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Résumé :

Dans le cadre de la valorisation des especes végétales tres connue et répondue en
Algérie, nous avons mené une étude sur 1’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de
L’Eucalyptus globulus et 1’huile végétale d’amande douce et leur melange.la récolte de la
partie aérienne de I’eucalyptus a été effectuée dans la région de Boufarik la wilaya de Blida.
L’extraction de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus a été effectuée selon la méthode de
I’hydrodistillation. Le rendement obtenu est de 0.3%. L’activité antimicrobienne a été
déterminée sur des souches bactériennes et fongiques (Escherichia coli, Staphylocoques
aureus, Pseudomonas, Candida spp, Microsporum canis) selon la méthode
d’aromatogramme. Selon les résultats 1’huile essentielle de L’Eucalyptus globulus possede
une activité antibactérienne et fongique importante avec des diametres d’inhibition contre
de 20 mm Escherichia coli, de 25 mm Pseudomonas, de 15 mm Staphylococcus aureus et de
60 mm candida spp. L’huile d’amande douce posséde une forte activité antibactérienne et
antifongique montrent des diametres d’inhibition de 85mm contre Pseudomonas,
Microsporum canis. Les résultats de 1’activité antimicrobienne du  mélangé 1’huile
essentielle et I’huile végétal montre une faible activité contre Staphylocoques aureus 13mm

et une activité moyenne Candida 17mm.

Mots clés : Eucalyptus globulus ; Activité Antimicrobienne ; L’huile Essentielle ; L huile

Végétale ; d’Amande Douce ; Le mélange huile essentielle-I’huile végétale.



Abstract:

As part of our efforts to promote well-known and popular plant species in Algeria, we
conducted a study on the antimicrobial activity of Eucalyptus globulus essential oil and
sweet almond vegetable oil, and their blending. The aerial part of the eucalyptus plant was
harvested in the Boufarik region, in the wilaya of Blida. Eucalyptus globulus essential oil
was extracted using the hydrodistillation method. The yield obtained was 0.3%.
Antimicrobial activity was determined on bacterial and fungal strains (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas, Candida spp, Microsporum canis) using the
aromatogram method. According to the results, Eucalyptus globulus essential oil has high
antibacterial and fungal activity, with inhibition diameters of 20 mm against Escherichia
coli, 25 mm against Pseudomonas, 15 mm against Staphylococcus aureus and 60 mm
against Candida spp. Sweet almond oil has high antibacterial and antifungal activity, with
inhibition diameters of 85 mm against Pseudomonas, Microsporum canis. The results of the
antimicrobial activity of the blend of essential oil and vegetable oil show low activity

against Staphylococcus aureus 13mm and medium activity against Candida spp 17mm.

Key words: Eucalyptus globulus; Antimicrobial Activity; Essential oil; Vegetable oil;

Sweet Almond; The essential oil-vegetable oil mixture
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INTRODUCTION

Les plantes médicinales ont été utilisées depuis des millénaires d’années pour soigner tous
types de Pathologies, elles suscitent aujourd’hui un regain d’intérét en tant qu’alternative

thérapeutique aux traitements médicamenteux. (Ouedrago, 2021)

L’Algérie posséde une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales qui
constituent le couvert végétal, se trouve le genre Eucalyptus. Les Eucalyptus occupaient une

surface de 5855 hectares dont plus de la moitié dans la région Oranaise. (Boudy, 1955)

Les espéces du genre Eucalyptus sont présentes sous de nombreuses formes comme par exemple
d’huiles essentielles (d’Eucalyptus globulus, d’Eucalyptus radiata, d’Eucalyptus citriodora...)
pour soulager de maniére « plus naturelle » toutes sortes de maux, de sirops contre la toux et
I’encombrement bronchique, de pastilles contre les maux de gorges, de sprays pour le nez
décongestionnants, d’inhalation pour améliorer le confort respiratoire, d’huile de massage pour

la récupération sportive, de produits d’hygiene buccale...( Pauline Erau.2019).

Les huiles essentielles suscitent de plus en plus I’intérét des chimistes, biologistes et médecins en
raison de leur richesse en composés terpéniques actifs qui représentent un large éventail
d’application thérapeutique et industriel aussi varié que le domaine de la chimie,

I’agroalimentaire, la cosmétique, le plastique et la pharmacie (Bensalha, 2020).

La majorité des huiles essentielles sont obtenues par entrainement a la vapeur ou hydro
distillation et elles possédent d’importantes propriétés biologiques : antibactérienne, anti-
inflammatoires, antioxydante, insecticides, etc., (Seringe et al, 2021). Les huiles essentielles
présentent également des propriétés cytotoxiques (Sivropoulou et al, 1996) qui les rapprochent
donc des antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens a large spectre.

(Billerbeck, 2007)

Les huiles végétales extraites des plantes médicinales (ricin, soja, colza, tournesol, argan,
arachide, amande, etc...) ont de nombreuses utilisations. La plus importante est qu'elles sont un
produit alimentaire et qu'elles sont utilisées pour la préparation et 1'assaisonnement des aliments.
Les huiles ont également d'importants usages externes, par exemple dans les cosmétiques et pour

I'onction thérapeutique. (Obeizi Z et al ; 2020).
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L'huile d'amande douce frais, extrait a l'aide de fluides supercritiques (CO2) ou par pressage,
présente de faibles teneurs en acides gras libres, en peroxydes et en phosphatides, et peut donc
étre consommé directement et utilisé a des fins culinaires sans raffinage, en tant que 100% vierge
produit (Roncero et al. 2016). L'huile d'amande douce est principalement utilisé comme huile de
support en médecine et en cosmétique (huiles, gels, lotions, shampoings), et méme pour la
fabrication de bougies. De plus, elle peut étre utilisée dans la production de détergents
cosmétiques, de cremes et de savons, ainsi que dans les industries de la parfumerie. L'huile
d'amande douce est souvent utilisée pour les produits de soins de la peau et des cheveux car il est

riche en acide gras libres, en vitamines et en antioxydants. (Mateus et al. 2017)

Les huiles essentielles et les huiles végétale sont classiquement utilisées dans les cosmétiques,
dans I’alimentation et en aromathérapie. Malgré la croyance de la population générale sur
I’innocuité des produits d'origine naturelle, de nombreux effets secondaires et toxicités sont
rapportés, notamment pour les huile essentielles : dermatologiques, allergiques, neurologiques,
cardio-pulmonaires, endocriniennes, digestifs, rénaux, certains cas pouvant étre fatals. 6% des
patients rapportaient des effets secondaires cutanés lors d'utilisation de cosmétiques "naturels"”
d'aprés Corazza que nous rapportons. Les effets secondaires cutanés des huiles essentielles sont
dominés par les eczémas de contact allergiques bien que d'autres dermatoses aient aussi été
rapportées. Les huiles végétales semblent moins pourvoyeuses d'effets secondaires

dermatologiques. (Flore Kirahara, 2022)

Dans ce contexte travail consiste a 1’étude de I'activité antimicrobienne d'un mélange de I'huile
essentielle de I’Eucalyptus globulus, et l'huile végétale d'amande douce .vis-a-vis quelques
souches microbiennes Escherichia coli, staphylococcus aureus, Pseudomonas, candida spp,

Microsporum canis.
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Chapitre 1 : EUCALYPTUS GLOBULUS

CHAPITRE 01 EUCALYPTUS GLOBULUS

1-Généralité

Les eucalyptus, dont plus de 500 especes sont dénombrées, sont, pour la plupart, de tres
grands arbres de la famille des Myrtacées (Lobstein et al, 2018). De croissance rapide et
pouvant atteindre des dimensions considérables (plus de 100 m de haut), I’Eucalyptus est
endémique en Australie et en Tasmanie. Il est cultivé de nos jours dans quelques régions
subtropicales d’Afrique, d’Asie (Chine, Inde, Indonésie) et d’Amérique du Sud ainsi qu’en
Europe méridionale et aux Etats-Unis. Les espéces appartenant a ce genre sont utilisées pour
assécher certaines zones marécageuses et se sont acclimatées a la région méditerranéenne
(Algérie). (Wichtl et al, 2003)

L’eucalyptus a été découvert par I’explorateur et botaniste francais Jacques-Julien Houtou de
La Billardiere en 1792, en Australie. Quand les premiers explorateurs arriverent sur les
littoraux de ce continent, ils virent d’énormes foréts d’eucalyptus et baptisérent ce nouveau
continent « Le pays des brouillards bleus » (Botineau. M, 2010). Le nom botanique fut créé
par le botaniste francais Charles-Louis L’Héritier de Brutelle en 1792. (Boukhatem et al,
2017). L’Eucalyptus globulus a été introduit en Algérie en 1854 par Ramel (Boulekbache-
Makhlouf et al, 2010).

Les principaux composant chimiques de [’eucalyptus sont huile essentielle (Oxydes
terpéniques : 1,8-cinéole; monoterpenes : alpha-pinéne, limonéne, gamma-terpinene,
paracymene ; Sesquiterpenes : aromadendrene ; Sesquiterpénols : globulol, 1édol), les
flavonoides (des hétérosides de flavones avec les aglycones suivants : quercétine, myricétine,

kaempférol et rutine), Tanins. (Daroui-Mokaddem, 2012)

2-Eucalyptus globulus

2.1-Synonymes et vernaculaire

Synonymes : Gommier bleu, arbre de fievre. (Daroui-Mokaddem, 2012)
Les noms vernaculaires : Calitouss « le nom le plus connue en Algérie », Calibtus, Kafor. Ces
noms sont les plus populaires en Algérie qui sont appelés dans plusieurs différentes régions

(Daroui-Mokaddem, 2012).
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2.2-Description botanique

Les eucalyptus sont des arbres qui poussent tres rapidement. L.’ Eucalyptus globulus mesure
30 a 60 meétres de haut mais peut parfois atteindre 100 métres. Son tronc est lisse et sa couleur

varie du blanc au gris. Son écorce se détache facilement, en longues bandes. (Lobstein et al,
2018)

Figure 1 : I’Eucalyptus globulus (Boukhatem et al ,2017)

Les feuilles : sont cireuses, ovales, claires, opposées, Elles peuvent atteindre 25 centimetres

de long et de 2,5 a 5 cm de large. (Lobstein et al, 2018)

Les 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. (Lobstein et al, 2018)

Les fruits: qui sont des capsules anguleuses du calice, renferme deux types de graine
(Lobstein et al, 2018). Les fruits ligneux mesurent 1,5 a 2,5 cm de diameétre et ont une
capsule trés dure, c’est en tombant au sol qu’ils laissent échapper les graines fécondées par

des grains de pollen apportés principalement par les insectes. (Loupe, 2008 — Goetz, 2012 —
Boullard, 2011)
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Fruit

Figure 2 : la partie aérienne de I’Eucalyptus globulus (Boukhatem et al ,2017)

2.3-L’habitat

L’Eucalyptus globulus est bien adapté aux conditions climatiques de la région
méditerranéenne (Algérie). L'approvisionnement limité en eau, ainsi que l'apport de
nutriments, sont les principaux facteurs limitant la croissance de l'espéce (Arajou et al,
1989). De plus, les basses températures sont une contrainte majeure a la croissance, les
températures de l'air inférieures a -5 °C causant jusqu'a 50 % de la mortalité des tissus

foliaires (Almeida, 1994)

2.4.3-L’huile essentielle de I’Eucalyptus globulus

Composition de [I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus est inscrite a la Pharmacopée
Européenne. D’apres celle-ci, elle contient : 0,05 a 10 % d’a-pinene ; 0,05 a 1,5 % de (-
pinéne ; au maximum 0,3 % de sabinene ; 0,05 a 1,5 % d’a-phellandrene ; 0,05 a 15 % de
limonene ; au minimum 70 % de 1,8-cinéole ; au maximum 0,1 % de camphre. (Lobstein et

al, 2018)

Les propriétés thérapeutiques de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus est un antiseptique
des voies respiratoires, expectorant, analgésique (Duraffourd et al, 1997), en usage interne et
externe, décongestionnant, hypoglycémiant, une action détoxifiante des toxines diphtérique et
tétanique, antimicrobien sur les bactéries Gram +,antifongique, anti-inflammatoire, améliore

les épreuves fonctionnelles respiratoires, mucolytique, antispasmodique bronchique,
6
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fébrifuge, tropisme broncho pulmonaire trés marqué, asséchante en forte proportion. Les
propriétés médicinales de 1'Eucalyptus sont surtout attribuables a 1'eucalyptol (aussi appelé
1,8-cinéole) que renferment ses feuilles. Le 1,8-cinéole que contient I’Eucalyptus s’est révélé
étre efficace pour réduire la dose de corticostéroides utilisée par des sujets souffrant d’asthme

(Juergens et al, 2003) et pour combattre le rhume (Tesche et al, 2008 — Kehrl et al, 2004).

Toxicité de I’huile essentielle Eucalyptus globulus chez les enfants, il sera interdit d’utiliser
Eucalyptus globulus chez les enfants de moins de 7 ans. L’huile essentielle d’Eucalyptus
globulus sera interdite chez les femmes enceintes et allaitantes. Le pouvoir expectorant tres
asséchant d’Eucalyptus globulus est a prendre en compte et on I’utilisera avec grande
précaution chez les asthmatiques. Cette huile essentielle sera utilisée de préférence en usage
externe. Plusieurs cas d’intoxications a I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus ont été
publiés, notamment chez I’enfant. Les signes d’intoxications seront : nausées, vomissements,
diarrhées, briilures épigastriques, suivis de vertiges, ataxie, désorientation, perte de
connaissance voire coma. Parfois, des bronchospasmes ont aussi été observés. (Nathalie,

2015)
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CHAPITRE 02 LES HUILLES ESSENTIELLES

1-Généralité

Les huiles essentielles sont des sécrétions naturelles élaborées par le végétal et
contenues dans les cellules ou parties de la plante. (Serrato-valenti et al, 1997 _
Parthasarathy et al, 2008)
Les huiles essentielles appelées encore « essences » ou « essences aromatiques végétales »
sont les substances odorantes, volatiles et de consistance huileuse, contenues dans les plantes

(Balz, 1986 ; Lardy)

1.1-Compositions chimiques
L’huile essentielle renferme majoritairement des terpenes volatils et des dérivés aromatiques

dérivés du phénylpropane.

a) Les terpénes
Ce sont des molécules composées d'un nombre variable d'unités d’isoprene, comptant les
monoterpenes, les sesquiterpenes et les diterpenes.
= Les monoterpenes C10 : Ils sont formés de deux unités d'isopréne.
" Les sesquiterpenes C15: Composés de trois unités d'isoprenes, ils sont
présents dans de nombreuses huiles essentielles.

. Les diterpénes C20 : Quatre unités d'isoprénes forment ces diterpénes.

b) Composés aromatiques dérivés du phénylpropane
Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane sont beaucoup moins fréquents dans les
huiles essentielles. Citons 1’acide cinnamique et 1’aldéhyde cinnamique (huile essentielle de
cannelle), I’eugénol (huile essentielle de girofle), 1’anéthole et 1’aldéhyde ainsi que (huile
essentielle de badiane, d’anis, de fenouil), ainsi que le safrole (huile essentielle de sassafras).
Les lactones dérivées des acides cinnamiques, comme les coumarines. (Franchamme et al,

2001 ; Couic-Marinier, 2009 ; Morel, 2008 ; Couic-Marinier et al, 2013)

1.2-Les méthodes d’extractions
Pour extraire ces principes volatils, il existe divers procédés mais deux seulement sont

utilisable pour la préparation des essences officinales : celui par distillation dans la vapeur
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d’eau de plantes a essences ou de certains de leurs organes, et celui par expression »

(Couderc, véronique, 2001)

Entrainement a la vapeur d’eau

C’est I'une des méthodes officielles pour 1’obtention des huiles essentielles (Figure 3)
(Pharmacopée Européenne, 2007).Dans ce systeme d’extraction, le matériel végétal est
soumis a I’action d’un courant de vapeur sans macération préalable. Les vapeurs saturées en
composés volatils sont condensées puis décantées dans 1’essencier, avant d’étre séparées en
une phase aqueuse (HA) et une phase organique (HE). L’absence de contact direct entre I’eau
et la matiere végétale, puis entre I’eau et les molécules aromatiques, évite certains
phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de 1’huile. De plus, le
parfum de I’huile essentielle obtenue est plus délicat et la distillation, réguliére et plus rapide,

fait que les notes de téte sont riches en esters (Raaman, 2006).

Extraction par Hydrodistillation

Elle consiste a immerger la matiere premiére dans un bain d’eau et 1’ensemble est
porté a ébullition (Figure 4). Elle est généralement conduite a pression atmosphérique. La
distillation peut s’effectuer avec ou sans cohobage des eaux aromatiques obtenues lors de la
décantation. Ce procédé présente des inconvénients dus principalement a 1’action de la vapeur
d’eau ou de I’eau a I’ébullition ; Certains organes végétaux, en particulier les fleurs, sont trop
fragiles et ne supportent pas les traitements par entrainement a la vapeur d’eau et par
Hydrodistillation (HD) (Farhat, 2010). L’Hydrodistillation posséde des limites. Le chauffage
prolongé et puissant engendre une détérioration de certains végétaux et la dégradation de
certaines molécules aromatiques. L’eau, 1’acidité et la température peuvent induire
I’hydrolyse des esters mais aussi des réarrangements, des isomérisations, des racémisations

et/ou des oxydations (Bruneton, 1999,3éme édition)
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Autres méthodes

Il existe plusieurs autres méthodes pour faire 1'extraction des huiles essentielles chaque une,
a ses principes et son mode opératoire. On peut citer : I'Expression a froid, extraction par
solvant organique, extraction assistée par micro-onde, extraction par fluide. (Boukhatem et

al, 2019)

2-L’huile végétale

Les huiles végétales sont des composés organiques non-volatiles, hydrophobes et parfois
amphiphiles. Elles sont insolubles dans 1’eau, solubles dans les solvants organiques non
polaires et font fait partie de la constitution naturelle de certaines plantes cultivées ou non.
Une huile végétale est extraite de la plante par pression a froid a partir de deux organes
principaux, les graines et les fruits. Les plantes riches en huile sont appelées des oléagineux

ou plante oléagineuses (Rakotorimanana, 2010)

2.1-Composition chimique

L’huile végétale est composé deux fraction ; saponifiable et insaponifiable

La fraction saponifiable
. Les glycérides
Les triglycérides
Les triglycérides représentent au moins 95% du poids des huiles ou graisses brutes et 98 % du
poids des huiles ou graisses raffinées. Ce sont des composés lipidiques formés d’une molécule

de glycérol estérifiée par trois molécules d’acides gras pas toujours identiques (Noui, 2013).
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Les glycérides partielles
L’acylation du glycérol par une ou deux chaines grasses seulement conduit a glycérides
partielles : monoacylglycérol ou monoglycéride et diacylglycérol ou diglycéride. (Jahouach,

2002).

o Les acides gras
Les acides gras sont les composants pondéralement majoritaires des triglycérides. Ils
représentent 90 a 96% de la masse molaire du corps gras. Les acides gras connus sont
extrémement nombreux, en particulier dans le regne végétal (Jahouach, 2002). En fonction du
nombre d’atomes d’hydrogene que I’on retrouve sur ces carbones, on distingue plusieurs

configurations d’acides gras : les insaturés et les saturés (Charie, 2019).

o Les phospholipides
Les phospholipides (phosphatides), présents dans les corps gras des végétaux bruts (jusqu’a
2% de certaines huiles), sont essentiellement des phosphoglycérides (c’est a dire des dérivés
du phosphoryl 3 glycérol), des sphingolipides (dérivés de la phytosphingosine) et des
phospholipides comportant en outre des motifs glucidiques (glucolipides) (Didier, 2001).

2.1.1-Fraction insaponifiable

® Les stérols
Les stérols des plantes, appelés phytotrons, sont des alcools stéroides, membres de la famille
des terpénes. Les phytostérols sont constitués d’un assemblage tétracyclique Cyclo penta
phénanthrénique comprenant un groupement hydroxyle en position 3 du premier cycle et une
chaine latérale. Les phytostérols ont une structure chimique similaire au cholestérol (Noui,

2013).

¢ Les tocophérols
Les tocophérols sont des composés importants dans les huiles végétales en raison de leur
contribution a la stabilité oxydative et aux qualités nutritionnelles de 1’huile (provitamine E).
Sur le plan structural, ces composés de nature terpénique analogue aux stéroides, se présentent
essentiellement sous quatre formes o 11, f12, y13 et 614 la forme a est majoritaire

(Jahouach, 2002).
12
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® Les alcools triterpéniques
Les alcools triterpéniques ou triterpénols représentent environ 20 % de la fraction
insaponifiable. Ces molécules sont synthétisées a partir du squalene. Les triterpénols peuvent
étre utilisés pour caractériser les huiles et les graisses végétales. (Noui, 2013).

® Les hydrocarbures
Les hydrocarbures présents dans les huiles végétales sont a chaines linéaires ou cycliques,
saturées ou insaturées. Le représentant essentiel des hydrocarbures est le squaléne (C30H50)
(polyterpene) (Jahouach, 2002).

* Les composés phénoliques
Les composés phénoliques sont d’une grande diversité. On rencontre des phénols acides
mono-di-tri hydroxylés, des phénols neutres (esters, éthers...) mais les plus connus sont le
tyrosol (4-hydroxyphényléthanol) 21, I’hydroxytyrosol (3,4- dihydroxyphényléthanol) 22,
I’acide caféique (acide 3,4-dihydroxycinnamique) 23 et 1’oleuropéine 24 qui est le composé
phénolique principal de plusieurs graine oléagénose (Jahouach, 2002).

* Les pigments

Les huiles végétales contiennent des pigments principaux, les chlorophylles et les

caroténoides. (Jahouach, 2002).

3-L’huile d’amandes douce

L'huile d'amande douce est un liquide jaune pale inodore au gofit de noisette. La SAO fixe
provient exclusivement d'amandiers comestibles (Prunus amygdales var. dulcis) cultivés

sélectivement pour leur gofit sucré. (Roncero et al. 2016)

3.1-Composition chimiques

Selon Salvo et al. (1986) les huiles extraites des amandes douces sont composées en acides
gras et en tocophérol. La caractérisation de I'huile d'amande réalisée par Aziz et al. (2013) a
montré que 1’huile d’amande douce contient 72,81 % d'acide oléique et 27,19 % d'acide

linoléique. La quantité d'acides gras insaturés (oléique et linoléique) est plus élevée.

3.2-Propriété biologiques amande douce

La consommation réguliere d’amande présente divers avantages pour la santé. L’amande

contiennent des centaines de composés photochimiques qui réduisent le cholestérol, réduisent
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le Risque de maladies cardiovasculaires, de diabete de type 2 et réduisent le risque de cancer

car elles possedent de nombreuses propriétés biologiques (Hussain et all, 2021).

3.3-Utilisation de I’huile d’amande douce

Les amandes douces ont un gofit tres agréable. On les consomme crues, grillées, pilées ou
sous forme de pate. On en tire également une huile a usage cosmétique ou pharmaceutique,
I’huile d’amande est employée comme creme hydratante de peau, antiride et anti vieillissante.
L’huile d’amandes douces est employée en médecine a usage interne comme adoucissant dans
certaines maladies inflammatoires du canal intestinal (Guendzi, 2017). Elle est utilisée aussi
pour traiter I'obstruction muqueuse des bronches, la pneumonie, les troubles gastriques, les
grippes, les troubles de la vessie et des reins (application externe), maux d'estomac et coliques
des enfants, perte d’appétit, furoncles, perte de cheveux et pellicules, irritations de la peau, et

érythéme fessier et escarres (Krist, 2020).
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CHAPITRE 01IMATERIEL ET METHODES

Le but de notre étude consiste a 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne de 1’huile
essentielle de I’Eucalyptus globulus et de 1I’huile d’amande douce sur quelques souches

microbiennes pathogénes a I’homme. Ce travail est poursuivi par 1’évaluation de la méme

activité du mélange I’huile essentielle et I’huile végétale.
La période de réalisation a duré deux mois (Février et mars 2023). Elle a porté sur deux
parties :
® Extraction de I’huile essentielle réalisée au niveau de 1’entreprise BIO-
EXTRAPAMAL a oued alleig
®[a deuxiéme partie, étude de ’activité antimicrobienne de I’huile essentielle et de
I’huile végétale et du mélange, a été effectuée au sein de laboratoire unité
microbiologie (bactériologie et parasitologie) dans I'hopital centrale (Mohamed

Boudiaf) a Médéa, Algérie.

1-Matériel

¢ Matériels non Biologique
Le matériel non biologique utilisé pour réaliser cette étude est composé de verreries,
d’équipements et d’appareillage. Il comprend aussi un ensemble de produits chimiques.

¢ Matériels Biologique

Le matériel biologique est constitué de :

1.1-Matériel végétale
Notre matériel végétal est présenté par la partie aérienne de 1’ Eucalyptus globulus (figure5)

récolté a rue Amyar Mohamed Boufarik au début du mois de Février 2023 en stade de

fructification .la récolte a été effectuée la matinée en période ensoleillée.
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Figure 5 : la partie aérienne de 1’Eucalyptus globulus
Caractéristiques de localité de récolte
La wilaya de Blida se situe dans la partie Nord du pays dans la zone géographique du tell, elle
est limitée au Nord par la wilaya de Tipaza et Alger, a I'Ouest par la wilaya d’Ain El Défla, au
Sud par la wilaya de Médéa et a I'Est par la wilaya de Boumerdes et Bouira.

Les conditions climatiques sont dans 1’ensemble favorables. La pluviométrie est
généralement supérieure a 600 mm par an en moyenne. Elle est importante dans 1’Atlas. Les
précipitations atteignent leur apogée en Décembre, Février, mois qui donnent environ 30 a
40% des précipitations annuelles. Inversement, les mois d’été (juin, aofit) sont presque

toujours secs.

1.2-L’huile végétale

L’huile végétale utilisée dans notre étude est celle de I’amande douce. C’est une huile
végétale 100% pure et naturelle de Prunus dulcis pressée a froid produite de la société BIO-
EXTRAPAMAL, D’apres le responsable de I’entreprise cette huile est extraite a partir des

graines de I’amandier spontanée de I’ Algérie.

1.3-Les souches microbiennes

Les souches bactériennes (tableau 1) et fongiques (tableau 2) utilisées proviennent du
laboratoire d’unité microbiologie (bactériologie et parasitologie) a 1'hopital centrale
(Mohamed Boudiaf) a Médéa

Tableau 1 : Les souches bactériennes

Les souches Forme Gram Pathogénicité

bactériennes

Escherichia coli Batonnet négatif Infection urinaire

Pseudomonas Batonnets négatif Infection aigues ou chronique
renflés avec un
flagelle polaire

Staphylococcus Cocci positif Infections cutanées

aureus

Tableau 2 : Les souches fongiques

Les souches fongiques forme Pathogénicité
Candida spp Bacille Des mycoses
Microsporum canis Fuseau La dermatophytose
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2-Méthode

2.1-Extraction de I’huile essentielle

L’extraction de I’huile essentielle de 1’Eucalyptus globulus a été effectuée selon la méthode
de I’Hydrodistillation. (Figure 6)

Le principe de l'hydrodistillation est celui de la distillation des mélanges binaires non
miscibles. Elle consiste a immerger la biomasse végétale dans un alambic rempli d'eau, que
I'on porte ensuite a 1'ébullition. La vapeur d'eau et I'essence libérée par le matériel végétal
forment un mélange non Miscible. Les composants d'un tel mélange se comportent comme si
chacun était tout seul a la température du mélange, c'est a dire que la pression partielle de la
vapeur d'un composant est égale a la pression de vapeur du corps pur. Cette méthode est

simple dans son principe et ne nécessite pas un appareillage cotiteux (Chemat, 2009)

Alambic contenant la plante
et immergée dans I’eau
pd

Condensateur

Essencier (huile
essentielle et
hydrolat)

Chauffage

Figure 6: appareil d’extraction

Mode opératoire
12 Kg de feuilles et tiges d’Eucalyptus globulus sont mises dans 1’extracteur de 1’appareil de

Clevenger avec 15 L I’eau de robinet, 1’extracteur est fermé hermétiquement et déposé sur un
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chauffage (100C°), durant 3 heures. Les vapeurs sont condensés sur le surface froide du
condensateur et I’huile essentielle est séparé de 1’hydrolat par différence de densité. L’huile

essentielle est récupérée dans un flacon opaque.

2.2-Calcule du rendement

Le rendement est calculé par la formulation suivante

RHE% = (MH/MV)*100

RHE : rendement en huile essentielle en %
MH : masse de I’huile essentielle récupérée en gramme (g)

MYV : masse de matériel végétal en gramme (g)

2.3-Evaluation de ’activité antimicrobienne

La méthode utilisée est celle de I’aromatogramme qui consiste a utilisation des disques de
papier Wattman de 9 mm de diametre, ils sont absorbants et stériles. Imbibé d’huile
essentielles, le disque sera déposé sur la boite de Pétri contenant un milieu sélectif
préalablement inoculée et uniformément ensemencée par une suspension bactérienne (Mueller
hinton) ou fongique (Saburraux). Durant I’incubation des Boites de Pétri, les souches
ensemencées entreront en contact avec I’huile essentielle et I’inhibition se traduira par une
zone circulaire stérile (Zone d’Inhibition) dont le diametre sera fonction de la sensibilité ou de
la résistance du germe microbien.

Différents sensibilité des huiles par I’échelle de méthode aromatogramme. (Ponce et al,

2003). Extréemement sensible (+++) plus de diameétre 20 mm, Moyenne sensible (++) de

diamétre 15 mm a 19 mm, Sensible (+) diametre entre 8 mm a 14 mm, Insensible (-)

diametre de 9 mm.

2.3.1-Mode opératoire

2.3.1.1-Préparation de I’inoculum

- Les suspensions microbiennes ont été préparées a partir de cultures jeunes de
bactéries (18-24H) ou de levure (48H), ont été prélevé quelques colonies isolées et

ont été incorporé dans 5 ml d’eau physiologique.
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- Les suspensions ont été agité et homogénéiser a I’aide de 1’agitateur Vortex
afin d’obtenir des suspensions bactériennes et fongiques équivalente a celle de 1’étalon
0.5 Mac Ferland.

- Les suspensions bactériennes et fongiques ont été Incubées respectivement

dans des étuves a 37 C° et a 25 C° et ce pendant 20 a 25 mn.

2.3.1.2-Ensemencement
- L’écouvillon a été imbibé aseptiquement a la suspension microbienne.
- L’écouvillon a été essoré en pressant fermement et en tournant sur la paroi
interne du tube, afin de le décharger du surplus de suspension.
- Des boites de Pétri a été ensemencé aseptiquement en frottant délicatement
I’écouvillon sur la surface de la gélose en stries serrées, 1’opération est répétée quatre
fois, en tournant la boite a 45° de facon a croiser les stries, 1’ensemencement est en

passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

2.3.1.3-Dépots de disques

- Un disque stérile de 6 mm de diametre a été prélevé aseptiquement avec une
pince stérile.

- Le bout du disque a été mis en contact avec I’huile essentielle pure, qui va étre
absorbée par le disque par capillarité.

- Le disque ainsi imbibe d’huile essentielle est déposé a la surface de la gélose,
au centre de la boite de Pétri et laissé pour diffuser sur la paillasse pendant 30
minutes.

- Les boites sont incubées par la suite a 37°C durant 24H pour les bactéries et a

25°C durant 48H pour les levures.

2.3.1.4-Lecture

La lecture est faite aprés 24h pour les bactéries et 48h pour les champignons par
’observation de 1’absence ou la présence de zone claire autour des disques. Le diameétre de

cette zone d’inhibition est mesuré a 1’aide d’une regle.

2.3.1.5-Préparation du mélange huile essentielle-huile végétale
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Chapitre 1 MATERIEL ET METHODES

Ce mélange est constituée de 50pul de chaque I’huile (essentielle et végétale) :L’opération

s’effectue en prenant les huiles par micropipette et mélanger jusqu’a avoir une solution
homogene.
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CHAPITRE 02: RESULTATS ET DISCUSSION

Rendement de I’huile essentielle

Le rendement de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus obtenu est de (0,3%),
notre résultat est différent par rapport a ceux obtenus pour la méme espéce collectée dans
d'autres régions, comme celle de la région de Tébessa pour une récolte faite en mois de
Novembre (3,12 %) (Djedioui, 2017), et celle de la région de KALA (3,61%) (Kouch,
Mina, 2010), et de la région d’Oum El Bouaghi pour une collecte réalisée en mois d’Avril

(1.67%) (Adouani L et al ,2021) et de la région de M’sila pour la période février-mars
(0,43%) (Rabial M 2014).

Caractéristique de I’huile essentielle et de I’huile végétale

Les différentes caractéristiques observées sont montrées dans le tableau suivant

Tableau 3 : Caractéristiques physiques de I’huile essentielle de P’eucalyptus globulus a

laboratoire de Mme GHANALI a I’université

Couleur Odeur Aspect volatilité

Jaune Forte odeur liquide Non volatile
caractéristique de

I’espece
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Tableau 4 : propriétés de I’huile d’amande douce
Couleur Odeur Texture

Jaune tres pale

Douce et nature peu

marquée

Fluide

Activité antimicrobienne

Les résultats obtenus sont montre dans le tableau suivant avec des figures

Tableau 5 : Résultats de 1’activité antimicrobienne

L’huile essentielle L’huile végétale Le mélange
Les Diamé | interprétati | Diametr | interpréta | diameétre | interprétation
Souches tre on e tion
Microbien
es
Escherichia 20 +++ 9 mm _ 9 mm _
coli mm
Pseudomonas 15 ++ 85 mm +++ 9 mm _
mm
Staphylococcu 25 +++ 9 mm _ 13 mm +
s aureus mm
Candida spp 60 +++ 9 mm _ 17 mm ++
mm
Microsporum 9 mm _ 85 mm +++ 9 mm _
canis

Extrémement sensible (+++) plus de diamétre 20 mm, Moyenne sensible (++) de diamétre 15 mm a 19 mm,

Sensible (+) diameétre entre 9 mm a 14 mm, Insensible (-) diamétre de 9 mm.
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E.coli Pseudomonas S. aureus candida spp

A : les souches microbiennes avec ’huile essentielle

Pseudomonas Microsporum canis

B : les souches microbiennes avec 1’huile végétale

S. aureus candida spp
C : les souches microbiennes avec le mélange

Figure 7 : les souches microbiennes testées par 1’huile essentielle
Selon les résultats montrés dans le tableau nous constatons ce qui suit
La croissance de la souche bactérienne Escherichia coli est inhibée par 1’huile essentielle
d’Eucalyptus globulus avec un diametre de 20 mm. Cette souche montre, par contre une
résistance en vers 1’huile végétale (d’amande douce) et le mélange (9 mm de diametre).
La souche bactérienne Pseudomonas montre une moyenne sensibilité a 1’huile d’Eucalyptus
globulus et extrémement sensibilité I’huile d’amande douce, avec un diameétre de 15 mm et

85 mm respectivement, Cependant il a été observé que le mélange ; huile essentielle-1’huile
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végétale ; n’a aucun effet sur cette méme souche (9 mm de diametre) ce qui nous laisse

penser que la fusion des molécules des deux extraits fait perdre leurs activités.

La souche bactérienne staphylococcus aureus est extrémement sensible a I’huile essentielle et
sensible au mélange en inhibant la croissance avec des diametres de 25 mm et 13 mm
respectivement, nous notons cependant une résistance de cette vis-a-vis I’huile végétale (9
mm de diametre). La souche bactérienne staphylococcus aureus est extrémement sensible a
I’huile essentielle et sensible au mélange en inhibant la croissance avec des diametres de 25
mm et 13 mm respectivement, nous notons cependant une résistance de cette vis-a-vis 1’huile

végétale (9mm de diametre).

La souche fongique candida spp est extrémement sensible a I’huile essentielle avec un
diametre de 60 mm et moyennement sensible au mélange, avec un diameétre de 17 mm.

Cette méme souche montre une résistance a 1’huile végétale (9 mm diametre).

La souche fongique Microsporum canis est extrémement sensible a I’huile végétale, avec un
diameétre de 85mm et elle est résistante vis avis 1’huile essentielle et le mélange huile

essentielle-1’huile végétale (9 mm de diametre).

D’apres les résultats obtenus, il semble que l'huile essentielle posséde une activité
antibactérienne et anti fongique tres intéressante vis-a-vis les souches microbiennes étudiées
(Escherichia coli, Pseudomonas, Staphylococcus aureus, candida spp,) avec des zones
d’inhibition de la croissance microbienne comprise entre 20 mm a 60 mm. L’activité de
I’huile végétale d’amande douce est trés forte contre la souche bactérienne Pseudomonas et la
souche fongique Microsporum canis avec des diameétres d’inhibition de 85mm. Le
mélange possede activité antimicrobienne vis-a-vis les souches staphylococcus aureus,
candida spp avec des zones d’inhibition de la croissance microbienne comprise entre 1 3 mm

a 17 mm.

Chanegriha et al, (1998) ; en travaillant sur 1’huile essentielle de [’Eucalyptus globulus
provenant du foret de Bainem d’Algérie; a noté une activité inhibitrice de cette huile
essentielle sur quelques micro-organismes par la méthode de disque. Les diametre de la zone

inhibition wvarient selon la concentration de l'huile essentielle ; Escherichia coli est inhibée
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avec des diametres de 19mm, pour une concentration de 4mg de et de 28mm, pour une
concentration de 5mg, Staphylococcus aureus est inhibée avec des diametre de 25 mm pour
une concentration de 4mg et inhibition totale pour une concentration de 5mg, Pseudomonas
aureus est résistance au deux concentrations 4 et 5 mg, Candida albicans est moins sensible
avec la concentration 4 mg de diametre 24 mm par rapport a la concentration 5 mg de

diameétre 28mm.

Raho et al (2012) ont testé 1’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de la méme espece
provenant du Campus de Djilali Liabes dans la ville de Sidi Bel Abbes, au nord-ouest de
I'Algérie ; les résultats obtenus montrent que I’effet antimicrobien dépend des différentes
dilutions des inoculums et de la concentration de I'huile essentielle. Ils ont noté une activité
inhibitrice de cette huile essentielle sur deux souches bactériennes Escherichia coli et
staphylococcus aureus. Les diameétres des zones d'inhibition de I'huile essentielle des feuilles
d'Eucalyptus globulus varient de 8 mm a 26 mm ; la plus grande zone d'inhibition avec 100%
de concentration d'huile essentielle d'Eucalyptus globulus est obtenue pour Escherichia Coli
(dilution 10-3) et le plus faible pour staphylococcus aureus (10-1 dilution) avec 25%

concentration de I’huile essentielle des feuilles

Selon Lobestein (2018), 1’huile essentielle d’Eucalyptus globulus est particulierement active

contre la souche Pseudomonas aeruginosa.

Zouaghi et al, (2022) ; en travaillant sur I’huile d’amande douce (prunus dulcis) provenant la
région Djbale Agabe (Mila, Algérie); ont testé Il'effet de différentes dilutions d’huile
d’amande douce sur des souches bactériennes, Ils ont noté 1’absence de la croissance de la
bactérie Bacillus cereus pour les dilutions 50%(CMI 500pl/pl) et 25%(CMI 250pl/pl) ce qui
montre que cette huile testée a présenté un effet inhibiteur. Pour les autres bactéries (Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia. Coli, Pseudomonas aeruginosa) ils ont noté une
importante croissance pour les deux dilutions préparées. Cela indique que ces dilutions

n’exercent aucun effet inhibiteur contre ces bactéries.
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CONCLUSION

L’Eucalyptus globulus a été choisi dans cette présente étude sur la base de son utilisation en
médecine traditionnelle locale. Le but de ce travail, consiste a 1’évaluation de I’activité
antimicrobienne de 1’huile essentielle de [I’Eucalyptus globulus et de 1’huile végétale
d’amande douce et de leur mélangé sur quelques souches microbiennes pathogénes a

I’homme.

L’extraction de I’huile essentielle a été réalisée selon la méthode de I’hydrodistillation a partir
de la partie aérienne de 1’eucalyptus récoltée dans la région de « Boufarik », le rendement
obtenu stade de le fructification est plus faible par rapport a ceux obtenus pour 1’espece

collecté dans d’autre régions (Tébessa, Kala, Oum El Bouaghi, M’sila)

L’activité antimicrobienne est réalisée vis-a-vis de quelques souches bactériennes et
fongiques (Escherichia coli, Pseudomonas, Staphylococcus aureus, Candida spp,

Microsporum canis) par La technique de 1’aromatogramme.

Les résultats obtenus ont montré 1’existence d’une activité antibactérienne et antifongique sur
les souches testées montrant des diametres des zone d’inhibition importantes pour 1‘huile
essentielle contre les souches Escherichia coli, Staphylocoques aureus, Pseudomonas,
Candida spp. Concernant 1’huile végétale cette activité est constaté contre deux souches
Pseudomonas (D=85mm) et Microsporum canis (D=85mm) avec des zones d’inhibition

importante.

Le mélangé huile essentielle et huile végétale avec de une concentration de 50%-50% montre
une faible activité contre Staphylocoques aureus (D=13mm) et une activité moyenne contre

Candida spp (D= 17mm).

Ces résultats nous laisse penser a formuler des produits dermatologiques comme des crémes,
des huiles pour massage.et des produits pharmaceutiques des sirops a base des huiles
essentielles de L’espéce étudiée et du mélangé. Il est intéressent de compléter ce travail par

une caractérisation Chimique de I’huile essentielle et 1’huile végétale par CGMS et HPLC.
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Figure 3 : principe schématisé de |’extraction figure 4: principe schématisé de

entrainement a la vapeur(EVE) I’Hydrodistillation

(Farhat, 2010)
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