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Résumé

L'utilisation abusive des antibiotiques est le facteur majeur qui contribue à l'apparition

de différents types des bactéries  antibiorésistantes. L'émergence et la diffusion croissante de

ces dernières remettent en question l’efficacité de ces traitements tant chez l’homme que chez

l’animal, en conséquence, nous proposons dans cette étude d'autres alternatives

thérapeutiques.

L’extraction de l’huile essentielle de 1000g d’Eucalyptus globulus par la méthode

d'hydrodistillation, a fourni un rendement de 0 ,46%. La détermination de l’activité

antimicrobienne in vitro des huiles essentielles est réalisée par un aromatogramme en suivant

la méthode de diffusion sur gélose. Des résultats satisfaisants vis-à-vis des agents pathogènes

cliniques expérimentés ont été obtenus, les diamètres des zones d’inhibition ont été de l’ordre

de 12 et 19,5 mm pour  E. coli et Staphylococcus aureus respectivement. L’effet inhibiteur de

ces huiles essentielles est proportionnel aux concentrations testées, les bactéries à Gram

négatif semblent être plus sensibles que les bactéries à Gram positif.

Ainsi, cette étude permet de conclure que l’huile d’Eucalyptus globulus possède une

importante activité antibactérienne.

Mots clés : Huiles essentielles ; Eucalyptus globulus ; Activité antibactérienne ;

aromatogramme

.



                                          Abstract
  The overuse of antibiotics is the major factor contributing to the appearance of

different types of antibiotic-resistant bacteria. The emergence and increasing diffusion of

these bacteria call into question the efficiency of these treatments in both humans and

animals. Consequently, in this study we propose other therapeutic alternatives.

         Extraction of 1000g of Eucalyptus globulus essential oil by the hydrodistillation method

yielded 0.46%. The in vitro antimicrobial activity of essential oils is determined by an

aromatogram using the agar diffusion method. Satisfactory results were obtained with regard

to the clinical pathogens tested, the diameters of the inhibition zones were in the order of 12

and 19.5 mm respectively for E. coli and Staphylococcus aureus. The inhibitory effect of

these essential oils is proportional to the concentrations tested, gram negative bacteria Appear

to be more sensitive than Gram-positive bacteria.

        Thus, this study makes it possible to conclude that Eucalyptus globulus oil has an

important antibacterial activity.

Keywords: Essential oils; Eucalyptus globulus; Antibacterial activity; aromatogram
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Introduction :

    Les plantes aromatiques et médicinales représentent une source inépuisable de

remèdes traditionnels et efficaces grâce aux principes actifs qu’elles contiennent :

Alcaloïdes, flavonoïdes, hétérosides, saponosides, quinones, vitamines,…et huiles

essentielles (Lafon et Tharaud, 1991)

La  plupart  de  ces  plantes  sont  bien  connues  et  traditionnellement  utilisées  dans  le

monde entier. En effet, les huiles essentielles, principes actifs issus du métabolisme

secondaire des plantes médicinales, ont été utilisées depuis l’antiquité et sont largement

employées de nos jours, pour leur propriétés biologique (antimicrobienne, antioxydant,

analgésique, anti-inflammatoire, anti-cancérigène, antiparasitaire, anti-insecticide),

(Bakkali et al, 2008  ; Teles Andrade et Barbosa,  2014 ) … et leurs applications dans de

multiples et diverses industries : alimentation, cosmétique, parfumerie et pharmacie (El

Abed et Kambouche, 2003 ; DaCruz-Cabral ,  2013)

 Le développement de nouveaux agents thérapeutiques s’avère indispensable pour lutter

contre les phénomènes  d’oxydations et de la résistance microbienne. Dans ce but

l’investigation des plantes représente un potentiel inestimable pour la découverte de

nouvelles substances à caractère antimicrobien et antioxydant (Kanko et al, 2004)

Parmi les plantes aromatiques, Eucalyptus globulus. Utilisations (pharmaceutique, etc.).

Une recherche dans la littérature scientifique indique qu’il y a peu de rapports d’études sur

les caractérisations physico-chimiques et les propriétés biologiques de l'huile essentielles.

Notre travail est réparti en deux parties :

ü La première partie est relative à l’étude bibliographique des plantes ; des huiles

essentielles .

ü La deuxième partie représente la partie expérimentale où nous présenterons les

techniques utilisées :

- Extraction des huiles essentielles des Eucalyptus globulus  par l’hydrodistillation.

- Le deuxième axe consiste à déterminer l’effet  antibactérien  des huiles essentielles
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I.1 Plantes aromatiques et médicinales :
Les plantes aromatiques et médicinales peuvent être utilisées dans différents

domaines  (pharmacie, parfumerie, cosmétique et agroalimentaire) pour leur propriétés

thérapeutique, organoleptique et odorantes ou encore pouvant être utilisées comme source

d’isolats  pour  les  hémi  synthèses.  Ces  plantes  aromatique  sont,  donc,  à  l’origine  des

produits à forte valeur ajoutée (huiles essentielles, extraits, résines … etc) qui se présentent

presque toujours comme des mélanges complexes dont il convient d’analyser la

composition avant leur éventuelle valorisation (Fadi, 2011)

L’eucalyptus et laurier comme sont toutes sont toutes les plantes qui auraient une activité

pharmacologique pouvant conduire à des employas thérapeutiques, cela grâce à la présence

d’un certain nombre de substance actives dont la plus part agissent sur l’organisme hum

I.2 Description Botanique d’Eucalyptus globulus
Eucalyptus globulus est une arbre aromatique de 30 a100m de haut et plus de 1.5m

de Diamètre (fig. 1), les feuilles jeunes sont opposées, ovales, luisantes et pendantes sur les

jeunes rameaux (Deyson, 1978 ;  Boullard, 2001).Les feuilles adultes sont alternes,

falciformes, épaisses et coriaces, lancéolées et aigues, de couleur vert foncé (Bruneton,

1987) les boutons floraux sont blancs.

Figure 1 : Arbre d’Eucalyptus globulus ( Chibah et Djouaher, 2018)

Il  s’épanouissant  on  printemps  et  possèdent  un  calice,  en  forme  de  pyramide

quadrangulaire, coiffé par un couvercle formé par la corolle qui se soulève à la floraison,

laissant apparaitre plusieurs étamines qui se détachent à maturité (Wicht et Anton , 2003) .
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Les fleurs sont blanches solitaires ou groupées par 2 où 3, elles possèdent 4sépales rugueux

et cireux, soudés en urne, les fleurs sont bisexuées et régulières. Le fruit est une capsule

loculicide et anguleuse renferment plusieurs graines. Les graines sont exalbuminées à

ovules anatropes ((Bruneton,  2002 ; Bosse, 2005).

I.3 Origine et distribution d’Eucalyptus
Les Eucalyptus sont de grands arbres dont certaines espèces peuvent atteindre

100mètres de hauteur, poussant principalement, en Australie, en Amérique tropicale,

Région méditerranéenne, l'Afrique subsaharienne, Madagascar, Régions tropicales et

tempérées d'Asie, et les îles du Pacifique, notamment de la province de Tasmanie ;

l'Eucalyptus fut rapidement planté dans les régions subtropicales de l'Asie et du Bassin

méditerranéen. Possédant une exceptionnelle capacité d'absorber l'eau du sol sur lequel il

croît, l'Eucalyptus assèche rapidement les marais qu'il colonise. Il élimine ainsi les milieux

de reproduction des insectes qui transmettent la malaria, d'où le nom d'« arbre à la fièvre »

ou Australien fever tree (Gao et al., 1999).

 I.4 Classification botanique d’Eucalyptus
Ce classement se réfère à la classification botanique antérieure (Cronquist, 1981) :

    Règne : Plantea

       Sous Règne : Tracheobointa

     Division : Magnoliophyta

         Classe : Magnoliopsida

            Ordre : Rosidae

Famille : Mytacées

    Genre : Eucalyptus

        Espèce : Globulus

I.5 Utilisation et propriétés thérapeutiques

Les huiles essentielles (HS) d’Eucalyptus étaient utilisées depuis l’antiquité comme

remède,  principalement  pour  lutter  contre  les  maladies  respiratoires.  Elles  sont  dotée  de

nombreuses propriétés thérapeutiques (fig. 2) : antipyrétique, antiseptique,  astringente et

hémostatique, antiparasitaire, antimicrobienne, antioxydante, anti-inflammatoire et

antitumorales (Boukhatem et al., 2017 ; Salehi et al., 2019). De même, elles peuvent être

employées dans la conservation d’aliments ou comme bioinsecticide contre les moustiques

et les mouches domestiques (Koziol, 2015). En cas de brûlures ou blessures, elles peuvent
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accélérer le temps de cicatrisation, aident à renfermer les plaies et peuvent également

calmer les douleurs musculaires et rhumatismales (Koziol, 2015). Elles sont utilisée aussi,

comme désinfectant atmosphérique au niveau des hôpitaux pour combattre les maladies

nosocomiales et les contaminations à transmission aérienne (Boukhatem et al., 2017). Dans

les troubles  respiratoires et bronchiques, lorsque l’HE atteint les poumons, elles excitent

les cellules sécrétrices pulmonaires, éliminent l'irritation au niveau des zones réflexogènes,

soulagent  la toux et agit comme expectorant  et  mucolytique  (Wichtl et Anton, 2003).

Figure 2 : Utilisation et propriétés thérapeutiques des huiles essentielles d’E. globulus
https://target.scene7.com/is/image/Target/GUEST_4f756e02-72f5-4422-90f3-
75353c05baf3?wid=488&hei=488&fmt=pjpeg) modifié

 I.5.2 Composition
La composition chimique des huiles essentielles d’E. globulus varie en fonction de

différents facteurs biotiques et abiotiques. Or, certains constituants restent quasiment

toujours présents, mais à des taux variables. Les constituants majoritaires les plus

caractéristiques sont : Le 1,8-cinéole ou Eucalyptol (1), α-pinène (2), β-pinène (3),

aromadendrène (4), globulol (5), p-cymène (6), α-terpinéol (7) et parfois le limonène (8)

(Curir et al., 1995 ; Goldbeck et al., 2014 ; Luís et al., 2015 ; Boukhatem et al.,  2017).

Leurs structures chimiques sont montrées dans la figure (3), ci-dessous :
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Figure 3 : Structure chimique des composants majoritaires de l’HE d’E. globulus
(Boukhatem et al.,  2017)

I.6 Synonyme et Nomenclature

· Synonymes: Gommier bleu, Eucalyptus globuleux, Arbre de fièvre, Eucalyptus officinal.

· Nomenclature: en français, il est appelé par plusieurs noms qui sont : Eucalyptus, Arbre

de la fièvre, Gommier bleu, en anglais: Blue gumtree et en arabe: Kalitus, Kalatus (Goetz

et Ghadira, 2012). On mention spécialement les noms vernaculaires dans notre pays

l’Algérie : Calitouss « le nom le plus connue en Algérie », Calibtus, Kafor. Ces noms sont

les plus populaires en Algérie qui sont appelés dans plusieurs différentes régions (Daroui-

Mokaddem, 2012).

· Etymologie: globulus fait référence à la forme de l’opercule du fruit (Pauline, 2019).



Chapitre II :
Généralités sur les huiles

essentielles
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II.1. Définition des huiles essentielles
Le nom «huile essentielle» a été conçu empiriquement. Le terme «huile» souligne

le caractère visqueux et hydrophobe de ces substances. Cependant, le terme «essentielle»

fait référence au parfum, a l’odeur plus ou moins forte dégagée par la plante (Bernard et

al., 1988 ; Teuscher et al., 2005).

Les huiles essentielles sont des substances huileuses mais sans corps gras, souvent

Liquides, volatiles, d’odeur et de saveur généralement forte et souvent colorées .Elles

sont extraites à partir des différentes parties de certaines plantes aromatique par les

méthodes de distillation ou par d’autres méthodes  (Valnet, 1984 , Wichtel and  Anton,

1999) .

  II.2. Localisation et rôle des huiles essentielles chez végétaux :
La teneur des plantes en huiles essentielles est généralement faible, de l’ordre de

1% (Guignard, 1995).

Les huiles essentielles sont largement répandues chez les végétaux supérieurs.

Elles peuvent être stockées dans tous les organes, les sommités fleuries, les feuilles, les

rhizomes, les fruits, les écorces et les graines (Houel, 2011).

Les plantes aromatiques produisent des huiles essentielles en tant que métabolites

Secondaires, mais leur rôle exact dans les processus de la vie de la plante reste inconnu

(Rai et al., 2003).

Certains auteurs pensent que la plante utilise l’huile pour repousser ou attirer les

Insectes, dans ce dernier cas, pour favoriser la pollinisation. D’autres considèrent l’huile

comme source énergétique, facilitant certaines réactions chimiques, conservent

l’humidite des plantes dans les climats désertiques (Belaiche , 1979). Certaines huiles

essentielles servent à la défense des plantes contre les herbivores, insectes et micro-

organismes (Capo and Courilleeaau, 1990).

     II.3 Propriétés physico-chimique des huiles essentielles :

     II.3.1 Propriétés physiques :
Les huiles essentielles forment un groupe homogène des propriétés physiques que nous

résumeront en :

· Liquides à température ambiante. A base température certaines H.E se solidifient.

· De consistance huileuse mais non grasse.
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· Volatiles (contrairement aux huiles fixes et odorantes). Leur volatilité augmente avec

La chaleur.

· Densité inferieure a celle de l’eau sauf celle de cannelles, sassafras, girofle.

· Rarement colorées.

· Solubles dans l’alcool jusqu'a concurrence de 5℅, les solvants organique apolaires, les

corps gras.

· Insoluble dans l’eau (Ayad et al., 2004).

     II.3.2 Propriétés chimiques :
        On détermine essentiellement l’indice d’acide, d’ester, de carbonyle (aldehyde) ,

ainsi que le dosage de quelque majoritaires de huiles essentielles, ajouter à ces

caractéristiques, l’examen olfactif qui est très important.

      Néanmoins la détermination de ces indices physico-chimique est généralement

insuffisante pour u ne étude analytique approfondie des huiles essentielles pour cela, le

recours aux techniques plus puissantes et fréquentes telle la chromatographie en phase

gazeuse et liquide, la résonance magnétique nucléaire et des couplages du genre C.G/S.M

semblent être nécessaire (Ruasmadiedo et al., 2002).

       II.4. Conservation des huiles essentielles
         Les huiles essentielles doivent être conservées correctement pour préserver leur

qualité. Avec le temps, elles s’oxydent, ce phénomène étant amplifie par la chaleur, l’air,

la lumière…etc., Il faut les conserver dans un endroit frais, à l’ abri  de la lumière, dans

du verre brun ou de l’aluminium vitrifie. Une essence bien distillée se conserve trois ans

au moins (Benbouli,  2005).
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 II.5. Méthodes d’extraction des huiles essentielles :
      Différentes méthodes sont mises en ouvre pour l’extraction des essences végétales,

cette diversité est due à la variété des matières et à la sensibilité considérable de leurs

certains constituants. Le choix de méthode la mieux adaptée se fait en fonction de la

nature de la matière végétale à traiter, des caractéristiques physico-chimiques de l'essence

à extraire et de l'usage de l'extrait.

     Les principales méthodes d’extraction sont :

Ø Hydro-distillation

Ø L’Entrainement a la vapeur d'eau

Ø L'hydro-diffusion

Ø L'expression à froid

Ø Extraction par solvants

Ø Extraction par les fluides supercritiques

Ø Extraction par micro- ondes

Ø Extraction par Macération (enfleurage à chaud)

Ø Extraction par Enfleurage

II.6. Les trois grands groupes des métabolites secondaires

II.6.1. Les composés phénoliques ou polyphénols
Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires qui constituent un

des groupes le plus représenté et largement distribué dans le monde végétal avec plus de

8000 structures phénoliques. L'élément structural fondamental qui les caractérise est la

présence d'au moins un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un

groupement hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction: éther, ester, hétéroside

(Bruneton, 2015 ; Šaponjac et al, 2016).

Il existe différentes classes de polyphénols, on y trouve les acides phénoliques, les

flavonoïdes, les  stilbénoïdes , les acides coumariques et les tanins.
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 II.6. 1.1. Acides phénoliques
Un acide-phénol (ou acide phénolique) est un composé organique possédant au

moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique (Ignat et al, 2011). Ils

appartiennent au groupe des métabolites secondaires.

 II.6. 1.2. Flavonoïdes
Le terme flavonoïde désigne une très large gamme de composés naturels

appartenant à la famille des polyphénols, dont plus de 9000 structures naturelles ont été

isolées et caractérisées (Harbone, 1993) sont des molécules connues pour leurs multiples

activités biologiques. Ils sont généralement hydrosolubles, on les trouve généralement

dans les plantes sous forme glycosilées.

Les flavonoïdes peuvent-être subdivisés en différents sous-groupes en fonction du

carbone de l'anneau C sur lequel est fixé l'anneau B et du degré d'insaturation et

d'oxydation de l'anneau C (Saidi, 2019),  Les   différentes  classes  dans  le  groupe  se

distinguent par des anneaux hétérocycliques contenant de l'oxygène et des groupes

hydroxyles. Il s'agit notamment des chalcones, des flavones, des flavonols, des

flavanones, des anthocyanines et des isoflavones (Williams et Grayer, 2004).

 II.6.1.3. Acides coumariques
Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne

de la chaîne latérale. Elles ont fréquemment un rôle écologique ou biologique et se

trouvent dans la nature soit à l’état libre ou bien combinées avec des sucres et elles sont

responsables de l’odeur caractéristique du foin (Cowan, 1999).

 II.6.1.4. Les Stilibènes
Sont des composés phénoliques issus du métabolisme secondaire des végétaux,

présentent une structure de type C6-C2-C6 : deux cycles benzéniques reliés par un pont

éthylène  (Jean-Denis, 2005) et ce sont des phytoalexines, composés produits par les

plantes en réponse à l'attaque par les microbes pathogènes fongiques, bactériens et viraux

(Crozier et al, 2006). Ces composés existent sous deux formes, la forme Cis (obtenue

sous action de la chaleur) et la forme Transe (forme stable et bioactive) (Mérillon et al,

1997). Ils se trouvent en petites quantités dans l’alimentation humaine (Bruneton, 2009 ;

Chanforan, 2010).Ces composés sont présents dans de nombreuses familles de plantes

supérieures mais les principales sources alimentaires sont le raisin (Sun et al, 2006).
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 II.6.1.5. Lignines et lignanes

 II.6.1.5.1. La lignine
La lignine est localisée dans les parois cellulaires et plus spécialement dans les

parois secondaires des éléments conducteurs, contribuant à la résistance mécanique et à

la rigidité des tiges lignifiées, Malgré son abondance (elle n’est dépassée que par celle de

la cellulose), sa structure n’est pas bien comprise. La lignine est un très grand polymère,

insoluble dans l’eau et dans la plupart des solvants organiques, il est donc impossible de

l’extraire sans lui faire subir d’importantes dégradations. De plus les trois monomères de

bases peuvent s’assembler de multiples façon formant une structure tridimensionnelle

très  ramifiée  (Hopkins, 2003). Une structure précise pour la lignine n’est pas encore

connue, mais surement elle est très complexe (Buchanan et al, 2000).

II.6.1.5.2. Les lignanes
Sont des composés dont la formation implique la condensation d’unités

phénylpropaniques (C6-C3). Leur distribution botanique est large, plusieurs centaines de

composés ont été isolés dans environ soixante-dix familles. Ils sont formés par

dimérisation de trois types d’alcools : alcool p-coumarique, alcool coniférique et alcool

sinapique, par des réactions de couplage radicalaire (Bruneton, 2009). Ce sont des

composés phénoliques bioactifs, non-nutritifs, non caloriques, on les trouve en plus forte

concentration  dans  le  lin  et  les  graines  de  sésame  et  en  faibles  concentrations  dans  les

fruits et les légumes (Peterson et al, 2010).

II.6.1.6. Tanins
Les tanins sont des oligomères hydrosolubles, riches en groupes phénoliques,

capables de se lier ou de précipiter des protéines solubles dans l'eau (Hagerman and

Butler, 1989). Les tanins, communs aux plantes vasculaires, existent principalement dans

les tissus ligneux, mais peuvent également être dans les feuilles, les fleurs ou les

graines,Ils sont très abondants chez les angiospermes, les gymnospermes et les

dicotylédones (Konig et al, 1994) et ils sont largement répandus dans les organismes

végétaux et plus particulièrement dans les fruits, les graines de céréales et diverses

boissons, dans l'alimentation humaine.



Chapitre III :

Matériel & méthodes
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III. Matériel et Méthodes
Notre travail de recherche a été réalisé au sein du laboratoire de Biochimie et

Microbiologie. Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie. Université Abdelhamid Ibn

Badis de Mostaganem, Algérie.

III. 1. Matériel végétal

      III. 1.1. Récolte
  Les feuilles de la plante Eucalyptus globulus ont été récoltées durant le mois de Mai

2022 de la région de « Achàacha » située à l’Est de la Wilaya de Mostaganem. Après avoir

nettoyées et lavées, les feuilles ont été amenées au laboratoire pour l’extraction de leurs

huiles essentielles.

Figure 7: Feuilles d'Eucalyptus globulus

Les huiles essentielles possèdent des activités antibactériennes importantes et

peuvent se substituer avec succès aux antibiotiques qui montrent leurs inefficacités à

l’encontre des microorganismes résistants. Ce qui nous a conduits à évaluer

scientifiquement, l’activité antimicrobienne de la plante Eucalyptus globulus  pour prouver

leur efficacité contre des bactéries multi-résistantes.
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III.2  Méthodes : 

III.2.1  Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation :
Différentes méthodes sont mises en œuvre pour l'extraction des essences végétaux.

En général le choix de la méthode d'extraction dépendra de la nature du matériel végétal à

traiter ; la distillation reste la méthode la plus utilisée pour l’extraction des composés

aromatiques très volatils qui sont facilement analysables par chromatographie en phase

gazeuse (Bendjilali, 2004).

 Plusieurs paramètres tels que l’état et la quantité du matériel végétal, la nature du

solvant et la quantité d’eau utilisée, la durée de l’extraction, influent sur le rendement. Il a

été vérifié que le rendement diminue fortement d’une part, quand la charge du matériel

végétal augmente, et d’autre part, quand une quantité d’eau trop importante est utilisée

(Boutedjiret, 1990).

Selon les recommandations de (Bagard, 2008), le principe de l’hydro-distillation est

le suivant :

La substance contenant l’espèce volatile à extraire est mélangée avec de l’eau et

l’ensemble est porté à l’ébullition.

La phase gazeuse, contenant l’espèce volatile et la vapeur d’eau, arrives-en haut de la

colonne de distillation, passe dans le réfrigérant pour se condenser et donner le distillat qui

comporte deux phases liquides séparables par décantation (Fig. 8).

                     Figure 8 : Montage de l’extraction par hydro distillation



                                                                                                                 Materiel & Méthodes

13

La distillation a été réalisée par ébullition de 1000g de matériel végétal pendant 2 h

avec 2000 ml d'eau distillée jusqu’à l’apparition de la première goutte de distillat à la sortie

du tube de condensation de la vapeur (Duru et al., 2003). La vapeur d'eau et les molécules

aromatiques condensées ont été récupérées dans une ampoule à décantée dans laquelle la

décantation a été effectuée. L'huile  essentielle  obtenue  a  été stockée  à  l'obscurité  à  4  °C

dans un flacon en verre opaque.

III.2.2 Procédés d’étude microbiologique :
Nous avons testé la sensibilité de deux souches bactériennes : Escherichia coli

(Gram+) et Staphylococcus aureus (Gram-)

III.2.2.1 Etude microscopique :
L'examen microscopique, permet d’étudier la morphologie des cellules bactérienne et

leur mode d’association afin de les classer (Joffin et Leyral, 1996). Il inclut l’observation à

l'état frais (examen entre lame et lamelle des bactéries vivantes) et l'observation après

coloration, le plus souvent sur frottis sèches et fixes (coloration de gram). (Annexe 1).

La coloration de gram permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi bactérienne

pour distinguer et classifier les bactéries à gram positif (+) et les bactéries à gram négatif (-

), non seulement d'après leur forme, mais aussi selon leur affinité pour les colorants, liée à

la structure de leur paroi (Brelière et al, 2009).

III.2.2.2 Préparation de l’inoculum :
La suspension est préparée à partir d’une culture jeune sur gélose nutritive de 18 à 24

heures, où quelques colonies des souches cibles ont été prélevées, diluées dans un tube à

essai contenant 10 ml de bouillon nutritif stérile, puis bien homogénéisées par la suite à

l’aide de vortex.

 Après 18 à 24 heures, la suspension bactérienne préparée et bien homogénéisée a été

par  la  suite  standardisée  à  0.5  Mc Farland  (McF),  soit  une  D.O de  0,08  à  0,10  lue  à  une

longueur d’onde de 625 nm, à l’aide d’un spectrophotomètre UV (JENWAY 670). Le

spectrophotomètre permet d’ajuster l’inoculum. L’appareil doit être calibré contre un

étalon  d’échelle de McF.

III.2.2.3 Etude de la sensibilité des souches vis-à-vis des agents

antibactériens :
L'activité antibactérienne des huiles essentielles a été déterminée par la méthode de

diffusion en gélose (Hazzit et al, 2009). On prépare des boîtes de pétri (90 mm de
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diamètre) en versant 20 ml de milieu Agar Mueller Hinton (MHA) et on laisse solidifier et

sécher pendant 30 minutes.

                  Figure  9 : Le coulage des boites avec la gélose MH.

III.2.2.4 Etude de l’activité antibactérienne des huiles essentielles

III.2.2.4.1 Technique d’Aromatogramme :

L'aromatogramme est un test de laboratoire qui permet aux phytothérapeutes

d'analyser in vitro l'activité antibactérienne des huiles essentielles et de sélectionner plus

précisément ceux qui sont capables de supprimer ou de détruire les germes pathogènes

(Damian, 1995).

 Il existe différents types d'aromatogrammes tout dépend des milieux utilisés : solides

ou bien liquides. Alors que, dans la pratique quotidienne, le milieu solide est le plus simple

et le plus facilement reproductible (Pibiri, 2005).

Entre-temps, la densité des suspensions bactériennes a été ajustée avec le bouillon

nutritif stérile en utilisant un spectrophotomètre UV (Jenway 670) pour atteindre la

concentration finale de 106 UFC/ml (Mohapatra et al, 2011). Un volume de suspension

microbienne standardisée a été ensemencé par étalement et étendu uniformément sur la

gélose (MH) et laisser sécher pendant 5 min (Fig.10).
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Figure 10 : Les étapes de la standardisation de la suspension bactérienne à 0.5 Mc Ferland
et leur étalement sur les boites gélosées de MH.

III.2.2.4.2 Inoculation des géloses :

 L’inoculum bactérien doit être idéalement employé dans les 15 min qui suivent sa

préparation.
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 L’ensemencement  des  boites  de  pétri  est  réalisé  à  l’aide  d’un  écouvillon  en  coton

stérile, un volume de suspension microbienne standardisée a été ensemencé par étalement

sur un milieu de culture gélosé approprié (Mueller Hinton), tout en éliminant l’excès de

liquide en tournant l’écouvillon sur les parois du tube. Il est important de rejeter l’excès de

liquide pour éviter une sur-inoculation des boites.

L’écouvillonnage doit être effectué sur la totalité de la surface de la gélose dans trois

directions. Cette étape est suivie par un séchage qui peut durer entre 10 à 15 min à

température ambiante (Denis et al., 2011).

L'huile essentielle est diluée avec le DMSO afin de disperser les composés et

d'améliorer leur contact avec les microorganismes testés. Les dilutions préparées sont

mentionnées dans le (Tab. 4).

Tableau  4 : Les dilutions de l’huile essentielle dans le DMSO

Des disques de papier Wattman stériles de 6 mm de diamètre sont déposés sur la

surface des boîtes pétri qui sont préalablement coulé et inoculé avec les bactéries testées,

ensuite  ces  disques  ont  été  imprégnés  avec  5μl  d'huile  essentielle  de  déférente

concentration à l'aide d'une micropipette, sachant que la concentration exprimée avec 0 %

est le contrôle négatif qui a été effectué par le dépôt de 5μl de DMSO comme boite témoin

(Annexe 3). Les boites sont ensuite fermées et laissées diffuser pendant 15 min à

température ambiante puis incubées à 37 °C pendant 24 heures. Chaque essai a été réalisé

en trois  répétitions. Comme il est mentionné à la (Fig. 11)

Le diamètre des halos qui apparaissent autour des disques traduisant l’activité

antimicrobienne a été mesuré à l'aide d'une règle. La sensibilité des bactéries testées à

l'huile essentielle est classée selon les diamètres d'inhibition : bactéries résistantes (Ø <8

mm), bactéries sensibles (9 mm<Ø <14 mm), bactéries très sensibles (15 mm <Ø <19 mm)

La concentration quantité de HE quantité de DMSO Volume finale

100% 2ml 0ml 2ml

75% 1 ,5ml 0 ,5ml 2ml

50% 1ml 1ml 2ml

05% 0 ,1ml 1 ,9ml 2ml

0% 0ml 9ml 2ml
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et bactéries extrêmement sensibles (Ø> 20 mm) Les diamètres sont mesurés en mm et le

résultat étant la moyenne des trois essais. (Dris, 2020).

Figure 11 : les  étapes  de  la  dilution  des  huiles  essentiels  d’Eucalyptus globulus et  leur

dépôt sur les disques en papier.



Chapitre IV :

Résultats  & Discussion
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IV.1 Huiles essentielles

IV.1.1. Rendement des huiles essentielles :
Les rendements moyens en huiles essentielles des parties aériennes d’Eucalyptus

globulus par hydrodistillation et par entrainement à la vapeur d’eau, ont été calculés en

fonction de la masse du matériel végétal traité « le rapport entre la masse d’huile

essentielle obtenue après extraction et la masse de la matière végétale utilisée ». Il est

exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :

                          Masse d’huile essentielle g
        RHE =                                                                   X 100
                          Masse du matériel végétal utilisé g

    RHE : Rendement en huile essentielle en (%).

Tableau 5 : Quantité d’huile essentielle d’Eucalyptus globulus extraite par
Hydrodistillation

Masse du matériel végétal Volume d’eau distillée Masse des HE

1000g 2000ml 4,62ml

L’Eucalyptus globulus renferme un taux moyen de 0,46 % d’huile essentielle. Par

contre notre résultat ne coïncide pas à ceux obtenus par d’autres auteurs ayant utilisés la

même technique d’hydrodistillation, c’est le cas de Rabiai  (2014) qui ont obtenu un

rendement plus faible0 ,43%. En revanche, la valeur de notre rendement est inférieure à

celle rapportée par Belkhiri et Lanane  (2020) soit 1,65% ainsi que celle enregistrée par

Bey-ould si said (2014) avec un rendement  de 2,53%.

Selon certains auteurs, la composition chimique et le rendement en HEs varient

selon diverses conditions, parmi lesquels des facteurs écologiques tels que la

température, l’humidité relative l’insolation et la nature du sol qui peuvent influencer la

composition chimique des huiles essentielles (Oliveira et al, 2005). Aussi la période de la

récolte des plantes peut avoir un effet sur la composition en HEs et par conséquent sur

l’activité antimicrobienne (Bounatirou et al, 2007). Selon Naili (2013), le rendement en

huiles essentielles peut être influencé par le génotype de la plante, son origine

géographique, la période de récolte, le climat, les propriétés physico-chimiques du sol

                     4,62
    RHE = X 100  =  0,46%
                   1000
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ainsi que, la méthode d’extraction employée, les parties végétales utilisées et les

conditions de séchage.

IV.1.2 Examen microscopique :

IV.1.2.1 Coloration de gram

Sous microscope optique et à émersion au grossissement X100, la coloration de

Gram réalisée à partir des colonies distinctes, montre la présence de bactéries roses donc

à coloration de Gram- de forme bacillaire et coccobacille ainsi que d’autres bactéries

violettes à coloration de Gram+, de forme cocci (Fig. 12).

a                                                 b
Figure 12 : Coloration de gram : a- Escherichia coli (Gram+) b- Staphylococcus

aureus (Gram-)

IV.1.3 Activité  antimicrobienne (Aromatogramme) :
Dans le but d’estimer le potentiel bactérien de notre huile essentielle d’Eucalyptus

globulus, le choix s’est porté sur deux souches cibles, car chacune d’elle possède des

structures cellulaires et un métabolisme particulier.

          L’évaluation de l’activité antimicrobienne de l’huile essentielles d’Eucalyptus

globulus par la méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé permet de mesurer la

capacité de notre l’huile à inhiber la croissance microbienne in vitro. Elle est ainsi basée

sur la mesure du diamètre des halos d'inhibition obtenus et mesurés avec précision. Les

résultats présentés dans le tableau 6 et les figures 14 15 illustrées ci-dessous :
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Tableau 6 : Résultats de l’aromatogramme exprimés par le diamètre de la zone

d’inhibition en mm selon la concentration en huiles  essentielles

Dilution

Souche cible

0%  5% 50% 75% 100%

Escherichia coli 0 5,5 7 10,5 12

Staphylococcus aureus 0 4,5 6,5 13,5 19,5

Figure 14 : Résultats de l’aromatogramme de E.coli (Concentration HEs 50% et 100%)

Figure 15 : Résultats de l’aromatogramme de S. aureus (Concentration HEs 50% et

100%)
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De l’ensemble des résultats obtenus, il ressort que :

La méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé nous a permis de mettre en

évidence le pouvoir antibactérien de l’huile essentielle d’Eucalyptus globulus vis-à-vis

des bactéries testées.

L’action de l’antimicrobien sur les microorganismes dépend, d’une part de la

structure membranaire de la cellule cible, puisqu’elles possèdent un effet inhibiteur

beaucoups plus sur les bactéries à Gram+ que sur les bactéries à Gram-, et d’autre part de

la composition de l’huile essentielle elles-mêmes qui leur confère un pH acide (pH=

6,40) (Mouas et al, 2017).

Les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries à Gram positif que sur les

bactéries à Gram négatif. Toutefois, les bactéries Gram négatives paraissent moins

sensibles  à  leur  action  et  ceci  est  directement  lié  à  la  structure  de  leur  paroi  cellulaire

(Guinoiseau, 2010).

 Les résultats de l'activité antibactérienne de l'HE d’Eucalyptus globulus exhibent

une actviité contre deux souches bactriennes testées en dépit de leur morphologie et de

leur Gram. En effet l'HE d’Eucalyptus globulus exerce une forte activité sur les bactéries

à Gram positif.

Les diamètres des zones d'inhibition nous ont permis de classer les espèces

bactériennes en fonction de leur sensibilité à l'huile essentielle testée (Dris, 2020). Dans

le cas des bactéries à coloration de Gram positif, Staphylococcus aureus s'est avéré plus

sensible avec un diamètre d'inhibition maximale de 19,5 mm (Fig 14). Pour les bactéries

à coloration de Gram négatif, les plus grandes zones d'inhibition ont été obtenues chez

Escherichia coli soient 12 mm (Fig. 13). On a donc considéré que ces microorganismes

étaient plus sensibles à l’huile. La variabilité des résultats est probablement due à

l’influence de plusieurs facteurs tels que la méthodologie, les microorganismes testés et

les huiles essentielles utilisées (Pattnaik et al, 1997).

En comparant la susceptibilité des différentes souches vis-à-vis de l’huile testée,

nous constatons que l’efficacité de cette huile diffère d’une bactérie à une autre.

Cependant, Staphylococcus aureus est la plus sensible à l’huile testée puis Escherichia

coli. Ces résultats sont en accord avec la littérature selon lesquelles les bactéries à Gram+
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montrent la plus grande sensibilité par rapport aux bactéries à Gram- (Burt, 2004 ; Souza

et al, 2005 ; Bakkali et al, 2008).

Le volume des huiles essentielle influence l’activité antibactérienne, plus le volume

de l’huile essentielle augmente plus les diamètres d’inhibitions est important (Emiroğlu

et al, 2010). Cela s’applique aux résultats que nous avons obtenus par l’HEs

d’Eucalyptus globulus.

 Les diamètres des halos d’inhibition montrent que le pouvoir antimicrobien est

proportionnel à la concentration. La différence dans la sensibilité des espèces

microbiennes enregistrée suggère la susceptibilité des différents microorganismes aux

divers composants de l’huile essentielle.



Conclusion & Perspective
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Conclusion générale

 Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par

leurs propriétés thérapeutiques. Avec la prévalence des microorganismes pathogènes

résistants aux antibiotiques, on note un regain d’intérêt pour les molécules naturelles extraites

à partir de ces espèces végétales.

Ce travail a été réalisé afin d’évaluer scientifiquement, l’activité antimicrobienne in

vitro de la plante médicinale (Eucalyptus globulus) et pour prouver leur efficacité contre des

bactéries multi-résistantes.

L’extraction de l’huile essentielle d’Eucalyptus globulus par hydrostillation a révélé un

bon rendement de l’ordre de 0,46%

L’évaluation de l’activité antimicrobienne a permis de montrer par la méthode

d’aromatogramme, une activité inhibitrice contre les deux souches  testées. Pour les Gram

positif, la plus sensible étant Staphylococcus aureus avec un diamètre de 19 ,5 mm, alors que

chez les Gram négatif, les plus grandes zones d'inhibition ont été obtenues chez Escherichia

coli 12mm

Le volume des huiles essentielle influence l’activité antibactérienne, plus le volume de

l’huile essentielle augmente plus les diamètres d’inhibitions est important, il est clair que

l’huile essentielle d’Eucalyptus globulus possède un pouvoir antimicrobien supérieur à celui

des agents antimicrobiens standards utilisés. En effet, les diamètres des zones d’inhibitions

enregistrés sont plus grands.

A partir des résultats obtenus au cours de notre étude, on peut conclure et prédire que

l’huile essentielle d’Eucalyptus globulus pourrait servir comme base de lutte biologique

contre les germes responsables des maladies infectieuses.

Dans l'ensemble, cette étude appuie d’avantage sur la vision selon laquelle Eucalyptus

globulus est prometteuse comme source naturelle avec une activité antibactérienne et

confirme ainsi ses utilisations potentielles en tant qu’un agent antimicrobien pour des

applications industrielles telles que la conservation des produits pharmaceutiques, de la

parfumerie et alimentaires.

Néanmoins, des études in vivo devraient être menées pour justifier et évaluer

l’utilisation potentielle des huiles essentielles d’Eucalyptus globulus.
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