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Résumé

L’objectif de notre étude est d’utiliser les huiles essentielles des feuilles et de fruits
d'Eucalyptus globulus comme un antibiotique naturel vis-a-vis des souches bactériennes,
fongiques isolées et bien identifiées. La méthode d’extraction par hydrodistillation nous a
permis d’obtenir un rendement faible, dont celui des feuilles d’Eucalyptus globulus (0.09%)
et des fruits (0,07%),puisque ses échantillons ont été récoltés d’'un méme arbre pour éviter la
toxicit¢ dans D’activité antimicrobienne .L’efficacit¢ de chaque huile essentielle pour
différentes concentrations (pure, 0,25% et 0,5%), est estimée par la détermination des zones
d’inhibition de la croissance des microorganismes testés (Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Candida albicans). En effet, 1’huile essentielle des fruits

d'Eucalyptus globulus manifeste un bon effet antimicrobien par rapport a celle des feuilles.

Mots clés : Eucalyptus globulus, huile essentielle ,hydrodistillation, activité

antimicrobienne, souche microbienne.
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Abstract

The objective of our study is to use Eucalyptus globulus leaf and fruit essential oils as
a natural antibiotic against isolated and well identified bacterial, fungal strains. The
hydrodistillation extraction method allowed us to obtain a low yield, including that of
Eucalyptus globulus leaves (0.09%) and fruits (0.07%), since his samples were harvested
from the same tree to avoid toxicity in the antimicrobial activity. The effectiveness of each
essential oil for different concentrations (pure, 0.25% and 0.5%) is estimated by determining
zones of growth inhibition of the microorganisms tested (Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Bacillus.subtilis, Candida.albicans).
Indeed, the essential oil of Eucalyptus globulus fruit has a good antimicrobial effect compared

to that of the leaves.

Key words :Eucalyptus globulus , essential oils, hydrodistillation, antimicrobial

activity, microbial strain.
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Introduction

Historiquement, 1'homme a utilis€ son environnement et en particulier les plantes
médicinales pour traiter différentes maladies [15].Lesantibiotiquesontconstitu¢ une
découvertethérapeutique importante pour la sant¢é humaine. Leur utilisation a permis de
diminuer le taux de mortalité et de morbidité mondiale depuis longtemps. Cependant, le
mauvais usage de ces agents antimicrobiens et leur utilisation accrue ont eu pour conséquence
de faire apparaitre certaines formes de résistances des souches microbiennes contrebalangant

les effets des antibiotiques [37].

Face a ce probleme, beaucoup d’études ont été réalisées pour développer des
molécules alternatives efficaces contre ces maladies infectieuses. En effet, depuis 1’ Antiquité,
les plantes et leurs dérivés, tels que les huiles essentielles, ont été utilisés dans la médecine
populaire [36].Parmi les huiles essentielles utilisées en médecine, en parfumerie etaussi en
industrie alimentaire, on retrouve celle des feuilles et fruits d’eucalyptus globulus (Tyagi et
al., 2011). Elles ont des propriétés antiseptique, anti-inflammatoire (Hasegawa et al., 2008),
antipyrétique, antalgique des céphalées, antispasmodique, et béchique (Tyagi et al., 2011).ces
huiles sont présentes sous forme de mélanges variables constitués principalement par des
terpénoides, en particulier les monoterpénes (C10) et sesquiterpénes (C15), et également les
diterpenes (C20) [39].elles contiennent une large série de métabolites secondaires qui peuvent
inhiber ou ralentir la croissance des microorganismes [40]. Les composants bioactifs des HE
ont des actions antimicrobiennes spécifiques. Ils agissent en particulier au niveau de la
membrane et du cytoplasme, et dans certains cas, modifient complétement la morphologie des

cellules [36].

En Algérie les eucalyptus occupaient une surface de 5855 hectares dont plus de la
moiti¢ dans la région oranaise. Actuellement, des plantations longent de littoral d’El-Kala et

d'Azzefoune, on retrouve cette espéce dans la région de la Mitidja et celle de Hadjout.

Dans ce travail, nous avons essayé de mettre en évidence 1’activité antimicrobienne de
deux huiles essentielles d’E.globulusl’une des feuilles et I’autres des fruits sur la croissance

des microorganismes, comme antibiotiques naturelles alternatifs utilisés dans le traitement.

Notre travail comporte sur deux parties :




Introduction

La premiére partie est consacrée pour la synthése bibliographique qui est composée

de deux chapitres principaux :

> Le premier chapitre consiste une simple synthése bibliographique sur
les huiles essentielles.

> Le deuxieéme chapitre portera sur des généralités d’ Eucalyptusglobulus.

Dans la deuxiéme partie, nous présenterons le matériel et les méthodes utilisés dans

cette étude ainsi que les résultats obtenus.
Le travail expérimental se déroule selon deux axes :

Dans le premier axe, nous avons réalisé¢ 1’extraction des huiles essentielles des feuilles

et de fruits d’Eucalyptusglobulus.

Dans le deuxiéme axe, nous nous sommes intéressés a évaluer le pouvoir
antibactérien, antifongique des huiles essentielles vis-a-vis de trois souches bactériennes et un
champignon  (Escherichia  coli,Staphylococcusaureus,Bacillussubtilis, Candidaalbicans)

responsables de maladies infectieuses.

En fin, nous avons énuméré les résultats obtenus a travers 1’é¢tude antimicrobienne de

ces deux huiles essentielles ainsi que les perspectives que ce travail laisse a envisager.




Chapitrel: EUCALYPTUS GLOBULUS
1. 1. Origine et répartition géographique

L’ Eucalyptus globulus, appelé aussi Gommier bleu de Tasmanie, a été découvert
en 1792 par le botaniste frangais Jacques-Julien Houtou de La Billardiere. Ferdinand von
Mueller (1825-1896), directeur du jardin botanique de Melbourne, en Australie, a été le
premier a le décrire.il a été introduit en France en 1804 a la commune de Malmaison

(région de Picardie) [99].

L’arbre pousse surtout dans les régions chaudes[21].elleest cultivé de nos jours
dans quelques régions subtropicales d’Afrique et d’Asie (Chine, Inde, Indonésie) [73];
Elle est acclimatée également dans le bassin méditerranéen, en France méridionale, en

Espagne, au Portugal, en Italie et en Amérique [21, 26, 28].
1. 2. Description botanique de la plante :

L’Eucalyptus globulus (Fig. 1a) pousse surtout dans les régions chaudes. Il a
néanmoins besoin d’une grande quantité d’eau pour croitre. L’eucalyptus commun ou
gommier bleu est un arbre sempervirent qui peut croitre jusqu’a 30— 55 m de haut. Les
feuilles d’Eucalyptus globulus, persistantes, ont la particularité d’étre totalement
différentes selon 1’age du rameau qui les porte. Les feuilles des arbres matures sont
alternes, étroites et d’un vert foncé luisant (Fig. 1b). Ces feuilles matures renferment de
nombreuses poches sécrétrices. Elles sont riches en HE responsable des propriétés
thérapeutiques. Les feuilles poussent sur des tiges cylindriques et mesurent de 15 a 35 cm
de long. Les boutons floraux, en forme de toupie, sont cotelés et recouverts d’un opercule
aplati portant un bouton central. Les fleurs, de couleur créme (Fig. 1¢), sont solitaires a
I’aisselledes feuilles. Les fruits (Fig. 1d) ligneux mesurent 1,5 a 2,5 cm de diamétre et ont
une capsule trés dure, ¢’est en tombant au sol qu’ils laissent échapper les graines
fécondées par des grains de pollen apportés principalement par les insectes [24, 27, 29,

32].
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Figure 12 : Aspect morphologique de I’Eucalyptus globulus [21, 24]
1. 3.Etymologie et noms vernaculaires

Le nom « eucalyptus » vient du grec eu qui signifie « bon »ou « bien » et de
kalypto qui signifie « couvrir », car les pétales et sépales sont soudés. Le nom commun de

« gommier » fait allusion a la gomme résineuse rouge qu’ils exsudent quand ils sont

N
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blessés [24,25]. Diverses appellations ont été attribuées a I’Eucalyptus globulus. Nous en

citerons quelques-unes :

—En frangais : eucalyptus officinal ; gommier bleu ; arbre a la fiévre ; arbre au

koala [30] ;
—En Arabe :kalibtous, kritus, Kalitis,;Kalatus.
—EnTargui ou Berbeére : calitous;
—En Anglais: Australian fever tree; blue gum tree; Tasmanian blue gum[27, 21].
- En Allemand : Eukalyptusblatter[35].
1. 4. Classification d’eucalyptus globules :
La classification botanique de I’espece Eucalyptus globulus est la suivante :

Tableau I :La classification botanique de 1’espece Eucalyptus globulus[27].

Régne Plantae
Division Magnoliophyta
Sous-régne Tracheobionta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre Eucalyptus
Espéce Eucalyptus globulus(Labill.)

1.5. Production et commerce international :

La production commerciale d’huile essentielle (HE) d’eucalyptus a débuté en
1860, dans la région de Victoria en Australie. Actuellement, 1’Australie, le Maroc,
I’Espagne et certains pays de I’Europe de I’Est sont parmi les principaux producteurs
[23,24]. Au XIXe siecle, on utilisait I’'HE pour aseptiser les cathéters urinaux dans les
hopitaux anglais. De nos jours, elle entre dans la fabrication de rince-bouche (Listerine®,

par exemple) et de dentifrices, de nombreuses préparations pharmaceutiques destinées aux

)
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diverses affections des voies respiratoires et de solvants endodontiques utilisés en

dentisterie. On s’en sert aussi comme dégraissant industriel[21,25,27].
1.6. Usage thérapeutique traditionnel :

Les feuilles d’Eucalyptus globulussont la principale source d’huile d’eucalyptus
dans le monde. Utilisée pour ses vertus médicinales, notamment antitussives et
expectorantes, elle n’en a pas moins des propriétés fébrifuges, toniques, astringentes,
antiseptiques, hémostatiques et vermifuges [23]. Et elle peut jouerégalement un role

majeur dans 1’assainissement des pays infestés par le paludisme.

En médecine traditionnelle africaine, I’infusion ou la décoction de feuilles se prend
ou s’emploie en usage externe dans le bain, en lotion ou en lavement, contre 1’asthme, la
bronchite, I’lamygdalite, les thumes, les troubles urinaires et les hémorragies. On inhale la
vapeur des feuilles séchées et bouillies en cas d’asthme, de toux, de grippe et de diphtérie,

ou bien on inhale la poudre fine des feuilles.

Au Kenya, la décoction de feuilles est utilisée dans I’eau du bain pour traiter la
varicelle chez les enfants, et aussi, on se sert des feuilles, fraiches ou séchées, pour lutter

contre les escargots

En Ethiopie, on fait des gargarismes & base d’extrait de feuilles en cas de

méningite.

En Afrique australe, on utilise les feuilles contre les maux d’estomac, La résine
gommeuse de la plante s’utilise contre la diarrhée, etdiverses préparations a base de

feuilles sont utilisées comme insectifuge [24,31].
1.7. Composition chimique d’huile essentielle d’eucalyptus globulus :

L’essence d’eucalyptus est extraite par entrainement a la vapeur d’eau des feuilles
séches (adultes plus riches en huile) ou encore des tiges terminales fraiches. Le rendement

de I’opération d’extraction de I’HE varie de 1 a 3 %.

Il existe plusieurs variétés d’eucalyptus, et toutes ne possedent pas les mémes
composants. Cependant, il y a certains composants qui sont présents dans la majorité des
cas, et ceux-ci sont bien souvent ceux qui sont a 1’origine des bienfaits thérapeutiques que

I’on attribue a 1’eucalyptus [4]. Parmi ces composés, le 1,8-cinéole ou eucalyptol (70 a 80

)
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%) (Fig. 3) est sans doute le plus connu, car il est un expectorant, peut soulager la toux et

lutter contre les problémes des voies respiratoires.

Les autres constituants de cette HE sont trés divers, nombreux et minoritaires.
Pinéne, limoneéne, et au moins 250 autres composés, dont citronellal, cryptone, pipéritone,
viendront étoffer la liste des nombreux composés aux vertus médicinales de 1’eucalyptus

[22, 26].

Le tableau suivant illustre une étude menée par Coppen [31] sur la composition

chimique de I’essence d’eucalyptus globulus provenant de plusieurs pays.

Tableaull : la composition chimique de 1’essence d’Eucalyptus globulusprovenant

de plusieurs pays [31]

Abondance relative (%)
Auteurs Mulvaningsih Goldbeck — Vilela Elaissi Manika Kumar Tvagi et Boukhatem
{année) et al. el al. et al. et al. et al. Malik et al.
et al. (2014) {2009} (2012) {2013) (2012) (2011) (2014)
(2010) [14] [15] [16] 117 [18] 119] [20]
[13]
Pays Allemagne Bresil Brésil Tunisie Inde Inde Inde Algérie
Composis
-pinéne 1,53 B30 12.0 1.2 : 4.2 4.6
P-myreéne 0,49 0.1 1,88 1.5
i-phellandréne 2.61 - 0,93 1.3
Limonéne 2.3 - 10,09 17.8
p-Cymeéne 0,49 1.79 1.0 - 9.5
1.8-cinéole 14.55 71.05 89.95 53,7 63,7 3362 454 51.08
y-lerpinéne 0,18 0,25 08 2,92 .8
Linalool 0,12 03 234 05
Pinocarvone 0,75 0.30 0.4 9,08
Boméol 0,41 0.1 034
Terpinéne-4-ol 1.B7 0,72 14 242 1.4 017
a-lerpinéol 0,85 0,79 0,62 33 0.9 4,72 36 0.4
CGiéraniol Trace 0.3 0,24 o1
Aromadendréne 3117 37 135
Viridiflorol 0,24 1.7
Globulol 10,69 3.51 7.0 34 2,81
— : mon détectd. Les composds en gras ont éé retrouvés comme majoritaires dans huoile essentielle

Ce tableau représente une revue de la littérature scientifique fait apparaitre que les
facteurs pédoclimatiques exercent une grande influence sur la variabilité¢ dans le profil
chromatographique des extraits aromatiques des plantes aromatiques et médicinales
(PAM). Cette variabilit¢ dépend des périodes de la récolte (estivale ou hivernale) des

plantes a parfum, des caractéristiques du climat et particulicrement de la température, de
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la durée d’ensoleillement, de la pluviométrie, de 1’altitude et de la nature de sol. En outre,
la composition chimique d’une HE est tributaire de plusieurs facteurs, biotique et
abiotique. Plusieurs études ont été faites dans ce sens dans le but de justifier les
fluctuations qui ont été observées dans le tracé chromatographique de cet arbre a

parfum[32, 33, 34].

1.8. Activité biologique d’huiles essentielle d’eucalyptus globulus :

1. 8. 1. Antibactérienne

Des tests in vitro mettent en évidence ’activitéantibactérienne de 1’huile
essentielle, du terpinen-4-ol et d’autres constituants a I’encontre de diverses souches
bactériennes telles que Staphylococcus aureus, y compris les souches résistantesa la
methicilline[72] ainsi que les germes associes a la formation de la plaque dentaire [62].

L’effet antiseptique bactéricide de 1’huile essentielle est supérieura celui du

1,8 cinéole utilisé¢ seul. La CMI variant de 0,25 % (Listeria monocytogenes) a
2 % (Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis).

L’huile essentielle désinfecte la région ORL, 1’arbre respiratoire, les voiesurinaires
et les affections cutanées et vaginales. Une partie de I’huile essentielle est éliminée par le
rein et la voie urinaire. Elle agit sur les Escherichiae,Proteus, Saphtylococcus aureus,
etc[61,70].

1. 8. 2. Antivirale

L’HE d’Eucalyptus globulus posséde une activité antivirale, notamment
importante contre Herpes SimplexVirus (HSV) [62], et sur HIV[68, 69].

L HE peut étre utilisée pour traiter un bouton defi¢vre, appliquée soit pure, soit en
en versant une gouttedans une pommade d’aciclovir. L’activité antivirale évaluée in vitro

vis-a-vis du virus de la grippe A a été attribuéea la quercitrine et a I’hyperoside[60] .

1. 8. 3. Antifongique

En plus de ses propriétés antibactériennes et anti virales, I’'HE d’Eucalyptus
globulusprésente des propriétés antifongiques. De ce fait, son usage en diffusion est

recommandé [93].

1. 8. 4. Insecticide

)
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La présence de 1,8-cinéole confeére aussi des propriétésrépulsives, insecticides et
parasiticides, notamment contreles poux, a I’'HE d’Eucalyptus globulus[95, 96]. Elle peut
étreemployée en diffusion pour éloigner les moustiques en été,bien que ’HE d’Eucalyptus

citriodora soit beaucoup plusefficace dans cette indication [97].

1. 8. 5. antioxydante

Selon I’étude menée par Mishra et al. (2010), I’huile essentielle de E. globulus
montre uneactivité antioxydante avec un pourcentage de piégeage du radical DPPH de
79+0,82% a uneconcentration de 80% (V/V).cette huile a wune forte

activitéantioxydantegrace a sa composition riche en cinéole (95,61%) [2].

1.8. 6. antiparasitaire

De nombreuses ¢tudes sur 1’activité antiparasitaire des huiles essentielles
d’E.globulusontété réalisées, exemple celle de KhodadadPirali-Kheirabadi, (2009) contre
Rhipicephalus(Boophilus) annulatus ou une concentration de 5% de cette huile a pu

inhiber 25% de lareproduction chez ces parasites[3].

1.9. Propriétés pharmacologiques :

1.9.1. Antidiabétique :

Les feuilles d’Eucalyptus globulussont utilisées traditionnellement dans le
traitement du diabete (12). L’effet antidiabétique,probablement du a un tanin, est effectif
lors de I’utilisation d’un extrait sanshuile essentielle. Cet effet aétécontrolé chez I’animal,
ou I’hyperglycémieest abaissée chez des souris traitées a la streptozotocine recevant 62,5

g/kg d’eucalyptus dans le régime alimentaire dilue dans 2,5 g/L[60].

1.9.2. Cicatrisante :

Grace a la présence de 1,8-cinéole, I’'HE d’Eucalyptusglobulusest douée de
propriétéscicatrisantes. Employée pour désinfecter les plaies et raccourcir le temps de
cicatrisation, elle est particuliérement efficace dans le traitement des ampoules, des

brilures, descoupures, des blessures et des plaies [93,94].

)
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1.9.3. Activité anti-inflammatoire et analgésique :

Des ¢études attestent que I’HE d’Eucalyptus globuluspossede des propriétés anti-
inflammatoireset analgésiques grace a la présence de 1,8-cinéole.

L’effet anti-inflammatoire, par inhibition de la biosynthése des prostaglandines,
aété comparéa celui de I’indométacine. Il est lie a une partie de son huile essentielle, a ses

acides-phénols et flavonoides[63].

Le cinéole inhibe partiellement la production des médiateurs de I’inflammation

issus du métabolisme de I’acide arachidonique[62].

L’HE inhibe la formation des prostaglandines et de cytokinespar les monocytes.
Elle peut étre employée dans les douleurs musculaires et rhumatismales, en massage,

diluée a 10 %dans de I’huile végétale (HV), de Millepertuis par exemple[93].

1.10. Quelques microorganismes sensiblesa I’huile essentielle

d’Eucalyptus globulus :

1.10.1. Candida albicans :

Candida albicansest une levure commensale de la voie orale, vaginale, gastro-
intestinale, cutanée et des surfaces muqueuses. Elle est considérée comme pathogene
fongique opportuniste le plus commun chez I’humain.

En réponse a des changements dans 1’équilibre nutritif ; la température et le ph ;
des transitions morphologiques entre la forme levure et la forme hyphe peuvent étre
subites.

Exceptionnellement et sous certaines conditions ; candida albicanspeut former des
chlamydospores[111].

Cette levure posséde des mécanismes d’adaptation complexes ; lui permettant de
survivre dans diverses conditions environnementales et de causer une grande variété
d’infection : superficielles (candidoses muco-cutanées) ou profondes (candidoses
systémiques, souvent mortelles). La transition saprophyte-pathogeéne s’opére a la suite
d’une baisse des défenses immunitaires de 1’hote (locales ou générales), permettant la

multiplication des levures [112,113].

<
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1.10. 2. Escherichia coli :

Escherichia coli est un bacille a Gram négatif appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae [103].C’est une bactérie aéro-anaérobie facultative commensale

del’intestin de ’Homme et des autres mammiferes [104].

Cette espéce est opportuniste, parfois strictement pathogéne, généralement sensible
aux antibiotiques mais également multi résistante voire toto résistante aux

antibactériens[103].

LesE. coli sont responsables d’infections variées allant de diarrhée aqueuse a la
colite hémorragique pouvant évoluer vers un syndrome hémolytique et urémique chez
I’enfant, ou une micro-angiopathie thrombotique chez I’adulte [105], comme elles peuvent

provoquer des infections urinaires,des bactériémies et des méningites néonatales[106].

1.10. 3. Bacillus subtilis

Le genre Bacillus correspond a des bactéries en forme de batonnets (1,2 a 10 um
de long), chimio-hétérotrophes, généralement mobiles (présence de flagelles péritriches),
habituellement présentes dans le sol. Ce sont des bactéries aérobies strictes ou
facultatives[115, 116]

La bactérie Bacillus subtilis est « I’espéce type » du genre et la bactérie Gram-
positive la plus étudiée. Son génome a ainsi €té 'un des premiers a étre complétement
séquencé [117]. En réponse a des conditions défavorables, ces bactéries ont donc la
capacit¢ de former par enkystement des endospores métaboliquement inactives et qui
peuvent survivre sous cette forme plusieurs millions d’années.

Elle est une bactérie résistante, présente dans les sols. Elle contamine les aliments
et une fois ingéré, Bacillus subtilispeut étre a l'origine d'une intoxication alimentaire

[118].
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1.10.4. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est une bactériea coloration de Gram positive, appartenant
a la famille des Micrococcaceae, est un commensal de la peau et des muqueuses de
I’homme. Les fosses nasales antérieures constituent, avec les zones humides de la peau

(aisselles, poignets, périnée), le site réservoir essentiel de S. aureus[108].

S. aureus est caractérisé par de nombreux facteurs de Virulence[107], et elle est
responsable de plusieurs manifestations pathologiques, suppuratives et nécrotiques :

suppurations localisées, septicémies et endocardites, ainsi que des toxi-infections

alimentaires[ 109].

-
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2. 1. Définition :

Le mot huile est attribu¢ a son caractére hydrophobe et a ses propriétés de
solubilisation dans les graisses, alors que le mot essentiel refléte 1’odeur distinctive

dégagée par la plante productrice [36,38].

Une huile essentielle, ou parfois essence végétale (latin : essentia, « nature d’une
chose ») est un liquide concentré en substances et molécules issues du métabolisme
végétal (terpénoides et molécules aromatiques). Elle est obtenue par un procédé

d’extraction mécanique, par entrainement a la vapeur d’eau ou par distillation a sec. [51]

Les HE sont des liquides, volatils, limpides et colorés, elles sont solubles dans les

lipides et les solvants organiques qui ont une densité inférieure a I’eau [36].

Ces liquides sont fabriqués a partir des sucres issus de la photosynthése, par des
cellules spécialisées (ou sécrétrices) situées le plus souvent dans les fleurs et les feuilles.
Mais il est aussi possible d’utiliser le fruit, le bois ou encore la racine du végétal
considéré. L’huile essentielle est un extrait pur et naturel de la partie odoriférante des

plantes aromatiques [99,100].
2. 2. Historique :

L’utilisation des ardmes pour soigner n’est pas une technique récente. Dans toutes
les civilisations de I’antiquité, la mention des ardmes est présente, pour des usages

religieux, cosmétiques, mais aussi thérapeutiques.

D’abord on se servit des plantes entieres pour apporter soulagement et bien-&tre
(sous forme de cataplasmes, infusions, macérations, décoctions [101]. Ensuite 1’homme
s’est intéressé a « détacher de son support » le principe aromatique d’une plante [11]. En

cela I’Inde, la Chine et ’Egypte semblent avoir été a I’originede la recherche [99].
2. 3. Répartition des huiles essentielles dans la plante :

De point de vue physiologique, les plantes aromatiques synthétisent les HE dans
des structures végétales trés spécifiques. Ces structures sont de nature différente en

fonction de la plante aromatique. En général, on trouve les trichomes glandulaires, les

=
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cavités sécrétrices et les canaux sécréteurs [43]. Ces trois structures peuvent étre présentes

chez certaines especes dans tous les organes végétaux (fleurs, feuilles et écorces) [36].
2. 4. Classification des huiles essentielles :

Selon le pouvoir spécifique sur les germes microbiens, et grace a l'indice

aromatiqueobtenu par des aromatogrammes, les huiles essentielles sont classées en groupe

. Les huiles majeures.
. Les huiles médiums.
. Les huiles terrains. [79,85].

2. 5. Méthodes d’extraction des HEs :

Les étapes de I’extraction des huiles essentielles d’origines végétales restent Il
existe plusieurs méthodes d’extraction des huiles essentielles. Le choix de 1 méthode la
mieux adaptée se fait en fonction de la nature de la maticre végétale a traiter, des
caractéristiques physico-chimiques de 1'essence a extraire, de 'usage de l'extrait et I'arome

du départ au cours de l'extractionquel que soit le type d’extraction utilisé [75].
2. 5. 1. Entrainement a la vapeur d'eau :

Les méthodes d'extraction par I'entrainement a la vapeur d'eau sont basées sur le
fait que la plupart des composés volatils contenus dans les végétaux sont entrainables par
la vapeur d'eau, du fait de leur point d'ébullition relativement bas et de leur caractére

hydrophobe.

Sous l'action de la vapeur d'eau introduite ou formée dans l'extracteur, I'essence se
libére du tissu végétal et entrainée par la vapeur d'eau. Le mélange de vapeurs est

condensé sur une surface froide et I'huile essentielle se sépare par décantation [87].
En fonction de sa densité, elle peut étre recueillie a deux niveaux :
Au niveau supérieur du distillat, si elle est plus 1égére que 1'eau, ce qui est fréquent.

Au niveau inférieur, si elle est plus dense que 1'eau[79].

=
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Les principales variantes de l'extraction par l'entrainement a la vapeur d'eau sont

I'hydro distillation, la distillation a vapeur saturée et I'hydrodiffusion.

»  DP’hydro distillation (La méthode de Moritz ) :

il s’agit d’une hydrodistillation simple qui consiste a immerger directement le
matériel végétal a traiter dans un alambic rempli d’eau. L’ensemble est ensuite porté a
I’¢ébullition, Les vapeurs hétérogénes sont condensées sur une surface froide et 1’huile se

sépare par différence de densité.

L’hydrodistillation peut s’effectuer sans ou avec retour d’eau dans le ballon. Le
systeme congu pour I’opération est appelé Clevenger (figure 1). Son intérét majeur réside
dans I'utilisation du systéme de cohobation permettant une distillation en continu sans

modifier la quantité en eau du ballon [4].

Figure 1 : Schéma du dispositif d’hydrodistillationen montage clevenger[4]

.
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»  Distillation a vapeur saturée (La méthode de Parnas-

Wagner) :

La distillation a vapeur saturée est la méthode la plus utilisée a I'heure actuelle dans
lI'industrie pour I'obtention des huiles essentielles a partir de plantes aromatiques ou

médicinales

Dans cette méthode, la matiere végétale est placée sur une grille perforée au-dessus de
la base de I’alambic et n’est pas en contact avec 1’eau (figure 2). Les principes volatils sont

entrainés par les vapeurs d’eau puis refroidis et enfin séparés de la phase par décantation.

En général, elle est pratiquée a la pression atmosphérique ou a son voisinage et a
100°C, température d'ébullition d'eau. Son avantage est que les altérations de 1'huile

essentielle recueillie sont minimisées. [4,5,6,79].

apeur d'eau chargee Eau chaude
d'huile essentielie

Huile ezsentielle
Flantes aromatigues

Vapeur d'eau
Eau fraide
Eau
Eau florale
Eau ficrale +
Chaleur ————=  } J |} huile essentialla

N (R Essencier
"\_JF‘I\Jr\ILJr\LaiH\\..Ir "‘L

Figure 2 :schéma du montage d’extraction par distillation a vapeur saturée(Fabrocini,
2007)

» Hydrodiffusion

D’apres (Acquaronne et al., 1998) le terme hydrodiffusion est attribué au type
detransport controlé¢ par la polarité des constituants. Elle serait responsable de la vitesse
relativede la distillation des différents composants aromatique dépendants d’avantage de

leurssolubilités dans I’eau que de leur point d’ébullition. Si I’hydrodiffusion constituait

.
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I’étape limitant de 1’hydrodistillation, alors ’ordre de sortie des composés serait dicté par

leurs polarités et non par volatilités[17].

L’hydrodiffusion est une variante de l’entrainement a la vapeur (figure 3). Cette
technique relativement récente et particuliere. Elle exploite ainsi 1’action osmotique de la
vapeur d’eau. Elle consiste a faire passer, de haut vers le bas et a pression réduite, la vapeur

d'eau au travers de la matrice végétale.

1
cak ]
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Figure 3 : Schéma du procédé d’hydrodiffusion(Bouaine A., 2017)

L'avantage de cette méthode est d'étre plus rapide donc moins dommageable pour les
composés volatils, et de ne pas mettre en contact le matériel végétal et I’eau. De plus,
I’hydrodiffusion permet une économie d’énergie due a la réduction de la durée de la

distillation et donc a la réduction de la consommation de vapeur [4].
2. 5. 2. L'expression a froid :

C’est une technique d'extraction utilisée pour obtenir des essences d'agrumes
contenuesdans les zestes, comme le citron, l'orange, la mandarine, etc. oules fruits sont

pressés a froid. Ensuite, parcentrifugation, on sépare 1'huile essentielle du jus de fruit.

Son principe consiste a rompre mécaniquement les poches a essences. L'huile

essentielle est séparée par décantation ou centrifugation.

D'autres machines rompent les poches par dépression et recueillent directement 1'huile

essentielle, ce qui évite les dégradations liées a l'action de I'eau.

Cette technique permet d'extraire a faible colt des essences de bonne qualité

[74,75,76,79].

g
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2. 5. 3. Extraction par les corps gras :

La méthode d'extraction par les corps gras est utilisée en fleurage dans le traitement
des parties fragiles de plantes telles que les fleurs, qui sont trés sensibles a l'action de la
température. Elle met a profit la liposolubilité des composants odorants des végétaux dans les
corps gras. Le principe consiste a mettre les fleurs en contact d'un corps gras pour le saturer
en essence végétale. Le produit obtenu est une pommade florale qui est ensuite épuisée par un
solvant qu'on élimine sous pression réduite. Dans cette technique, on peut distinguer
l'enfleurage ou la saturation se fait par diffusion a la température ambiante des ardbmes vers le
corps gras et la digestion qui se pratique a chaud, par immersion des organes végétaux dans le

corps gras [79,89].

2. 5. 4. Extraction par solvants volatils

La technique d’extraction « classique » par solvant, consiste a placer dans un
extracteur un solvant volatil et la mati¢re végétale a traiter. Grace a des lavages successifs, le
solvant va se charger en molécules aromatiques, avant d’étre envoyé au concentrateur pour y
étre distillé a pression atmosphérique. L’extraction par solvant organique volatil reste la
méthode la plus pratiquée. Les solvants les plus utilisés a I’heure actuelle sont : I’hexane, le
cyclohexane, 1’éthanol, le méthanol, le dichlorométhane et I’acétone (Kim et al., 2002). Le
solvant choisi, en plus d’étre autorisé devra posséder une certaine stabilité¢ face a la chaleur, la
lumiére ou I’oxygene, sa température d’ébullition sera de préférence basse afin de faciliter son
¢limination, et il ne devra pas réagir chimiquement avec I’extrait. L’extraction est réalisée
avec un appareil de Soxhletou un appareil de Lickens-Nickerson (figure 6). Ces solvants ont
un pouvoir d'extraction plus ¢€levé que l'eau si bien que les extraits ne contiennent pas
uniquement des composés volatils mais également bon nombre de composés non volatils tels

que des cires, des pigments, des acides gras et bien d'autres substances (Hubert, 1992). [4]
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Appareil de Soxhiet Appare: | Lickens-Neckersan

Figure 4 : Schéma du procédé d’extraction par solvant(Bouaine A., 2017)

2. 5. 5. Extraction par micro- ondes :

Le procédé d'extraction par micro-ondes appelée (Vacuum
MicrowaveHydrodistillation) (VMHD) consiste a extraire I'huile essentielle a 1'aide d'un
rayonnement micro-ondes d'énergie constante et d'une séquence de mise sous vide. Seule I'eau
de constitution de la matiére végétale traitée entre dans le processus d'extraction des essences.
Sous l'effet conjugué du chauffage sélectif des micro-ondes et de la pression réduite de fagon
séquentielle dans I'enceinte de 1'extraction, 1'eau de constitution de la mati¢re végétale fraiche
entre brutalement en ébullition. Le contenu des cellules est donc plus aisément transféré vers
l'extérieur du tissu biologique, et I'essence est alors mise en ceuvre par la condensation, le
refroidissement des vapeurs et puis la décantation des condensats. Cette technique présente les
avantages suivants: rapidité, économie du temps d'énergie et d'eau, extrait dépourvu de

solvant résiduel [4,89,90].

=
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Figure 5 : photographie d’extraction par micro- ondes(Bouaine A., 2017)

2. 5. 6. Extraction sans solvant assistée par micro-ondes

Cette technique d’extraction a été développée au cours des derniéres décennies a des
fins analytiques (Wang et al., 2006). Le procédé consiste a irradier par micro-ondes de la
maticre végétale. Le montage obtenu se rapproche sensiblement d’un montage
d’hydrodistillation classique (figure 5). Le réacteur contenant seulement le matériel végétal
est chauffé par les micro-ondes a I’intérieur du four, les vapeurs sont ensuite entrainées dans
le col de cygne avant d’étre condensées dans le réfrigérant puis recueillies dans un essencier.
Les graines sont en permanence humides, ce qui ne laisse aucune chance a la réalisation

d’éventuelles réactions secondaires, néfastes a la qualité du produit obtenu (Lucchesi, 2006)

[4].
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Figure 6 : photographie et schéma du procédé d’extraction sans solvant assistée par

micro-onde(Bouaine A., 2017)

2. 5. 7. Extraction au CO2 supercritique

La technique est fondée sur la solubilité des constituants dans le dioxyde de carbone a
1’état supercritique. Grace a cette propriété, le dioxyde de carbone permet 1’extraction dans le
domaine liquide (supercritique) et la séparation dans le domaine gazeux. Dans cette
technique, un courant de CO2 a forte pression fait éclater les poches a essence, et entraine les

H.E qui seront, ensuite, récupérées (Scimeca, 2007).

Extraction par CO, supercritique
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Figure 4 :Schéma du procédé d’extraction par COz2 supercritique(Bouaine A., 2017)
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L’avantage de cette méthode est la possibilité d’éliminer et de recycler le solvant par
simple compression détente. De plus les températures d’extraction sont basses dans le cas de
dioxyde de carbone et non agressives pour les constituants les plus fragiles (Martini et al.,

1999). Cette technique est utilisable pour les essences difficilement distillables [4].
2. 5. 8. Extraction par Enfleurage

Cette méthode n’est presque plus utilisée car elle est trés couteuse. Cette
techniquepermettait de traiter des fleurs fragiles (comme le jasmin) qui conservaient leur
odeur aprés la cueillette mais qui ne supportaient pas la chaleur. Aprés avoir été
soigneusement triées, les fleurs étaientrepiquéesdélicatement dans la graisse. Apres un certain
temps, ’huile essentielle passe des fleurs a la graisse et devient plus facile arécupérer, en lui
ajoutant 1’alcool, qui sert de vecteur a I’huile essentielle. Finalement, par simple évaporation

de I’alcool, on récupere I’huile essentielle seule [74,75,76].
2.5.9. Extraction par Macération (enfleurage a chaud)

A Tinverse de I’enfleurage ou I’extraction s’effectuait a température ambiante,
lamacération utilise les mémes graisses mais a chaud ; ce qui a pour effet d’augmenter leur
pouvoir absorbant. L’extraction est réalisée par immersion des fleurs fraichement cueillies
etconstamment renouvelées dans un bac de graisse chaude (50-70 °C) jusqu’a atteindre

lasaturation. Un épuisement a 1’alcool absolu est généralement appliqué sur cette graisse

[74,78].
2. 6. La conservation des HE

Si elles sont entreposées correctement, les HE distillées de bonne qualité peuvent étre
conservées au moins cinqg ans, voire plus, et celles provenant d’agrumes expressés, au moins
trois ans [92]. Les HE ne rancissent pas, contrairement aux huiles végétales, mais elles

peuvent s’oxyder et donc former des résidus résineux.

Idéalement, il est conseillé¢ de conserver les HE dans leur conditionnement d’origine, a
I’abri de la lumiere et de I’humidité. Il est important de bien visser le bouchon, car elles sont

trés volatiles et risquent de s’évaporer rapidement [91].

2. 7.La composition chimique des huiles essentielles :

¥
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La teneur et la composition d’'une HE peuvent varier entre la méme espece provenant
de deux origines différentes et parfois méme au sein de la méme plante entre deux organes

différents

Une huile essentielle renferme majoritairement des terpénes volatils, issus de la
condensation d’unités isopréniques, et des dérivés aromatiques dérivés du phénylpropane

[98].
2.7. 1. Composés terpéniques :

Les terpénoides, dont 25 000 sont connus comme métabolites secondaires, dérivent du
précurseur isoprénique a cinq atomes du carbone, I’isopenténylpyrophosphate [45]. Les plus
petits terpénoides sont les hémiterpénoides (C5) qui sont formés d’une seule unité
isoprénique. Les autres molécules, appartenant a cette classe, proviennent de la condensation
de plusieurs isopreénes et forment ainsi les monoterpénoides (deux unités isopréniquesC10) et

les sesquiterpénoides (trois unités isopréniques C15) [46,36].

Seuls les monoterpeénes en C10 et les sesquiterpénes en C15 peuvent tre extraits par
distillation, les autres terpeénes (diterpenes en C20 et triterpenes en C30) n’étant pas entrainés

par la vapeur d’eau. Ils sont classés selon :

* leurs fonctions : alcools (géraniol, linalol), esters (acétate de linalyle), aldéhydes

(citral, citronellal), cétones (menthone, camphre, thuyone), éthers-oxydes (cinéole) ;

* leur structure : linéaire (farnéseéne, farnésol), monocyclique (humuléne, zingiberéne),

bicyclique (cadinene, caryophylléne, chamazuléne) ou tricyclique

(cubébol, patchoulol, viridiflorol) [98].

OH

Figure 8 : Structure de linalol Figure 9 : Structure de 1,8-cinéol

&
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2.7. 2. Composés aromatiques dérivés du phénylpropane :

Les composés phénoliques (phénylpropanoides) sont biométabolisés a partir de deux
précurseurs essentiels (acides aminés aromatiques) [45]. Ces composés phénoliques sont
généralement caractérisés par la présence d’un groupement hydroxyle fix¢é a un cycle phényle

[47,36]

Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane sont beaucoup moins fréquents
dans les huiles essentielles que les monoterpénes et sesquiterpenes. Citons ’acide cinnamique
et ’aldéhyde cinnamique (HE decannelle), I’eugénol (HE de girofle), I’anéthole et 1’aldéhyde
anisique (HE de badiane, d’anis, de fenouil), ainsi que le safrole (HE de sassafras).Les
lactones dérivées des acides cinnamiques, comme les coumarines, sont, pour la plupart,
entrainables par la vapeur d’eau et ainsi présentes dans certaines huiles essentielles (ex. HE de

céleri) [98].

Figure 10 : Structure de 1’eugénole Figure 11 : Structure de cinnamaldéhyde

2. 8.Propriétés physico-chimiques :

D’une manicre générale, les propriétés et caractéristiques d’une huile essentielle sont :
Les différents indices, pouvoir rotatoire, viscosité, densité, solubilit¢ dans 1’alcool, point
d'ébullition et congélation.
Plusieurs autres se sont intéressés aux caractérisés physico -chimique de I'huile essentielle se
présentent comme suit :

> Elles sont généralement a 1'état homogene liquide a température
ambiant saufquelques-unes qui se présentent sous 1'état solide (anis, fenouil, menthe
de japon...)Elles contiennent des substances volatiles dans le végétal ce qui les

déférences des huiles « fixes ».

)
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> Toutes les huiles volatiles sont acres, trés inflammables, et
treodorantes.Elles ne sont trés rarement colorées, (sauf quelques exceptions) mais
prennent peu apeu une coloration bleu clair (camomille, patchouli) est due a la
présence de chamazuléne(carbures sesquiterpénique qui est 'azuléne).

Du fait de leur nature huileuse, ces produits sont trés peu soluble dans 1'eau,
maissoluble dans les solvants organiques apolaire usuels, les huiles grasses, et dans les alcools
atitre €léve et éther.La plupart des huiles sont plus légeres, leur densité est en général
inférieure a celled’eau.

> Quantitativement, les teneurs en huiles essentielles sont faibles parfois

tres faibles elleest d’ordre de 0, 1% a 1%, ceci explique le cott élevé de ’'HE, a 1

exception de quelque unscomme par exemples le clou de girofle qui renferme plus de

15% d'essence.L'indice de réfraction et leur pouvoir rotatoire sont généralement

¢leves, et la plupartdevient a la lumiére polarise, et sont plus souvent optiquement

actives car elles sont contenuesdes molécules asymétriques.

> Elles sont trés sensibles a 'oxydation et ont également tendance a se
polymériser pourformer des produits résineux.

> Les huiles essentielles sont extrémement volatiles et perdent rapidement
leurpropriété, lorsqu'elles sont exposées au soleil, ou lumiére, ou a leur chaleur, elles
absorbentde grande quantité d'oxygene a l'air en se résinifiant, en méme temps leur
odeur se modifie,leur point d’ébullition augmente et leur solubilité diminue.

Elles doivent étre conservées dans des flacons en verre coloré bien fermés, a labri de

L’air, de la lumiére pour une meilleure protection [97,80,82,84].
2. 8.Le role des HEs au sein d’une plante :

Les ¢tudes réalisées suggerent que ces essences constituent un moyen de défense
contre les prédateurs (micro-organismes, champignons, insectes, herbivores) en modulant les

comportements de ceux-ci vis-a-vis des plantes [56].

Les études ont montré que les terpénes contenus dans les huiles essentielles, jouent des
roles trés importants dans divers processus biologiques et chimiques : défense contre les
facteurs biotiques et abiotiques ; médiateurs chimiques de communication de la plante avec

son environnement ; marqueurs chémo-taxonomiques pour 1’identification [51,52]

Les huiles essentielles peuvent étre aussi comme des modérateurs des réactions

d’oxydation intramoléculaires protégeant ainsi la plante contre les agents atmosphériques. Les
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plantes aromatiques utilisent ces huiles également pour inhiber la germination et le
développement d’autres especes végétales dans leur voisinage (effet allélopathique) [41].
C’est le cas par exemple de Salvialeucophylla qui libére dans 1’atmospheére des substances
telles que le camphre et le 1,8-cinéole afin d’inhiber la germination et le développement

d’autres espeéces en concurrence.

D’autres effets sont liés a I’attraction des insectes polinisateurs, a la dispersion des

graines et a la répulsion des herbivores [42,36].
2. 10. L’activité biologique des huiles essentielles :
2. 10. 1. Activité antibactérienne :

Les HE et leurs composants majoritaires se sont révélés efficaces dans le contrdle de la
propagation de certains agents bactériens [48]. Les propriétés antibactériennes des HE sont
connues depuis longtemps et aujourd’hui, un bon nombre de publications importantes ont
confirmé leur effet bactériostatique et bactéricide contre des souches bactériennes pathogenes

méme parfois a de trés faibles concentrations [38].

Plusieurs molécules présentes dans les HE sont douées de propriétés antibactériennes,
en particulier les phénols (tels que le carvacrol, le thymol et I’eugénol), les alcools (tels que le

linalool) et les aldéhydes (tels que le cinnamaldéhyde) [36].

Des composés tels que le thymol, le carvacrol, le linalol, I’alpha-pinéne, le 1-8 cinéol
et D’alpha-terpinéol sont par exemple connus pour leur effet bactériostatique a faible

concentration et bactéricides a plus forte concentration [53,51].

Les effets antibactériens sont influencés par différents facteurs tels que la composition
chimique de I'HE testée, la méthode expérimentale utilisée et la souche bactérienne
testée.Leur action antibactérienne dépend a la fois des composés majoritaires, des effets

synergiques et/ou additifs et des composés mineurs qui y sont présents [49,36].
2.10. 2. L’activité antifongique :

Les propriétés médicales des plantes médicinales dépendent de la présence d’agents
bioactifs variés et appartenant a différentes classes chimiques.Ces propriétés, dues souvent a

la fraction d’huile essentielle,peuvent étre mises a profit pour traiter les infections mycosiques

[16].
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Une étude marocaine sur les huiles essentielles de trois plantes aromatiques (7hymus
vulgaris, Menthaspicata et Citrus limonum) a montré qu’elles présentent des activités
inhibitrices significatives sur troissouches de dermatophytes responsables de la surinfection
de l'eczéma de contact. Cette activité¢ antifongique est liée a l'inhibition de la croissance

mycélienne notamment avec de fortes concentrations en huiles essentielles[15].

Les ¢léments fongicides des huiles essentielles sont le citral (géranial, néral), le
carvacrol, le thymol, I’eugénol et le 1,8-cinéole. Selon Larrondo et Calvo [20], D’effet
fongicide d’une huile essentielle réside dans les inhibitions du métabolisme et de la croissance
des souches fongiques, souvent en relation avec la destruction de membranes lipidiques. Cela

entraine une plus grande perméabilité et une rupture des structures du champignon[19].

2.10. 3. L’activité antivirale :

Une autre propriété trés intéressante des essences, c’est le pouvoir antiviral. Une étude
en 2007 sur Cinnamomum cassia met en évidence une activité sur plusieurs formes de virus
de la grippe chez la souris, dont le HIN1. Des administrations intra- nasales chez des souris
infectées ont méme permis d’obtenir des taux de survie de 100 % contre 20 % chez des

groupes témoins.

En 2009, un autre travail met en avant, une fois de plus, les propriétés du teatree
contre les virus de I’herpes, les poliovirus 1, I’échovirus 9, les adénovirus, le coxsackieB1 et

le virus HIN1.

Des études récentes ont porté sur les effets d’un mélange breveté, Pur essentiel
assainissant, spray aux 41 huiles essentielles. le mélange a ¢été mis en suspension avec une
suspension d’un poliovirus de type 1 et un adénovirus de type 5. Dés cinq minutes, la quantité

de virus est réduite de 10 000 fois[50].

Le B-pinene et le limonene sont par exemple des composés organiques volatils naturels
ayant montré des propriétés antivirales, notamment contre le virus Herpes simplex de type 1

[51,54].
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2.10. 4. L’activité antioxydante :

Les huiles essentielles sont considérées comme des ressources potentielles de
molécules bioactives naturelles, qui ont été étudiées pour leurs propriétés anti oxydantes. Les
composés phénoliques, comme le thymol, la carvacrol et I’eugénol font partie des molécules
des HE présentant les plus fortes activités anti oxydantes ainsi que d’autres composés qui
contribuent a cette activité tels que les monoterpenes alcools, cétones, aldéhydes,

hydrocarbures et éthers (Gabriel et al., 2013) [4] .
2. 10. 5. L’activité anti-inflammatoire :

L’activité multiple d’huile essentielle est un bénéfice substantiel car de nombreux
médiateurs participent a I’inflammation. Ce qui fait contraste avec la pharmacologie des

substances qui n’ont qu’une seule cible biologique.

Les expérimentations animales utilisant le géranium et d’autres huiles essentielles
indiquaient qu’elles ¢étaient enmesure d’inhiber 1’accumulation des cellules de
I’inflammationinduite par 1’injection de curdlane [57].

L’huile essentielle de géraniumsupprime aussi 1’cedéme et I’arthrite ce qui suggere un

intérét thérapeutique possible dans les affections inflammatoires aigiies et chroniques [58].

Les huiles essentielles telles que celle de I’aurone du cédre himalayen, de I’arbre a thé
ainsi que l’eugénol pris en I’état suppriment les réactions d’hypersensibilité immédiates
comme la pollinose et I’allergie retardée [57].

D’autre part, 1’huile essentielle de Gaulthérie couchée est composée a plus de 99% de
salicylate de méthyle, d’ou son utilisation trés répandue dans les douleurs musculo-
articulaires pour les effets antalgiques anciennement démontrés et connus des salicylates

[31,55].

2.10. 5. L’activité immunostimulante :

Parmi les objectifs de I’aromathérapie anti-infectieuse, il est indispensable de
renforcer la défense de 1’organisme contre le pathogenes et aussi d’augmenter le pouvoir de la

guérison naturelle.
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Les substances odoriférantes auraient un potentiel en tant qu’agent immunostimulant
qui viendrait de leur action sur le systéme nerveux autonome et sur les glandes endocrines par
I’intermédiaire de I’hypothalamus.

De ce fait, il est probable que les huiles essentielles excitant le systéme nerveux
sympathique par I’intermédiaire de la voie béta-adrénergique, telles que les huiles de
pamplemousse, de fenouil et d’estragon activeraient les granulocytes alors que celles de la
rose, de la lavande et de la valériane qui affectent I’innervation parasympathique a travers la
voie cholinergique, activeraient les lymphocytes.

Ceci est confirmé par le fait que ’huile essentielle de lavande fait augmenter le taux
des lymphocytes sériques et des IgAs salivaires.

La fonction immunologique est corrélée a celle de la fonction endocrinienne par

I’intermédiaire de facteurs de modulation neuroendocrinien [57].

2.11. Domaines d’application des huiles essentielles

Par leurs nombreuses et diverses propriétés, les plants aromatiques et leurs essences
trouvent leur emploi dans de multiples domaines tels que : l'alimentation, la pharmacie,

laparfumerie ; ’aromathérapie....

2.11.1. L'utilisation des huiles essentielles dans P’industrie

agroalimentaire :

Les vertus antiseptiques et en méme en temps les propriétés aromatisant des
essencess'utilisent quotidiennement dans les préparations culinaires avec le thym, ail, laurier...

Les essences aromatiques donnent aux condiments (poivre, gingembre, ....) et aux
aromates(menthe, anis,....) leur saveurs .Les aromes sont a base d'huiles essentielles (citron,
anis vanille, ...) ainsi les essences d’anis et de badiane sont les principales sources
d’éthanolnaturel, composé utilisé en liquoristerie (fabrication des boissons anisées), et en
confiserie(bonbons, chocolats,...). De méme la vanille sert a aromatiser les biscuits, les
chocolats, lesglaces.

Par ailleurs, le pouvoir anti-oxydant de certaines essences permet la conservation des
aliments en évitant les moisissures. C'est ainsi que le thym et le romarin sert a conserve

lasemence. Les menthes sont d'excellents condiments crus hachées dans les salades ou
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dansdivers plats ou bien sous formes de sauce a la menthe pour aromatiser les crémes et les
flans.

Actuellement, l'industrie agroalimentaire utilise des essences dans les préparations
surgelées non seulement pour rehausser le golit mais aussi pour- empécher les contaminations

alimentaires qui se développent (effet antimicrobien).

2.11.2.L'utilisation des huiles essentielles en parfumerie et

cosmétique :

Les propriétés odoriférantes des huiles essentielles conférent a ces derniéres une
Consommation importante en parfumerie et en cosmétique. Elles présentent environ 60% des
maticres premicres de l'industrie des parfums synthétiques, du par fumage, des savons et des
cosmétiques.

A la cosmétologie et le secteur des produits d'hygiéne on notera la présence d'huiles
Essentielles dans les préparations dermo pharmacologique (bais « calmant »ou «relaxanty), et
leur emploi dans les rouges a lévres, les shampoings, les dentifrices, se sont surtout les huiles
essentielles de lavande, de citron, de citronnelle, qui sont utilisées. On notera qu'il y a une
possibilité d'adsorption percutanée des constituants terpéniques. [81,86]

2. 11. 3. L'utilisation des huiles essentielles en pharmacie :

Les huiles essentielles constituent le support d'une pratique de sois particuliere :

L'aromathérapie. Elles ont grande intérét en pharmacie, elles s'utilisent sous la forme

de préparations galéniques, et dans la préparation d'infusion (verveine, thym, menthe,
mélisse, fleurs d'orange...etc.). Tout fois, il faut souligner que la majorité des constituants de
ces derniers sont lipophiles, et de ce fait, rapidement absorbés que ce soit par voie
pulmonaire, par voie cutanée ou par voie digestive.

Elles sont également utilisées pour I'obtention des huiles essentielles dans un
intérétmédicamenteux (en particulier dans le domaine des antiseptiques externes). Plus de
40% dumédicament sont a base de composants actifs de plants. De nombreuses huiles
essentielles se trouvent dans la formule d'un trés grand nombre de spécialités pharmaceutiques

: sirop,goutte, gélules pommade ...etc [79].

2.12. Les voies et modes d’administration
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» Les HE peuvent s’administrer par voie orale, mais jamais pures sans avis

médical ou pharmaceutique afin d’éviter toute brillure digestive ou de la langue.

L’idéal est de prendre les HE diluées dans une cuillere a café d’huile végétale

alimentaire, de miel ou de sirop d’agave.

» Les HE peuvent s’appliquer en massage sur la peau. L’épiderme agit en effet

comme un filtre et ’action des principes actifs en est prolongée.

» Les HE s’administrent aussi par voie rectale, sous la forme de suppositoires.
Mais il faut rester prudent et respecter strictement les posologies car elles peuvent étre

irritantes pour la muqueuse.
» La voie inhalée est utilisée pour contrer les affections ORL.

» Certaines HE sont adaptées a une diffusion atmosphérique, de préférence grace
a un diffuseur pour :
4 Une désinfection ORL (sapins et pins, Ravintsara, Niaouli, Eucalyptus
radi¢, Romarin a cinéole, Marjolaine sylvestre ou a coquilles...) ;
v Assainissement de [’air (Bois de rose, Géranium, Citron et autres
agrumes, Lemongrass, Verveine exotique) ;
v Utilisationpour la détente (Lavande vraie, Orange douce, Mandarine,

Verveine exotique ou citronnée, Géranium, Ylang-ylang, Camomille noble...).

> Dans un bain aromatique, les HE doivent étre diluées, par exemple dans

un gel douche, ou une tasse de lait liquide [91].
2. 13. Toxicité des huiles essentielles

Plusieurs HE sont connus pour leur toxicité : c’est le cas, par exemple, des essences a
anéthol a action convulsivante a forte dose ; il en est de méme des essences a thuyone (thuya).
Notons que les essences absorbées seules comme médicaments, en usage interne

(aromathérapie), peuvent présenter une certaine toxicité¢ (Binet et Brunel, 1968).

Dans le monde actuel des produits naturels, il convient de ne pas utiliser ces

substances de fagon abusive. Les huiles essentielles doivent étre prises a bon escient et a
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doses adaptées afin d’éviter de dommageables effets secondaires, parce que 1’efficacité et la

toxicité ce n’est souvent qu’une question de quantité (Scimeca, 2007 ; Lambert, Skandamis
et al., 2001) [4].
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2. 1. Définition :

Le mot huile est attribu¢ a son caractére hydrophobe et a ses propriétés de
solubilisation dans les graisses, alors que le mot essentiel refléte 1’odeur distinctive

dégagée par la plante productrice [36,38].

Une huile essentielle, ou parfois essence végétale (latin : essentia, « nature d’une
chose ») est un liquide concentré en substances et molécules issues du métabolisme
végétal (terpénoides et molécules aromatiques). Elle est obtenue par un procédé

d’extraction mécanique, par entrainement a la vapeur d’eau ou par distillation a sec. [51]

Les HE sont des liquides, volatils, limpides et colorés, elles sont solubles dans les

lipides et les solvants organiques qui ont une densité inférieure a I’eau [36].

Ces liquides sont fabriqués a partir des sucres issus de la photosynthése, par des
cellules spécialisées (ou sécrétrices) situées le plus souvent dans les fleurs et les feuilles.
Mais il est aussi possible d’utiliser le fruit, le bois ou encore la racine du végétal
considéré. L’ huile essentielle est un extrait pur et naturel de la partie odoriférante des

plantes aromatiques [99,100].
2. 2. Historique :

L’utilisation des ardmes pour soigner n’est pas une technique récente. Dans toutes
les civilisations de I’antiquité, la mention des ardmes est présente, pour des usages

religieux, cosmétiques, mais aussi thérapeutiques.

D’abord on se servit des plantes entiéres pour apporter soulagement et bien-&tre
(sous forme de cataplasmes, infusions, macérations, décoctions [101]. Ensuite 1’homme
s’est intéressé a « détacher de son support » le principe aromatique d’une plante [11]. En

cela I’Inde, la Chine et ’Egypte semblent avoir été a I’originede la recherche [99].
2. 3. Répartition des huiles essentielles dans la plante :

De point de vue physiologique, les plantes aromatiques synthétisent les HE dans
des structures végétales trés spécifiques. Ces structures sont de nature différente en
fonction de la plante aromatique. En général, on trouve les trichomes glandulaires, les
cavités sécrétrices et les canaux sécréteurs [43]. Ces trois structures peuvent étre présentes

chez certaines espéces dans tous les organes végétaux (fleurs, feuilles et écorces) [36].

=
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2. 4. Classification des huiles essentielles :

Selon le pouvoir spécifique sur les germes microbiens, et grace a l'indice

aromatiqueobtenu par des aromatogrammes, les huiles essentielles sont classées en groupe

o Les huiles majeures.
° Les huiles médiums.
° Les huiles terrains. [79,85].

2. 5. Méthodes d’extraction des HEs :

Les étapes de I’extraction des huiles essentielles d’origines végétales restent Il
existe plusieurs méthodes d’extraction des huiles essentielles. Le choix de I méthode la
mieux adaptée se fait en fonction de la nature de la matiere végétale a traiter, des
caractéristiques physico-chimiques de I'essence a extraire, de 1'usage de l'extrait et 1'ardme

du départ au cours de 1'extractionquel que soit le type d’extraction utilisé [75].
2. 5. 1. Entrainement a la vapeur d'eau :

Les méthodes d'extraction par I'entrainement a la vapeur d'eau sont basées sur le
fait que la plupart des composés volatils contenus dans les végétaux sont entrainables par
la vapeur d'eau, du fait de leur point d'¢ébullition relativement bas et de leur caractére

hydrophobe.

Sous I'action de la vapeur d'eau introduite ou formée dans l'extracteur, I'essence se
libere du tissu végétal et entrainée par la vapeur d'eau. Le mélange de vapeurs est

condens¢ sur une surface froide et I'huile essentielle se sépare par décantation [87].
En fonction de sa densité, elle peut étre recueillie a deux niveaux :
Au niveau supérieur du distillat, si elle est plus 1égére que 1'eau, ce qui est fréquent.
Au niveau inférieur, si elle est plus dense que 1'eau[79].

Les principales variantes de l'extraction par l'entrainement a la vapeur d'eau sont

I'hydro distillation, la distillation a vapeur saturée et I'hydrodiffusion.
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> I’hydro distillation (La méthode de Moritz ) :

il s’agit d’une hydrodistillation simple qui consiste a immerger directement le
matériel végétal a traiter dans un alambic rempli d’eau. L’ensemble est ensuite porté a
I’¢ébullition, Les vapeurs hétérogénes sont condensées sur une surface froide et 1’huile se

sépare par différence de densité.

L’hydrodistillation peut s’effectuer sans ou avec retour d’eau dans le ballon. Le
systéme congu pour I’opération est appelé Clevenger (figure 1). Son intérét majeur réside
dans I'utilisation du systéme de cohobation permettant une distillation en continu sans

modifier la quantité en eau du ballon [4].

Figure 1 : Schéma du dispositif d’hydrodistillationen montage clevenger[4]

»  Distillation a vapeur saturée (La méthode de Parnas-
Wagner) :
La distillation a vapeur saturée est la méthode la plus utilisée a I'heure actuelle dans

lI'industrie pour I'obtention des huiles essentielles a partir de plantes aromatiques ou

médicinales

=
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Dans cette méthode, la mati¢re végétale est placée sur une grille perforée au-dessus de
la base de 1’alambic et n’est pas en contact avec 1’eau (figure 2). Les principes volatils sont

entrainés par les vapeurs d’eau puis refroidis et enfin séparés de la phase par décantation.

En général, elle est pratiquée a la pression atmosphérique ou a son voisinage et a
100°C, température d'ébullition d'eau. Son avantage est que les altérations de I'huile

essentielle recueillie sont minimisées.[4,5,6,79].

\apeur d'eau chargae Eau chaude
d'huite essentielie

Huile essentielle
Flantes aromatiques

Vapeur d'eau
Eau froide /
Eau //
Eau florale
Eau fiorale +
Chalayr m— ) huile essentielle

Essencier

‘l_JHI\ .-r \I. .lr l". .iﬂ'L .-r ‘I'\.

Figure 2 :schéma du montage d’extraction par distillation a vapeur saturée(Fabrocini,
2007)

» Hydrodiffusion

D’aprés (Acquaronne et al., 1998) le terme hydrodiffusion est attribué au type
detransport controlé par la polarit¢ des constituants. Elle serait responsable de la vitesse
relativede la distillation des différents composants aromatique dépendants d’avantage de
leurssolubilités dans 1’eau que de leur point d’ébullition. Si I’hydrodiffusion constituait
I’étape limitant de I’hydrodistillation, alors I’ordre de sortie des composés serait dicté par

leurs polarités et non par volatilités[17].

L’hydrodiffusion est une variante de l’entrainement a la vapeur (figure 3). Cette
technique relativement récente et particuliere. Elle exploite ainsi 1’action osmotique de la
vapeur d’eau. Elle consiste a faire passer, de haut vers le bas et a pression réduite, la vapeur

d'eau au travers de la matrice végétale.
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Figure 3 : Schéma du procédé d’hydrodiffusion ( Bouaine A., 2017)

L'avantage de cette méthode est d'étre plus rapide donc moins dommageable pour les
composés volatils, et de ne pas mettre en contact le matériel végétal et I’eau. De plus,
I’hydrodiffusion permet une économie d’énergie due a la réduction de la durée de la

distillation et donc a la réduction de la consommation de vapeur [4].
2.5. 2. L'expression a froid :

C’est une technique d'extraction utilisée pour obtenir des essences d'agrumes
contenuesdans les zestes, comme le citron, l'orange, la mandarine, etc. oules fruits sont

pressés a froid. Ensuite, parcentrifugation, on sépare 1'huile essentielle du jus de fruit.

Son principe consiste a rompre mécaniquement les poches a essences. L'huile

essentielle est séparée par décantation ou centrifugation.

D'autres machines rompent les poches par dépression et recueillent directement 1'huile

essentielle, ce qui évite les dégradations liées a l'action de I'eau.

Cette technique permet d'extraire a faible colt des essences de bonne qualité

[74,75,76,79].
2. 5. 3. Extraction par les corps gras :

La méthode d'extraction par les corps gras est utilisée en fleurage dans le traitement
des parties fragiles de plantes telles que les fleurs, qui sont trés sensibles a l'action de la
température. Elle met a profit la liposolubilité¢ des composants odorants des végétaux dans les
corps gras. Le principe consiste a mettre les fleurs en contact d'un corps gras pour le saturer

en essence végétale. Le produit obtenu est une pommade florale qui est ensuite épuisée par un
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solvant qu'on élimine sous pression réduite. Dans cette technique, on peut distinguer
l'enfleurage ou la saturation se fait par diffusion a la température ambiante des aromes vers le
corps gras et la digestion qui se pratique a chaud, par immersion des organes végétaux dans le

corps gras [79,89].

2. 5. 4. Extraction par solvants volatils

La technique d’extraction « classique » par solvant, consiste a placer dans un
extracteur un solvant volatil et la matiere végétale a traiter. Grace a des lavages successifs, le
solvant va se charger en molécules aromatiques, avant d’étre envoyé au concentrateur pour y
étre distillé a pression atmosphérique. L’extraction par solvant organique volatil reste la
méthode la plus pratiquée. Les solvants les plus utilisés a I’heure actuelle sont : I’hexane, le
cyclohexane, I’éthanol, le méthanol, le dichlorométhane et I’acétone (Kim et al., 2002). Le
solvant choisi, en plus d’étre autorisé devra posséder une certaine stabilité¢ face a la chaleur, la
lumiére ou I’oxygene, sa température d’ébullition sera de préférence basse afin de faciliter son
¢limination, et il ne devra pas réagir chimiquement avec I’extrait. L’extraction est réalisée
avec un appareil de Soxhletou un appareil de Lickens-Nickerson (figure 6). Ces solvants ont
un pouvoir d'extraction plus ¢€levé que l'eau si bien que les extraits ne contiennent pas
uniquement des composés volatils mais ¢galement bon nombre de composés non volatils tels

que des cires, des pigments, des acides gras et bien d'autres substances (Hubert, 1992). [4]

Appareil de Soxhiet Appare: | Lickens-Neckersan

Figure 4 : Schéma du procédé d’extraction par solvant( Bouaine A., 2017)
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2. 5. 5. Extraction par micro- ondes :

Le procédé d'extraction par micro-ondes appelée (Vacuum
MicrowaveHydrodistillation) (VMHD) consiste a extraire I'huile essentielle a 1'aide d'un
rayonnement micro-ondes d'énergie constante et d'une séquence de mise sous vide. Seule I'eau
de constitution de la matiére végétale traitée entre dans le processus d'extraction des essences.
Sous I'effet conjugué du chauffage sélectif des micro-ondes et de la pression réduite de facon
séquentielle dans I'enceinte de 1'extraction, 1'eau de constitution de la maticre végétale
fraicheentre brutalement en ébullition. Le contenu des cellules est donc plus aisément
transféré vers l'extérieur du tissu biologique, et I'essence est alors mise en ceuvre par la
condensation, le refroidissement des vapeurs et puis la décantation des condensats. Cette
technique présente les avantages suivants: rapidité, économie du temps d'énergie et d'eau,

extrait dépourvu de solvant résiduel [4,89,90].

Figure 5 : photographie d’extraction par micro- ondes ( Bouaine A., 2017)

2. 5. 6. Extraction sans solvant assistée par micro-ondes

Cette technique d’extraction a été développée au cours des derniéres décennies a des
fins analytiques (Wang et al., 2006). Le procédé consiste a irradier par micro-ondes de la

matiere végétale. Le montage obtenu se rapproche sensiblement d’un montage

o
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d’hydrodistillation classique (figure 5). Le réacteur contenant seulement le matériel végétal
est chauffé par les micro-ondes a I’intérieur du four, les vapeurs sont ensuite entrainées dans
le col de cygne avant d’étre condensées dans le réfrigérant puis recueillies dans un essencier.
Les graines sont en permanence humides, ce qui ne laisse aucune chance a la réalisation
d’éventuelles réactions secondaires, néfastes a la qualité du produit obtenu (Lucchesi, 2006)

[4].

Refrigérant a
alr

Huile sssentislls

Phase acquedse

Figure 6 : photographie et schéma du procédé d’extraction sans solvant assistée par

micro-onde(Bouaine A., 2017)
2. 5. 7. Extraction au CO2 supercritique

La technique est fondée sur la solubilité des constituants dans le dioxyde de carbone a
1’état supercritique. Grace a cette propriété, le dioxyde de carbone permet 1’extraction dans le
domaine liquide (supercritique) et la séparation dans le domaine gazeux. Dans cette
technique, un courant de CO2 a forte pression fait éclater les poches a essence, et entraine les

H.E qui seront, ensuite, récupérées (Scimeca, 2007).

)
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Figure 4 :Schéma du procédé d’extraction par CO2 supercritique(Bouaine A., 2017)

L’avantage de cette méthode est la possibilité d’éliminer et de recycler le solvant par
simple compression détente. De plus les températures d’extraction sont basses dans le cas de
dioxyde de carbone et non agressives pour les constituants les plus fragiles (Martini et al.,

1999). Cette technique est utilisable pour les essences difficilement distillables [4].
2. 5. 8. Extraction par Enfleurage

Cette méthode n’est presque plus utilisée car elle est trés couteuse. Cette
techniquepermettait de traiter des fleurs fragiles (comme le jasmin) qui conservaient leur
odeur aprés la cueillette mais qui ne supportaient pas la chaleur. Aprés avoir été
soigneusement triées, les fleurs étaientrepiquéesdélicatement dans la graisse. Apres un certain
temps, 1’huile essentielle passe des fleurs a la graisse et devient plus facile arécupérer, en lui
ajoutant 1’alcool, qui sert de vecteur a I’huile essentielle. Finalement, par simple évaporation

de I’alcool, on récupére I’huile essentielle seule [74,75,76].
2.5.9. Extraction par Macération (enfleurage a chaud)

A Tinverse de I’enfleurage ou I’extraction s’effectuait a température ambiante,
lamacération utilise les mémes graisses mais a chaud ; ce qui a pour effet d’augmenter leur
pouvoir absorbant. L’extraction est réalisée par immersion des fleurs fraichement cueillies
etconstamment renouvelées dans un bac de graisse chaude (50-70 °C) jusqu’a atteindre
lasaturation. Un épuisement a 1’alcool absolu est généralement appliqué sur cette graisse

[74,78].

2
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2. 6. La conservation des HE

Si elles sont entreposées correctement, les HE distillées de bonne qualité peuvent étre
conservées au moins cinqg ans, voire plus, et celles provenant d’agrumes expressés, au moins
trois ans [92]. Les HE ne rancissent pas, contrairement aux huiles végétales, mais elles

peuvent s’oxyder et donc former des résidus résineux.

Idéalement, il est conseillé de conserver les HE dans leur conditionnement d’origine, a
I’abri de la lumiere et de I’humidité. Il est important de bien visser le bouchon, car elles sont

trés volatiles et risquent de s’évaporer rapidement [91].
2. 7.La composition chimique des huiles essentielles :

La teneur et la composition d’'une HE peuvent varier entre la méme espece provenant
de deux origines différentes et parfois méme au sein de la méme plante entre deux organes

différents

Une huile essentielle renferme majoritairement des terpenes volatils, issus de la
condensation d’unités isopréniques, et des dérivés aromatiques dérivés du phénylpropane

[98].
2.7. 1. Composés terpéniques :

Les terpénoides, dont 25 000 sont connus comme métabolites secondaires, dérivent du
précurseur isoprénique a cinq atomes du carbone, I’isopenténylpyrophosphate [45]. Les plus
petits terpénoides sont les hémiterpénoides (C5) qui sont formés d’une seule unité
isoprénique. Les autres molécules, appartenant a cette classe, proviennent de la condensation
de plusieurs isoprénes et forment ainsi les monoterpénoides (deux unités isopréniquesC10) et

les sesquiterpénoides (trois unités isopréniques C15) [46,36].

Seuls les monoterpénes en C10 et les sesquiterpénes en C15 peuvent &tre extraits par
distillation, les autres terpenes (diterpenes en C20 et triterpenes en C30) n’étant pas entrainés

par la vapeur d’eau. Ils sont classés selon :

* leurs fonctions : alcools (géraniol, linalol), esters (acétate de linalyle), aldéhydes

(citral, citronellal), cétones (menthone, camphre, thuyone), éthers-oxydes (cinéole) ;

¥



Chapitre 2 : les huiles essentielles

* leur structure : linéaire (farnéseéne, farnésol), monocyclique (humuléne, zingiberéne),

bicyclique (cadinene, caryophylléne, chamazuléne) ou tricyclique

(cubébol, patchoulol, viridiflorol) [98].

OH

Figure 8 :Structure de linalol Figure 9 :Structure de 1,8-cinéol

2.7. 2. Composés aromatiques dérivés du phénylpropane :

Les composés phénoliques (phénylpropanoides) sont biométabolisés a partir de deux
précurseurs essentiels (acides aminés aromatiques) [45]. Ces composés phénoliques sont
généralement caractérisés par la présence d’un groupement hydroxyle fixé a un cycle phényle

[47,36]

Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane sont beaucoup moins fréquents
dans les huiles essentielles que les monoterpénes et sesquiterpenes. Citons ’acide cinnamique
et I’aldéhyde cinnamique (HE decannelle), I’eugénol (HE de girofle), I’anéthole et 1’aldéhyde
anisique (HE de badiane, d’anis, de fenouil), ainsi que le safrole (HE de sassafras).Les
lactones dérivées des acides cinnamiques, comme les coumarines, sont, pour la plupart,
entrainables par la vapeur d’eau et ainsi présentes dans certaines huiles essentielles (ex. HE de

céleri) [98].

L n
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Figure 10 : Structure de I’eugénole Figure 11 : Structure de cinnamaldéhyde
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2. 8.Propriétés physico-chimiques :

D’une maniere générale, les propriétés et caractéristiques d’une huile essentielle sont :
Les différents indices, pouvoir rotatoire, viscosité, densité, solubilité¢ dans 1’alcool,
pointd'ébullition et congélation.

Plusieurs autres se sont intéressés aux caractérisés physico -chimique de I'huile essentielle se
présentent comme suit :
> Elles sont généralement a 1'état homogene liquide a température
ambiant saufquelques-unes qui se présentent sous 1'état solide (anis, fenouil, menthe
de japon...)Elles contiennent des substances volatiles dans le végétal ce qui les
déférences des huiles « fixes ».
> Toutes les huiles volatiles sont acres, trés inflammables, et tré
odorantes.Elles ne sont trés rarement colorées, (sauf quelques exceptions) mais
prennent peu apeu une coloration bleu clair (camomille, patchouli) est due a la
présence de chamazuléne(carburessesquiterpenique qui est I'azuléne).

Du fait de leur nature huileuse, ces produits sont trés peu soluble dans 1'eau,
maissoluble dans les solvants organiques apolaire usuels, les huiles grasses, et dans les alcools
atitre ¢leéve et éther.La plupart des huiles sont plus 1égeres, leur densité est en général
inférieure a celled’eau.

> Quantitativement, les teneurs en huiles essentielles sont faibles parfois

trés faibles elleest d’ordre de 0, 1% a 1%, ceci explique le cotlt ¢levé de I’'HE, a 1

exception de quelque unscomme par exemples le clou de girofle qui renferme plus de

15% d'essence.L'indice de réfraction et leur pouvoir rotatoire sont généralement

¢léves, et la plupartdevient a la lumicre polarise, et sont plus souvent optiquement

actives car elles sont contenuesdes molécules asymétriques.

> Elles sont trés sensibles a 1'oxydation et ont également tendance a se
polymériser pourformer des produits résineux.

> Les huiles essentielles sont extrémement volatiles et perdent rapidement
leurpropriété, lorsqu'elles sont exposées au soleil, ou lumiére, ou a leur chaleur, elles
absorbentde grande quantité d'oxygene a l'air en se résinifiant, en méme temps leur
odeur se modifie,leur point d’ébullition augmente et leur solubilité diminue.

Elles doivent étre conservées dans des flacons en verre coloré bien fermés, a labri de
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L’air, de la lumiére pour une meilleure protection[97,80,82,84].
2. 8.Le role des HEs au sein d’une plante :

Les ¢tudes réalisées suggerent que ces essences constituent un moyen de défense
contre les prédateurs (micro-organismes, champignons, insectes, herbivores) en modulant les

comportements de ceux-ci vis-a-vis des plantes [56].

Les études ont montré que les terpeénes contenus dans les huiles essentielles, jouent des
roles trés importants dans divers processus biologiques et chimiques : défense contre les
facteurs biotiques et abiotiques ; médiateurs chimiques de communication de la plante avec

son environnement ; marqueurs chémo-taxonomiques pour 1’identification [51,52]

Les huiles essentielles peuvent étre aussi comme des modérateurs des réactions
d’oxydation intramoléculaires protégeant ainsi la plante contre les agents atmosphériques. Les
plantes aromatiques utilisent ces huiles également pour inhiber la germination et le
développement d’autres espéces végétales dans leur voisinage (effet allélopathique) [41].
C’est le cas par exemple de Salvialeucophylla qui libére dans I’atmosphere des substances
telles que le camphre et le 1,8-cinéole afin d’inhiber la germination et le développement

d’autres espéces en concurrence.

D’autres effets sont liés a ’attraction des insectes polinisateurs, a la dispersion des

graines et a la répulsion des herbivores [42,36].
2. 10. L’activité biologique des huiles essentielles :

2. 10. 1. Activité antibactérienne :

Les HE et leurs composants majoritaires se sont révélés efficaces dans le controle de la
propagation de certains agents bactériens [48]. Les propriétés antibactériennes des HE sont
connues depuis longtemps et aujourd’hui, un bon nombre de publications importantes ont
confirmé leur effet bactériostatique et bactéricide contre des souches bactériennes pathogeénes

méme parfois a de trés faibles concentrations [38].

Plusieurs molécules présentes dans les HE sont douées de propriétés antibactériennes,
en particulier les phénols (tels que le carvacrol, le thymol et 1’eugénol), les alcools (tels que le

linalool) et les aldéhydes (tels que le cinnamaldéhyde) [36].
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Des composés tels que le thymol, le carvacrol, le linalol, I’alpha-pinéne, le 1-8 cinéol
et D’alpha-terpinéol sont par exemple connus pour leur effet bactériostatique a faible

concentration et bactéricides a plus forte concentration [53,51].

Les effets antibactériens sont influencés par différents facteurs tels que la composition
chimique de I’HE testée, la méthode expérimentale utilisée et la souche bactérienne
testée.Leur action antibactérienne dépend a la fois des composés majoritaires, des effets

synergiques et/ou additifs et des composés mineurs qui y sont présents [49,36].
2.10. 2. L’activité antifongique :

Les propriétés médicales des plantes médicinales dépendent de la présence d’agents
bioactifs variés et appartenant a différentes classes chimiques.Ces propriétés, dues souvent a

la fraction d’huile essentielle,peuvent étre mises a profit pour traiter les infections mycosiques

[16].

Une étude marocaine sur les huiles essentielles de trois plantes aromatiques (7hymus
vulgaris, Menthaspicata et Citrus limonum) a montré qu’elles présentent des activités
inhibitrices significatives sur troissouches de dermatophytes responsables de la surinfection
de l'eczéma de contact. Cette activité antifongique est liée a l'inhibition de la croissance

mycélienne notamment avec de fortes concentrations en huiles essentielles[15].

Les ¢léments fongicides des huiles essentielles sont le citral (géranial, néral), le
carvacrol, le thymol, I’eugénol et le 1,8-cinéole. Selon Larrondo et Calvo [20], I’effet
fongicide d’une huile essentielle réside dans les inhibitions du métabolisme et de la croissance
des souches fongiques, souvent en relation avec la destruction de membranes lipidiques. Cela

entraine une plus grande perméabilité et une rupture des structures du champignon[19].

2.10. 3. L’activité antivirale :

Une autre propriété trés intéressante des essences, c’est le pouvoir antiviral. Une étude
en 2007 sur Cinnamomum cassia met en évidence une activité sur plusieurs formes de virus

de la grippe chez la souris, dont le HIN1. Des administrations intra- nasales chez des souris
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infectées ont méme permis d’obtenir des taux de survie de 100 % contre 20 % chez des

groupes témoins.

En 2009, un autre travail met en avant, une fois de plus, les propriétés du teatree
contre les virus de 1’herpés, les poliovirus 1, I’échovirus 9, les adénovirus, le coxsackieB1 et

le virus HIN1.

Desétudes récentes ont porté sur les effets d’un mélange breveté, Pur essentiel
assainissant, spray aux 41 huiles essentielles. le mélange a été mis en suspension avec une
suspension d’un poliovirus de type 1 et un adénovirus de type 5. Dés cinq minutes, la quantité

de virus est réduite de 10 000 fois[50].

Le B-pinene et le limonene sont par exemple des composés organiques volatils naturels
ayant montré des propriétés antivirales, notamment contre le virus Herpes simplex de type 1

[51,54].

2. 10. 4. L’activité antioxydante :

Les huiles essentielles sont considérées comme des ressources potentielles de
molécules bioactives naturelles, qui ont été étudiées pour leurs propriétés anti oxydantes. Les
composés phénoliques, comme le thymol, la carvacrol et 1’eugénol font partie des molécules
des HE présentant les plus fortes activités anti oxydantes ainsi que d’autres composés qui
contribuent a cette activit¢ tels que les monoterpénes alcools, cétones, aldéhydes,

hydrocarbures et éthers (Gabriel et al., 2013) [4] .
2. 10. 5. L’activité anti-inflammatoire :

L’activité multiple d’huile essentielle est un bénéfice substantiel car de nombreux
médiateurs participent a I’inflammation. Ce qui fait contraste avec la pharmacologie des

substances qui n’ont qu’une seule cible biologique.

Les expérimentations animales utilisant le géranium et d’autres huiles essentielles
indiquaient qu’elles ¢étaient enmesure d’inhiber 1’accumulation des cellules de
I’inflammationinduite par I’injection de curdlane [57].

L’huile essentielle de géraniumsupprime aussi 1’cedéme et I’arthrite ce qui suggere un

intérét thérapeutique possible dans les affections inflammatoires aigiies et chroniques [58].
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Les huiles essentielles telles que celle de I’aurone du cedre himalayen, de 1’arbre a thé
ainsi que ’eugénol pris en I’état suppriment les réactions d’hypersensibilit¢ immédiates
comme la pollinose et I’allergie retardée [57].

D’autre part, I’huile essentielle de Gaulthérie couchée est composée a plus de 99% de
salicylate de méthyle, d’ou son utilisation trés répandue dans les douleurs musculo-
articulaires pour les effets antalgiques anciennement démontrés et connus des salicylates

[31,55].

2. 10. 5. L’activité immunostimulante :

Parmi les objectifs de [’aromathérapie anti-infectieuse, il est indispensable de
renforcer la défense de 1’organisme contre le pathogénes et aussi d’augmenter le pouvoir de la
guérison naturelle.

Les substances odoriférantes auraient un potentiel en tant qu’agent immunostimulant
qui viendrait de leur action sur le systéme nerveux autonome et sur les glandes endocrines par
I’intermédiaire de I’hypothalamus.

De ce fait, il est probable que les huiles essentielles excitant le systéme nerveux
sympathique par l’intermédiaire de la voie béta-adrénergique, telles que les huiles de
pamplemousse, de fenouil et d’estragon activeraient les granulocytes alors que celles de la
rose, de la lavande et de la valériane qui affectent I’innervation parasympathique a travers la
voie cholinergique, activeraient les lymphocytes.

Ceci est confirmé par le fait que ’huile essentielle de lavande fait augmenter le taux
des lymphocytes sériques et des IgAs salivaires.

La fonction immunologique est corrélée a celle de la fonction endocrinienne par

I’intermédiaire de facteurs de modulation neuroendocrinien [57].

2.11. Domaines d’application des huiles essentielles

Par leurs nombreuses et diverses propriétés, les plants aromatiques et leurs essences
trouvent leur emploi dans de multiples domaines tels que : l'alimentation, la pharmacie,

laparfumerie ; I’aromathérapie....
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2.11.1. L'utilisation des huiles essentielles dans P’industrie

agroalimentaire :

Les vertus antiseptiques et en méme en temps les propriétés aromatisant des
essencess'utilisent quotidiennement dans les préparations culinaires avec le thym, ail, laurier...

Les essences aromatiques donnent aux condiments (poivre, gingembre, ....) et aux
aromates(menthe, anis,....) leur saveurs .Les aromes sont a base d'huiles essentielles (citron,
anis vanille, ...) ainsi les essences d’anis et de badiane sont les principales sources
d’éthanolnaturel, composé utilisé en liquoristerie (fabrication des boissons anisées), et en
confiserie(bonbons, chocolats,...). De méme la vanille sert a aromatiser les biscuits, les
chocolats, lesglaces.

Par ailleurs, le pouvoir anti-oxydant de certaines essences permet la conservation des
aliments en évitant les moisissures. C'est ainsi que le thym et le romarin sert a conserve
lasemence. Les menthes sont d'excellents condiments crus hachées dans les salades ou
dansdivers plats ou bien sous formes de sauce a la menthe pour aromatiser les crémes et les
flans.

Actuellement, l'industrie agroalimentaire utilise des essences dans les préparations
surgelées non seulement pour rehausser le gotlit mais aussi pour- empécher les contaminations

alimentaires qui se développent (effet antimicrobien).

2.11.2.L'utilisation des huiles essentielles en parfumerie et

cosmétique :

Les propriétés odoriférantes des huiles essentielles conférent a ces derniéres une
Consommation importante en parfumerie et en cosmétique. Elles présentent environ 60% des
matieres premieres de I'industrie des parfums synthétiques, du par fumage, des savons et des
cosmétiques.

A la cosmétologie et le secteur des produits d'hygiene on notera la présence d'huiles
Essentielles dans les préparations dermo pharmacologique (bais « calmant »ou «relaxanty), et
leur emploi dans les rouges a levres, les shampoings, les dentifrices, se sont surtout les huiles
essentielles de lavande, de citron, de citronnelle, qui sont utilisées. On notera qu'il y a une

possibilité d'adsorption percutanée des constituants terpéniques. [81,86]
2. 11. 3. L'utilisation des huiles essentielles en pharmacie :

Les huiles essentielles constituent le support d'une pratique de sois particuliere :

L'aromathérapie. Elles ont grande intérét en pharmacie, elles s'utilisent sous la forme
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de préparations galéniques, et dans la préparation d'infusion (verveine, thym, menthe,
mélisse, fleurs d'orange...etc.). Tout fois, il faut souligner que la majorité des constituants de
ces derniers sont lipophiles, et de ce fait, rapidement absorbés que ce soit par voie
pulmonaire, par voie cutanée ou par voie digestive.

Elles sont également utilisées pour l'obtention des huiles essentielles dans un
intérétmédicamenteux (en particulier dans le domaine des antiseptiques externes). Plus de
40% dumédicament sont a base de composants actifs de plants. De nombreuses huiles
essentielles se trouvent dans la formule d'un trés grand nombre de spécialités pharmaceutiques

: sirop,goutte, gélules pommade ...etc [79].

2. 12. Les voies et modes d’administration

» Les HE peuvent s’administrer par voie orale, mais jamais pures sans avis

médical ou pharmaceutique afin d’éviter toute briillure digestive ou de la langue.

L’idéal est de prendre les HE diluées dans une cuillére a café d’huile végétale

alimentaire, de miel ou de sirop d’agave.

» Les HE peuvent s’appliquer en massage sur la peau. L’épiderme agit en effet

comme un filtre et I’action des principes actifs en est prolongée.

» Les HE s’administrent aussi par voie rectale, sous la forme de suppositoires.
Mais il faut rester prudent et respecter strictement les posologies car elles peuvent étre

irritantes pour la muqueuse.

» La voie inhalée est utilisée pour contrer les affections ORL.

» Certaines HE sont adaptées a une diffusion atmosphérique, de préférence grace
a un diffuseur pour :
v Une désinfection ORL (sapins et pins, Ravintsara, Niaouli, Eucalyptus
radié, Romarin a cinéole, Marjolaine sylvestre ou a coquilles...) ;
v Assainissement de [’air (Bois de rose, Géranium, Citron et autres

agrumes, Lemongrass, Verveine exotique) ;
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v Utilisationpour la détente (Lavande vraie, Orange douce, Mandarine,

Verveine exotique ou citronnée, Géranium, Ylang-ylang, Camomille noble...).

> Dans un bain aromatique, les HE doivent étre diluées, par exemple dans

un gel douche, ou une tasse de lait liquide [91].
2. 13. Toxicité des huiles essentielles

Plusieurs HE sont connus pour leur toxicité : c’est le cas, par exemple, des essences a
anéthol a action convulsivante a forte dose ; il en est de méme des essences a thuyone (thuya).
Notons que les essences absorbées seules comme médicaments, en usage interne

(aromathérapie), peuvent présenter une certaine toxicit¢ (Binet et Brunel, 1968).

Dans le monde actuel des produits naturels, il convient de ne pas utiliser ces
substances de fagon abusive. Les huiles essentielles doivent étre prises a bon escient et a
doses adaptées afin d’éviter de dommageables effets secondaires, parce que 1’efficacité et la
toxicité ce n’est souvent qu'une question de quantité (Scimeca, 2007 ; Lambert, Skandamis

et al., 2001) [4].
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3.1. Site d’expérimentation :

Notre travail a été effectué au sein de deux laboratoires, laboratoire des plantes
aromatiques et médicinales de 'université¢ Blida 1, faculté science de la nature et de la vie,
département biotechnologie qui s’occupe de I'extraction des huiles essentielles et extraits
végétaux des plantes aromatique. La détermination de ’activité antimicrobienne de 1'extrait
d’huile essentielle d’ Eucalyptus globulus a été réalisée au niveau laboratoire de microbiologie

du centre de recherche et de développement SAIDAL (Gué de Constantine, Alger)

3 .2. Matériel végétal :
3 .2.1.Récolte et identification de la plante :

L’identification du genre et espéce d’Eucalyptus globolus a été faite par le D'
M™Maria Stella. Ce travail est appliqué sur des feuilles et fruits de cet arbre,récoltés au

niveau de 'université BLIDA 1, faculté¢ des sciences vétérinaires, la période de Mars a
Avril 2019.

Figure 13 : Récolte des feuilles et des fruits d’eucalyptus globulus
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3 .2.3.Mode d’échantillonnage :

Des échantillons constitués par des feuilles et fruits triées seines (feuilles jeunes et
adultes, fruits verts) d’'un méme arbre, sont lavés puis séchés a ’ombre, a I’aire libre dans
un endroit sec et aéré et a I’abri de la chaleur et de la lumiére pendant 5 jours (M™

Kebour).
3.2.4.Extraction de I’huile essentielle :

3.2.4.1. Dispositif d’extraction :

Il y a plusieurs méthodes d’extractions des HE citées dans la littérature (voir la
partie bibliographique). Dans ce travail ’extraction a ¢été réalisée par la méthode

d’hydrodistillation a I’aide d’un montage similaire a un dispositif de type Clevenger.
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Figurel4: Schéma du montage proposé¢ pour I’extraction des huiles essentielles (Bouaine A.,

2017)

Le montage d’extraction est constitué¢ d'une cocotte en aluminium de 7 L de capacité,
de 22cm de diametre et de20 cm de hauteur ; il est placé sur un chauffage a gaz naturel, et
surmonté d'un tube en cuivre qui le relie au condenseur. Ce dernier est formé d'un serpentin

de cuivre plongé dans un réfrigérant ou circule de 1'eau fraiche en permanence.
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3.2.4.2. Parameétres étudiés dans I’extraction de ’huile essentielle

d’Eucalyptus :

Pour obtenir une quantité suffisante d’HE, on a répété le procédé d’extraction d’HE entrois

essais pour les fruits et cinq fois pour les feuilles avec un changement des parametres

Chapitre 3 : Matériel et méthodes

d’extraction a chaque répétition (Poids, volume d’eau et la durée d’extraction).

Tableau III: les essais de répétition d’extraction d’HE des fruits d’Eucalyptus globulus

Les répétitions
Essai N°1 Essai N°2 EssaiN°3
Poids 500 g 700 g 700 g
Volume d’eau 5L 6L 7L
Durée 1h 21 min 1h15 min 1h

Tableau IV: les essais de répétition d’extraction d’HE des feuilles d’Eucalyptus globulus

Feuilles (
fraiches

/séches )

1200 g ( fraiches)

1230 g ( seches )

Les

répétitions

Essai N°1

EssaiN°2

EssaiN°3

EssaiN°1

EssaiN°2

Poids

400 g 400 g

400 g

615¢g 615¢g

Volume

d’eau

4L

Durée

1h20 min
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La matiére végétale (fruits - feuilles) est introduite dans la cocotte avec d’eau. La mise en
marche du chauffage se fait a gaz naturel. Le réfrigérant est mis en fonction en réglant le débit
d'eau. La vapeur condensée obtenue conduit a une phase organique (huile essentielle). Apres
condensation et liquéfaction, I’huile surmontant 1’eau (non miscible) est séparée de 1’eau, puis
récupérée a 1’aide d’une seringue nettoyée avec 1’éthanol pour enlever I’hydrolat. Aprés
extraction, le volume d’huile essentielle obtenu a ¢ét¢ mesuré puis conservé dans des flacons
opaques en verre bien fermés et conservée a l'obscurité a 4 °© C jusqu’ason usage pour les tests

microbiologiques.
3.2.4.3. Calcul derendement :

Le rendement en HE a été calculé par rapport au matériel végétal sec. C’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 d’huile essentielle
R= &) 100 (source, Afnor).

"~ Masse du matériel végétal utilisé (g)

3.2.5.Dilution de I’huile essentielle d’ Eucalyptus globulus

3.2.5.1.Protocole expérimentale de dilution d’HE dans I’eau :

L’objectif de ce travail est de solubiliser I’huile essentielle d’Eucalyptus globulusdans
I’eau pour préparer deux solutions diluées de 0.25g et 0.50g d’huile essentielle a partir
d’une solution meére de Tween 80 a 1% .ce dernier est considéré comme un tensioactif non
ionique est indispensable afin de participer a ’homogénéisation d’huile avec de I’eau,
pour le but de savoir si I’activité¢ antimicrobienne des HEs essentielles d’E.globulus
augmente ou diminue apres dilution et aussi pour comparer leurs activité par rapport aux

huiles essentielles pures.

3.2.5.2.Préparation de la solution meére de tween a 1% :

Pour la préparation de cette solution il faut 5 g de tween 80 dissous dans un volume de

500 ml d’eau distillée.

v Mettre la balance en 0.00 et pesé 5 g de tween 80 dans le bécher
v Ajouté un peu de I’eau distillée puis les mettre dans la fiole jaugée de 500 ml

v' Compléter a remplir la fiole jusqu’au I’indice 500 ml.
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v A l’aide d’une baguette en verre mélange le tween avec ’eau
v Fermer la fiole et faire des mouvements circulaires et agiter délicatement a 1’aide d’un

agitateur magnétique jusqu’a 1’obtention d’une solution homogene de tween 80 a 1%

3.2.5.3. Préparation des doses de dilution d’HE :

Préparation de solution a 0.25 g et 0.50 g de chaque HE :

v" Préparer deux volumes de 100 ml de solution mére et mélanger avec 0.25 g et 0.50g
des HEs successivement dans deux fioles jaugées de 100 ml.

v' Faire un mouvement circulaire, puis agiter délicatement a I’aide d’un agitateur
magnétiquejusqu’a la solution sera homogene.

v Faire la conservation de ces solutions dans deux flacons fumés et bien fermés.

Figure 15 :homogénéisation de la solution en HE a I’aide d’un agitateur

magnétique(Photographie originale)
3.3. Evaluation de ’activité antimicrobienne :
3.3.1. Objectif :

L’objectif de 1’é¢tude de I’activité antimicrobienne consiste en I’évaluation comparative des

huiles essentiellesdes fruits et feuilles d’eucalyptus globulus.
3.3.2. Principe :

L’¢évaluation qualitative de 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles des feuilles et

des fruits d’eucalyptus globulus consiste a estimer 1’inhibition de la croissance des micro-
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organismes (bactéries et levures) soumis aux contacts de I’échantillon a tester et ceci par

la méthode de diffusion sur gélose en utilisant des disques de 9 mm.

Le protocole d’évaluation de I’activité antimicrobienne a été inspiré¢ de la pharmacopée

européenne 2017.
3.3.3. Matériel biologique :

Les microorganismes étudiés ont été choisis pour leurs fréquences élevées a contaminer les denrées

alimentaires et pour leur pathogénicité. Ils nous ont été fournis par le laboratoire de

microbiologie du centre de recherche et de développement SAIDAL (Gué de Constantine,

Alger). Ils ont été entretenus par repiquage sur un milieu gélos¢ muller-hinton pour les

bactéries et lesabouraudpour les levures. Les microorganismes qui ont été testées sont cités

dans le tableau suivant :

Tableau V:les souches microbiennes utilisées

Bactéries levure
Nom Staphylococcus | Bacillus subtilis | Escherichia coli | Candida
aureus albicans
Gram positif Positif négatif
N° de référence ATTC ®6538 ATTC ®6633 ATTC ATTC
(SAIDAL) ®8739™" ®10230™"

3.3.4. Protocole expérimentale :

3.3.4.1. Préparation de I’inoculum :

e Pour les bactéries :

— A partir d’'une culture jeune de 18h, réaliser des suspensions en prélevant 3 a 5

colonies bien isolées et identiques, et les mettre dans Sml d’eau physiologique stérile.

— Agiter au vortex pendant quelques secondes.

— Réaliser une lecture de densité optique avec le spectrophotomeétre a une longueur

d’onde de 620 nm et qui doit étre comprise entre (0,2-0,3) pour Escherichia coli et
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bacillussubtilis, et (0,3-0,4) pour staphylococcus aureus ce qui correspond a une
concentration de 10’ 10° germes/ml [119].

e Pour les levures :

— A partir d’une culture jeune de 48h réalise des suspensions en prélevant 3 a 5 colonies
bien isolées et identiques, et les mettre dans Sml d’eau physiologique stérile.

— Agiter au vortex pendant quelques secondes.

— Réaliser une lecture de densité optique avec le spectrophotomeétre qui doit Etre
comprise entre (2-3) pour candida albicans, ce qui correspond a une concentration de
10" _10*ufc/ml.

NB : si la valeur obtenue de la premiére lecture pour les bactéries et les levures n’est
pas comprise entre dans les intervalles voulus, les concentrations doivent étre ajustées
en ajoutant soit de 1’eau physiologique ou des colonies, et I’inoculum doit étre utilisé

dans les 15 minutes qui suivent sa préparation.

3.3.4.2.Ensemencement :

Préparation de la premiére couche du milieu :

— Faire fondre le milieu gélosé muller-hinton et le sabouraud dans un bain-marie a 95°C.

— Verser aseptiquement une 1°couche dans les boites de pétri a raison de 15 ml par
boites avec 2 répétitions par souches.

— Laisser refroidir et solidifier sue paillasse.

Préparation de la 2°™ couche du milieu :

— Faire fondre le milieu gélosé muller-hinton et le sabouraud dans un bain-marie a 95°C.

— Baisser la température jusqu’a 45°C.

— Remplir des flacons en verre stériles avec 50 ml de muller-hinton pour les bactéries,
avec 50 ml de sabouraud pour les levures pour chacune des souches.

— Ensemencer les milieux de culture avec 200 ul de chaque suspension.

— Agiter manuellement le flacon.

— Transvaser rapidement de chaque milieu inoculé en 2°™ couche sur la surface des
boites contenant déja la 1% couche de gélose.

— Etaler rapidement en faisant pivoter la boite sur elle-méme pour avoir une surface

uniforme.
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— Laisser solidifier sur paillasse.

3.3.4.3. Dépot des disques :

— A l’aide d’une micropipette, prélever 50 pl de I’échantillon a tester (pure, D1, D2) et
imbiber un disque stérile.

— A l’aide d’une pince stérile, déposer le disque sur la surface de la gélose.

— Laisser diffuser sur paillasse pendant 30 minutes.

— Incuber a 37°C pendant 24h pour les bactéries et a 25°C pendant 48h pou les levures.

e ]

[ LT

-

Figure 16 : le dépot des disques.(Photographie originale)

3.3.4.4. Lecture des résultats :

La mesure des zones d’inhibition a été réalisée a I’aide d’un pied a coulisse :

— Présence d’une zone claire autour du disque : présence d’activité inhibitrice.

— Absence d’une zone claire autour du disque : absence d’activité inhibitrice.

E
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Figure 17 : La mesure des zones d’inhibition(Photographie originale)

Les diameétres des zones d’inhibition(D) de la croissance microbienne sont classés en quatre

Classes,selon (Meena Sethi ,1994) ; (Ella et al ,1996).

Tableau VI: Transcription des diamétres d’inhibition des disques imprégnés

Diameétres(D) de la zone Transcription Sensibilité du germe
d’inhibition (mm)

D> 28 mm +++ Extrémement sensible
28 mm >D > 16 mm ++ Tres sensible

16 mm > D> 10 + Sensible

D< 10 mm - Résistant

)
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4.1. Rendement en huile essentielle :

Les rendements en HEs des deux parties (feuilles et fruits) sont montrés dans le tableau

suivant :

Tableau VII : Rendement d’extractions des HEs

Echantillons Rendement (ml) Rendement (%)

Fruits 1.5 ml 0.07 %

Feuilles 2.5ml 0.09 %

0,10%
0,09%
0,08%
0,07%
0,06%
0,05%
0,04%

Rendement (%)

0,03%
0,02%
0,01%
0,00%
HE des fruits HE des fuilles

Figurel8 : Rendement (%) en huiles essentielles des fruits et feuilles d’E.globulus

L’eucalyptus globulusprésente un rendement en huile essentielle faible. Il a fallu plusieurs
hydrodistillations pour obtenir une quantité a tester, en obligeant de prendre les échantillons
des feuilles et celles des fruits d’un méme arbre pour éviter la toxicité dans 1’activité

antimicrobienne. Ceci corrobore les résultats trouvés par Amhamdi et al. (2009) qui étaient de
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I’ordre de 0,14%. Cette faible teneur serait probablement due a 1'age de la plante, au mode
d’extraction, a la période et a 1'endroit de récolte, a la partie de la plante utilisée sans négliger

la nature méme de cette plante aromatique.

4.2. Activités antimicrobienne des huiles essentielles des feuilles et du fruit :

L’¢évaluation qualitative de 1’activité antimicrobienne de nos huiles essentielles a été
faitesur trois bactéries (Escherichia coli,Staphylococcus aureus, Bascillussubtilis) et
un champignon (Candida albicans), par la méthode des aromatogrammes. Le pouvoir
antimicrobien est obtenu par la mesure des diameétres des zones d’inhibition (mm), en

utilisant des disques de (9mm) .

4.2.1. Activité antimicrobienne des HEs des feuilles :

Les résultats du test de sensibilité des souches bactériennes et fongiques a 1’huile essentielle
des feuilles d’ Eucalyptus globuluspar la méthode de diffusion sur gélose en utilisant des
disques de 9mm contenant des solutions de différentes concentrations (pure, diluée), sont

représentés dans le tableau VIII et la figure 17 (voir annexe 1).

Tableau VIII: Transcription des diamétres d’inhibition de différentes concentrations (pure,

diluée) d’huile essentielle des feuilles d’Eucalyptus globbulus

HE HE HE
(Pure) (0.25%) (0.50%)

souches

Escherichia-coli + + +
Staphylococcus ++ - +
Aureus

Bascillussubtilis + + +
Candida albicans ++ - +

E
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B R R RN
N B OO 0 O

zones d'inhibition (mm
S

Escherichia coli Staphylococcus Bacillus subtilis Candida albicans
aureus
les souches testées

o N B OO

B Pure ® Dilution (0.25 %) Dilution (0.50 %)

Figure 19:Les zones d’inhibition des souches microbiennes traitées par I’HE des feuilles d’E.

globulus en différentes concentrations.

D’apres les résultats représentés dans( le tableau VIII et la figure 17 ) nous constatons que
I’huile essentielle des feuilles d’Eucalyptus globulusa une bonne activité antibactérienne vis-
a-visces souches testées. On constate aussi que Staphylococcus aureus(Gram +) et Candida
albicans sont les souches les plus sensibles parmi les souches testées ; alors que son action

devient sensible pourla croissance de E.coli (Gram -) et Bascillussubtilis(Gram +).

D’apres 1’échelle de mesure de 1’activité antimicrobienne des HE on dit quel’huile essentielle
des feuilles d’Eucalyptus globulus pure montre une action sensible de lacroissance desgermes
par rapport aux différentes concentrations d’huiles essentielles diluées ou on résulte la

résistance de Staphylococcus aureus et Candida albicans.

Le classement de la sensibilité des souches vis-a-vis des HEs des fruits selon un ordre
croissant est comme suit:S. aureus >C. albicans>E. coli >B. subtilis.D’aprées les valeurs des
zones d’inhibitions (Figure) dans notre expérimentation, ces résultats, s’accordent avec ceux
de Damjanovic —Vratnica et al. (2011) et Raho et benali, (2008) sur la sensibilit¢ de S. aureus
suivi de E. coli etB. subtilisvis a vis des HEs des feuilles.Ceci pourrait étre da a une
différence de composition de ces HEs, puisqu’elle est dépendante des facteurs
environnementaux tels que le climat, la température, les nutriments (Akin et al., 2010),
I’incidence de la lumiére, la saison (Mendes silva et al., 2011), le processus d’extraction

(Recoquillay et al., 2009), mais aussi la différentiation héréditaires des especes en formes

E
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physiologiques distinctes (Zrira et al., 1994). La composition est dépendante aussi de 1’état de

fraicheur des feuilles utilisées (Mendes silva et al., 2011) et probablement di a la composition
chimique.

Escherichia coli

Staphylococcus

aureus

Bacillus subtilis

Figure20: Photographie originale montrant I’action de I’HE des feuilles sur les souches

testées

E
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4.2.2. Activité antimicrobienne de I’HE des fruits :Les résultats du test de sensibilité des

souches bactériennes et fongiques a I’huile essentielle des fruits d’Eucalyptus globuluspar la

méthode de diffusion sur gélose. (tableaulX,figure 19).

Tableau IX : Transcription des diametres d’inhibition de différentes concentrations (pure,

diluée) d’huile essentielle du fruit d’Eucalyptus globbulus.

HE HE HE
Bactérie (Pure) (0.25%) (0.50%)
Escherichia-coli + + +
Staphylococcus ++ + +
Aureus
Bascillussubtilis ++ + +
Candida albicans + - -
25

— 20

€

(S

— 15

c

02

E 10

2

=

g 5

& o

c

8 Escherichia coli Staphylococcus Bacillus subtilis Candida albicans

aureus
les souches testées
mpure mDilution (0.25%) m Dilution (0.50 %)

Figure21:graphe des zones d’inhibition des souches microbiennes traitées par I’HE du fruit

d’E.globulus en différentes concentrations.
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D’apres les résultats représentés dansle tableaulX et figure 19, nous constatons que 1’huile
essentielle du fruit d’Eucalyptus globulusa une trésbonne activité antibactérienne vis-a-vis ces
souches testées. On constate aussi que les bactéries de (Gram +)Staphylococcus aureus et
Bascillussubtilis sont les souches les plus sensibles parmi les souches testées,alors que son

action devient sensible pourde lacroissance de E.coli (Gram -) etCandida albicans.

D’apres 1’échelle de mesure de 1’activité antimicrobienne des HE on dit quel’huile essentielle
des fruits d’Eucalyptus globulus pure montre une action tres sensible de lacroissance des
germes par rapport aux différentes concentrations d’huiles essentielles diluées ou on résulte la

résistance de Candida albicans.

Le classement de la sensibilit¢ des souches vis-a-vis des HEs des fruitsd’Eucalyptus
globulusselon un ordre croissant est comme suit : S. aureus >B. subtilis>C.albicans>E. coli.
D’aprés les valeurs des zones d’inhibitions (Figure) dans notre expérimentation, et selon
I’ordre de classement établi par De Billerbeck, (2007), les souches testées ont montré une

sensibilité¢ aux HEs des fruits de E. globulus.

pure Dilution 1 (0.25 %) Dilution 2 (0.50 %)

>



Chapitre 4 : Résultats et discussion

Escherichia coli

Staphylococcus

aureus

Bacillus subtilis

Candida albicans

Figure 22: Photographie originale montrant I’action de I’HE du fruit sur les souches testées
4.2.3. Activité antibactérienne des huiles essentielles des feuilles et fruits :

La comparaison de la sensibilité des souches testées aux HEs étudiées révele (Figure) :

» Une sensibilité similaire de E. colipour les deux huiles essentielles.

» Des différences significatives de sensibilité des bactéries (S. aureus ; B. subtilis)de
(Gram +) par rapport a la bactérie E.colide (Gram-) et le champignon (C.albicans)
traités par I’HE du fruit d’Eucalyptus globulus.

» Une sensibilité similaire detoutes ces souches microbiennes traitées par I’HE des

feuilles d’ Eucalyptus globulus.
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D’apres les résultats, les deux HEs ont une activité antimicrobinne vis-a-vis de toutes
les souches testées. Cependant, B. subtiliset S. aureus sont les plus sensibles ce qui est
en accord avec les résultats des études antérieures menées sur E. globulus et celles
menées par Traore et al. (2013) sur I’espece E.houseana et sur E. odorata menées par

Elaissi et al. (2011).

Les résultats révelent que les souches étudiées sont plus sensibles aux HEs des fruits
que celles des feuilles, ceci pourrait étre due a la présence de 1’aromadendrene et du
1,8 cinéole, car Mulyaningsih et al. (2010).Cette étude a également révélé que
I’aromadendrene posséde une meilleure activité antimicrobienne que le cinéole et le
globulol et que cette activité serait due a son caractere lipophile, ce qui lui permet de
traverser la membrane cellulaire,de nature phospholipidique, en outre il posséde un
groupement méthyléne réactif et un cycle cyclopropane qui peut alkyler les protéines

et ainsi perturber leur conformation (Mulyaningsih et al., 2010).

zones d'inhibition (mm)
=
ONPOOOON
. I

les souches testées

M Feuilles ™ fruits

Figure 23:La comparaison entre les zones d’inhibition des souches microbiennes traitées par

les HEs des fruits et feuilles d’E. globulus.
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Conclusion générale

Les plantes aromatiques et médicinales représentent une source inépuisable de

remedes traditionnels et efficaces grace aux principes actifs tels que les huiles essentielles.

En effet, les huiles essentielles et ses principes actifs issus du métabolisme secondaire
des plantes médicinales, ont été¢ utilisées depuis ’antiquité et sont largement employées de
nos jours, pour leurs propriétés biologiques et leurs applications dans de multiples et diverses

industries : alimentation, cosmétique, parfumerie et pharmacie.

Au terme de notre étude qui a porté sur I’activité antimicrobienne des huiles
essentielles obtenues des feuilles et fruits d’Eucalyptus globulus, poussant a 1I’état spontané ;

récolté dans la région (Blida) de Mars a Avril 2019.

L'obtention d'huiles essentielles par hydrodistillation reste une méthode simple et
efficace en utilisant le dispositif Clevenger modifié. Le rendement est de 2,5 ml (0.07%) pour
les feuilles et de 1.5ml (0,09%) pour le fruit, pour la détermination du pouvoir antibactérien
sur des souches pathogénes et multi résistantes : il s’agit d’une bactérie de Gram négatif
(Escherichia coli), deux de Gram positif (Staphylococcus Aureus, Bascillussubtilis), et un

champignon (Candida albicans).

Les résultats de I’activité¢ antimicrobienne montrent que les deux huiles essentielles
d’Eucalyptus globulus ont exercé un effet synergique contre les souches ciblées a différentes
concentrations bien précises. Ce qui nous amene a dire que nos huiles sont dotées d’une
activité antibactérienne, antifongique importantes sur les germes testés, notamment avec
I’huile essentielle de fruits qui a provoqué une inhibition microbienne supérieure a celle des

feuilles.

Les performances antimicrobiennes mises en ¢vidence méritent d’étre étudié avec plus
de détails afin d’envisager des perspectives d’application de ces essences comme
antibiotiques naturels capables de réduire la croissance microbienne responsable de maladies
infectieuses. Ces résultats restent partiels et d’autres travaux sur ces deux huiles essentielles

s’imposent aux niveaux pharmacologiques et chimiques, il sera intéressant a I’avenir :

> D’¢tudier d’autres propriétés biologiques de ces plantes, a savoir les

propriétés anti Inflammatoires, antivirales et autres.




Conclusion générale

> De tester les composés identifiés individuellement en faisant appel a des
tests pharmacologiques in vivo et aussi de déterminer les principes actifs responsables
de ces activités biologiques.

> De vérifier I’absence d’effets toxiques de ces composés.
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Annexes

Annexe 1 : Diamétre des zones d’inhibition (mm) d’HE des feuilles d’Eucalyptus globulus .

pure Dilution Dilution
0.25% 0. 50%

Modalité Répétitionl | Répétition2 | Répétitionl | Répétition2 | Répétitionl | Répétition2
Escherichia coli | 13.49 mm 12.45 mm 10.64 mm 9.70 mm 10.42 mm 10.48 mm
Staphylococcus | 17.58 mm | 16.98 mm | - - 10.40 mm | -
aureus
Bacillus subtilis | 12.55 mm 11.90 mm 10.32 mm 10.90 mm 11.27 mm 11.21 mm
Candida 16.60 mm | 14.51 mm | - - 11.40 mm | -
albicans

Annexe 2 : Diamétre des zones d’inhibition (mm) d’HE du fruits d’Eucalyptus globulus.

pure Dilution Dilution
0.25% 0.50%

Modalité Répétitionl | Répétition2 | Répétitionl | Répétition2 | Répétitionl | Répétition2
Escherichia coli | 12.07 mm 13.24 mm 10.97 mm 9.88 mm 11.90 mm 11.12 mm
Staphylococcus | 21.28 mm | 22.36 mm | 10.51mm | 10.33 mm | 10.72mm | 10.65 mm
aureus
Bacillus subtilis | 22.35 mm 21.89 mm 11.99 mm 10.87 mm 13.55 mm 12.65 mm
Candida 17.75 mm 17.85mm | - - - -
albicans




Annexe 3 :histogrammes montrant une comparaison de diametres des zones d’inhibition
entre I'HE des feuilles et celle de fruit.
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Annexe 4 : Matériel d’extraction

¢ Matériel de laboratoire :
Fioles jaugées de 500 ml, 100 ml
Béchers 100 ml

Baguette de verre

Balance de précision 0.01g

AN N N

Agitateur magnétique

X/
°

Matériels chimique : eau distillée, Tween 80
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Les différentes concentrations d'HE des fruits
d'Eucalyptus globulus

<+ Matériels végétale : huile Essentielle des fruits et feuilles d’Eucalyptus globulus.

Annexes 5 : Matériel d’évaluation anti microbienne

Matériel de laboratoire :

- Boite de pétri

- Milieux de culture (muller-hinton pour les bactéries et les abouraud pour les levures).

- Disques vierges de papier whatman (9 mm).

- L'eau physiologique stérile

- Pinces

Appareillage : spectrophotometre — vortex — popinelle — la chambre UV — étuve [25°C pour

les levures, 35°C pour les bactéries] - bain marie a 95°C - micropipette - pied a coulisse.



Verrerie : flacons en verre- bécher- tubes a essai- pipette pasteur.
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