MH
ensemenceée par les micro - organismes. Les boites sont hermétiquement fermées et couvertes par

papier sulofan.

3.7.7. Incubation
Les boites sont incubées a 37C° durant 24h pour les bactéries et a 25C° durant 48h pour les

champignons.




Chapiter 3 Materiel et méthode

3.8. Expression des résultats :

A la sortie de I'étuve, I'absence ou la présence de la croissance microbienne se traduit par
un halo translucide autour du disque, identique a la gélose stérile, dont le diametre est mesuré a
I'aide d'un pied a coulisse (y compris le diamétre de disque de 6mm).

Dans la littérature relative aux huiles essentielles, les résultats de I'aromatogramme sont
exprimés par la mesure du diameétre des halos d’inhibitions,

D'aprés Ponce et al, la sensibilité a I'huile a été classée par le diamétre des halos d'inhibition.
Non sensible (-) ou résistante : diameétre < 8mm
Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14 mm
Tres sensible (++) : diametre compris entre 15a 19 mm

Extrémement sensible (+ 1+) diamétre > 20 mm

3.9. L’analyse statistique :
L’analyse statistique réalisée avec logiciel SPSS STATISTICS version 2020
Les analyses avec lesquelles nous avons travaillé sont :

Analyse de la variance ANOVA avec test de tukey,
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4.1 Rendement eu d’huile essentielle d’Eucalyptus globulus

Le rendement en huile essentielle est exprimé en pourcentage. (Tableau 4.1)

Tableau 4.1: Rendement de ’huile essentielle obtenue

Masse de la
matiere vegétale HE
En gramme (g) 100000 1000
Rendement (%) 1.00%

Tableau 4.2: Comparaison du rendement en huiles essentielles dans d’autres régions.

distillation clevenger

D’alambic en inox

Willaya Oum EI Bouaghi BLIDA SKIKDA
Période (mois) Avril —Juin Mars— Juin Février
Méthode utilisée Dispositif d’Hydro- Dispositif d’Hydro-distillation Dispositif

d’Hydro-distillation

clevenger

Rendement %

0,87

1,65

Norme AFNOR

0.5a2

1.8
1.6
1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

Rendement %

Oum El Bouaghi

BLIDA

Figure 4.1.1: Rendement des huiles essentielles d’Eucalyptus. globulus d’autres régions.




Chapiter 4 Résultats et discusstion

Le rendement obtenu est conforme aux normes d’AFNOR.

D’aprés les résultats obtenus, nous constatons que le rendement de notre huile essentielle
extraite d’Eucalyptus. Globulus, récolté dans la région de Boufarik willaya de Blida, est
légérement supérieur a celui récolté a Oum el Bouaghi avec respectivement :1% et 0,87%. (Figure
4,1, tableau 4,2), tandis que le rendement en huiles essentielles extraites d’Eucalyptus. Globulus
récolté dans la région de Skikda était plus élevé avec 1,67%.

Cette variation des rendements peut étre due a la technique d’extraction, la période de la
récolte, la durée de séchage de la matiere végétale, les conditions climatiques pour chaque région,

et méme de la durée d’hydrodistillation.

4.2 Caractéres Organoleptiques d’HE d’Eucalyptus globulus -

Les parametres organoleptiques de notre huile essentielle aspect, couleur, odeur sont
résumés dans le tableau suivant :

Tableau 4.3 : caractéristiques organoleptiques de 1’huile essentielle d eucalyptus globulus

Notre huile Aspect Couleur Odeur

liquid Jaune foncé fraiche et

épicee

4. 3. Evaluation de P’activité antimicrobienne :

L’activité bactérienne de notre huile a été évaluée par la technique de diffusion (Aromatogramme),

et la technique micro-atmospheére.
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4.3.1. La technique de diffusion (Aromatogramme) :
A/ Le pouvoir antimicrobien vis-a-vis Escherichia coli :

Les résultats de I’activité antimicrobienne de I’HE d’Eucalyptus globulus vis-a-vis Escherichia

coli sont présentés dans la figure (figure 4,1)

E,coli
40
35
5 30
5 25
£ 20
o]
o 15
c
o 10
N
5
0 [ | [ | || [ | || || —
T-DEMS 13 25 100 50 T+ATB,ATF Signification
H Test de Tukey N M Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha=0.05 1

M Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 2 = Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 3

Figure 4 ,3,1 : Pouvoir antimicrobien des concentrations des huiles essentielles d’Eucalyptus
globulus vis-a-vis Escherichia coli.

D’apres la figure, nous remarquons que le diamétre d’inhibition le plus élevé a été enregistré avec
la concentration 50% avec une valeur de 35mm.Cette zone d’inhibition a dépasse celle enregistrée

avec I’antibiotique teste avec une valeur de : 27mm (figure4,2,2),

Figure 4 ,2,2 : ’action des constations d’HE d Eucalyptus globulus sur la souche bactérienne :
Escherichia coli.
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B/ Pouvoir antimicrobien vis-a-vis Staphylococcus oureus :

Les résultats de I’effet antimicrobien de I’'HE d’Eucalyptus globulus vis-a-vis Staphylococcus

oureus sont presentés dans la figure (figure 4,2,3)

staphylococcus oureus

40
35
30
25
20
15
10

zone d'inibition

| || || || || || —
T-DEMS 13 25 50 100 T+ATB,ATF  Signification

B Test de Tukey N M Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha =0.05 1

Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 2 = Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 3

Figure 4 ,2,3 : Pouvoir antimicrobien des concentrations d’huile essentielle d 'Eucalyptus

globulus vis-a-vis staphylococcus oureus.

Selon la figure, nous constatons que le diamétre d’inhibition le plus élevé a été enregistré avec
I’antibiotique teste avec une valeur de : 34mm. Cette zone d’inhibition a dépassé celle enregistré

avec la concentration 100% avec une valeur de 28mm (figure4,2,4),

Figure 4 ,2,4 : ’action des constations d’HE d Eucalyptus globulus sur la souche bactérienne :
staphylococcus oureus
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C/ Pouvoir antimicrobien vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa :

Les résultats de I’effet antimicrobien de I’HE d’Eucalyptus globulus vis-a-vis Pseudomonas

aeruginosa sont présentés dans la figure (figure 4,2,5).

pseudomonas aeruginosa

35
30
25
20
15

s _
. .
25

zone d'inibition

0 .

T-DEMS 13

[ [ —
50

100 T+ATB,ATF Signification

B Test de Tukey N M Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha =0.05 1
M Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 2 = Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 3

B Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha =0.05 4

Figure 4,2,5 : Pouvoir antimicrobien des concentrations d’huile essentielle d 'Eucalyptus

globulus vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa.

Selon la figure, nous constatons que le diamétre d’inhibition le plus élevé a été enregistré avec
I’antibiotique teste avec une valeur de 29mm. Cette zone d’inhibition a dépassé celle enregistrée

avec la concentration 50% d’une valeur de 27mm (figure4,2 ,6),

Figure 4,2 ,6 : ’action des constations d’HE d Eucalyptus globulus sur la souche bactérienne :

Pseudomonas aeruginosa.
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D/ Pouvoir antimicrobien vis-a-vis Bacillus subtilis :

Les résultats du pouvoir antimicrobien de I’HE d’Eucalyptus globulus vis-a-vis Bacillus subtilis

sont présentés dans la figure (figure 4,2,7)

bacillus subtilis

w b
o O

zone d'inibition
N
o

10
0 || || || || || —
T-DEMS 13 50 25 100 T+ATB,ATF Signification
Axis Title
H Test de Tukey N M Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha =0.05 1

Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 2 = Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 3

B Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha =0.05 4

Figure 4,2,7 : Pouvoir antimicrobien des concentrations d’huile essentielle d ' Eucalyptus

globulus vis-a-vis Bacillus subtilis.

Selon la figure, nous constatons que le diamétre d’inhibition le plus élevé a été enregistré avec
I’antibiotique teste avec une valeur de 32mm. Cette zone d’inhibition a dépassé celle enregistrée

avec la concentration 50% et 25% d’une valeur de : 22 et 23 mm respectivement (figure4,2,8),

Figure 4 ,2,8 : I’action des constations d’HE d’Eucalyptus globulus sur la souche bactérienne :

Bacillus subtilis.

)
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E/ Pouvoir antimicrobien vis-a-vis Salmonella abony :

Les résultats du pouvoir antimicrobien de I'HE d’Eucalyptus globulus vis-a-vis Salmonella

abony sont présentes dans la (figure 4,2,9)

salmonella abony

35
30
25
20
15

10
5
— [
13 50

zone d'inibition

0 |

— [ —
T-DEMS 25

100 T+ATB,ATF Signification

M Test de Tukey N M Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha =0.05 1
m Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 2 = Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 3

B Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha =0.05 4

Figure 4,2 ,9 : Pouvoir antimicrobien des concentrations d’huile essentielle d 'Eucalyptus

globulus vis-a-vis salmonella abony

Selon la figure, nous observons que le diameétre d’inhibition le plus élevé a été enregistré avec
I’antibiotique teste avec une valeur de 30 mm. Cette zone d’inhibition a dépassé celle enregistrée

avec la concentration 25% d’HE d’une valeur de 26 mm (figure4,2,10),

Figure 4 ,2,10 : I’action des constations d’HE d’Eucalyptus globulus sur la souche bactérienne :

salmonella abony.
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E/ Pouvoir antimicrobien vis-a-vis Condida albicans :

Les résultats du pouvoir antimicrobien de I’HE d’Eucalyptus globulus vis-a-vis Condida albicans

sont présentés dans la figure (figure 4,2,11)

condida albicans
35
30
25

20

15

: I

. . N ==
13 25 100 50

T-DEMS T+ATB,ATF Signification

zone d'inibition

(€]

B Test de Tukey N M Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha =0.05 1

M Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 2 = Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 3

Figure 4,2,11 : Pouvoir antimicrobien des concentrations d’huile essentielle d Eucalyptus

globulus vis-a-vis Condidat albicans

Selon la figure, nous constatons que le diamétre d’inhibition le plus élevé a été enregistré avec
I’antifongique teste avec une valeur de 33mm. Cette zone d’inhibition a dépassé celle enregistrée

avec la concentration 50% et 25% d’ une valeur de 20 et 19 mm respectivement (figure4,2,12),

Figure 4 ,2,12 : I’action des constations d’HE d’Eucalyptus globulus sur la souche fongique :
Condida albicans.
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F/ Pouvoir antimicrobien vis-a-vis Aspergillus Niger :

Les résultats du pouvoir antimicrobien de I’'HE d’Eucalyptus globulus vis-a-vis Aspergillus

Niger sont présentés dans la figure (figure 4,2,13)

aspergillus niger

45
40
35
30
25
20
15
10

zone d'inibition
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I
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0 | | | | ||
T-DEMS 13 25 100 T+ATB,ATF Signification
Bl Test de Tukey N M Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha =0.05 1

M Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 2 = Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 3

Figure 4,2, 13 : Pouvoir antimicrobien des concentrations d’huile essentielle d 'Eucalyptus

globulus vis-a-vis aspergillus Niger.

Selon la figure, nous constatons que le diamétre d’inhibition le plus élevé a été enregistré avec la
concentration 100% avec une valeur de 41mm. Cette zone d’inhibition a dépassé celle

enregistrée avec I’antifongique d’une valeur de 34 mm (figure4,2,14),

Figure 4 ,2,14 : I’action des constations d’HE d’Eucalyptus globulus sur la souche fongique :

E
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Aspergillus Niger
4.3.2. La technique de micro-atmosphére :
A/ Pouvoir antimicrobien vis-a-vis Staphylococcus oureus :

Les résultats de I’activité antimicrobienne de I’'HE d’Eucalyptus globulus Vis-a-vis

Staphylococcus oureus sont présentés dans la (figure 4,3,1)

staphylococcus oureus

80
70
60
50
40
30
20
10

0 I I I —

T- 20 40 60 Signification

zone d'inibition

M Test de Tukey N M Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha =0.05 1

M Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 2 = Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 3

Figure 4, 3,1 : Pouvoir antimicrobien des volumes d’huile essentielle d ' Eucalyptus globulus Vis-

a-vis Staphylococcus oureus

Selon la figure, nous constatons que le diamétre d’inhibition le plus élevé a été enregistré avec le
volume de 60 Ml avec une valeur de 76mm, suivi par le volume 40MI avec une valeur de 62 mm,
le volume 20 MI avec une valeur de 30mm et en dernier 1’antibiotique test (T-) avec une valeur de
00 mm. (Figure 4,3,2)
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Figure 4,3 ,2 : I’action des volume d’HE d’Eucalyptus globulus sur la souche bactérienne :

staphylococcus oureus.
b/ Pouvoir antimicrobien vis-a-vis Staphylococcus oureus:

Les résultats de I’activité antimicrobienne de I’HE d’Eucalyptus globulus vis-a-vis Pseudomonas

aeruginosa sont présentés dans la (figure 4,3,3)

pseudomonas aeruginosa
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0 — I —

T- 20 40 60 Signification

zone d'inibition

M Test de Tukey N M Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha =0.05 1
Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 2 = Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 3

B Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha =0.05 4

Figure 4,3,3 : Pouvoir antimicrobienne des volumes d’huile essentielle d’Eucalyptus globulus

vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa

Selon la figure, nous constatons que le diametre d’inhibition le plus élevé a été enregistré avec le
volume de 60MI avec une valeur de 63mm, suivi par le volume de 40MI avec une valeur de : 44
mm, le volume de 20MI avec une valeur de 24mm, et, en dernier, I’antibiotique test (T-) avec une

valeur de 00 mm (figure 4,3,4)

B
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Figure 4, 3 ,4 : I’action des volumes d’HE d’Eucalyptus globulus sur la souche bactérienne :

Pseudomonas aeruginosa.
C/ Pouvoir antimicrobien vis-a-vis Bacillus subtilis :
Les résultats de I’activité antimicrobienne de I’HE d’Eucalyptus globulus vis-a-vis Bacillus

subtilis sont présentés dans la (figure 4,3,5)

bacillus subtilis

100
c
e
=2 50
2
£, [
e
E T- 20 40 60 Signification
o
N M Test de Tukey N M Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha =0.05 1

M Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 2 = Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 3

H Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha =0.05 4

Figure 4,3,5 : Pouvoir antimicrobien des volumes d’huile essentielle d’Eucalyptus globulus Vis-
a-vis Bacillus subtilis.
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Selon la figure, nous constatons que le diamétre d’inhibition le plus élevé a été enregistré avec le
volume de 60MI avec une valeur de 63mm, suivi par le volume de 40MI avec une valeur de
52mm, le volume de 20MI avec une valeur de 24mm, et I’antibiotique test (T-) avec une valeur
de 00 mm (figure 4,3,6)

Figure 4, 3,6 : ’action des volumes d’HE d’Eucalyptus globulus sur la souche bactérienne :
Bacillus subtilis.

D/ Pouvoir antimicrobien vis-a-vis Salmonella abony :

Les résultats de I’activité antimicrobienne de I’HE d’Eucalyptus globulus vis-a-vis Salmonella

abony sont présentés dans la figure (figure 4,3,5)
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salmonella abony
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T- 20 40 60 Signification

zone d'inibition

M Test de Tukey N M Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha =0.05 1

M Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 2 = Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 3

Figure 4,3,5 : Pouvoir antimicrobien des volumes d’huile essentielle d’Eucalyptus globulus vis-

a-vis Salmonella abony

Selon la figure, il a été constatéque le diamétre d’inhibition le plus élevé a été enregistré avec le
volume de 60MI avec une valeur de 69mm, suivi par le volume de 40MI avec une valeur de 64mm,
le volume de 20MlI avec une valeur de 32mm, et I’antibiotique test (T-) avec une valeur de 00 mm
(figure 3,5,6).
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Figure 4,3,6 : I’action des volumes d’HE  d’Eucalyptus globulus sur la souche bactérienne :

Salmonella abony.
E/ Pouvoir antimicrobien vis-a-vis Aspergillus Niger :

Les résultats de ’activité antimicrobienne de ’HE d’Eucalyptus globulus vis-a-vis Aspergillus
Niger sont présentés dans la figure (figure 4,3,7)

aspergillus niger
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Bl Test de Tukey N B Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha =0.05 1

M Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 2 = Test de Tukey Sous-ensemble pour alpha = 0.05 3

Figure 4,3,7 : Pouvoir antimicrobien des volumes d’huile essentielle d’Eucalyptus globulus Vis-

a-vis Aspergillus Niger.

Selon la figure, nous constatons que le diamétre d’inhibition le plus élevé a été enregistré avec le

volume de 40MI avec une valeur de 86mm, le volume de 60MI avec une valeur de 60, le volume
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de 20MI avec une valeur de 35mm, et I’antifongique test (T-) avec une valeur de 00 (figure
4,3,8)

Figure 4, : L’action des volumes d’HE d’Eucalyptus globulus sur la souche bactérienne :
Salmonella abony.

- Discusion des resutats

Les bactéries sont les organismes les plus abondants de notre planete en nombre. Il existe
principalement deux grands types de bactéries : les bactéries a Gram positif (paroi épaisse de
peptidoglycane mais sans membrane externe) et celles a Gram négatif (a paroi cellulaire mince
mais avec membrane externe).

L’activité antibactérienne de I’HE d'Eucalyptus a été évalué par rapport a plusieurs souches
bactériennes a Gram positif et a Gram négatif par la méthode de diffusion sur disque. Cette
méthode est la méthode de référence pour 1’évaluation de I’activité antibactérienne des huiles
essentielles selon plusieurs auteurs (Benjilali et al., 1986 ; Billerbeck et al., 2002 ; Mehani et
Ladjel, 2014 ; Pibiri et al., 2005 ; Satrani et al., 2007), car elle permet a I'HE d'entrer en contact
direct avec les bactéries testées.
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Pour estimer I’activité antimicrobienne de notre plante, on a suivi la référence de Ponce et al,
(2003) qui ont classe les diametres des zones d'inhibition (D) de la croissance bactérienne en 4
classes.

- Extrémement sensible (+++) : plus de 20 mm ;

- Tres sensibles (++) : de 15 mma 19 mm ;

- Sensibles (+) : 8 mma 14 mm ;

- Nom sensibles (-) : moins de 8 mm.

D’apres les résultats obtenus lors des différents tests réalisés dans le cadre de notre étude,
nous constatons que I’huile essentielle de 1I’Eucalyptus globulus a une trés bonne activité
antibactérienne vis-a-vis les souches testées a des différentes concentrations des HE ( 100%, 50%,
25%, et 12,5%).

Pour la concentration 100%, Staphulococcus aureus est la bactérie la plus sensible
(extrémement sensible) en enregistrant un diametre d’inhibition le plus important avec 28 mm, ce
qui est en accord avec les résultats des études antérieures menées sur Eucalyptus globulus par Ould
Si Said.Z (2014) et celles menées par Traore et al.(2013) sur Eucalyptus houseana et
Eucalyptus.odorata menées par Elaissi et al (2011). Les autres bactéries ont présenté des diametres
des zones d’inhibition variant entre 15 et 18 mm. Par contre les résultats obtenus par Adouani.L ,
et Merghadi.l (2021) ont montré un pouvoir antibactérien extrémement fort vis-a-vis
Escherichia.coli avec un diametre de 27 mm, ce qui est largement supérieur a celui trouvé par

notre étude avec un diamétre de 15 mm.

Pour la concentration 50%, notre étude a révélé que la bactérie Escherichia coli a présenté
le diametre le plus élevé avec 35 mm, suivie par Pseudomonas aeruginosa avec un diametre de 27
mm. Les résultats obtenus par Djenadi.S et Bouali. L (2022) ont, également, montré que
Escherichia coli a réalisé le diamétre le plus élevé, mais avec un résultat moins important avec 20
mm, par contre ils ont montré que Pseudomonas aeruginosa a enregistré le diamétre le plus faible
avec 12 mm seulement.
Pour la concentration 25%, les souches Salmonella abony, Bacillus subtilis, et Pseudomonas ont

indiqué des diametres d’inhibition appréciables avec 26, 24, et 23 mm respectivement.
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Pour la concentration de 12,5%, les bactéries testées ont enregistré des diamétres entre 11

et 13 mm, ce qui présente une sensibilité plus ou moins moyenne. Ces résultats s’approchent a
ceux obtenus par Djenadi.S et Bouali. L (2022) qui ont trouvé des diamétres d’inhibition de 12

mm pour Escherichia coli et 10 mm pour Pseudomonas aeruginosa.

De tout ce qui préceéde on peut déeduire que I’Escherichia colis (Gram-) est la bactérie la
plus sensible aux huiles essentielles de 1’Eucalyptus globulus avec un diameétre de zone
d’inhibition de 35 mm, et ce, a une concentration de 50%, suivie par Staphylococcus aureus
(Gram+) avec 28 mm, Pseudomonas aeruginosa avec 27 mm (Gram-), Salmonella abony (Gram-
) avec 26 mm, et Bacillus subtilis (Gram+) avec 23 mm. Toutes ces bactéries sont extrémement

sensibles vis-a-vis HE de 1’Eucalyptus globulus.

Aussi, Il ressort manifestement que I’huile essentielle étudié d’E.globulus a un effet
antibactérien aussi bien sur les bactéries Gram+ que négatifs (Gram-) sur différentes familles
bactériennes et présente a cet effet un large spectre d’action. Il existe des auteurs comme Dorman
et Deans, (2000) qui ont signalé I’indépendance de I’activité antibactérienne au Gram. Cependant
d’autres ont déclaré que les bactéries Gram+ sont plus sensibles aux huiles essentielles que les

bactéries a Gram- (Karaman et al., 2003).

Par ailleurs, il est a signaler que les résultats de notre étude n’ont pas permis de confirmer
I’existence d’une corrélation entre le pouvoir antibactérien de 1’huile essentielle de E.globulus et
ses concentrations du fait que des bactéries ont enregistré des pouvoirs les plus élevés a des
concentration de 50% et 25 % telles que la bactérie Escherichia coli qui a réalisé le diametre le
plus élevé avec 35 mm a la concentration 50% alors qu’elle n’a réalis¢ que 15 mm a la
concentration 100%, et la bactérie pseudomonas aeruginosa avec un diameétre de 27mm a la
concentration 50% et 23 mm a la concentration 25% dépassant, ainsi, celui réalisé a la

concentration 100% avec 17 mm.

Concernant 1’activité antifongique des huiles essentielles de 1’Eucalyptus globulus, nous avons
constaté que le pouvoir antibactérien du champignon Aspergillus niger avec un diamétre
d’inhibition de 41 mm est largement supérieur a celui de condida albicans avec un diamétre de 20

mm, et ce, & une concentration de 100% des huiles essentielles.
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Pour la concentration de 50%, il a été constaté que les deux champignons ont presque le

méme diameétre avec 20 mm pour Condida albicans et 19 mm pour Aspergillus niger.

Pour la concentration de 25%, Aspergillus niger a enregistré un diametre plus élevé a celui

de Condida albicans avec 24 et 15 mm respectivement.

Pour la concentration 12,5, il a été, aussi, constaté que Aspergillus niger a un diamétre plus
élevé a celui de Condida albicanse avec 22 et 14 mm respectivement.

Les résultats de 1’activité antifongique de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus
confirment les conclusions de Mekonnen et al. (2016) qui ont étudié I'activité antifongique in vitro
de I’huile essentielle de plante d’E.globulus contre des champignons. Le résultat de Cette étude a

révelé que les huiles essentielles d'E.globulus étaient actives contre certains champignons.

Enfin, le classement de la sensibilité des souches vis-a-vis de I’huile essentielle de

I’Eucalyptus globulus est présenté selon 1’ordre suivant :

A. niger > E.coli > S.aureus > P.aeruginosa > S.abony > B.subtilis > C.albicans.
(Gram-) (Gram+) (Gram-) (Gram-)  (Gram+)
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La présente étude nous a permis d’évaluer I’activité antibactérienne des huiles essentielles
de’Eucalyptus globulus, plante médicinale aromatique locale de la réserve biologique de la région
de Boufarik (w.Blida), poussant a I'état spontané, récolté au mois de Mars 2023. Cette étude a été
réalisée sur cing (05) souches bactériennes, a savoir : Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Salmonella abony et Pseudomonas aerugenosa, et sur deux champignons, a

savoir : Condida albicans et Aspergillus niger.

L’extraction des huiles essentielles par 1’hydro-distillation, en utilisant le dispositif
d’alambic en inox modifié, a montré un rendement de 1 % sur 100g des feuilles seches de notre

échantillon (Eucalyptus globulus).

Les résultats obtenus nous ont permis de constater que nos huiles essentielles possédent

une activité antimicrobienne importante a différentes concentrations ( 12,5%, 25%,50%, et 100%).

Les huiles essentielles étudiées d’Eucalyptus globulus ont montré un effet antibactérien aussi bien

sur les bactéries Gram+ que négatifs (Gram-).

A T’issue de cette étude, Il a été constaté que I’ Escherichia coli (Gram-) est la bactérie la
plus sensible a 1’ huile essentielle de 1’Eucalyptus globulus , suivie par Staphylococcus aureus
(Gram+) , Pseudomonas aeruginosa (Gram-) , Salmonella abony (Gram-), et Bacillus subtilis

(Gram+) en dernier.

Les performances antimicrobiennes mises en évidences, dans le cadre de cet étude,
méritent d’étre étudiées avec plus de détail afin d’envisager des perspectives d’application de ces
essences comme des antibiotiques naturels capables de réduire la propagation des maladies
infectieuses et le recours aux antibiotiques et médicaments synthétiques. Ces résultats demeurent
partiels et d’autres études sur les huiles essentielles d’Eucalyptuse globulus sont nécessaires pour

mettre en valeur toutes leurs vertus. A cet effet, il sera intéressent a I’avenir de :

- FEtudier l’activité antimicrobienne de ces huiles essentielles vis-a-vis d’autres souches

bactériennes et fongiques, et a d’autres concentrations ainsi que sur d’autres régions ;




Etudier d’autres propriétés biologiques de cette plante telles que les propriétés anti-

inflammatoires, antivirales, antiseptiques, anticancéreuses, antidiabétiques...etc ;

Tester les composés, identifiés individuellement, en faisant appel a des tests

pharmacologiques in vivo et de vérifier la toxicité de ces composeés.
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(Annexe, 1) : Tableau présente signification de 5 bactéries et deux champignons

ANOVA a 1 facteur

Somme des Moyenne
carrés ddl des carrés F Signification
Bactérie 1 Inter-groupes 0,00 3,00 0,00
Esherichia coli 11 groupes 0,00 8,00 0,00
Total 0,00 11,00
Bactérie 2 Inter-groupes 9592,67 3,00 3197,56 65,70 0,00
Staphylococcu  ntra-groupes 389,33 8,00 48,67
S Total 9982,00 11,00
Bactérie3 Inter-groupes 6004,67 3,00 2001,56 2668,74 0,00
Pseudomonas Intra-groupes 6,00 8,00 0,75
Total 6010,67 11,00
Bactérie4 Inter-groupes 6694,92 3,00 2231,64 13389,83 0,00
Intra-groupes 1,33 8,00 0,17
Total 6696,25 11,00
BactérieS Inter-groupes 8656,25 3,00 2885,42 209,85 0,00
Salmonella  1ntra-groupes 110,00 8,00 13,75
Total 8766,25 11,00
champignons 1 Inter-groupes 10280,25 3,00 3426,75
Condidat Intra-groupes 0,00 8,00 0,00
Total 10280,25 11,00
champignons Inter-groupes 5042,67 3,00 1680,89 49,44 0,00
2 Aspergilus  Intra-groupes 272,00 8,00 34,00
Total 5314,67 11,00
(A)
Bactérie 1 Esherichia coli
Test de Tukey
Sous-ensemble pour alpha = 0.05
concentrations N 1 r 2 3
T-DEMS 3,00 0,00
é 13 3,00 9,67
é 25 3,00 11,00
é 100 3,00 12,00
é 50 3,00 16,33 16,33
T+ATB,ATF 3,00 23,67
Signification 1,00 0,22 0,15

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.

a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 3,000.



Annexe

(B)

Bactérie 2 Staphylococcus
Test de Tukey

Sous-ensemble pour alpha = 0.05
concentrations N 1 r 2 r 3
T-DEMS 3,00 0,00

é 13 3,00 10,00
é 25 3,00 11,00
é 50 3,00 16,33
é 100 3,00 26,33

T+ATB,ATF 3,00 31,00

Signification 1,00 0,23 0,52

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogénes sont affichées.
a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 3,000.
(©)
Bactérie3 Pseudomonas
Test de Tukey
L Sous-ensemble pour alpha = 0.05
concentrations N 1 2 3 M 4
T-DEMS 3,00 0,00

[ 13 3,00 9,00
[ 25 3,00 10,33 10,33
[ 50 3,00 12,33 12,33
[ 100 3,00 13,67

T+ATB,ATF 3,00 26,00

Signification 1,00 0,09 0,09 1,00

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.

a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 3,000.



(D)

Bactéried
Test de Tukey

Annexe

L Sous-ensemble pour alpha = 0.05
concentrations N 1 r 2 r 3 r 4
T-DEMS 3,00 0,00
i 13 3,00 8,00
[ 50 3,00 9,67 9,67
i 25 3,00 10,33 10,33
[ 100 3,00 14,67
T+ATB,ATF 3,00 29,00
Signification 1,00 0,73 0,09 1,00
Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.
a. Utilise |a taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 3,000.
(E)
Bactérie5 Salmonella
Test de Tukey
Sous-ensemble pour alpha = 0.05
concentrations N " 1 2 3 " 4
T-DEMS 3,00 0,00
[ 13 3,00 8,00
[ 50 3,00 10,33 10,33
[ 25 3,00 11,67 11,67
[ 100 3,00 12,33
T+ATB,ATF 3,00 27,33
Signification 1,00 0,06 0,51 1,00

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.

a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 3,000.

(F)



champignons 1Condidat
Test de Tukey

Annexe

Sous-ensemble pour alpha = 0.05
concentrations N 1 r 2 3
T-DEMS 3,00 0,00

13 3,00 11,00

25 3,00 12,33

100 3,00 16,67

50 3,00 17,33
T+ATB,ATF 3,00 29,33
Signification 1,00 0,40 1,00

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogénes sont affichées.

a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 3,000.

(G)

champignons 2 Aspergilus

Test de Tukey

Sous-ensemble pour alpha = 0.05
concentrations N 1 r 2 3
T-DEMS 3,00 0,00

d 13 3,00 9,67 9,67

d 25 3,00 10,33 10,33

é 50 3,00 15,67

é 100 3,00 19,00 19,00
T+ATB,ATF 3,00 31,67
Signification 0,16 0,24 0,06

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.

a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 3,000.
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(Annexe, 2) : Photo numérique montre (Micro-pipette 10 ml)
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Idéal pour pipeter des liquides délicats.

« Spécialement concue pour des liquides de haute densité, viscosité ou pression de vapeur

* Avec capillaires et pistons jetables

* Micropipette a déplacement positif empéchant toute contamination par des aérosols, des
échantillons ou de la pipette

» Piston mobile dans un capillaire en plastique directement en contact avec le liquide

* Pas de gouttes résiduelles

* Crochet ergonomique

» Agréable a manier grace au design de la poignée, large et ergonomique

» Ecran bien visible pendant le pipetage, il est donc inutile de tourner la pipette pour régler ou

lire le volume
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(Annexe, 3) : Photo numérique montre le traitement curatif d'infections séveéres

dues a des especes bactériennes identifiées ou suspectées, microbiologiquement
sensibles a la gentamicine
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