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Résumé

Les huiles essentielles ont de nombreuses propriétés thérapeutiques. En phytothérapie, elles
sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses d'origine
fongique, les dermatophytes, celles d'origine bactérienne. Le but de notre étude est de
déterminer l'effet antimicrobien, antifongique et antioxydant d'huile essentielle, de
l'Eucalyptus blakelyi.L. et Eucalyptus cladocalyx.L — végétale sur certaines bactéries et
champignons pathogenes. Ou le rendement a été enregistré pour Eucalyptus cladocalyx.L
0.58 % et 2.5 % pour Eucalyptus blakelyi.L. Le critére adopté pour l'activité antibactérienne
et antifongique est basé sur la méthode de diffusion en milieu solide (sensibilité). Notre
¢tude révele que l'huile essentielle de ['Eucalyptus cladocalyx.L a une forte activité
antibactérienne en marquant sept souches sensibles et deux résistantes par rapport a 1'huile
essentielle d'Eucalyptus blakelyi.L qui a marqué cinq bactéries sensibles et quatre résistantes ,
ainsi les deux souches fongiques Cadida albicans, Rhizopus sp sont faiblement sensibles a
les deux huiles d'Eucalyptus .les huiles essentielles des ceux espeéces ont été testées pour leur
pouvoir antioxydant en utilisant les techniques de DPPH, le pouvoir réducteur en la
comparant a la vitamine C . Les huiles de feuilles d'Eucalyptus bakelyi.l avaient des
activités de piégeage des radicaux supérieure a celles d’Eucalyptus cladocalyx.L avec une
valeur d'EC50 égale a 141.17ug.ml-1 470.58pg.ml-1  respectivement, la vitamine c a

montré une activité plus élevées avec un valeur d’EC50 égale a 0.61pug.ml-1.
MOTS-CLES : Eucalyptus blakelyi.L,Eucalyptus cladocalyx.L , huile essentielle .antioxydant

DPPH, EC50.



ABSTRACT

Essential oils have many therapeutic properties. In herbal medicine, they are used for their
antiseptic properties against infectious diseases of fungal origin, against dermatophytes, those
of bacterial origin. The aim of our study is to determine the antimicrobial,antifungal effect
and antioxydant of essential oils of the plant Eucalyptus cladocalyx.L and Eucalyptus
blakelyi.L. on some pathogenic bacteria and fungic . Where the yield has been registered for
Eucalyptus cladocalyx.L 0.58% and 2.5 % for Eucalyptus blakelyi.L .The test adopted is
based on tne animicobial and antifungal activity with the diffusion method on solid medium
(sensitivity), this method allows determining the susceptibility or resistance of an organism
for the sample studied. our study reveal that the oil essential of Eucalyptus cladocalyx.L.
have a strong antimicrobial activity by marking seven strains sensitive and two resistant
compared with the oil essential of Eucalyptus who scored five strains sensitive and four

resistant . as well as , both fungal strains Cadida albicans, Rhizopus sp

Are weakly sensitive to the two Eucalyptus oils. the essential oils of both species have been
tested for their antioxidant power using DPPH techniques the reducing power by comparing
it with vitamin C. Eucalyptus.blakelyi.L leaf oils had a high radical scavenging activities than
those of Eucalyptus. Cladocalyx.L with an EC50 value equal to 141.17pg.ml-1 and
Eucalyptus cladocalyx.L 470.58ng.ml-1 respectively, the Vitamin C showed higher activity
with EC50 value equal to 0.61pg.ml-1.

KEYWORDS:, Eucalyptus blakelyi.L, Eucalyptus cladocalyx.L, antioxidant essential oil

DPPH, EC50.
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Introduction générale

Depuis l'antiquité, et certainement bien avant, les plantes ont servi de pharmacotheéque
naturelle et pragmatique pour I'homme. Personne ne cherchait a savoir pourquoi ou comment
elles agissent, mais c'était un fait incontesté et qui paraissait magique. En effet il est étonnant
qu'une feuille, une fleur ou une racine puisse guérir ou tout au moins soulager un état

pathologique ou des troubles organiques. (Schauenberg P. et Paris F., 2010)

Apres quelques siecles de domination de la synthése chimique, la pharmacologie, mais aussi
la nutrition et l'agroalimentaire redécouvrent les vertus des plantes dites médicinales, ce qui
est le cas de toutes les plantes. Elles sont de plus en plus considérées comme source de
matieres premieres essentielles pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la
mise au point de futurs médicaments (Maurice, 1997).Mais leurs usages traditionnels n'ont
jamais disparus, bien au contraire. Selon 1'Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS), en
2008, 80 % de la population mondiale repose sur la médecine traditionnelle pour leurs soins

primaires. (Pierangeli et al, 2009)

Dans le bagage chimique des plantes, les huiles essentielles, les alcaloides et autres composés
phénoliques, représentent des molécules de fortes valeurs, utilisées dans les industries
pharmaceutiques, cosmétiques et agroalimentaires. Les activités antibactériennes de ces

produits ont été rapportées dans de trés nombreux travaux. (Bouzouita et al, 2008)

Une huile essentielle est un produit odorant, de composition complexe, obtenu a partir d'une
matiere premiere végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d'eau, soit
par distillation seéche, soit par un procédé¢ mécanique sans chauffage (Bruneton, 2009). Les
végétaux riches en essences se trouvent surtout chez les Conifeéres, Myrtacées, Labiées,
Ombelliféres et Rutacées au niveau de différents organes de la plante (Mautrait et Raoult,

2009).

La plupart de leurs propriétés sont dues aux huiles essentielles produites par leur métabolisme

secondaire (Rashid et al, 2010).

Ces huiles ont une activité biologique et thérapeutique aussi vari€e, par exemple les activités

antivirales, anti-inflammatoires et anticancéreuses. (Svoboda et Hampson, 1999)




Introduction générale

L’activité des huiles volatiles réside dans les centaines de molécules chimiques qui la
constituent comme les terpénoides.Ces derniers donnent a la plante son odeur, d’autres sont

responsables du parfum. (Cowan, 1999)

Le domaine d’application des huiles essentielles sont diversifiés malgré 1’arrivée sur le
marché des composés de synthése ; C’est ainsi qu’elles trouvent de nombreuses applications
dans I’industrie chimique et dans le domaine de 1’agroalimentaire (condiments, épices,

aromatisants,...) et I’aromathérapie (parfumerie, cosmétique et savonnerie). (Petitjean, 1974)

Parmi les plantes de la flore Algérienne, les eucalyptus notamment Eucalyptus blakeyli et
Eucalyptus cladocalyx , dont elles ont plusieurs utilisations (culinaire, pharmaceutique, etc.).
Une recherche dans des travaux sur ces deux plantes médicinales nous a permis de trouver
quelques études sur les effets de 'huile essentielle extraite des feuilles d'Eucalyptus des deux
especes. Dans ce contexte, cette étude a ét¢ menée pour évaluer I’activité antibactérienne,
antifongique et antioxydante de I’huile essentielle extraite des feuilles d'Eucalyptus blakeyli et

Eucalyptus cladocalyx .

]
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Chapitre 01 Généralités sur les huiles essentielles

1. historique

Depuis la plus haute antiquité les parfums et les aromes forment parmi les premiers signes de
connaissance qui marquent la vie des hommes. Ils furent étroitement associés a la vie
spirituelle de I’homme (Egypte- Inde), ainsi qu’a I’histoire de la médecine (Grec, Empire
Romains et Empire arabe).

Au début de XVI siécle, Parascelsus von Hohenheim, médecin Suisse considéré comme le
pere de la pharmacochimie étudie I’extraction de « L’ame » des végétaux sous forme de
quintessencie ou cinquiéme essence dont laquelle on donnera le nom « d’esprit » et puis «
d’essences » et finalement « huile essentielle » (Bernard, 1988). Il existe aujourd’hui
approximativement 3000 huiles essentielles, dont environ 300 sont réellement
commercialisées, destinées principalement a 1’industrie des ardmes et des parfums (Essawi et
al. 2000).

2. Définitions

Il s’agit d’un mélange de composés lipophiles, volatils et souvent liquides, synthétisés et
stockés dans certains tissus végétaux spécialisés. Extraites de la plante grace a des procédés
physiques tels I’hydro distillation, I’entrainement a la vapeur ou par expression a froid ; les
huiles essentielles sont responsables de I’odeur caractéristique de la plante (Bruneton, 1993).
Les produits obtenus par extraction avec d’autres procédés ne sont pas repris dans la
définition d’huile essentielle donnée par la norme AFNOR (Association Frangaise de
Normalisation) (AFNOR, 2000). Contrairement a ce que le terme pourrait laisser penser, les
huiles essentielles ne contiennent pas de corps gras comme les huiles végétales obtenues avec
des pressoirs (huile de tournesol, de mais, d'amande douce, etc.). Il s'agit de la sécrétion
naturelle ¢élaborée par le végétal et contenue dans les cellules de la plante, soit dans les
fleurs(bergamotier, rosier), soit dans les sommités fleuries (tagete, lavande), soit dans les
feuilles(citronnelle, eucalyptus), ou dans 1’écorce (cannelier), ou dans les racines (vétiver), ou
dans les fruits (vanillier), ou dans les graines (muscade) ou encore autre part dans la plante
(Anton et Lobstein, 2005).

Le terme « huile » s’explique par la propriété que présente ces composés, de Se solubiliser
dans les graisses et par leur caractére hydrophobe. Le terme « essentielle » fait référence au

parfum, a I’odeur plus ou moins forte dégagée par la plante (Bruneton, 1993).
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3. Production mondiale des huiles essentielles

Plusieurs pays tirent une grande partie de leurs ressources de 1'exploitation des plantes a huiles
essentielles. On estime aujourd’hui a environ 40 000 le nombre d'espéces aromatiques
croissant dans le monde dont 3 000 ont été étudiées et 300 sont exploitées Industriellement
(Souza et al.,2006). Plus de 90 % des especes a étudier et a valoriser poussent dans les pays
tropicaux (Ouamba, 1991). Les principales huiles essentielles produites et les principaux

pays producteurs sont résumés dans le tableau 1.

Tableau I : Récapitulation des principales huiles essentielles produites et des principaux Pays

producteurs dans le monde en 2008 (Perfumer et Flavorist, 2009).

Principaux pays
Huiles essentielles Production (Tonnes)
producteurs
Huiles d'oranges 51000 USA, Brésil, Argentine
Huiles du citron 9200 Argentine, Italie, Espagn
Chine, Inde, Australie,
Huiles de l'eucalyptus 4000
Afrique du Sud
Huile de la menthe 3300 Inde, USA, Chine
Huile du clou de girofle 1800 Indonésie, Madagascar
Huiles de la menthe verte 1800 USA, Chine
Essence de la citronnelle 1800 chine, Sri Lanka
Huiles du bois de cédre 1650 USA, Chine
Huile de la lavande 1100 France

4. Répartition, localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Il y aurait,
selon Lawrencel7500 especes aromatiques. Les genres capables d’élaborer les constituants
qui composent les huiles essentielles sont repartis dans un nombre limit¢ de
familles :Myrtacées, lauracées, rutacées, lamiacées, astéracées; opiacée ;cupressacées,
zingibéracées,pipéracées. . .etc.

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux: des fleurs,
des feuille, des écorces, des bois, des racines, et des rhizomes .Dans le cas le plus simple, les
huiles essentielles se forment dans le cytosol des cellules ou, soit elles se rassemblent en

gouttelettes comme la plupart des substances lipophiles, soit elles s’accumulent dans les
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vacuoles des cellules épidermiques ou des cellules du mésophile de nombreux pétales
(Gehard;1993).

D’autre structures histologiques spécialisées souvent localisées sur ou a proximité de la
surface de la plante sont impliquées dans 1’accumulation des huiles volatiles. Ces structures

regroupent les poils et canaux secteurs et les poches sécrétrices (Bruneton, 1999).

5. Critére de qualité

Selon les recommandations frangaises (2008), pour garantir leur qualité, les HE devront
notamment étre obtenues a partir de matic¢res premicres précisément identifiées, contrélées
selon des procédés définis, présentées des caractéres physico-chimiques précis, étre
conservées de fagon satisfaisante.

Les caractéristiques physiques, organoleptiques, chimiques et chromatographiques des HE
sont définies sur le plan francais par des normes établies par PAFNOR, ¢laborées par une
commission spécifique. Ces normes sont établies en étroite collaboration avec les producteurs

ainsi que les importateurs et sont le fruit d’un échange entre experts.

5.1. Dénomination botanique
L’origine végétale du produit doit étre définie avec précision par la dénomination scientifique

botanique selon les régles.

5.2. Conditions de production de la plante
Les matieres premicres végétales sont obtenues a partir de plantes de collecte ou de plantes

cultivées, ces derniéres pouvant étre issues de semis ou de bouturage.

5.3. Partie de la plante utilisée
Les HE peuvent étre accumulés dans tous les types d’organes végétaux : les fleurs, les

feuilles, dans les écorces, les bois, les racines, les rhizomes, les fruits secs, ou les graines.

5.4. Précision du chimiotype (ou chémotype)
Pour une méme espece botanique, il peut exister plusieurs races chimiques ou chimiotypes qui
trouvent leur origine dans de légeres différences des voies de biosynthése, aboutissant a

I’accumulation de métabolites secondaires différents.
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5.5. Mode d’obtention de I’huile essentielle
Le choix de la technique dépend principalement de la matiére premiére: son état originel et

ses caractéristiques, sa nature proprement dite.

5.6. Identification et analyses chromatographiques

L’analyse des HE, I’identification des constituants, la recherche d’éventuelles falsifications
peuvent se faire a I’aide de techniques telles que la chromatographie en phase gazeuse sur
phases stationnaires polaires, apolaires, couplée avec une détection par spectrométrie de

massc.

6. Propriétés physiques :

Liquides a température ambiante, les huiles essentielles sont volatiles, ce qui les différencie
des huiles fixes. Elles ne sont que trés rarement colorées. Leur densité est en général
inferieure a celle de 1’eau. Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévie la lumicre

polarisée. Solubles dans les solvants organiques usuels, elles sont liposolubles (Bruneton,

2008).

7. Composition chimique des huiles essentielles

Les plantes aromatiques ont la particularité de renfermer au sein de leurs organes sécréteurs,
des cellules génératrices de métabolites secondaires ou il apparait clairement comment les
molécules trés volatiles sont synthétisées a partir d’unités méthyl-2-buta-1,3-diéne (isoprene)
et ou les réactions d’addition de ces unités conduisent aux terpenes, sesquiterpenes, di-
terpenes et leurs produits d’oxydation tels que les alcools, aldéhydes, cétones, éthers et
esters terpéniques. L’ensemble de ces produits sont accumulés dans des cellules sécrétrices

offrant a la plante une odeur caractéristique (HEINRICH et al. 1983).

— H=
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Figure 01 : Structure chimique d’isopréne (CsHg)

Les terpeénes constituent une famille de composés largement répandus dans le régne végétal.
Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d'une unité

6
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isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHg) reconnue par Wallach dés 1887. Cet isoprene (1) est
a la base du concept de la "régle isoprénique" énoncée en 1953 par Ruzicka et complétée par
Lynen et al (1958) et Bloch et al (1959) (Mohammedi, 2006). Cette régle considere le di-
phosphate d'isopentényle (II), désigné sous le nom d'isopréne actif, comme le véritable
précurseur de la molécule terpénique ; d'ou le nom d'isoprénoides sous lequel on les désigne
également. Les terpenoides sont classés selon le nombre d’unités isopréne en une série de
structures homologues : hemiterpénes C5 (1 unité isopréne), monoterpenes C10 (2 unités
isoprénes), sesquiterpénes C15 (3 unités isoprénes), diterpénes C20 (4 unités isoprenes),
triterpenes C30 (6 unités isoprene), tetraterpene C40 (8 unités isoprene), polyterpenes (C5) n
ou n peut étre 9-30 (Mohammedi, 2006).
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Figure02 : Structures chimiques de quelques composés d’huile essentielle

La composition chimique des plantes aromatiques est complexe, elle est constituée de deux
fractions. La premiére fraction dite volatile (COV) est présente dans différents organes de la
plante selon la famille ; cette fraction est composée de métabolites secondaires qui
constituent I’huile essentielle.

La deuxiéme fraction dite non volatile de la plante, composés organiques non volatils
(CONV), est composée essentiellement de coumarines, flavonoides (Cisowski,1985),
composés acétyléniques ainsi de lactones sesquiterpéniques ,phénols ou polyphénols, jouant

un role fondamental dans 1’activité biologique de la plante (Mohammedi, 2006) .

7.1. Monoterpénes
Les carbures sont presque toujours présents. Ils peuvent étre acycliques (myrcene,
ocimeéne...), monocycliques (a et B-terpeéne, a-cymene) ou bicycliques (pinénes, 3-caréne,

camphere, sabinene...) et constituent parfois plus que de 90% d’huile essentielle, notamment
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chez le citrus et la famille des térébenthines. La réactivité des cations intermédiaires justifie
I’existence de nombreuses molécules fonctionnalisées (Bruneton, 1993).

* Alcools, des éthérés oxydes : bornéole, géraniol, citronillol, menthol et cinéole
1,8 (éther-oxyde) ou eucalyptol ;

* Phénol : thymol, cavacrol, eugénol et anéthol ;

* Aldéhydes : aldéhyde cuminique, aldéhyde cinnamique, aldéhyde aninsique et
citronellal ou citral ;

* Esters : acétate de linalyle et acétate de geranyle ;

* Cétone : thuyon, carvone et monthon ;

* Aldéhydes-phénols : aldéhyde salicylique ou aldéhyde prolocatéchique ;

* Acides : acide benzoique et acide cinnamique ;

* Lactone : ligustilide ;

» Composés sulfurés : isosulfocyanate.

7.2. Sesquiterpénes
La variation structurale dans cette série est de méme nature que dans le cas précédent :
carbures, alcools et cétones, étant les plus fréquents (Bruneton, 1993).
Nous trouverons ci-dessous quelques exemples des sesquiterpenes caractéristiques des huiles
essentielles :
* Carbures : B- bisoboléne, B-caryoohyllénes et longifoléne ;
* Alcools : farnésol, carotol, patchoulol et -santatol ;
* Cétones : nootakatone, cis-longipinane-2,7 dione et B-citocone ;
* Aldéhydes : sininasale;

* Esters : acétate de cédryle.

7.3. Composés odorants

Les dérivés phénylpropane (C6 et C3) sont beaucoup moins fréquents que les précédents. Ce
sont trés souvent des Allyles et Propyphénoles,parfois des aldéhydes caractéristiques de
certaines huiles essentielles d’apiaceae tels que : anéthol, anisaldéhyde, apiol, methyl-
chavicol, eugénol, myristicine et asorones cinamaldéhyde. Les huiles essentielles renferment
aussi des composés odorants de type « phynilpropanoide » qui empruntent une voie
biosynthétique dite shikimate, conduisant essentiellement a la synthése de la lignine (Bernard

et al. 1988).
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8. Techniques d’extraction des huiles essentielles

L’analyse des huiles essentielles émises par une plante se déroule en trois étapes; extraction
des composés aromatiques, analyse de 1’extrait et traitement des résultats pour identifier et
quantifier les composés. Les composés organiques volatils sont généralement présents dans
les matrices végétales a de trés faibles concentrations, et sont de polarités, solubilités,
volatilités et stabilités trés variables. Les molécules odorantes sont constituées d’un squelette
hydrocarboné qui peut étre linéaire, cyclique ou aromatique. Presque toutes les fonctions
chimiques portées par ces chaines sont représentées: alcools, composés carbonylés
(Principalement les aldéhydes), esters, éthers, phénols et enfin dérivés soufrés et hétérocycles.
Les huiles essentielles sont extraites principalement par deux méthodes de distillation, une
méthode d’expression a froid et I’entrainement a la vapeur de I’eau: L’hydro distillation. Elles
peuvent étre mises en ceuvre sur les systémes discontinus ou continus, a la pression ambiante,
en surpression ou en dépression (Pollien, 1998). D’une fagon générale, les principales

méthodes d’extraction sont :

8.1. L’entrainement a la vapeur d'eau:

Les méthodes d'extraction par l'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'€bullition relativement bas et de leur caractére hydrophobe. Sous
l'action de la vapeur d'eau introduite ou formée dans 1'extracteur, 1'essence se libére du tissu
végétal et est entrainée par la vapeur d'eau. Le mélange de vapeurs est condensé sur une
surface froide et l'huile essentielle se sépare par décantation (Afnor, 2000).

En fonction de sa densité, elle peut étre recueillie a deux niveaux:

-niveau supérieur du distillat, si elle est plus 1égere que 1'eau, ce qui est fréquent ;

- niveau inférieur, si elle est plus dense que l'eau. Les principales variantes de 1'extraction par
l'entrainement a la vapeur d'eau sont ' hydro distillation, la distillation a vapeur saturée et
I'hydro diffusion (Teuscher etal, 2005).

8.2. La distillation a vapeur saturée:

Dans cette variante, la matieére végétale n'est pas en contact avec l'eau. La vapeur d'eau est
injectée au travers de la masse végétale disposée sur des plaques perforées.

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

général, elle est pratiquée a la pression atmosphérique ou a son voisinage et a 100°C,
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température d'ébullition de I'eau. Son avantage est que les altérations de I'huile essentielle
recueillie sont minimisées (Wichtl etAnton, 2003).

Pour certaines productions (lavande, menthe), on utilise des alambics mobiles qui sont en fait
des bennes de récolte congues pour étre intercalées par 1’agriculteur lui —méme, apres

remplissage ,dans un montage de distillation (Bruneton,2008 ).

8.3. L’hydro diffusion:

Elle consiste a pulvériser de la vapeur d'eau a travers la masse végétale, du haut vers le bas.
Ainsi le flux de vapeur traversant la biomasse végétale est descendant contrairement aux
techniques classiques de distillation dont le flux de vapeur est ascendant. L'avantage de cette
technique est traduit par l'amélioration qualitative et quantitative de l'huile récoltée,

I'économie de temps, de vapeur et d'énergie (Bassereau, 2007).

8.4. L’hydro distillation:

Le principe de l'hydro distillation est celui de la distillation des mélanges binaires non
miscibles. Elle consiste a immerger la biomasse végétale dans un alambic rempli d'eau, que
I'on porte ensuite a ébullition. La vapeur d'eau et l'essence libérée par le matériel végétal
forment un mélange non miscible. Les composants d'un tel mélange se comportent comme si
chacun était tout seul a la température du mélange, c'est a dire que la pression partielle de la
vapeur d'un composant est égale a la pression de vapeur du corps pur. Cette méthode est
simple dans son principe et ne nécessite pas un appareillage colteux. Cependant, a cause de
l'eau, de l'acidité et de la température du milieu, il peut se produire des réactions d'hydrolyse,
de réarrangement, de racémisation, d'oxydation, d'isomérisation, etc. qui peuvent trés
sensiblement conduire a une dénaturation (Bruneton, 1993).

8.5. L’expression a froid:

L'extraction par expression a froid, est souvent utilisée pour extraire les huiles essentielles des
agrumes comme le citron, l'orange, la mandarine, etc. 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 l'huile essentielle, ce qui évite les dégradations liées a I'action de l'eau

(Chaintreau et al, 2003).

8.6. Extraction par solvants:
La méthode de cette extraction est basée sur le fait que les essences aromatiques sont solubles

dans la plupart des solvants organiques. L'extraction se fait dans des extracteurs de

10
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construction variée, en continu, semi-continu ou en discontinu. Le procédé consiste a épuiser
le matériel végétal par un solvant a bas point d'ébullition qui par la suite, sera ¢éliminé par
distillation sous pression réduite. L'évaporation du solvant donne un mélange odorant de
consistance pateuse dont I'huile est extraite par 1'alcool. L'extraction par les solvants est trés
colteuse a cause du prix de I'équipement et de la grande consommation des solvants. Un autre
désavantage de cette extraction par les solvants est leur manque de sélectivité¢ de ce fait de
nombreuses substances lipophiles (huiles fixes, phospholipides, caroténoides, cires,
coumarines, etc.) peuvent se retrouver dans le mélange pateux et imposer une purification

ultérieure (Shellie et al, 2004).

8.7. 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 & 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 ardmes vers le corps gras et la digestion qui se pratique a chaud, par
immersion des organes végétaux dans le corps gras (Cordero et al. 2007).

8.8. Extraction par micro- ondes :

Le procédé d'extraction par micro-ondes appelé: Vacuum Microwave Hydro distillation
(VMHD), consiste a extraire l'huile essentielle a l'aide d'un rayonnement micro-ondes
d'énergie constante et d'une séquence de mise sous vide. Sous l'effet conjugué du chauffage
sélectif des micro-ondes et de la pression réduite de fagon séquentielle dans I'enceinte de
l'extraction, l'eau de constitution de la matiére 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.

9. Toxicité des huiles essentielles

La majorité des intoxications par les plantes connues est la cause d’un surdosage car leur
accumulation dans D’organisme crée des affections dégénératives et méme des effets

secondaires plus banales (vomissements, vertiges, syncopes)(Valnet, 1984). L’abus

11
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d’essences concentrées peut aussi provoquer l’engorgement du foie et la rétention
d’urine.(Schauemberg et Paris, 2010).

Il existe également des huiles essentielles qui peuvent provoquer des irritations cutanées
lorsqu’on les utilise de facon externe (Kothe, 2007). Les effets toxiques se manifestent par
des réactions allergiques (eczémas, abces). Ce sont surtout les huiles essentielles et purifiées

qui provoquent ces inflammations (Schauemberg et Paris, 2010).

Les huiles essentielles sont des médicaments et une dose qui peut entrainer des troubles tres
graves, par contre les baumes, les huiles de corps, les huiles de bains vendus dans le

commerce, sont sans danger, si bien siir en respectent la posologie (Salle, 1987).
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Chapitre 02 Etude des plantes sélectionnées

1. Présentation botanique et géographique de la famille des Myrtaceae

La famille Myrtaceae - Myrtacées est une famille de plantes dicotylédones, deux cotylédons
sur l'embryon, deux feuilles constitutives de la graine. Les Myrtaceae sont réparties en
environ trois mille especes réparties en 134 genres environ. Ce sont des arbres et des arbustes,
souvent producteurs d'huiles aromatiques des zones tempérées, sub-tropicales a tropicales,
poussant principalement en Australie, en Amérique tropicale, région méditerranéenne,
I'Afrique subsaharienne, Madagascar, tropicales et tempérées d'Asie, et les iles du Pacifique.
Dans cette famille, on peut citer les genres : Eucalyptus, Psidium dont fait partie le goyavier,
Myrtus dont fait partie le myrte (arbuste du maquis méditerranéen), Eugenia dont le giroflier
(Eugenia cariophyllata) qui donne le clou de girofle. On rencontre aussi des espéces dont les
fruits sont comestibles (genres Feijoa, Eugenia, Campomanesia). Il existe aussi une espece de
figuier étrangleur en NouvelleZélande (Metrosideros robusta)( Bruneton J., 1999).beaucoup
d'especes appartenant a cette famille sont une source d'HE pour la parfumerie ou pour l'usage
thérapeutique. Les fleurs a odeur suave des Myrtaceae sont pollinisées par divers insectes,
oiseaux ou mammiferes ; le nectar sert de monnaie d’échange. Chez les genres Eucalyptus,
Melaleuca et Callistemon, les étamines sont plus remarquables que les pétales, donnant a
I’inflorescence un aspect de goupillon. Les especes a fruit charnu sont disséminées par les
oiseaux et les mammiféres ; les espeéces a fruits capsulaires ont de petites graines parfois

ailées qui sont disséminées par le vent ou par I’eau (Bruneton J., 1999).

2. Généralités sur ’Eucalyptus :

L'Eucalyptus est originaire de 1'Australie, son introduction en Algérie date de 1863. La
plantation massive de ces arbres ne se fera qu'a partir de 1950 (FoudilCherif, 1991). Grace a
leur facilité¢ d'adaptation, les especes E. globulus, E. camaldulensis, E. gomphocephala, sont
les plus répandues dans la région méditerranéenne. Prés de 600 espéces sont connues dans le
monde (Foudil-Cherif, 1991).

Certains eucalyptus s'hybrident facilement entre elles étant donné la facilité avec laquelle les
graines de pollen se transférent d'une espéce a une autre, ce qui complique encore plus leur

identification (Foudil-Cherif, 1991).
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3. Répartition géographique de I'Eucalyptus en Algérie :

Les eucalyptus occupaient une surface de 5 855 hectares dont plus de la moitié dans la région
Oranaise (Boudy, 1955). Actuellement des plantations longent le littoral d'El-Kala et
d'Azzefoun. On retrouve cette espece dans la région de la Mitidja et celle de Hadjout (Foudil-

Cherif, 1991).

4. Présentation botanique et géographique du genre Eucalyptus

Les Eucalyptus sont de grands arbres dont certaines especes peuvent atteindre 100 metres de
hauteur, originaire d'Australie, notamment de la province de Tasmanie ; 1'Eucalyptus fut
rapidement planté dans les régions subtropicales de 1'Asie et du bassin méditerranéen.
Possédant une exceptionnelle capacité d'absorber 1'eau du sol sur lequel il croit, I'Eucalyptus
asséche rapidement les marais qu'il colonise. Il élimine ainsi les milieux de reproduction des
insectes qui transmettent la malaria, d'ou le nom d'« arbre a la fieévre » ou Australian fever
tree( Juergens, UR., Dethlefsen, U., 2003). la plupart des Eucalyptus ont des feuilles
persistantes. Comme les autres membres de la famille des myrtaceae, les feuilles d'Eucalyptus
sont couvertes de glandes a huile. L'abondante production d'huile est une caractéristique
importante de ce genre. Les feuilles, bleutées, ont une curieuse caractéristique: sur les jeunes
arbres, elles sont opposées, sessiles, ovales et glauques, et quand l'arbre grandit, elles
deviennent alternes, pétiolées, trés allongées, parfois un peu courbées comme des lames de
faux, et d'un vert luisant. Les fleurs forment une petite boite s’ouvrant par un couvercle : les
¢tamines sont enfermées dans un étui fermé par un opercule (d'ou le nom d'Eucalyptus du
grec eu = bien et kaluptos = couvert) formé par la fusion des pétales et/ou des sépales. Les
fleurs sont treés variées. Elles ont de trés nombreuses étamines qui peuvent étre de couleur
blanche, créme, jaune, rose ou rouge. Les fruits a maturité¢ ont la forme d'un cone, ils sont
secs, et de couleur brune. Ils ont également des valves qui se soulévent pour laisser échapper
les graines lors de leur chute sur le sol ( Bruneton J., 1999 ).De nombreux Eucalyptus sont
utilisés dans le monde pour produire du bois de service: poteaux, bois de mine, bois de feu,

perches, bois de construction.

5. Propriétés thérapeutiques du genre Eucalyptus

De nombreux pays ont rapidement intégré les usages médicinaux des feuilles d'Eucalyptus
dans leur pharmacopée : Chine, Inde, Sri Lanka, Afrique du Sud, {le de la Réunion, Europe,
etc. La production commerciale d'huile essentielle d'Eucalyptus a débuté en 1860, dans la

région de Victoria en Australie. Actuellement, I'Australie, le Maroc, I'Espagne et certains pays
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de I'ex-URSS sont parmi les principaux producteurs. Au XIXe siecle, on utilisait ’'HE pour
aseptiser les cathéters urinaux dans les hdpitaux anglais .De nos jours, elle entre dans la
fabrication de rince-bouche (Listerine, par exemple) et de dentifrices ; les produits et les
solvants endodontiques utilisés en dentisterie comprenant de 1’huile de plusieurs plantes entre
autre 1’huile de clou de girofle et d’Eucalyptus ( Goldestein, H.B., Epstein, B.J., 2000), on
s'en sert aussi comme dégraissant industriel. L’Organisation mondiale de la Sant¢ (OMS)
reconnait 1’usage traditionnel des feuilles d’Eucalyptus, de I’'HE (E. globulus) pour soulager
la fievre et les symptomes de 1’asthme, pour traiter I’inflammation des voies respiratoires, de
la gorge ou des muqueuses de la bouche (voie interne) ainsi que pour soulager les douleurs
rhumatismales (voie externe). Des essais sur des souris ont cependant permis d'observer que
I'Eucalyptus exerce une activité antidouleur ( Atta, AH., Alkofahi, A., 1998 Santos, F.A.,
Rao, VS., 2000) .on pense généralement que cette activité serait attribuable aux propriétés
antioxydantes de la plante .(Grassmann, J., Hippeli, S., 2000) ,I'HE d’Eucalyptus citronné
(E. citriodora) est un remede traditionnel pour €loigner les insectes piqueurs . Au cours d’une
étude croisée menée en Suede, un insectifuge a base d’Eucalyptus citronné (Citriodiol) a
réduit de moitié les morsures de tiques (Baudoux, D. 2001). Au cours d’un essai effectué¢ en
Malaisie, un produit a base d’Eucalyptus citronné a été trés efficace pour prévenir les
morsures de sangsues (Haemadipsa sylvestris) . (Tesche, S., Metternich, F., 2008 Meister,
R., Wittig, T., 1999,) la fumée d’Eucalyptus camaldulensis est ¢galement employée dans les
lieux de stockage des denrées comme agent de Conservation contre les insectes et les
champignons. L’efficacité de cette pratique serait due a la richesse de la fumée en thymol et

en cinéole (Kamal, M., Tantaaoui, El.A., Ismaili, A.M., 1997).

6. Dénomination internationale de [’Eucalyptus blakelyi et Eucalyptus

cladocalyx :
La dénomination internationale de 1’Eucalyptus blakelyi et Eucalyptus cladocalyx selon
(auteur) est la suivante :

Le mot « Eucalyptus » vient du grec ; Eu « bien » et kaluptos « couvert »
-Noms communs :

Eucalyptus blakelyi =1a gomme rouge

Eucalyptus cladocalyx =1a gomme de sucre
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-Noms vernaculaires:

wos8lS ;- Arabe

Frangais: eucalyptus

Anglais: eucalyptus.

Allemagne :eukalyptus

Espagne :eucalipto

Italie : eucalypto

Algerie :kalytous

7- Classification phylogénétique de I’Eucalyptus :
- Eucalyptus blakelyi

La classification d’Eucalyptus blakelyi selon (Metro 1970) est la suivante :
Reégne : Plantae.

Sous-Régne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe :Magnoliopsida

Sous - Classe : rosidae

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtacées

Genre : Eucalyptus

Espece : Eucalyptus blakelyi

-Eucalyptus cladocalyx

On classe Eucalyptus cladocalyx selon(Metro 1970) comme suit :

Reégne : Plantae.
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Sous-Régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe :Magnoliopsida
Sous - Classe : rosidae
Ordre : Myrtales

Famille : Myrtacées

Genre : Eucalyptus

Espéce : Eucalyptus cladocalyx

8. Description botanique :

-Eucalyptus blakelyi :

E. blakelyi pousse généralement jusqu'a 20 m de haut et dépasse rarement 50 m.

-L'ecorce :

Elle est lisse, blanche, grise, jaune-verte, gris-verte ou gris rosatre, se répandant en bandes ou
en flocons irréguliers. L'écorce rugueuse peut parfois occuper les premiers 1-2 m du tronc.
(Forest dieback).

Les feuilles :

Les feuilles juvéniles sont pétiolées, ovales a largement lancéolées, atteignant 26 cm de long
et 8 cm de large, vertes, gris-vert ou bleu-vert, 1égérement décolorées.

Les feuilles adultes sont lancéolées a étroitement lancéolées, acuminées, lamines de 8-30 cm
de long et de 0,7-2 cm de large, vertes ou gris-vert.

La fleur :

L’inflorescence est axillaire renfermant 7-11 (parfois jusqu'a 13) fleurs; les fleurs sont de
couleur blanche, avec pédoncules minces, cylindriques ou quadrangulaires, de 6-15 mm de
long; les pédicelles sont minces, de 5-12 mm de long; I’hypanthium est hémisphérique de
2-3 mm de long et 3-6 mm de large, ’opercule est globulaire-rostre (typique) ovoide-
conique,en forme de corne comme E. tereticornis, de 4-6 mm de long et 3-6 mm de

large(Forest dieback).

g
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Le fruit :
Les fruits sont hémisphériques ou ovoides, de 5-8 mm de long; renfermant des disques

larges ascendants ( Forest dieback).
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Figure 03 : arbre adulte de I’E.blakelyi Figure 04 : les bourgeons d’E.blakelyi

Figure 05 :I’écorce de I’E blakelyi Figure 06 : les feuilles et fruits d’E.blakely

-Eucalyptus cladocalyx
Est un arbre a hauteur moyenne de 20 m, mais il peut atteindre jusqu’a 35 m. Le diamétre est

environ 75cm. Typiquement, ces arbres sont classés comme ¢étant de bonne forme

(Florabank. Retrieved , 2017).
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La tige :

Les tiges sont ramifiées et peuvent étre claires aux deux tiers de la hauteur des arbres sur les
sites les plus favorables, alors que sur les sites les plus pauvres, les tiges sont claires pour
seulement un tiers a la moitié¢ de la hauteur totale (Florabank. Retrieved 2017).

L'écorce :

Elle est lisse, l'excrétion dans les grandes taches irréguliéres produisant un jaune marbré
coloré a l'orange, surface gris et bleu-gris ( Florabank. Retrieved 2017).

Les feuilles :

Les jeunes feuilles sont opposées pendant quelques paires, alternées, ensuite elliptiques puis
orbiculaires de 5-6 x 7-9 cm, vert foncées.

Les feuilles adultes sont larges lancéolées, avec une surface supérieure vert foncée, brillante et

une surface inférieure terne, plus pale, 11-15 x 2-2,4cm.

La fleur :

Les inflorescences sont axillaires, renfermant 7ou plus de fleurs, ces dernieres sont de couleur
blanches.

Le fruit :

Les fruits sont sur des tiges, en forme de tonneau ou urcéolés, nervurés, 9-15 x 6-10 mm avec
3-4 valves qui sont profondément enfermés.

La graine :

La graine est gris-brun clair, ovoide comprimée, souvent pointue a une extrémité, légérement
bridée et presque lisse, hémisphérique, souvent légerement plus large que 1’hypanthium

(Florabank. Retrieved 2017).
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1. Présentation botanique et géographique de la famille des Myrtaceae

La famille Myrtaceae - Myrtacées est une famille de plantes dicotylédones, deux cotylédons
sur l'embryon, deux feuilles constitutives de la graine. Les Myrtaceae sont réparties en
environ trois mille especes réparties en 134 genres environ. Ce sont des arbres et des arbustes,
souvent producteurs d'huiles aromatiques des zones tempérées, sub-tropicales a tropicales,
poussant principalement en Australie, en Amérique tropicale, région méditerranéenne,
I'Afrique subsaharienne, Madagascar, tropicales et tempérées d'Asie, et les iles du Pacifique.
Dans cette famille, on peut citer les genres : Eucalyptus, Psidium dont fait partie le goyavier,
Myrtus dont fait partie le myrte (arbuste du maquis méditerranéen), Eugenia dont le giroflier
(Eugenia cariophyllata) qui donne le clou de girofle. On rencontre aussi des espéces dont les
fruits sont comestibles (genres Feijoa, Eugenia, Campomanesia). Il existe aussi une espece de
figuier étrangleur en NouvelleZélande (Metrosideros robusta)( Bruneton J., 1999).beaucoup
d'especes appartenant a cette famille sont une source d'HE pour la parfumerie ou pour l'usage
thérapeutique. Les fleurs a odeur suave des Myrtaceae sont pollinisées par divers insectes,
oiseaux ou mammiferes ; le nectar sert de monnaie d’échange. Chez les genres Eucalyptus,
Melaleuca et Callistemon, les étamines sont plus remarquables que les pétales, donnant a
I’inflorescence un aspect de goupillon. Les especes a fruit charnu sont disséminées par les
oiseaux et les mammiféres ; les espeéces a fruits capsulaires ont de petites graines parfois

ailées qui sont disséminées par le vent ou par I’eau (Bruneton J., 1999).

2. Généralités sur ’Eucalyptus :

L'Eucalyptus est originaire de 1'Australie, son introduction en Algérie date de 1863. La
plantation massive de ces arbres ne se fera qu'a partir de 1950 (FoudilCherif, 1991). Grace a
leur facilité¢ d'adaptation, les especes E. globulus, E. camaldulensis, E. gomphocephala, sont
les plus répandues dans la région méditerranéenne. Prés de 600 espéces sont connues dans le
monde (Foudil-Cherif, 1991).

Certains eucalyptus s'hybrident facilement entre elles étant donné la facilité avec laquelle les
graines de pollen se transférent d'une espéce a une autre, ce qui complique encore plus leur

identification (Foudil-Cherif, 1991).
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3. Répartition géographique de I'Eucalyptus en Algérie :

Les eucalyptus occupaient une surface de 5 855 hectares dont plus de la moitié dans la région
Oranaise (Boudy, 1955). Actuellement des plantations longent le littoral d'El-Kala et
d'Azzefoun. On retrouve cette espece dans la région de la Mitidja et celle de Hadjout (Foudil-

Cherif, 1991).

4. Présentation botanique et géographique du genre Eucalyptus

Les Eucalyptus sont de grands arbres dont certaines especes peuvent atteindre 100 metres de
hauteur, originaire d'Australie, notamment de la province de Tasmanie ; 1'Eucalyptus fut
rapidement planté dans les régions subtropicales de 1'Asie et du bassin méditerranéen.
Possédant une exceptionnelle capacité d'absorber 1'eau du sol sur lequel il croit, I'Eucalyptus
asséche rapidement les marais qu'il colonise. Il élimine ainsi les milieux de reproduction des
insectes qui transmettent la malaria, d'ou le nom d'« arbre a la fieévre » ou Australian fever
tree( Juergens, UR., Dethlefsen, U., 2003). la plupart des Eucalyptus ont des feuilles
persistantes. Comme les autres membres de la famille des myrtaceae, les feuilles d'Eucalyptus
sont couvertes de glandes a huile. L'abondante production d'huile est une caractéristique
importante de ce genre. Les feuilles, bleutées, ont une curieuse caractéristique: sur les jeunes
arbres, elles sont opposées, sessiles, ovales et glauques, et quand l'arbre grandit, elles
deviennent alternes, pétiolées, trés allongées, parfois un peu courbées comme des lames de
faux, et d'un vert luisant. Les fleurs forment une petite boite s’ouvrant par un couvercle : les
¢tamines sont enfermées dans un étui fermé par un opercule (d'ou le nom d'Eucalyptus du
grec eu = bien et kaluptos = couvert) formé par la fusion des pétales et/ou des sépales. Les
fleurs sont treés variées. Elles ont de trés nombreuses étamines qui peuvent étre de couleur
blanche, créme, jaune, rose ou rouge. Les fruits a maturité¢ ont la forme d'un cone, ils sont
secs, et de couleur brune. Ils ont également des valves qui se soulévent pour laisser échapper
les graines lors de leur chute sur le sol ( Bruneton J., 1999 ).De nombreux Eucalyptus sont
utilisés dans le monde pour produire du bois de service: poteaux, bois de mine, bois de feu,

perches, bois de construction.

5. Propriétés thérapeutiques du genre Eucalyptus

De nombreux pays ont rapidement intégré les usages médicinaux des feuilles d'Eucalyptus
dans leur pharmacopée : Chine, Inde, Sri Lanka, Afrique du Sud, {le de la Réunion, Europe,
etc. La production commerciale d'huile essentielle d'Eucalyptus a débuté en 1860, dans la

région de Victoria en Australie. Actuellement, I'Australie, le Maroc, I'Espagne et certains pays
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de I'ex-URSS sont parmi les principaux producteurs. Au XIXe siecle, on utilisait ’'HE pour
aseptiser les cathéters urinaux dans les hdpitaux anglais .De nos jours, elle entre dans la
fabrication de rince-bouche (Listerine, par exemple) et de dentifrices ; les produits et les
solvants endodontiques utilisés en dentisterie comprenant de 1’huile de plusieurs plantes entre
autre 1’huile de clou de girofle et d’Eucalyptus ( Goldestein, H.B., Epstein, B.J., 2000), on
s'en sert aussi comme dégraissant industriel. L’Organisation mondiale de la Sant¢ (OMS)
reconnait 1’usage traditionnel des feuilles d’Eucalyptus, de I’'HE (E. globulus) pour soulager
la fievre et les symptomes de 1’asthme, pour traiter I’inflammation des voies respiratoires, de
la gorge ou des muqueuses de la bouche (voie interne) ainsi que pour soulager les douleurs
rhumatismales (voie externe). Des essais sur des souris ont cependant permis d'observer que
I'Eucalyptus exerce une activité antidouleur ( Atta, AH., Alkofahi, A., 1998 Santos, F.A.,
Rao, VS., 2000) .on pense généralement que cette activité serait attribuable aux propriétés
antioxydantes de la plante .(Grassmann, J., Hippeli, S., 2000) ,I'HE d’Eucalyptus citronné
(E. citriodora) est un remede traditionnel pour €loigner les insectes piqueurs . Au cours d’une
étude croisée menée en Suede, un insectifuge a base d’Eucalyptus citronné (Citriodiol) a
réduit de moitié les morsures de tiques (Baudoux, D. 2001). Au cours d’un essai effectué¢ en
Malaisie, un produit a base d’Eucalyptus citronné a été trés efficace pour prévenir les
morsures de sangsues (Haemadipsa sylvestris) . (Tesche, S., Metternich, F., 2008 Meister,
R., Wittig, T., 1999,) la fumée d’Eucalyptus camaldulensis est ¢galement employée dans les
lieux de stockage des denrées comme agent de Conservation contre les insectes et les
champignons. L’efficacité de cette pratique serait due a la richesse de la fumée en thymol et

en cinéole (Kamal, M., Tantaaoui, El.A., Ismaili, A.M., 1997).

6. Dénomination internationale de [’Eucalyptus blakelyi et Eucalyptus

cladocalyx :
La dénomination internationale de 1’Eucalyptus blakelyi et Eucalyptus cladocalyx selon
(auteur) est la suivante :

Le mot « Eucalyptus » vient du grec ; Eu « bien » et kaluptos « couvert »
-Noms communs :

Eucalyptus blakelyi =1a gomme rouge

Eucalyptus cladocalyx =1a gomme de sucre
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-Noms vernaculaires:

wos8lS ;- Arabe

Frangais: eucalyptus

Anglais: eucalyptus.

Allemagne :eukalyptus

Espagne :eucalipto

Italie : eucalypto

Algerie :kalytous

7- Classification phylogénétique de I’Eucalyptus :
- Eucalyptus blakelyi

La classification d’Eucalyptus blakelyi selon (Metro 1970) est la suivante :
Reégne : Plantae.

Sous-Régne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe :Magnoliopsida

Sous - Classe : rosidae

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtacées

Genre : Eucalyptus

Espece : Eucalyptus blakelyi

-Eucalyptus cladocalyx

On classe Eucalyptus cladocalyx selon(Metro 1970) comme suit :

Reégne : Plantae.
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Sous-Régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe :Magnoliopsida
Sous - Classe : rosidae
Ordre : Myrtales

Famille : Myrtacées

Genre : Eucalyptus

Espéce : Eucalyptus cladocalyx

8. Description botanique :

-Eucalyptus blakelyi :

E. blakelyi pousse généralement jusqu'a 20 m de haut et dépasse rarement 50 m.

-L'ecorce :

Elle est lisse, blanche, grise, jaune-verte, gris-verte ou gris rosatre, se répandant en bandes ou
en flocons irréguliers. L'écorce rugueuse peut parfois occuper les premiers 1-2 m du tronc.
(Forest dieback).

Les feuilles :

Les feuilles juvéniles sont pétiolées, ovales a largement lancéolées, atteignant 26 cm de long
et 8 cm de large, vertes, gris-vert ou bleu-vert, 1égérement décolorées.

Les feuilles adultes sont lancéolées a étroitement lancéolées, acuminées, lamines de 8-30 cm
de long et de 0,7-2 cm de large, vertes ou gris-vert.

La fleur :

L’inflorescence est axillaire renfermant 7-11 (parfois jusqu'a 13) fleurs; les fleurs sont de
couleur blanche, avec pédoncules minces, cylindriques ou quadrangulaires, de 6-15 mm de
long; les pédicelles sont minces, de 5-12 mm de long; I’hypanthium est hémisphérique de
2-3 mm de long et 3-6 mm de large, ’opercule est globulaire-rostre (typique) ovoide-
conique,en forme de corne comme E. tereticornis, de 4-6 mm de long et 3-6 mm de

large(Forest dieback).
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Le fruit :
Les fruits sont hémisphériques ou ovoides, de 5-8 mm de long; renfermant des disques

larges ascendants ( Forest dieback).
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Figure 03 : arbre adulte de I’E.blakelyi Figure 04 : les bourgeons d’E.blakelyi

Figure 05 :I’écorce de I’E blakelyi Figure 06 : les feuilles et fruits d’E.blakely

-Eucalyptus cladocalyx
Est un arbre a hauteur moyenne de 20 m, mais il peut atteindre jusqu’a 35 m. Le diamétre est

environ 75cm. Typiquement, ces arbres sont classés comme ¢étant de bonne forme

(Florabank. Retrieved , 2017).
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La tige :

Les tiges sont ramifiées et peuvent étre claires aux deux tiers de la hauteur des arbres sur les
sites les plus favorables, alors que sur les sites les plus pauvres, les tiges sont claires pour
seulement un tiers a la moitié¢ de la hauteur totale (Florabank. Retrieved 2017).

L'écorce :

Elle est lisse, l'excrétion dans les grandes taches irréguliéres produisant un jaune marbré
coloré a l'orange, surface gris et bleu-gris ( Florabank. Retrieved 2017).

Les feuilles :

Les jeunes feuilles sont opposées pendant quelques paires, alternées, ensuite elliptiques puis
orbiculaires de 5-6 x 7-9 cm, vert foncées.

Les feuilles adultes sont larges lancéolées, avec une surface supérieure vert foncée, brillante et

une surface inférieure terne, plus pale, 11-15 x 2-2,4cm.

La fleur :

Les inflorescences sont axillaires, renfermant 7ou plus de fleurs, ces dernieres sont de couleur
blanches.

Le fruit :

Les fruits sont sur des tiges, en forme de tonneau ou urcéolés, nervurés, 9-15 x 6-10 mm avec
3-4 valves qui sont profondément enfermés.

La graine :

La graine est gris-brun clair, ovoide comprimée, souvent pointue a une extrémité, légérement
bridée et presque lisse, hémisphérique, souvent légerement plus large que 1’hypanthium

(Florabank. Retrieved 2017).
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I’écorce de I’E. cladocalyx
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Chapitre03 les activités biologiques des huiles essentielles

1. Introduction

Les vertus des huiles essentielles sont connues et utilisées depuis longtemps, mais cette
utilisation se basait sur des pratiques traditionnelles et des applications sans bases
scientifiques précises. De nos jours, leur emploi se fait sur des bases scientifiques et
rationnelles puisque de nombreux travaux de recherche ont porté sur les activités

antimicrobiennes et antioxydantes des huiles essentielles des plantes aromatiques.

2. Activité antimicrobienne

2.1. Méthodes d’évaluation de I’activité antimicrobienne

L’examen des données bibliographiques fait apparaitre d’emblée la diversité des
méthodologies utilisées pour mettre en évidence I’activité antimicrobienne des huiles
essentielles. Ces différentes techniques sont répertoriées et décrites dans des livres (Ahmad et
al., 2006a;Baser & Buchbauer, 2010), des mémoires de Magister et théses de Doctorat
(Rhayour, 2002; Benzeggouta, 2005; Pibiri, 2006; Traoré, 2006; Malecky, 2007;
kechkar, 2008; Tepsorn, 2009) ainsi que dans différentes publications ( Caldefie-Chezet et
al., 2003; Baydar et al., 2004; Burt, 2004; Chang et al., 2008a, b; Oussou et al., 2008;
Derwich et al., 2009; Derwich et al., 2010).

Ces apergus édités prouvent qu'il n'y a pas une seule méthode qui est employée par tous les

chercheurs pour déterminer quelle est la meilleure méthode pour des analyses in vitro.

2.1.1. Evaluation de I’activité antibactérienne
2.1.1.1. Méthode de ’aromatogramme

En plus de I’appellation méthode de 1I’aromatogramme (Abdesselam, 2006), clle est appelée
aussi technique de 1’antibioaromatogramme (Jacob, 1979), méthode de VINCENT (Pibiri,
2006), méthode de diffusion dans la gélose (agar) (Razakarivony et al, 2009). Elle est
particulicrement adaptée a 1’étude de I’action antibactérienne. Elle permet de déterminer
lasensibilité des différentes especes bactériennes vis a vis de I’huile essentielle donnée. Elle
peut étre aussi adaptée pour tester d’autres agents antimicrobiens (Wilkinson, 2006).

La méthode de ’aromatogramme consiste a utiliser des boites de Pétri contenant un milieu
gélosé convenable (10-25mL), déja solidifi¢ et inoculé de la souche microbienne testée. Des
disques en papier filtre, papier buvard ou Wattman+ (6-8mm), préalablement imprégnés de

quantités connues d’HE (5-30uL), sont alors placés en surface de la gélose (Wilkinson, 2006;
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Traoré, 2006; kechkar, 2008). Généralement, les micro-organismes seront classés
susceptibles, intermédiaires ou résistants, selon le diametre de la zone d'inhibition
(Wilkinson, 2006).

Une autre technique de diffusion sans disque, elle consiste en I’aménagement d’une cavité
dans la gélose. Cette cavité est ensuite remplie d’un volume donné d’huile essentielle qui va
diffuser dans la gélose, et on procede, apres incubation, a la mesure du diamétre d’inhibition

comme dans la technique précédente (Rhayour, 2002; Wilkinson, 2006).
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Figure 11: Illustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Petri
(Wilkinson, 2006).
2.1.1.2. Méthode de microatmospheres
Dans cette méthode, les disques imprégnés par 1’huile essentielle sont déposés au centre du
couvercle de la boite de Pétri, renversée pendant la durée de I’expérience (couvercle en bas),
cette méthode est appelée « Méthode de microatmospheres ». Le disque n’est donc plus en
contact avec le milieu gélosé. Il se produit une évaporation des substances volatiles et on lit
aprés incubation, la croissance des germes ou I’inhibition de leur croissance (Beylier-Maurel,
1976; Inouye ef al., 2001; De Billerbeck ez al., 2002; Lahlou, 2004; Baser & Buchbauer,
2010). Cette méthode est rarement citée car les auteurs qui se sont penchés spécifiquement sur

I’activité de la phase vapeur sont encore peu nombreux.
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Figure 12 : Illustration de la méthode des microatmosphéres (Inouye ef al., 2001).

2.1.1.3. Méthode de dilution

La méthode par dilution a pour but d’évaluer des concentrations minimales inhibitrice. Elle,
consiste a déterminer la plus faible concentration d’un agent antimicrobien, nécessaire pour
inhiber la croissance d’un microorganisme (Oussou ef al., 2008; Derwich et al., 2010).
L’efficacité de I’huile essentielle testée est évaluée par la mesure de 2 concentrations : la
concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB).
Ces concentrations nous permettent de connaitre la nature de I’activité antimicrobienne de

I’huile essentielle : bactériostatique ou bactéricide.

2.1.1.3.1. Méthode de dilution d’agar

La méthode de dilution d'agar est plus économique que celle qui se pratique sur milieu
liquide, parce qu’elle a beaucoup d’avantages : un grand nombre de souches peuvent étre
testées immédiatement, la contamination est facilement détectée et le milieu peut contenir des
matériaux opaques. Elle consiste a réaliser des dilutions des huiles essentielles, et les
incorporer dans le milieu gélosé fondu et refroidi a 45°C, et a tester sur ce milieu les souches
bactériennes a étudier (Benzeggouta, 2005; Wilkinson, 2006; Traoré, 2006; Tepsorn,
2009). Ces dernicéres sont ensemencées a la surface, soit en stries avec une anse calibrée
(Benzeggouta, 2005), soit en point avec des micropipettes (De Billerbeck et al., 2002;
Mayachiew & Devahastin, 2008).

Cette méthode est utilisée comme un indicateur de l'activité antibactérienne, en plus de la
recherche de la valeur réelle lorsque c'est possible. Dans la littérature, les études publiées sur

la méthode de dilution d’agar pour évaluer l'activité antimicrobienne des extraits de plante
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aromatiques ou de leurs huiles essentielles ont employ¢ différents dissolvants pour incorporer

les extraits dans le milieu (Gachkar et al., 2006; Su et al., 2008).
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Figure 13 : Illustration de la méthode de dilution d'agar(Benzeggouta, 2005).
2.1.1.3.2. Méthode de dilution de bouillon
La méthode de dilution en bouillon est utilisée aussi pour déterminer les concentrations
minimales inhibitrices. Une gamme de dilution de I’huile essentielle est additionnée a une
série
de tubes contenant un milieu de culture liquide, de composition convenable. Apres
inoculation des espéces microbiennes ¢étudiées et incubation dans les mémes conditions, la
concentration minimale inhibitrice est indiquée par le tube de la dilution a partir de laquelle
aucune croissance microbienne n’est constatée. C’est-a-dire qu’aucune turbidité ou trouble
n’est observé dans le milieu (kechkar, 2008).
Des méthodes de micro-bouillon ont été également développées, utilisant des microplaques et
de ce fait réduisant le volume de I'extrait requis (Del-Vechio-Vieira et al., 2009).
Une mesure de turbidité ou une utilisation d'un indicateur de viabilit¢ des microorganismes
permettent la détermination des concentrations minimales inhibitrices « resazurine,
methylthiazoldiphenyltetrazolium (MTT) » (Kamatou et al, 2006; Caplin et al, 2009;
Imelouane et al., 2009, 2010; Hussain et al.,, 2010). Les méthodes de microplaques

nécessitent moins de temps et de moyens que d'autres méthodes (Wilkinson, 2006).
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Figure 14 : Illustration de la méthode de dilution bouillon(kechkar, 2008).

2.1.2. Evaluation de I’activité antifongique

En général, les méthodes d'évaluation de 1’activité antifongique sont rapides, moins cotliteuses
et facile a réaliser. L'activité contre les mycetes filamenteux peut étre évaluée par la méthode
de diffusion et de la dilution avec les mémes inconvénients et avantages pour les analyses
antibactériennes (Wilkinson, 2006). L’¢évaluation de I’activité¢ antifongique des huiles
essentielles peut étre effectuée par la méthode de microatmospheres (De Billerbeck et al.,
2002; Mohammedi & Fouzia, 2007; Mohammedi ez al., 2010; Bajpai & Kang, 2010).
Dans la méthode de dilution d'agar, I’huile essentielle a tester est incorporée a l'agar et alors
un disque mycélien activement grandissant est placé au centre de la boite de Pétri. La
croissance radiale du mycete aprés un temps approprié, selon les caractéristiques de
croissance du mycete, est alors mesurée et comparée aux échantillons témoins (Wilkinson,
2006).

Alternativement une suspension fongique de cellules peut étre inoculée sur le milieu de
culture et les concentrations minimales sont déterminées (Ponce ef al., 2003; Klaric et al.,

2006; Derwich et al., 2010; Zarrin et al. 2010).

3. Facteurs influencant ’activité antimicrobienne des huiles essentielles
Les résultats concordants des différentes études permettent de conclure a 1’existence d’une

activité antibactérienne et antifongique in vitro des huiles essentielles. Cette activité, qui

x
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entraine I’inhibition de la croissance, voire la destruction des cellules microbiennes, a été
relativement bien étudiée par de nombreuses publications et les auteurs s’accordent sur les
résultats obtenus. Enrevanche, ces résultats obtenus, que se soit au niveau antibactérien ou
antifongique, dépendent de plusieurs facteurs. L’activité biologique d’une huile essentielle ne

serait pas la méme, ce qui rend I’évaluation des activités biologiques difficiles.

3.1. Dispersion et solubilité des huiles essentielles

Généralement, les huiles essentielles sont médiocrement solubles dans l'eau, et ceci pose
beaucoup de problémes pour étudier leurs propriétés biologiques. Ceci a été confirmé par
Griffin (2000) et Southwell ef al. (1993) qui ont démontré que beaucoup de terpénoides,
ayant une solubilit¢é médiocre dans l'eau, n’ont pas répandu dans les milieux aqueux et par
conséquentles huiles essentielles riches en ces terpénoides ont donné des résultats « faux »
dans cesn analyses. Afin de surmonter ces problémes, beaucoup d'auteurs ont recommandé
l'utilisation de divers dissolvants dans la dilution d'huiles essentielles telles que 1'hexane (Del-
Vechio-Vieir et al., 2009), 'acétone, 1'alcool, 1'éthyléne-glycol, I'éther isobutylique (Su et al.,
2006), I'¢thanol (Chang et al., 2008a, b), le méthanol (Armando & Rahma, 2009) et le
DMSO (Ahmed & Abdelgaleil, 2005) et I’emploi d’un émulsifiant comme le Tween 20 ou le
Tween 80 dans des pourcentages différents (Fu ef al., 2007; Caplin et al., 2009).

3.2. Effet du dissolvant et émulsifiant

Les dissolvants les plus utilisés dans le laboratoire sont toxiques aux microorganismes et par
conséquent influencent les activités biologiques étudi¢es (Hammer et al., 2003). D’autre part
les interactions entre les agents émulsifiants et le constituant des huiles essentielles
représentent un facteur important pour la mesure de leur activité antimicrobienne car les
agents utilisés pour la solubilisation et la dispersion des huiles essentielles dans le milieu de
culture bactérien peuvent diminuer I’activité antimicrobienne. C’est le cas pour le Tween-80,
solvant qui neutralise les groupes fonctionnels phénoliques et réduit leur activité
antimicrobienne (Inouye et al., 2000; Malecky, 2007). Le choix de dissolvant adéquate (ou
du détergent) est indispensable avant d'envisager un essai biologique d’une huile essentielle.
D’autres auteurs ont proposé l'utilisation de 0.2% de I’agar (Remmal ef al., 1993a; Satrani et
al., 2007). Dans ce cas, la CMI et la CMB trouvées pour différentes especes bactériennes en
présence de l'agar €taient sensiblement inférieures a ceux observées en présence du Tween 80

ou de I'éthanol.
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4. Activité antioxydante

4.1. Méthodes d’évaluation de P’activité antioxydante

Les méthodes utilisées pour évaluer 1’activité antioxydante des huiles essentielles sont
relativement peu nombreuses et font intervenir en général la coloration ou la décoloration
d’un réactif spécifique en présence d’agent antioxydant (huile essentielle). Selon la
bibliographie, les méthodes les plus utilisées sont celles de la réduction du 2,2-diphényl-1-
picryl-hydrazyl (DPPHe), de I’inhibition de la peroxydation de I’acide linoléique, de la
chélation des métaux et de blanchiment du S-caroténe dans 1’acide linoléique.

La mesure de l'inhibition de la peroxydation d'acide linoléique est une méthode efficace pour
I'évaluation de l'activité antioxydante des huiles essentielles. Cette activité est déterminée par
le pourcentage d'inhibition de la peroxydation d'acide linoléique (Hussain et al. 2008). Cette
méthode est utilisée par beaucoup des auteurs pour évaluer le potentiel antioxydant des huiles
essentielles (Igbal ef al. 2005; Yassa et al., 2009; Hussain et al. 2008, 2010; Dongmo et al.,
2010).

La méthode de chélation des métaux est employée pour déterminer la puissance de réduction
des huiles essentielles ou les réductants (huiles essentielles) rameénent le complexe de
Fe3+/ferricyanide [FeCl3/K3Fe (NC)6] a la forme (Fe2+) ferreuse (Oyaizu, 1986; Wang et
al., 2010). Par conséquent, selon la puissance de réduction des huiles essentielles, la couleur
jaune de la solution d'essai change en vert ou en bleu (Nikhat et al., 2009). Cette méthode a
été utilisée par beaucoup d’auteurs pour déterminer la puissance de réduction des huiles
essentielles (Oyaizu, 1986; Faria er al, 2006; Wangcharoen & Morasuk, 2007;
Chairgulprasert ef al., 2008; Chua ez al., 2008; Nikhat et al., 2009; Aiyegoro & Okoh,
2010; Wang et al., 2010; Loganathan et al., 2010; Ho et al., 2010).

Le blanchiment du fS-caroténe dans l'acide linoléique et de la réduction de DPPHe sont des
méthodes efficaces, simples, reproductibles et rapides pour évaluer les propriétés
antioxydantes des huiles essentielles (Mayachiew & Devahastin, 2008; Hussain, 2009).
L’analyse de balayage de DPPHe est la fréquemment utilisée pour la détermination de
l'activité antioxydante des huiles essentielles (Cuendet et al., 1997; Kirby & Schmidt, 1997;
Burits et Bucar, 2000; Burits ef al., 2001; Gramza et al., 2005; Gachkar et al., 2006;
Simionatto ef al.,2007; Shin & Baek, 2007; Ho et al., 2008; Yen & Chang, 2008; Hussain
et al., 2008; Chairgulprasert et al., 2008; Ho et al., 2009; Nikhat et al., 2009; Fayed, 2009;
Dongmo et al., 2010; DZami¢ et al., 2010; Hussain ef al.,2010; Ho et al., 2010; Imelouane

et al, 2010). Le 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPHe) est un radical organique stable,
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coloré et centré sur 1’azote (Blois, 1958). Le maximum de son absorption se situe vers 515 nm
dans le méthanol et I’éthanol (Portes, 2008). Les antioxydants donneurs d’atome H (RH) sont
capables de réduire DPPHe, ce qui conduit au 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH-H) et au
radical Re.

Le DPPHe a une couleur violette ou rouge pourpre mais cette couleur disparait lorsqu’il est

réduit par un capteur de radicaux (figure x) (Hubert, 2006; Prakash, 2001).

9 X
g l.i—N/ 09N :—N
0 . ™ 0
NO, N0y
+ RH +Re

DPPH?e (radical libre) DPPH (non radical)

RH : antioxydant ; Re : radical libre

Figure 15 : Réaction du DPPHe avec un antioxydant (Prakash, 2001; Molyneux, 2004).

Le rapport DPPHe/antioxydant doit étre adapté a la stoechiométrie du composé (nombre de
radicaux réduits par molécule d’antioxydant) et le DPPHe doit étre en exces. Ce test,
largement utilisé, est rapide et facile a réaliser ; il permet de comparer un grand nombre de
composés ou un seul composé a plusieurs dilutions. De plus, contrairement aux autres tests,
les conditions utilisées (solvants organiques et faible température) évitent 1’autooxydation des
molécules testées (Portes, 2008). Le test du DPPHe permet aussi de déterminer un parametre
cinétique : la constante de vitesse du premier transfert d’atome H, et un parametre statique : la
stoechiométrie. Ces parametres définissent I’activité antioxydante intrinséque des molécules
testées (Goupy et al., 2003; Roche et al., 2005).

Les résultats peuvent €tre exprimés en pourcentage de réduction de DPPHe, pour une
concentration en extrait donné et un temps donné. Le test de réduction du DPPHe permet aussi
de calculer la CE50 (Dongmo et al, 2010). La valeur CE50 est définie comme étant la

concentration du substrat qui cause la réduction de 50% du DPPHe (Simionatto ez al., 2007).

=3



Chapitre03 les activités biologiques des huiles essentielles

Ce test peut se faire sur Chromatographie sur couche mince ; les extraits a tester sont déposés
sur des CCM de gel de silice GF254 en aluminium et développés dans des systémes
appropriés. Apres le séchage, les CCM sont giclées avec une solution méthanolique a 2mg/ml
de DPPHe. Les activités antiradicalaires apparaissent sous forme de spots de couleur jaune
blanc sur fond violet (Calvin, 2001; Braca et al. 2002; Raza et al., 2009; Dramane et al.,
2010). Ce test a été utilisé par beaucoup d’auteurs pour évaluer le potentiel antioxydant
d'huiles essentielles (Simionatto et al., 2007; Salazar-Aranda et al., 2009; Paramapojn &
Gritsanapan, 2009; Ho ez al., 2009, 2010).

Cependant, le test de réduction au DPPHe peut poser des difficultés d’interprétation lorsque
les composés testés posseédent une bande d’absorption dans le visible vers 515 nm, interférant
avec celle du DPPHe. Le test avec I’ABTS+e est alors recommandé car on peut interpréter les
résultats sur la bande a 734 ou 815 nm (Schlesier ez al., 2002), n’interférant plus avec celle du
composé testé, tandis que le DPPHe ne posséde pas d’autres bandes d’absorption a plus
grande longueur d’onde. De plus, ce radical est instable a la lumiére et son absorbance a 515
nm décroit sans I’intervention d’un quelconque antioxydant ; c’est pourquoi les tests réalisés

avec le DPPHe doivent impérativement se faire a 1’obscurité (Portes, 2008).
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1.-Matériel biologique
1. 1. Matériel végétal

1.1.1. La récolte et séchage
Dans cette étude Nous avons utilisé les feuilles d’Eucalyptus blakelyi et cladocalyx pour
extraire leurs huiles essentielles, et les testées sur quelques bactéries pathogenes et
champignons.
La récole des feuilles a été effectue au cours de la floraison a I’INRF (Institue Nationale de la
Recherche Forestiere) Bainem située a 12 kilomeétres a I’oust de la wilaya d’Alger en Algérie.
Les feuilles adultes de deux plantes ont été récoltées dans la période allant de juin a juillet
2016.Les deux plantes sont séchées a I’ombre et a 1’abri d’humidité dans un endroit sec et
aéré pendant 2 semaines les feuilles sont ensuite l'aminées sans broyer pour servir a
I'extraction des huiles essentielles. L’identification des plantes est basée sur 1’aspect
morphologique des feuilles (forme) et de la tige,...etc. En comparaison avec des ouvrages et
des travaux; tels que Benabid (2000) et (Soto et al.2006).
1.1.2. Extraction des huiles essentielles
Les huiles essentielles (HE) ont été extraites par distillation en utilisant un appareillage de
type Clevenger (Benchekroun et al. 2012). L’extraction a duré 2 a 3 heures pour un mélange
de 200 g de matériel végétal sécher et broyer « des feuilles d’Eucalypltus blakelyi et
cladocalyx » avec 500 ml d’eau distillée, ’ensemble et ensuite porté¢ a ébullition dans un
ballon reliée avec une colonne de 60 cm de longueur reliée a un réfrigérant. Les vapeurs
chargées d’huile et qui traversent le réfrigérant, se condensent et chutent dans une ampoule a
décanter. L’eau et 1’huile se séparent par différence densité¢ (Benchekroun et al., 2012 ;
Mohammedi, 2006). L’huile essentielle recueillie par décantation a la fin de la distillation a
¢été filtrée en présence de sulfate de sodium (Na 2 SO 4) pour éliminer les traces d’eau
résiduelles et les huiles essentielles d 'Eucalyptus blakelyi.L et cladocalyx.L seront par la suite
récupérées et stocker a 4° C a ’obscurité. La quantité d’essence obtenue est pesée pour le

calcul du rendement (Bouguerra, 2012; mawussi, 2008).

1.1.3. Rendement des huiles essentielles

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de 1’huile extraite et le poid de
la maticre séche de la plante, il est exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante:

R=PB/PAx100 ou R=[XPB/XP A]x100

R: Rendement en huile en %
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P A : Poids de la matiere séche de la plante en g

P B : Poids de I’huile en g

2. Evaluation de P’activité antibactérienne

2.1. Origine et choix des souches

Les souches bactériennes choisies pour cette étude sont des bactéries hautement pathogénes .il
s’agit de : Escherichia coli (ATCC25922) Staphylococcus aureus (ATCC29213); Bacillus
subtilis (ATCC26231) ;Listéria innocua(clip74915) et E.faecalis (ATCC29212) Toutes ces
souches sont aimablement fournies par le laboratoire de recherche de ['université¢ de
Boumerdes et 4 souches cliniques isolées des patients a partir des prélévement urinaires (au
niveau de I’EPSP du pole urbain a Médéa): Escherichia coli ;Staphylococcus aureus,
Kleibsilla oxycota ; Pseudomonas aeruginosa, et, deux souche fongiques ; Candida albicans
(ATCC10231)fournies par le laboratoire de recherche d’université hassiba ben boueli a chlef
et Rhizopus sp isolée de pain.

2.2. Confirmation des souches

2.2.1. Etude des caractéres morphologiques

a-Examen microscopique a I’état frais

Pour vérifier la mobilité et la forme, une lame additionnée d’une goutte de la culture est
observée au microscope a grossissement 100 .

b- Examen microscopique aprés coloration de Gram

L’examen microscopique est révelé par la coloration de Gram. Celle-ci permet de Faire la
différentiation entre les bactéries Gram positives et Gram négatives et renseigne sur la forme
et la disposition des bactéries. La coloration de Gram a été réalisée selon le protocole décrit
par Delarras (2007).

2.2.2. Etude des caractéres biochimiques

a-Recherche de la catalase

Chez les bactéries douées d’un métabolisme oxydatif, le systéme respiratoire compte parmi
d’autres enzymes une catalase, celle-ci décompose 1’eau oxygénée selon la réaction suivante :

Catalase

2 H202 » 2 H20 + 02

La méthode de recherche de la catalase consiste a étaler une colonie sur une lame de
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verre sur laquelle on ajoute une goutte de H202 a 10 volumes. La présence de I’enzyme se

manifeste par un dégagement de bulles de gaz (Zinedine, 2004).

b-Identification par galerie api 20 E

La galerie API 20E compote 20 microtubes contenant des substrats sous forme déshydratées.
Les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les milieux. Les
réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés
spontanées ou révelés par 1’addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait a 1’aide du

Tableau de lecture et 1’1dentification est obtenue a 1’aide du tableau d’identification.

Technique :
Préparation de la galerie :

» Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir de I’eau dans les
alvéoles pour créer une atmosphere humide, ensuite Déposer stérilement la
galerie dans la boite d’incubation.

» Préparation de I’inoculum : Faire une suspension bactérienne, dans une
ampoule de Suspension Medium ou dans un tube d’eau distillée stérile,

d’opacité 1égere avec une seule colonie prélevée sur un milieu gélosé.
Inoculation de la galerie :

» Remplir les tubes et les cupules des tests : CIT, VP, GEL avec la suspension
bactrienne.

» Remplir uniquement les tubes des autres tests.

» Créer une anaérobiose dans les tests : ADH, LDC, ODC, URE, H2S en
remplissant leur cupule d’huile de paraffine.

» Refermer la boite d’incubation et la placer a 35-37°C pendant 18 a 24 heures.

Lecture : Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au Tableau de

Lecture (Annexe 2).
3. Les milieux de culture utilisés

Pour obtenir une culture jeune des bactéries afin de mettre en évidence 1 activité
antibactérienne des huiles essentielles d’eucalyptus, plusieurs milieux de culture ont été

utilisés comme :

-La gélose nutritive pour 1’isolement et 1’entretien des souches bactériennes.
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-le milieu Chapman pour isoler les Staphylococcus aureus; Héktoéne pour les Entérococcus.

-Le milieu de culture utilisé pour étudier I’activité antibactérienne est 1’Agar de Muller
Hinton (AMH) parce que c’est le milieu le plus employé pour les tests de sensibilité aux
agents antibactériens (Gachkar et al, 2007; Mayachiew & Devahastin, 2008; Hussain et al,
2010).

-le milieu PDA pour isoler les champignons.

4. Préparation des suspensions bactériennes

Les bactéries a tester sont ensemencées sur des boites de Pétri contenant la gélose nutritive
(GN) ou autres milieux selon les souches et incubées pendant 24 heures, afin d’obtenir une
culture jeune des bactéries et des colonies isolées. A partir de ces boites, a 1'aide d'une anse
de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques sont prélevées et mises
dans 5ml d'eau physiologique stérile a 0.9% de sel (NaCl). La suspension bactérienne est bien
homogénéisée, et la densité optique lue a 625 nm est justifiée a 0.08 a 0.10 nm. On admet que
cette densité mesurée a 625 nm est équivalente a 108 CFU/ml (Mohammedi, 2006).
L’inoculum est ajusté soit en ajoutant de la culture s'il est trop faible ou de l'eau
physiologique stérile s'il est trop fort. L'ensemencement doit se faire en moins de 15 min

apres la préparation de I'inoculum.

Figure 16 : préparation des suspensions bactériennes

5. Test de I’activité antibactérienne :
L'évaluation de l'activité antibactérienne de I’huile essentielle d’eucalyptus est réalisée
d’abord par la méthode de diffusion des disques, en raison de sa simplicité et son efficacité

pour tester la sensibilité des bactéries.

5
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Méthode de diffusion ou des aromatogrammes

La méthode des aromatogrammes est la technique choisie pour déterminer [’activité
antibactérienne de I’huile essentielle a tester. Cette méthode repose sur le pouvoir migratoire
des huiles essentielles sur un milieu solide a I’intérieur d’une boite de Pétri. Cette méthode
nous a permet de mettre en évidence 1’effet antibactérien de I’huile essentielle E.cladocalyx et
E.blakelyi sur les bactéries, ainsi que la détermination de la résistance ou la sensibilité de ces
bactéries vis-a-vis de cette huile essentielle. La méthode de diffusion des disques appliqués
est celle décrite par Mayachiew & Devahastin (2008); Gachkar et al. (2007) et Hussain et
al. (2010).

Ensemencement

Vingt millilitres (20ml) de I’agar de Muller Hinton en surfusion sont coulés dans des boites de

Pétri. Apres solidification du milieu de culture, 100ul de la suspension bactérienne a tester
(108 UFC.ml-1) sont étalés en surface.

Préparation des dilutions de I’huile essentielle

Pour pouvoir obtenir différentes concentrations de [’huile essentielle des feuilles
d’Eucalyptus, nous I’avons diluée dans le DMSO (diméthylsulfoxide). Ce choix a été fait,
parce que, le DMSO est le solvant préférable pour la majorité des auteurs, notamment,
Gachkar et al. (2007) qui ont prouvé que le DMSO n'a aucun pouvoir antibactérien puissant.
8 mg de chaque huiles a été mis dans un tube stériles contenant 1 ml du DMSO, puis une

agitation a I’aide du vortex a été faite pour obtenir un mélange homogene.

Une série de dilution en demi a été faite dans 4 tubes contenant 1ml de DMSO a I’aide
d’une micropipette a partir de la solution mére jusqu’a 1/8, un Seme tube coulé par le DMSO
uniquement est considéré comme témoin négatif.

Dépot des disques

Dans des conditions aseptiques et a 1’aide d’une pince stérile, des disques stérile
(6disques/boite) sont déposés sur l'agar, précédemment inoculé avec le microorganisme
choisi, puis les imbibés par SuL d'huile essentielle des deux especes d’eucalyptus. Les boites
sont maintenues 30 min sur la paillasse pour que 1’huile essentielle puisse diffuser (RoZ man
& Jersek, 2009).

-La gentamycine (25pg/disque) a été utilisée comme controle positif, ce choix est di a la
sensibilité des souches choisies pour cet antibiotique.

-DMSO a été utilisée comme un témoin négatif.

<
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Incubation

-Les boites ont été incubées a I’étuve a 37°C pendant 24 h.

Expression des résultats

A la sortie de I’étuve, I’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo
translucide autour du disque, identique a la gélose stérile, dont le diamétre est mesuré a 1’aide
d’un pied a coulisse (y compris le diametre de disque de 6mm). Dans la littérature relative aux
huiles essentielles, les résultats de I’aromatogramme sont exprimés exclusivement a partir de
la mesure du diamétre des halos d’inhibitions en mm (Baser & Buchbauer, 2010). D’apres
Ponce et al. (2003), la sensibilité a I’huile a été classée par le diametre des halos d'inhibition :
non sensible (-) pour les diametres moins de 8mm ; sensible (+) pour des diametres de 8 a
14mm ; tres sensible (++) pour des diameétres de 15 a 19mm et extrémement sensible (+++)
pour les diametres plus de 20mm. Les bactéries montrant une sensibilité a 1’huile essentielle
sont sélectionnées pour déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) (Derwich et

al. 2010)

6. Evaluation de P’activité antifongique

L’essai antifongique de I’huile essentielle d’eucalyptus a été réalisé par la méthode de
diffusion des disques pour tester la sensibilité¢ des souches fongiques.

Criblage de ’activité antifongique

Pour mettre en évidence ’activité antifongique de 1’huile essentielle d’eucalyptus, nous avons
utilisé la méthode de diffusion comme rapportée par Rasooli et al. (2008).

Ensemencement

Vingt millilitres (20ml) du milieu PDA sont coulés dans des boites de Pétri. Apres
solidification du milieu de culture, 100ul de la suspension fongique ont été étalés en surface.
Dépot des disques

Dans des conditions aseptiques et a 1’aide d’une pince stérile, des disques (6isque/boite) ont
été déposés sur l'agar, qui a été précédemment inoculé avec les souches fongiques a tester,
puis ces disques sont imbibés par Sul. de 1'huile essentielle des deux especes d’eucalyptus.
Pour que I’huile essentielle puisse diffuser, les boites ont été maintenues 30 min sur la

paillasse. Ensuite, elles ont été incubées a I’étuve a 30°C pendant 2 a 7 jour

<
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Figure 17: ensemencement des suspensions fongiques

Sur milieu PDA

Figure 18: Dépot des disques imprégné d’huile essentielle

Controle positif
kétoconazole A ét¢ utilisé comme un témoin positif
Expression des résultats
L’absence de la croissance mycélienne se traduit par un halo translucide autour du disque
dont le diamétre est mesuré a 1’aide d’un pied a coulisse (y compris le diametre de disque de
6mm). Les résultats sont exprimés en mm (Rasooli et al, 2008).
7. Concentration minimale inhibitrice
Les tests de sensibilit¢ bactérienne les plus répandus ont pour but d'étudier I'effet
bactériostatique ou bactéricide des antibiotiques (Chengappa et al ., 1990; Eberlin et al.,
1994;Jorgensen et al., 1999). Pour chaque souche bactérienne, on peut définir une
concentration minimale inhibitrice (CMI) qui correspond a la concentration minimale qui
inhibe la croissance visible du germe. Elle est donc associée a un phénomene macroscopique,

ce qui explique sa relative facilité d'obtention et son universalité.

Protocole

E
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Meéthode par diffusion en milieu solide. Ce test consiste en 'application de disques imprégnés

d’huile essentielle sur une gélose Préalablement ensemencée par des bactéries. L huile

essentielle va diffuser dans la gélose avec une concentration décroissante vers la périphérie.

Dans la zone ou la concentration est inhibitrice, on n'observera pas de croissance bactérienne

(cavenaghi, 1992).

8. Evaluation de ’activité antioxydante

Méthode de réduction du DPPHe

Principe Le 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazine (DPPHe¢) est un radical organique stable de

couleur rouge pourpre. En présence de composés antiradicalaires, le radical DPPHe est réduit

et change de couleur en virant au jaune, ce qui entraine une diminution de son absorbance

(Gachkar et al. 2007).

Protocole

L’activité antiradicalaire de 1’huile essentielle des deux espéces d’eucalyptus a ét€ mesurée

par la méthode décrite par Archana et al. (2005) et Dung et al. (2008).

Cent microlitres (100ul) de différentes dilutions d’huiles essentielles ont été mélangés avec

2.9ml de la solution d’éthanol de DPPHe de 0.004% (p/v) dans des tubes a essai secs. Apres

30min d'incubation a une température ambiante et a 1’obscurité, 1'absorbance a ét¢ mesurée a

517nm. Le contrdle négatif est composé de 100ul d’éthanol et de 2.9ml de la solution de

DPPHe. Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ;

I’absorbance de 1’acide ascorbique est mesurée dans les mémes conditions que celle de 1’huile

essentielle

Préparation des dilutions de la vitamine C

Les dilutions de la vitamine C (M. 176.13 ; 99,7%) ont été préparées selon Nikhat et al.
(2009) :

» Peser 16mg de la vitamine C par une balance analytique (précision de 0.0001g).

» Introduire ces 1mg dans un tube a essai contenant 10ml d’éthanol (solution A)
(1600pg/ml).

» Introduire 0,1ml de la solution (A) dans un tube contenant 9,9ml d’éthanol (16pug/ml)
(solution B).

» Introduire ensuite Sml de la solution (B) dans un tube contenant 5 ml d’éthanol
(8ug/ml).

» Procéder de la méme maniére pour obtenir 4, 2, 1 et 0,5ug/ml (figurel9).
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0,Iml

-

5ml Sml Sml Sml

ol

Sml
"‘
1600pg/ml
Sml
d’éthanol

l6pg/ml 8ug/ml 4ug/ml 2ug/ml lpg/ml  0,5pg/ml

Solution A
(16mg de vit C
+ 10ml
d’éthanol)

Figurel9 : Préparation des dilutions de la vitamine C.

Préparation des dilutions de I’huile essentielle d’eucalyptus
En se basant sur des essais préalables, une gamme de dilutions de concentrations allant de
100pg/ml a 1000pg/ml a été préparée comme suite :
» Peser 100mg de I’huile essentielle d’E.blakelyi et E.cladocalyx par une balance
analytique (précision de 0.0001g) ;
» Introduire ces 100mg dans un tube a essai contenant 10 ml d’éthanol (solution A)
(10 000pg/ml) ;
» Introduire ensuite 1 ml de la solution (A) dans un tube contenant 9ml d’éthanol
(solution B) (1 000pg/ml) ;
» Introduire 0.8, 0.6, 0.4, 0.2, et 0.1ml de la solution (B) dans des tubes contenant 9.2,
9.4, 9.6, 9.8 et 9.9ml d’éthanol, respectivement pour avoir les concentrations 800,

600, 400, 200 et 100pg.ml-1 (figure 20)
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Solution A
(100mg d"HE + 10ml d’éthanol)

B ml .. 0 sl .. O.Gfﬁi 0.4!1_)1 D2ml 04 ml

9ml 9.2ml 9.4ml 9.6ml 9.8ml 9.9ml

1000ug/ml 500pg/ml 600pg/ml 400ug/ml 200pg/ml 100pg/ml

\_ J

Figure20. Préparation des dilutions de ’huile essentielle d’eucalyptus.
Expression des résultats
L'activité antiradicalaire est exprimée par le pouvoir de réduction de la solution d’éthanol de
DPPH- (Rashid et al., 2010). D’aprés Dung et al. (2008) et Eyob et al. (2008), le pouvoir de

réduction est déterminé en appliquant la formule suivante :

PR= Ac-Ae/Ac *100

PR : Pouvoir de la réduction en % ;

AE: absorbance de la solution de DPPHe en présence de I’huile essentielle ou de

la vitamine C ;

AC : absorbance de la solution de DPPHe en absence de I’huile essentielle et de

la vitamine C.

La variation du pouvoir de réduction en fonction de la concentration de 1’huile essentielle et
de la vitamine C, nous permet de calculer le parameétre CES0.

La CE50 « Concentration Efficace » est définie comme étant la concentration de I’huile

essentielle (ou de la vitamine C) nécessaire pour réduire 50% des radicaux libres dans le
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milieu réactionnel. Plus la valeur de CE50 est basse, plus ’activité antiradicalaire est élevée,

et vice versa (Qian & Nihorimbere, 2004; Gramza et al., 2005).
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1. Rendement en huile essentielle d’Eucalyptus blakelyi L et cladocalyx L.

Pour calculer le rendement on a fait une extraction de 200 g des feuilles d’Eucalyptus
blakelyi.L et cladocalyx.L avec 500 ml d’eau distillé dans un hydrodistillateur de type
Clevenger, aprés I’extraction on obtient 4g d’huile essentielle E.blakelyi.L et 1.16 g de

d’huile essentielle cladocalyx.L , de couleur jaune claire avec une odeur agréable et un

rendement de 2.5 % et 0.58 % respectivement.

2. Activité antibactérienne

2.1-Identification des bactéries

Les caractéres morphologiques ; le type respiratoire et le test de catalase sont mentionnés

dans le tableau suivent :

Tableau II: Les caractéres morphologiques ; le type respiratoire et le test de catalase

Souches S.eureus Escherichia. P.aeruginosa  Bacillus Entérococcus  Kleibsilla Listeria
Coli subtilus faecalis oxycota innocua
Forme Cocci Bacille bacille Bacille Cocci Bacille Bacille
Mobilité immobile Mobiles trés mobile Mobile Immobile immobile Mobile
Gram Bactérie bactérie Gram bactérie bactérie Gram bactérie bactérie
Bactérie Gram négative négative Gram positive Gram Gram
Gram positive négative positive
positive parfois
négative
type aéro- acrobie stricte acro-anaerobie  aerobie aero-anaerobie  Anaerobie  aero-
respiratoi  anaerobie stricte facultatif anaerobie
re
Catalase Positive Positive positive positive Négative positive Positive

2.2-identification par la galerie

Les caractéristiques biochimiques sont déterminées en utilisant des plaques d'identification
des souches avec leur catalogue analytique.les résultats obtenus des plaques API20E pour

E.coli et E.feacalis sont les suivants (figure 21-22) :
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Figure 21 : galerie API20E pour figure 22 : galerie API20E pour
E.faecalis E.coli

La lecture des galeries

Tableau III : Ilustration du profil biochimique de la souche E.coli et E.feacalis

Tests E.faecalis E.coli
ONPG il .
ADH i .
LDC - .
ODC - -
CIT - -
H2S - -
URE + -
TDA - -
IND - +
VP + -
GELA + -
GLU - .
MAN - +
INO - -
SOR - +
RHA - =
SACCH - -

E
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MEL - +

AMY - -

ARA - +
+ Test positif - Test négatif

2.3. Evaluation de I'activité antibactérienne des huiles essentielles

d'Eucalyptus

La méthode de diffusion des disques nous a permis de mettre en évidence le pouvoir
antibactérien de I’huile essentielle de deux espéces d'euclyptus vis-a-vis de neuf bactéries.
Pour l'espece E.blakelyi.L. Les zones d’inhibition sont indiquées dans (le tableau4). D’aprées
la classification de Ponce et al. (2003), les zones d’inhibitions, variant entre 6 et 17 mm,

indiquent que cinqg souches sont sensibles a I’huile essentielle des feuilles seches d'E.blakelyi

et quatre sont résistants. (Voir annexe 3 et 4)

Tableau IV : les zones d'inhibition (mm) de différentes dilutions d'E.balkelyi

E.blakelyi SM-moy 1/2 moy 1/4moy 1/8moy ATB
E.coli isolé 15.66 1,699 11.66+0,471 11+0,816 10 25
E.coli ATCC 13.33+ 4,784  10.33+0,471  8.66+ 0,471 8.66 + 1,699 28 £2,160
S.aureus 12.33+0,471  14.66+3,091 17.66+ 1,247 11.66 £0,471 30
ATCC

Kleibsilla 10+ 1 9.33+£ 0,471 8.66+ 0,471 8 30
oxycota

Bacillus 15.33+3,399  12+0,816 11.66 £ 0,471  10.66+ 0,471 38
sublilis ATCC

S.aureus isolé 6 6 6 6 29
Listeria 6 6 6 6 30
innocua CIIP

Efaecalis 6 6 6 6 30
ATCC

P.aeruginosa 6 6 6 6 30
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Figure 23: représentation graphique des zones d'inhibition d'E.blakylei L sur les souches

bactériennes .

D’aprés nos résultats (tableaud et la figure23) nous constatons facilement que I’huile
essentielle des feuilles séches d'E.blakelyi.L n’a pas une trés bonne activité si on la compare a
I’antibiotique de contrdle. Nous constatons aussi que presque toutes les bactéries sensibles ont

un méme diamétre d'inhibition. (Voir annexe 3 et 4)

Malgré I’existence des zones d’inhibition, relativement moins faibles, nos résultats prouvent
I’existence d’activité antibactérienne contre cinq souches testés. Donc, il est intéressant

d’estimer les CML.

Pour l'espece E.cladocalyx Les zones d’inhibition sont indiquées dans le (tableau5 ;figure

24).

D’aprés la classification de Ponce et al. (2003), les zones d’inhibition, variant entre 6 et
32mm, indiquent que sept souches sont sensibles a 1’huile essentielle des feuilles seches

d'E.cladocalyx.L et deux sont résistants (voir annexe 3 et 4)
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E.cladocalyx

E.coli atcc

S.aureus ATCC

Kleibsilla
oxycota

Bacillus subtilis

ATCC
P.aeruginosa
Listeria
ennocua
E.faecalis

S.aureus isolé

E.coli isolé

Tableau V : Les zones d'inhibition

SM-moy

28 £2,160
31.3+1,247
29 + 2,160

32.33 £2,516

15 +3,559
18+ 1,732

28 +2,828
6

souches bactériennes .

1/2-moy

28+ 1,414
29.66 + 0,471
26 2,160

25 42,449

12.66 + 0,471
20.33 +0,471

25+0,816
6

1/4-moy

24+ 0,816
27
24.33 £2,357

25.66 + 2,054

11.66 + 0,942
19+0,816

25+ 1,414
6

1/8-moy

24 £ 0,816
2533+ 0,471
25.66 £ 1,699

25

10
18.33 + 1,247

24.66 £ 0,942
6

SM
m1/2

1/4
m1/8
mATB

ATB-moy

34.33 + 3,299
28.66 £ 1,247
30.66 + 3,299

31.66 £2,357

42.33 £ 2,624
33.66 + 1,699

31.66 + 2,357
32.66 + 2,054

29+ 1

de différentes dillutions d'E.cladocalyx L sur les

Figure24 : Représentation graphique des zones d'inhibition d'E.cladocalyx L

Sur les souches bactériennes.
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Comme un contréle négatif, le DMSO n'a pas affecté la croissance des souches bactériennes
dans cette étude. Ces résultats sont en similaires avec ceux obtenus par Gachkar et al.

(2006).
3. Evaluation de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Le tableau suivant regroupe les CMI en H.E. correspondant & chaque souche bactérienne

testée. (Voir annexe 4)

Tableau VII: la concentration minimale inhibitrice d'E.cladocalyx L, et E.blakelyi L sur

les souches bactériennes testées

E.blakelyi E.cladocalyx
Souches 1/16 1/32 1/64 1/128 1/16 1/32 1/64 1/128
S.aureus 10 9.5 9.5 9 10 9.5 9.5 9
ATCC
Kleibsilla 10 10 9 9.5 9.5 10 9.5 9
oxycota
E.coli ATCC 7 9 10 8 9.5 9.5 9.5 9
Bacillus 10 9.5 9 10 9.5 10 10 9
subtilus
E.coli isolé 7 6.5 7 7 / / / /
P.aeruginosa / / / / 8 / / /
Listeria / / / / 9.5 9.5 9.5 9
innocua
E.feacalis / / / / 9.5 9.5 9 9.5

» pour la premiére espéce E. blakelyi :
La valeur de la CMI de I'H.E pour S. aureus ATCC est de 1/128 qui correspond a un

diamétre de 9mm. (disque de 8 mm).
La valeur de la CMI de I'H.E pour Kleibsilla oxycota et Bacillus subtilis ATCC est de 1/64

qui correspond a un diametre de 9mm. (disque de 8mm).

La valeur de la CMI de I'H.E pour E.coli ATCC est de 1/16 qui correspond a un diametre de

7mm. (disque de 6mm).

<
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La valeur de la CMI de 1'H.E pour E.coli isolée est de 1/32 6. Qui correspond a un diametre

de Smm. (disque de 6mm).

» Pour le deuxiéme espeéce E.cladocalyx
La valeur de la CMI de I'H.E pour E.coli isolée, S. aureusATCC, Kleibsilla oxycota et
bacillus subtilis ATCC est de 1/128 qui correspond a un diameétre de 9mm. (Disque de 8mm).
La valeur de la CMI de I'H.E pour Pseudomonas aeruginosa, Listéria innocua ATCC et
E.faecalis ATCC est de 1/16 ; 1/128 et 1/164 qui correspond a un diametre de § mm, 9mm

respectivement (disque de 8mm).

4.Evaluation de I'activité Activité antifongique des huiles essentielles

La méthode de diffusion des disques nous a permis de mettre en évidence le pouvoir
antifongique de I’huile essentielle des feuilles seches d'E.balkelyi et E.cladocalyx .vis-a-vis de
deux souches fongiques testées. L’activité¢ antifongique est révélée par ’absence ou la
présence de la croissance mycélienne. Elle se traduit par un halo translucide autour du disque
identique a la gélose stérile (Mironescua et Georgescub, 2008).

Nos résultats indiquent que 1’huile essentielle d'Eucalyptus de deux especes a une capacité
inhibitrice de la croissance mycélienne de deux souches fongique. Les zones d’inhibition
sont résumées dans le tableau 7. Elles varient entre et 12 et 7mm (y compris le diameétre de

disque de 6mm). (Voir annexe 3et 4)

Tableau 7 : Les zones d'inhibition de différentes dilutions d’E.cladocalyx et E.blakelyii

sur les souches fongiques

E.blakelyi SM-moy Y2-moy Ya-moy 1/8-moy ATF-moy
Candida 10.33 £ 2,867 8.66 + 1,699 8.66 + 2,357 12 +£ 5,715 13 +£4,966
albicans

Rhizopus sp 9+0,816 10.66 + 0,942 10+ 0,816 9.66 + 1,247 22 £2,828
E.cladocalyx  SM A A 1/8 ATF
Candida 10.33 £ 2,867 10.33 £ 2,867 7 7 7.66 + 0,471
albicans

Rhizopus sp 9+0,816 8.66 + 0,942 9.33+£0,942 10 £1,632 24.66 = 1,247

<
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Figure25 : Représentation graphique des zones d'inhibition d'E.blakelyi L

Sur les souches fongiques

30
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10
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Figure26 : Représentation graphique des zones d'inhibition d'E.cladocalyx L

Sur des souches fongiques

5. Evaluation de I’activité antiradicalaire
L'activité antiradicalaire de I’huile essentielle des feuilles seches d'Eucalyptus balkelyi et
E.cladocalyx est évaluée par la méthode de DPPH* en la comparant a 1'acide ascorbique. Les

valeurs de CE50 sont calculées, en vue de déterminer les concentrations qui réduisent 50%

-
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des radicaux libres. Les CE50 moyennes sont obtenues par la moyenne des CES0 évaluées
graphiquement et séparément a partir des régressions des trois tests. Dans la présente étude,
I’huile essentielle de premiére espece étudie d'Eucalyptus balkelyi L et la vitamine C ont pu
réduire le radical DPPH* avec des valeurs de CE50 de 141.17pg.ml-1 et de 0.61pg.ml-1,
respectivement. L’huile essentielle d'E.blakelyi L a montré une activit¢ de balayage du
DPPH* moins élevée par comparaison a la vitamine C.

Tableau VIII : Pourcentage de réduction du DPPH par I’acide ascorbique

concentration 16000pug.ml- 16pg.ml- 8ug.ml- 4pgml- 2pgml- lpgml- 0.5pg.ml-

(vitamine c) 1 1 1 1 1 1 1
Pouvoir de 9X 81 77 69 64 56 48
réduction%

Figure 27 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations de I’acide ascorbique.
Calcul du CE50:

1-05 — 17mm X1=0.61pg.ml-1

X1 —-0.5—» 4mm
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Tableau IX: Pourcentage de réduction du DPPH par E.blakelyi L.

concentration SM pg.ml-1  1000pg.mi-1 800pug.ml-1  600pg.ml-1 400pg.ml-1 200pg.ml-1 100pg.ml-1
E.balkelyi

Pouvoir de 80 70 64 65 58 56 45

réduction%

Figure 28 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations d'Eucalyptus blakelyi L .
Calcul de CES0

200-100 —» 17mm X2=141.17ng.ml-1
X2-100 — 7mm

Pour la 2¢éme espece étudie d’Eucalyptus cladocalyx L on trouve que la valeur de CE50 est de
470.58pug.ml-1. L'huile essentielle d'E.cladocalyx L a montré une activité de balayage du
DPPH faible par comparaison a la vitamine C et E.blakelyi L.
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Tableau X : Pourcentage de réduction du DPPH par E.cladocalyx L.

concentration SM 1000pg.ml-  800pg.ml-1  600pg.ml-1  400pg.ml-1  200pg.ml-1  100pg.ml-1
E.cladocalyx ~ hgml-1 1

pouvoir de 69 64 62 57 47 44 43
réduction%

Figure 29 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations d'Eucalyptus cladocalyx.L
Calcul d’EC50:

400 - 600 —p 17mm X3=470.58pg.ml-1

X2-600 —» 6mm
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1. Extraction et calcul des rendements :

L’extraction des huiles essentielles des deux espéces Eucalyptus blakelyi.L et Eucalyptus

cladocalyx.L a été effectuée par distillation a I’aide d’un appareil de type Clevenger

Nous pouvons remarquer une différence significative entre les rendements d’extraction des

especes ¢étudiées dans ce travail.

E cladocalyx.L possede un rendement faible (0.58%) par rapport a celui de I’E blakelyi.L ou
on a enregistré un rendement important (2 .5%) ; cette espece peut constituer une source

importante pour 1’extraction de 1’huile essentielle.

(Abdallah Farah, 2001) a montré que I’Eucalyptus camaldulensis.L. ~ poussant au Maroc
posséde un rendement de 0.84%, Taleb- Toudert Karima a obtenu un rendement de 0.48%

et 1.19% respectivement pour les especes E globulus.L et E radiata.L

Les différences existances entre les rendements d’extraction obtenus pour les especes
¢tudiées sont probablement liées aux facteurs climatiques (froid, chaleur, stress hydrique),

géographiques (nature du sol, porosité) et génétiques (croisements naturels).
2. Activité antimicrobienne

La méthode de diffusion des disques nous a permis de mettre en évidence le pouvoir
antibactérien de I’huile essentielle des feuilles seéches d'Eucalyptus blakelyi et Eucalyptus

cladocalyx.L vis-a-vis des bactéries testées.

Selon la classification de Ponce et al. (2003), cinq souches sont sensibles a I’huile essentielle
d'Eucalyptus blakelyi.L et quatre sont résistantes, alors que pour Eucalyptus cladocalyx.L sept

sont sensibles et deux sont résistantes.

La méthode de I’aromatogramme est généralement employée comme une analyse préliminaire
pour étudier l'activité antibactérienne ensuite viennent des méthodes plus détaillées. Dans
cette méthode, les paramétres tels que le volume de I’huile essentielle placé sur les disques de
papier, l'épaisseur de la couche d'agar et si un dissolvant est employé varient
considérablement entre les ¢tudes (Manou et al. 1998; Burt, 2004). Ceci signifie que cette
méthode est utile pour le choix des huiles essentielles actives et pour la mise en évidence de
leur activité antibactérienne, mais la comparaison des données éditées n'est pas faisable a

concentration, et par la suite son activité antibactérienne.
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Dans cette étude, Nous constatons que S.aureus ATCC et Bacillus subtilus ATCC sont les
bactéries les plus sensibles pour ’espece E.blakylei L qui a montré des effets inhibiteurs a des
concentrations plus faibles avec une CMI enregistrée pour le diamétre de 9mm. En outre,
Escherichia.coli (ATCC, iso0lé) et kleibsilla oxycota sont des souches moyennement sensibles
avec une CMI égale a de7,6.5 et 9 respectivement . Les zones d’inhibition sont presque
identiques avec une activité antibactérienne intermédiaire. L’huile a montré des effets

inhibiteurs de plus jusqu’aux faible concentrations.

Des résultats similaires ont été rapportés par Alitonou et al. Ils ont montré que I'huile
essentielle d'Eucalyptus tereticornis.L a un pouvoir inhibiteur a 1'égard des micro-organismes
étudiés ; aussi Sohounhloué et alont montré que les huiles essentielles de Eucalyptus
camadulensis a une activité biologique sur les microorganismes.

Psodomonas aeroginosa ; E. feacalis et Listeria innocua apparaissent résistantes vis-a-vis

I’huile essentielle de E.blakelyi.L dans cette étude.

Pour FE.Cladocalyx.L ; S aureus , Bacillus subtilis; klebsiella oxycota ;E.coli (ATCC ) et
E.faecalis présentent une forte activité antibactérienne avec des zone d'inhibition qui
dépassent 23 mm pour toutes les dilutions d'huile avec une CMI pour le diamétre de 9 mm
pour toutes les souches suivies par Listeria innocua et pseudomonas aeruginosa qui ont
présenté une activité moins intéressante par rapport les autres souches avec une zone
d'inhibition moins faible inférieure a 20mm et CMI pour les diamétres de 8 et 9 mm

respectivement .

L'activité la plus élevée a été démontrée par l'antibiotique standard gentamicine (témoin).
C'est parce que l'antibiotique est a 1'état pur et raffiné les processus qui 1'ont établi comme un
antibiotique standard (Prescott et al. 2002).

Toutes les souches se sont révélées sensibles a la gentamicine avec des diametres variés. Le
plus grand a été enregistré sur E. feacalis ATCC 29212 avec une zone de 25 mm, et le plus
petit est de 12 mm enregistré pour Escherichia coli.

Nos résultats sont similaires a ceux rapportés par Farah et al. 10, Babayi et al. 11, Gamal et
Sabrinl2 et Nair et al,qui ont ¢galement rapporté l'activité inhibitrice de 1'huile essentielle
d'Eucalyptus camaldulensis et globulus contre S. aureus et E. coli. Ceci pourrait étre expliqué
par le fait que les bactéries a G+ posseédent des dispositifs structuraux qui sont plus

susceptibles aux huiles essentielles (Abdul Rahman et al. 2010). En revanche, DORMAN
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et DEANS (2000), ont observé une tendance semblable quant a la sensibilité de S. aureus en

présence de I'extrait d'Eucalyptus.

Dans la présente étude, les bactéries a Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa ;E.feacalis
;Listéria innocua; ) se sont avérées les plus résistantes. Plusieurs travaux notamment ceux de
Ouattara et al. (1997); Hammer et al. (1999) ; Souza et al. (2006a); Ahmad et al. (2006b);
Agaoglu et al. (2007); Derwich et al. (2010) et Bari et al. (2010) ont confirmé la grande
résistante des bactéries G- par rapport aux G+. Ce constat peut étre di a l'action de certains
composés volatiles de 1’"huile essentielle étudiés d’une part et a la présence d'une couche de
lipopolysaccharide (LPS) chez les bactéries G- qui pourrait fonctionner comme barricre
efficace contre n'importe quelle biomolécule entrant d’autre part (Inouye et al, 2001;

Bagamboula et al., 2004 ; Upadhyay et al., 2010) .

Concernant le Pseudomonas aeruginosa, cette bactérie est connue pour sa résistance a
n'importe quel genre d'agents antimicrobiens. En réalité, ce comportement n'est pas étonnant
parce que le Pseudomonas aeruginosa a une capacité¢ de former un biofilm (une organisation
complexe composée de différentes strates dans lesquelles les bactéries se retrouvent en

conditions physiologiques spécifiques a leur situation) (Abi-Ayad et al., 2011).

E. coli ATCC 25922 s’est avérée sensible dans cette étude, malgré qu’elle est Gram négatif.

ce qui a été également observé par Beylier (Beylier, 1979).

I1 est postulé que les différents composants des huiles essentielles montrent différents degrés
d'activité contre des bactéries G- et G+ (Dorman et Deans, 2000) et que la composition
chimique des huiles essentielles peut varier selon plusieurs facteurs intrinséque et extrinséque

(Lahlou, 2004).

(Oyedeji et al, 1999) ont démontré des activités antibactériennes considérables sur les
bactéries a gram positif et négatif, et antifongiques sur Candida albicans des huiles

essentielles de cinq variétés de Eucalyptus du Nigéria

Elaissi et al. (2011) ont décrit que I’huile essentielle de Eucalyptus odorata est la plus active
contre Staphylococcus aureus. Selon Bachir et al. (2012) I’huile essentielle de Eucalyptus

globulus a un effet sur Escherichia coli et Staphylococcus aureus.
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L’huile essentielle d'E.blakelyi L a montré une activité antibactérienne intermédiaire par
rapport a E.cladocalyx L qui a une activité antibactérienne tres forte. Cette faible efficacité
d'E.blakelyi L est due probablement aux pertes des composés volatils de 1'huile essentielle
durant le stockage et/ou I’extraction. Donc, il serait rentable d’utiliser des feuilles récemment
récoltées et d’essayer un autre procédé¢ d’extraction pour obtenir des huiles essentielles
efficaces du point de vue activité antibactérienne. Cette faible efficacité pourrait étre aussi due
au fait qu'au cours de la période d'incubation quelques composants volatils de 1’huile peuvent

s’évaporer des milieux de culture, ce qui diminuerait dans la présente étude,

Il est connu aussi que les especes bactériennes n’ont pas ¢galement la méme sensibilité vis-a-
vis d'un agent antibactérien. De méme dans une population bactérienne, il peut exister des
différences individuelles de sensibilité. Ainsi, l'action antibactérienne est parfois partielle et

aprés une diminution du nombre de bactéries, il y’a une reprise de la croissance bactérienne.

La mati¢re organique du milieu de culture est susceptible de réduire l'efficacité d'un agent
antibactérien en se combinant avec lui pour former des composés inactifs, en 1'adsorbant et en
diminuant sa concentration, ou en le précipitant et en 1'éliminant purement. Ainsi, l'activité

antibactérienne peut dépendre de la composition du milieu de culture.

Plusieurs travaux ont déja démontré I'activité antimicrobienne des composés d'Eucalyptus
dans différents domaines des sciences de la vie (OSAWA et al. 1998; MURATA et al. 1990,
1992).

En conclusion, il peut suggérer que I'huile de feuilles d'Eucalyptus cladokalyx et blakelyi - in
vitro - possede une capacité antimicrobienne considérable par rapport aux souches étudices.
De plus, d'autres études sont nécessaires, en situation, pour identifier la dose efficace des
huiles sur les micro-organismes et finalement introduire les huiles comme antimicrobien
naturel et nouveau composé. Par conséquent, 1'utilisation de 1'Eucalyptus en tant que composé
antimicrobien naturel in vitro nécessite des recherches supplémentaires sur le mécanisme de

la plante de la pharmacie sur les micro-organismes

3. Activité antifongique

Les agents antifongiques synthétiques sont appliqués a grande échelle pour empécher la

croissance mycélienne. Ces produits chimiques sont également connus pour posséder des
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propriétés cancérogenes, tératogéniques, oncogenes et génotoxiques (Nagendra et al., 2010).
La difficulté de développer une molécule antifongique est liée, d’une part a I’ultrastructure de
la cellule fongique qui présente trois barriéres : la paroi cellulaire chitineuse, les ergostérols
membranaires et le noyau eucaryote (Chami, 2005) et d’autre part, les molécules
antifongiques elles-mémes qui peuvent engendrer des résistances (Nagendra et al, 2010;
Prasad et Kapoor, 2004). Les huiles essentielles peuvent étre utiles en tant qu'agents
antifongiques parce qu'elles affectent plusieurs cibles simultanément et il n'y a aucun rapport
de résistance ou d'adaptation des microorganismes a cause de la diversité des composés
chimiques (Bakkali et al., 2008). Beaucoup de chercheurs ont confirmé la présence de
l'activité antifongique de 1'huile essentielle des feuilles d’Eucalyptus. De méme, nos résultats
prouvent I’existence de cette activité et indiquent que les huiles essentielles d'eucalyptus ont
une activité antifongique. Plusieurs méthodes d’étude de l'activité antifongique des huiles
essentielles sont disponibles, mais puisqu'elles ne se basent pas sur le méme principe, les

résultats peuvent €tre profondément influencés par la méthode (Mesa-Arango et al. 2009).

Dans cette étude les deux souches fongiques testées sont faiblement sensibles aux huiles

d’Eucalyptus.

Rhizopus sp apparait plus sensible aux deux huiles testés par rapport au C. albicans albican qui
¢tait moins sessible aux huiles testées et au kétoconazole qui était utilisé comme antifongique
positif. Les résultats sont conformes a ceux obtenus par Pelletier et al. qui ont signalé que

l'utilisation généralisée des azoles a conduit a 1'apparition d'isolats de Candida résistants.

La méthode de diffusion des disques est intensivement employée pour étudier I’activité
antifongique des substances naturelles et des extraits des plantes.(Mohammedi, 2006). Elle
nous a permis de mettre en évidence le pouvoir antifongique de 1’huile essentielle des feuilles

séches d’Eucalyptus vis-a-vis des souches fongiques.

Nos résultats indiquent que I’huile essentielle a une faible capacité inhibitrice de la

croissance mycélienne de toutes les souches testées.

Le test des disques est limité seulement au criblage de I’activité antifongique, parce que, la
capacité des disques est limitée et les zones d’inhibition, dans la présente étude, ne nous
permettent pas de faire une comparaison entre les souches testées et elles ne sont pas

représentatives et par conséquent le calcul des diamétres d'inhibition n’est pas exact.
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Sharma et Tripathi (2007) ont prouvé que l'activité antifongique des huiles essentielles peut
étre évaluée par la méthode de dilution mieux que par la méthode de diffusion, puisque dans
cette dernicre, la taille de la zone d’inhibition dépend de la diffusion des composés insolubles
dans le milieu de culture. Les mémes résultats ont ét¢ rapportés par Hammer et al. (2003).
En conséquent, I’évaluation de 1’activité antifongique avec cette méthode est insuffisante, il
fallait donc utiliser d’autres techniques telle que l'incorporation de I’huile essentielle
directement dans le milieu de culture. Dans la méthode de dilution, le seul inconvénient est

qu’elle exige une grande quantité¢ de ’HE (Mesa-Arango et al., 2009).

Le mécanisme d'action des huiles essentielles contre des mycétes, jusqu’a maintenant, n’est
pas totalement compris, mais quelques auteurs ont donné plusieurs suppositions selon leurs

observations.
4. Activité antioxydante

L'activité antiradicalaire de 1’huile essentielle des feuilles d’E blakelyi L et cladocalyx L a été
évaluée suivant la méthode de DPPHe. Cette méthode peut étre employée pour évaluer
I’activité antiradicalaire dans une durée relativement bréve. Presque 90% des études sur
I’activité antioxydante utilisent la méthode du DPPHe (Kulisic et al, 2004 ; Moon &
Shibamoto, 2009). Cette méthode est simple mais fortement sensible (Moon & Shibamoto,
2009). Dans ce test, on s’intéresse a mesurer l'activité de balayage d’un radical libre (DPPHe)
par les fractions antioxydantes (huile essentielle) (Ho et al, 2010). L'effet antiradicalaire de
I’huile essentielle sur le DPPHe est di a leur capacité donatrice d’un atome d’hydrogene

(Conforti et al, 2006).

Dans la présente étude La méthode a été utilisée pour évaluer l'activité de piégeage des
radicaux libres des huiles de feuilles d'E.blakelyi L et E cladocalyx L. Les activités de
piégeage des radicaux DPPH (% d'inhibition) de diverses concentrations d'huiles de feuilles
de deux huiles ont montrées la présence d’acivité¢ antiradicalaire. Les huiles de feuilles de
d'E.blakelyi L avaient des activités de piégeage des radicaux superieures a celles
d’E.cladocalyx L avec une valeur dEC50 égale a 141.17pug.ml-1 et 470.58ug.ml-1  pour
Eucalyptus cladocalyx L respectivement la vitamine ¢ a montré une activité plus élevées
avec valeur d’EC50 égale a 0.61ug.ml-1, en comparant avec les échantillons d'huile
d'eucalyptus par cette méthode. Cela peut étre dii aux teneurs relativement élevées en

composés phénoliques.
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Nous résultats sont similaires a d’autres études faites avant par plusieurs chercheurs.

Les études les plus récentes démontrant leur activité antioxydante font largement défaut.
Néanmoins, quelques études ont été menées pour étudier le potentiel antioxydant de l'huile
essentielle de diverses especes d'Eucalyptus telles que Eucalyptus globulus (Sacchetti et al.,
2005), Eucalyptus polyanthemos et Eucalyptus perriniana (Lee & Shibamoto, 2001),
Eucalyptus camaldulensis (Barra, Coroneo, Dessi , Cabras et Angioni, 2010, Fadel, Marx, El-
Sawy et El-Ghorab, 1999), et Eucalyptus tereticornis (Singh et al., 2009). L'huile essentielle
hydrodistillée des feuilles en décomposition et fraiches d'E. Tereticornis présentait une forte
activité de piégeage contre les radicaux DPPH, OH et O2 (Singhetal., 2009). En contraste,
I'huile des parties aériennes de E. camaldulensis et Eucalyptus radiata a été rapportée pour
exposer l'activité¢ de piégeage du DPPH (Barra etal., 2010, Bendaoud, Bouajila, Rhouma,
Savagnacd et Romdhanea, 2009). Au meilleur de notre connaissance, c'est la premiere fois
que l'on rapporte Il'activité antioxydante d'une substance essentielle d'E.blakelyi et

E.cladocalyx L contre une gamme de radicaux libres.
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Un grand nombre de plantes aromatiques contiennent des composés chimiques ayant des
propriétés antioxydantes et antimicrobiennes. Plusieurs travaux de recherche ont été focalisés
sur les huiles essentielles extraites de ces plantes aromatiques. Les différents résultats publiés
indiquent qu’elles sont douées de plusieurs propriétés biologiques. Cependant, les travaux de
recherche sur les propriétés antioxydantes, antibactériennes et antifongiques de certaines
plantes sont rares. Par conséquent, 1'évaluation de telles propriétés demeure une tache
intéressante et utile, en particulier pour trouver de nouvelles sources d’agent antioxydant et
antimicrobien naturel. Dans ce contexte, nous avons essayé d’évaluer in vitro des activités
antioxydantes, antibactériennes et antifongiques de I’huile essentielle extraite des feuille

seches d’E.blakelyi.L et E.cladocalyx.L. L’ extraction de 1’huile essentielle des feuilles

d’E. blakelyi.L et E.cladocalyx.L a été réalisée par hydrodistillation. Le rendement a été voisin

de 0.58 pour E.cladocalyx.L et 2.5 pour E.blakelyi.L.

Pour I’activité antibactérienne, la méthode de 1’aromatogramme nous a permis de mettre en
¢évidence le pouvoir antibactérien de 1’huile essentielle des d’Eucalyptus blakelyi.L et
E.cladocalyx.L vis-a-vis de neuf bactéries. Ce pouvoir est relativement trés fort et intéressant
pour E.cladocalyx.L avec des zones d’inhibition variant entre 10 et 32mm et intermédiaire
pour E.blakelyi.L avec des zones d’inhibition variant entre 10 et 15mm. Les CMI obtenues

sont comprises entre 8et 10 mm pour E.blakelyi.L et E.cladocalyx.L

La méthode de diffusion des disques nous a permis aussi de mettre en évidence le pouvoir
antifongique de I’huile essentielle des feuilles d’E.blakelyi.L et E.cladocalyx.L vis-a-vis des
souches fongiques. Nos résultats indiquent que I’huile essentielle des feuilles d’eucalyptus des
deux espeéces a une faible capacité inhibitrice de la croissance mycélienne de toutes les

souches testées. Les zones d’inhibition varient entre 8 et 12 mm.

En fin, nos résultats indiquent que I’huile essentielle des feuilles d’Eucalyptus n’a pas une
activité antifongique intéressante. En revanche, elle a montré des bonnes activités

antioxydantes et antibactériennes.
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Annexe 1

Protocol de coloration de Gram

- Déposer une goutte d‘eau physiologique stérile sur une lame bien propre;

- Prélever un ose d’une colonie et mélanger avec la goutte d‘eau physiologique, strier et fixer
a la chaleur par passage rapide sur la flamme d‘un bec benzéne;

- Ajouter le Violet de Gentiane pendant Imn, jeté le colorant ;

- Ajouter le Lugol pendant 1mn ;

- Décolorer avec de 1’alcool pendant 30 secondes;

- Ajouter le deuxiéme colorant, la Fushine et laisser 1 mn puis laver a I’eau;

- Sécher la lame et mettre une goutte d’huile a immersion puis passer a 1’observation

microscopique au grossissement X100.



Annexe 2
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Tableaul : Tableau de référence pour la lecture de galerie API20E

Tests Définition
ONPG L’orthonitrophényl-B-glactoside
ADH Arginine dihydrolase
LDC Lysine décarboxylase
ODC ornithinedécarboxylase
CIT Citrate de simmons
H2S Sulfure d’hydrogene
URE Uréase
TDA Tryptophane-désaminase
IND Indole
VP Voges-proskuer
GELA G¢élatinase
GLU Fermentation de Glucose
MAN Fermentation de Mannose
INO Fermentation d’inositol
SOR Sorbitol
RHA Fermentation de rhamnose
SACCH saccharose
MEL Melibiose
AMY Amylase
ARA arabinose

Tableau2 : Les tests microbiologiques d’API20




Annexe 3

E.blakylei.L SM % Ya 1/8 ATB
30
Staphylococcus g g }g 3 30
aureus ATCC 12 12 16 11 30
29
Escherichia ?(1) }g 83 (1)51; 25
coli ATCC 09 11 09 07 30
Escherichia }g ﬁ ﬁ 18 ;i
coli isolé 14 12 10 10 25
06 06 06 06 30
Pseudomonas 06 06 06 06 30
aeruginosa 06 06 06 06 30
Ent 06 00 > " o
n ;rocol(:‘cus 06 06 06 06 30
Jeacalis 06 06 06 06 30
30
Kleibsilla } (1) gg 83 gg 30
oxycota 09 10 08 08 30
Baceil 12 13 12 11 38
biilis 20 11 12 10 38
subtilis 14 12 11 11 38
06 06 06 06 29
Staphyloc:oc;:fts 06 06 06 06 29
aureus isolé 06 06 06 06 29
Listeri 06 06 06 06 30
Listeria 06 06 06 06 30
innocua 06 06 06 06 30

Tableau 3 : les zones d’inhibitions d’E.S d’E.blakelyi

E.cladocalyx SM Ya Ya 1/8 ATB
e coli atce SM % Ya 1/8 ATB
33 30 27 26 27
S.aureus atcc 31 30 27 25 30
30 29 27 25 29
o 26 24 26 24 33
I‘;’i”:;’t’i" 31 29 21 28 33
Y 30 25 26 25 26
_ 35 25 26 25 30
I:ZZZZ;S 32 28 28 25 30
30 22 23 25 35




20 10 11 10 46

P.aeruginosa 13 13 13 10 41
12 12 11 10 40

.. 20 21 20 20 33
i’;’o‘i’ - 17 20 19 17 32
17 20 18 18 36

32 26 26 26 30

E.faecalis 26 24 23 24 35
26 25 26 24 30

6 6 6 6 35

S.aureus isolé 6 6 6 6 33
6 6 6 6 30

6 6 6 6 28

E.coliisolé 6 6 6 6 30
6 6 6 6 29

Tableau 4 : les zones d’inhibitions d’E.S d’E.cladocalyx sur les souches bactériennes

E.blakylei SM Y4 Ya 1/8 ATF
Candida 14 7 12 20 20
albicans 7 8 7 7 10

10 11 7 9 9
Rhizopus sp 8 12 11 11 26
9 10 10 10 20
10 10 9 8 20
e.clado SM ¥ Y 1/8 ATF
Candida 7 14 7 7 8
albicans 14 10 7 7 8
10 7 7 7 7
Rhizopus sp 8 8 8 12 25
10 8 10 8 23
9 10 10 10 26

Tableau 5 : le diametre d’inhibition d’E.blakelyi et E.cladocalyx sur les souches fongiques

E.blakylei E.cladocalyx
Souches 1/16 1/32 1/64 1/128 1/16 1/32 1/64 1/128
S.aureus
10 9.5 9.5 9 10 9.5 9.5 9
ATCC
Kleibsilla 10 10 9 9.5 9.5 10 9.5 9
E.coliATCC 7 9 10 8 9.5 9.5 9.5 9
Bacilllus 10 9.5 9 10 9.5 10 10 9




subtilis
E.coli isolé 7 6.5 7 7 / / / /
p-aeruginosa / / / / 8 / / /
Listeria
/ / / / 9.5 9.5 9.5 9
oxycota
E.faecalis / / / / 9.5 9.5 9 9.5

Tableau 6 : la concentration minimale inhibitrice d'E.cladocalyx et E.blakelyi sur de souches

bactériennes testées

Annexe 4




Fig 1: Evaluation de I’activité antimicobienne de 1’huile essentielle d’E.cladocalyx par la

méthode d’antibiogrammme






Fig 2 : Evaluation de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle d’E.blakelyi par la

méthode d’antibiogramme



Fig3 : Evaluation de la concentration minimale inhibitrice inhibitrice CMI d’E blakelyi par
méthode d’antibiogramme

i
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Fig 4 : Evaluation de la concentration minimale inhibitrice inhibitrice CMI d’E cladocalyx par
méthode d’antibiogramme
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Fig 5 : Evaluation de ’activité antifongique d’E.blakelyi par la méthode d’antibiogramme

Candida albicans ATCC Rhizopus sp



Fig 6 : Evaluation de I’activité antifongique d’E.blakely par la méthode d’antibiogramme

b (e

Candida albicans

Rhizopus sp
Annexe 5
concentration | 16000ug.ml- | 16pg.ml- 0.5pg.ml-
(vitamine ¢) 1 1 8ug.ml-1 | 4pg.ml-1|2pg.ml-1|1pg.ml-1 1
Absorbance 0.03 0.313 0.395 0.535 0.62 0.75 0.89
Tableau 7 : absorbance a 517 nm
concentration | SM pg.ml- 800ug.ml- | 600ug.ml- | 400pg.ml- | 200pg.ml- | 100pg.ml-
. 1000pug.ml-1
E.blakelyi.L 1 He.m 1 1 1 1 1
0.17 0.34 0.49 0.56 0.70 0.75 0.89
absorbance 0.27 0.58 0.52 0.56 0.77 0.78 0.92
0.27 0.58 0.56 0.68 0.70 0.72 0.92
0.5 0.52 0.6 0.72 0.75 0.91
Moyenne | 0.230,047 0,113 0,028 0,056 0,032 0,0141 0,0141
Tableau 8: absorbance a 517 nm
concentration 100 200pg.ml-1 | 400pgml-1 | 600ugml-1 | 800ug.ml-1 | 1000ug.ml-1 | SM pg.mi-1
E.cladocalyx.L| 1rgmil-1 ne ne He He He He
0.58 0.6 0.65 0.75 0.92 0.96 0.97
absorbance 0.54 0.56 0.63 0.74 091 0.94 0.99
0.47 0.67 0.64 0.72 0.90 0.95 97
Moyenne 0.53 0.61 0.64 0.73 0.91 0.95 0.98

Tableau 9 : absorbance a 517 nm
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Gélose Héktoen (en grammes par litre d'eau purifiée filtrée)
Peptone de viande ...........coocveveciiieiiiicieeeee e, 12,0;

Extrait de [eVUIe .......coovvvvvveeiieiiiiiiieeeeeeeeeiiiee 0. 3,0

LaCt0SC. ottt ————————————— 12,0 ;
N 016 (01 12,0 ;
SAlICINE. ..uvviiiie it ee e e 2,0;
SIS DILHAITES .ottt e e 9,0;
Chlorure de SOdIUM ......oovvieiiiiiiiiiiiieeeeieeee e 5,0;
Citrate ferrique d'ammonium ..........cccceecveeerieeenieeeeieeeie e 1,5;
Thiosulfate de SOdIUM ........ooovvvviviiiiiiieiie e, 5,0;
FUuchSIine aCIde .......ooovuvvieiiiiiiiiiiieeeeieeee e 0,1;
Bleu de bromothymol ...........ccccoocviviiiniiiiniiiiicieeeeee, 0,065 ;

GELOSE .ooeeeiieeeeeeeeeee ettt 14,0.

pH 7.6 +/- 0,2 a25° C.

Gélose Nutritive

Extrait de viande de beeuf.................oooo L, lg;
Extraitde [evure..........cooiiiiiiiii i, 2g;
Peptone. ... ..o 5g;
Chlorure de sodium.............oooiiiiiiiiiiiii e, 5g;
A AT 15¢
PH=7,22a74.
Agar Mueller Hinton
Eaudistillée... ..o 1000ml ;
Infusion de viande de beeuf.................. 02.0g ;
Hydrolysat de Caseine.............coovviiiiiiiiiiiniinnnn... 17.5¢g;
AMIAON. ..o 1, 5g;
A AT 10g



Potatoes Dextrose Agar (PDA)

Eau distillée.......ooviiiii e 1000ml ;
Filtrat de pomme de terre............ooevvviiiiiiiiiiiniannn... 200g ;
GIUCOSE. .ottt s 20g;

. | 15¢g



