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Les vertus des plantes aromatiques et médicinales sont connues depuis des siécles par
un grand nombre de civilisations. Leurs usages a des fins thérapeutiques rencontrent
aujourd’hui un regain dintérét lié au désir de revenir aux principes de la nature. Ces plantes
représentent un intérét économique grandissant dans les domaines pharmaceutique, agro-
alimentaire, cosmétique et agricole (Guemache, 2021).

L’aromathérapie, une expression créée par un chercheur lyonnais «René-Maurice
Gattefosse» en 1928, désigne I'art de la guérison avec des huiles essentielles (Iserin, 2001).
Ces derniéres sont utilisees pour leurs propriétés thérapeutiques; antibactériennes, anti-
inflammatoires, antioxydantes, antiseptiques, antivirales, antifongiques, mucolytiques,
cicatrisantes,...(Soualeh, 2016).

Les antibiotiques sont parmi les médicaments les plus efficaces dans le traitement des
maladies infectieuses, depuis leur découverte au 20°™ siécle. Ils ont considérablement réduit
la menace posée par les maladies infectieuses (Martinez, 2014). Toutefois, peu de temps
apres, l'usage excessif et anarchique de ces produits a contribué a I'émergence de souches
résistantes, voire multi-résistantes (Chibane, 2019). L'évolution continue de cette résistance
dans le temps a entrainé une diminution de I'efficacité des antibiotiques, et ce phénoméne est

maintenant devenu un véritable probléme de santé publique (O’ Neill, 2014).

Les huiles essentielles sont I'un des principaux métabolites sur lesquels les chercheurs
se sont concentrés (Bakkali, 2008). Leurs propriétés antimicrobiennes, ont été rapportées dans
plusieurs éudes indiquant ainsi, qu’ elles peuvent servir d outil puissant pour réduire les

agents pathogenes et |es bactéries multi-résistantes (Stefanakis, 2013).

L'Algérie par sa position biogéographique dispose d’ une grande diversité écologique
et floristiques, estimées a plus de 3000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques,
dont 15% sont endémiques et restent tres peu explorées, tant sur le plan phyto-chimique que
sur le plan pharmaceutique (Daira, 2016). La valorisation de ces plantes demeure un domaine
de grande importance pour le pays. Cette utilisation repose en grande partie sur I'idée que les
plantes sont des moyens naturels de guérison pour soulager la souffrance et améliorer la

santé humaine (Bouacheriene et Benrabia, 2017).
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Dans ce présent travail, I’objectif principal est de vérifier le pouvoir antibactérien,
antifongique et anti-inflammatoire des huiles essentielles de deux plantes aromatiques
(Eucalyptus radiata et Eucalyptus globulus). Dans ce document nous alons cerner la

problématique, détailler les protocoles suivis et rapporter les résultats obtenus, tout en les
discutant.
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1 Généralitéssur leshuiles essentielles
1.1 Définition

Les huiles essentielles sont des substances volatiles, obtenues a partir des structures
présentes chez les plantes aromatiques dans tous les organes végeétaux (fleurs, feuilles et
ecorces), elles sont synthétisées par ces plantes comme meétabolites secondaires et sont
habituellement a I’origine de I’odeur caractéristique de celles-ci. Elles assurent également
plusieurs fonctions au sein de ces plantes, comme la défense contre les prédateurs (micro-
organismes, champignons, insectes, herbivores), protection contre le stress abiotique,
inhibition de la germination et de développement d autres especes végétales dans leur
voisinage (effet alléopathique), etc. (Bouyahyaet a., 2016).
1.2 Propriéésphysico-chimiquesdesHuile Essentielles

Les constituants aromatiques de toute huile essentielle sont des molécules connues et

biochimiquement définies. Ce sont ces éléments aromachimiques des huiles essentielles qui
leur conferent leurs propriétés spécifiques, (Baudoux, 2017)

v Liguides a température ambiante, rarement visqueuses aux faibles températures (10°C),
certaines cristallisent sans aucune atération chimique et indiguent une trés bonne qualité
du produit.

v' Volatiles, ce qui explique leurs caractéres odorant et permet leurs entrainements a la
vapeur d’ eau.

v Presgue toujours plus |égéeres que I’ eau, densité inferieure a 1 et non miscibles avec I’ eau,
ce qui permet leurs séparations aisées dans |’ essencier de maniere totalement naturelle et
spontanée.

v Elles sont diversement colorées : bleu foncé, rouge brun, vert pale, vert émeraude, orange

de lamandarine, jaune pale, jaune brun, etc. (Baudoux, 2017).

1.3 Localisation et lieux de synthése des huiles essentielles
Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes végeétaux : feuilles,
€corces, bois, racines, rhizomes, fruits et graines (Bruneton, 1999). Les plantes aromatiques

comportent trois catégories principales d' appareils sécréteurs

v' Lespoilsglandulaires;
v' Lespochesglandulaires;;

v' Lescanaux glandulaires;



Synthése bibliographigue

2 Activitésbiologiques des huiles essentielles

2.1 Activitésantimicrobiennes

Les huiles essentielles présentent de nombreuses activités biologiques (Guessoum et
Sayah, 2019), leurs propriétés antimicrobiennes sont utilisées empiriquement depuis des
siecles. Les composés de ces huiles sont actifs et efficaces sur une large gamme de bactéries,
champignons et levures (Hellal, 2011).

2.1.1 Activités antibactériennes

Les propriétés antibactériennes des HES sont connues depuis longtemps, et de
nombreux travaux ont confirmé leurs effets bactériostatiques et bactéricides contre des
souches bactériennes pathogenes, méme a des concentrations tres faibles. Cette activité est
influencée par plusieurs facteurs, tels que la composition chimique de I’ HE testée, la souche
test et la méthode utilisée (Delaquis et a., 2002). Cette activité dépend également des effets
synergiques, additifs ou antagonistes entre les différents composés, ainsi que des composés
minoritaires qui peuvent moduler I’ action des autres constituants (Mourey et Canillac, 2002).

Les HEs ont plusieurs cibles dans la cellule bactérienne, elles peuvent avoir une action
sur laparoi et induire la fuite desions, agir sur les protéines, les acides gras membranaires et
également les médiateurs du quorum sensing. Ces mécanismes peuvent étre appliqués en
méme temps (Bouyahya et a., 2018).

e Action sur lamembranecdlulaire

De nombreux mécanismes d'action sont baseés sur |'interaction des composés bioactifs
des HEs avec la membrane cellulaire (Benchaar et a., 2008), la nature lipophile de ces
molécules leur permet de pénétrer dans la bicouche phospholipidique de la membrane
cellulaire et de saccumuler entre les phospholipides, provoquant ainsi des changements de
conformation et une désorganisation au niveau de la membrane cellulaire, ce qui perturbe le
transport membranaire des nutriments. Ce dernier peut également étre perturbé en modifiant
le gradient ionique des deux cétés de la membrane cytoplasmique, cependant, certaines
souches bactériennes ont pu échapper a cet effet par I’ utilisation des pompes ioniques (Cox et
al., 2001).
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e Action sur les acides gras membranaires

Le métabolisme des lipides chez les bactéries est une cible intéressante pour
développer de nouvelles molécules antimicrobiennes (Heath et Rock, 2004). Les HEs sont de
véritables candidats pouvant affecter la biosynthése des lipides, et ainsi modifier la structure
de la membrane cellulaire (Burt, Reinders , 2003). Les effets des huiles essentielles ne se
limitent pas aux acides gras uniquement, mais ils peuvent également affecter les enzymes
responsables de leur biosynthese (Di Pasqua, 2007).

e Actionintra-celulaire

Une fois a I'intérieur de la cellule bactérienne, les HEs peuvent affecter plusieurs
processus vitaux pour la bactérie. Elles peuvent inhiber la division cellulaire (Domadia, et a.,
2007) et perturber la synthese des enzymes et des toxines. Les HES peuvent également agir
sur la synthese de I’ATP et de nombreuses protéines essentielles pour la bactérie (Turgis,
2009).

Auto-inducteurs (molécule du Quorum sensing) Coagulation des protéines

AHL
“ Fuite des constituants
cytoplasmiques
.. > 'l (métabolites etions)

‘.:' "

Paroi cellulaire Protéines membranaires

Force
proton
motrice

Figure 1 : Mécanismes d’ action des HEs sur la cellule bactérienne (Bouyahya, et al., 2018)
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2.1.2 Activité antifongique

Les champignons pathogénes partagent des similitudes avec leurs hdtes aux niveaux
cellulaire et moléculaire, par conséquent, ils sont des cibles difficiles a atteindre. Dans le
domaine phytosanitaire et agroaimentaire, les HES ou leurs composés actifs peuvent étre
utilisées comme agents de lutte biologique contre les champignons phytopathogenes et les
microorganismes envahissant les denrées alimentaires. L’ activité antifongique des HE est liée
a leur composition caractérisée par la présence d’ une grande variété de composés chimiques

bioactifs (terpénes, phénols, cétones, etc.) (Lis-Balchin, 2002).

Tout comme chez les bactéries, les HE peuvent agir sur plusieurs cibles dans la cellule
fongique. Elles peuvent perturber la perméabilité membranaire et la chaine respiratoire;
bloquer la croissance et la synthese de molécules vitales ; inhiber la synthése d’ enzymes et de
mycotoxines (Raut et Karuppayil,2014).

F/ ot r %‘u x\\ Membrane associated structure proteins.
| ‘.I farry acids are changed and inhibited the
|‘ g _‘g | ergasteral synthesis

; S

.

e Reduces the mitochondrial
: uut membrane potential
Ca

I\:.‘ Dyysfunction of ribosomes 0

Depletion of intracellular ATP pool

Cell wall

Cell membrane

S .LJ .
Intracellular electrolytes £
leakape such as Ca®,

K- and Mg

DNA breaks and gene expression
inhibited

Figure 2 : Mécanisme d’ action des huiles essentielles sur les champignons
(Mauryaet a., 2021)
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2.1.3 Activité antioxydante

Le stress oxydatif se produit lors d’un déséquilibre entre les niveaux d'oxydants et
d'antioxydants dans un systeme biologique particulier. Ce déséquilibre peut étre causé par des
carences alimentaires en antioxydants, une surproduction endogene de substances pro-

oxydantes, ou une exposition environnementale a ces derniéres (Kulisici et a., 2004).

Les antioxydants peuvent inhiber ou retarder |I'oxydation des substrats oxydable et
cela semble étre trés important dans la prévention du stress oxydatif qui est considéré comme
la cause principadle de nombreuses maladies. L’effet antioxydant des HE est dd
essentiellement a la présence de groupes hydroxyle dans leur structure chimique, plusieurs de
leurs composés sont connus pour étre de bons capteurs de radicaux libres (Bamoniri et al.,
2010).

2.1.4 Activitéantivirale
En général, les virus sont tres sensibles aux molécules arbmatiques. Les réponses
classiques aux infections virales sont trés limitées, faisant de I'HE une véritable alternative

dans le traitement des maladies d'origine virale (Pierron,2014).

2.1.5 Activité anti-tumorale

Le traitement du cancer a connu de véritables bouleversements et de nombreuses
découvertes fondamental es ces dernieres années. Plusieurs études cumulatives ont montré le
potentiel anti-tumoral des produits naturels isolés a partir des plantes. L'HE et ses composés
montrent une puissante activité anticancéreuse in vitro et in vivo. Cependant, leur mécanisme

d'action n'a pas encore été élucidé (Bouyahyaet al., 2016).

2.1.6 Activité anti-inflammatoire

Les plantes sont une source potentielle de molécules bioactives, faisant I'objet de
recherches scientifiques rigoureuses pour leur éventuelle utilisation comme alternative,
notamment pour prévenir la peroxydation lipidique et traiter les maladies inflammatoires.
(Bourkhiss et al., 2010). Les propriétés cicatrisantes des huiles essentielles sexpliquent par la
présence des cétones qui peuvent accélérer la vitesse de réparation des tissus. Certains
mélanges d'huiles essentielles curatives sont souvent utilisés avec des huiles végétales telles
gue I'huile d'amande douce (Kellal et Lacete, 2018).
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3 Méthodesd’ extractions

L’ exploitation du potentiel chimique des plantes aromatiques nécessite I’ extraction de
composes specifiques a partir d'especes végétales sélectionnées. Vu la diversité des matieres
premieres et les propriétés des huiles essentielles, ces derniéres peuvent étre obtenues par
différents procédés d'extraction. Parmi ces procédés, on peut citer I'extraction par
entrainement a la vapeur d’eau, |I'extraction par hydro-distillation, I’expression a froid,
I’ extraction par solvants organiques et |’ extraction par des fluides supercritiques (Boudraa et
al., 2021).

3.1 Extraction par entrainement alavapeur d’eau

Cest l'une des méthodes officielles dextraction des huiles essentielles
(BOUKHATEM, 2019). Dans un systeme d'extraction, la matiere végétale est exposée a des
jets de vapeur sans macération préalable. Les vapeurs saturées en composés volatils sont
condensées puis décantées avant de se séparer en une phase agueuse et une phase organique.
L'absence de contact direct entre I'eau et les plantes, ains qu'entre I'eau et les molécules
aromatiques, évite les phénoménes d'hydrolyse et de dégradation qui peuvent affecter la
qualité de I'huile essentiel (Raaman, 2006).

3.2 Extraction par hydro distillation

Elle consiste a immerger la matiere premiere dans un bain-marie et a la porter a
ébullition. Elle est généraement réalisée a pression atmosphérique. La distillation peut se
faire avec ou sans mélange d'eau aromatique obtenue par décantation. Cette méthode présente
I'inconvénient d'ére principalement exposee a la vapeur ou a l'eau bouillante. Certains
organes végetaux, notamment les fleurs, sont fragiles et ne supportent pas les procédés de
vapeur et d'hydro distillation (Farhat, 2010)

3.3 Expression afroid

Cette technique est réservée a l'extraction des essences volatiles contenues dans les
écorces d'agrumes en les broyant par un procédé mécanique. Elle consiste a casser ou écraser
les parois des sacs oléiféres contenus dans le mésocarpe juste en dessous de la peau du fruit

afin d'en récupérer le contenu non altéré (Belsito, 2007).

3.4 Extraction par solvant organique
Latechnique "classique™ d'extraction par solvant consiste a placer un solvant volatil et

la matiere végétale a traiter dans un extracteur. Gréce a des lavages successifs, le solvant se
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charge en molécules aromatiques avant d'étre envoyé au concentrateur pour distillation a
pression atmosphérique.

L'utilisation limitée de I'extraction par solvant organique volatil est justifiée par son
colt, ses problemes de sécurité et de toxicité et la réglementation environnementale.
Cependant, les rendements sont généralement plus élevés par rapport a la distillation, et cette

technique évite les effets d'hydrolyse de la vapeur (Lucchesi, 2005)

3.5 Extraction assistée par micro-ondes

La digtillation assistée par micro-ondes fait actuellement |'objet de nombreuses
recherches et est constamment améliorée en raison de ses nombreux avantages. C'est une
technologie respectueuse de I'environnement qui économise de I'énergie et du temps, réduit
I'investissement initial et minimise la pyrolyse et I'hydrolyse (Lucchesi, Chemat, &
Smadja,2004).

L'utilisation des micro-ondes est également un procédé d'extraction indépendant qui
est encore en cours de développement. Le procédé consiste a placer des plantes dans un
réacteur a micro-ondes sans gout deau ni de solvants. L'échauffement interne de I'eau
contenue dans la plante provoque le gonflement de ses cellules et la rupture des glandes et des

couches d'huile. L'HE libérée sévapore avec I'eau de la plante (Wang, et al. 2006).

3.6 Extraction par fluideal’ état supercritique

L'originaité de la technique d'extraction par fluide supercritique, vient de I'utilisation
de solvants a I'état supercritique. Dans des conditions de température et de pression ou le
solvant se trouve dans un état intermeédiaire entre les phases liquide et gazeuse et présente des
propriétés physico-chimiques différentes, notamment une solvabilité croissante
(BOUKHATEM, 2019).

4 Domainesd’utilisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont tres utilisées dans notre vie quotidienne en raison de leurs
propriétés cosmétiques, thérapeutiques et organoleptiques. Elles sont utilisées dans de
nombreux domaines, principalement en parfumerie et cosmétique, dans le domaine agro-
alimentaire (comme ardme et conservateur) et dans I'industrie pharmaceutique (Fillatre,
2011).
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4.1 Cosmeétiqueet parfumerie

Les huiles essentielles sont utilisées dans les parfums et les produits cosmétiques
comme conservateur grace a leurs propriétés antimicrobiennes qui permettent de prolonger la
durée de conservation du produit (Fillatre, 2011).

4.2 Pharmaceutique

Les bienfaits thérapeutiques des huiles essentielles sont bien connus et utilisés surtout
en Asie, ces produits naturels sont a la base de la médecine traditionnelle. En industrie
pharmaceutique, les HE sont principalement utilisées pour fabriquer des formulations
pharmaceutiques ardmatisées, des antiseptiques et des produits de conservation (Fillatre,
2011). Elles sont de plus en plus utilisées dans diverses spécialités meédicales telles que la

Podologie, Ostéologie, Rhumatologie etc. (Feyrouz, 2022).

4.3 Agro-alimentaire

Dans les secteurs de I'industrie agroalimentaire, les HES sont utilisées pour conserver,
aromatiser et rehausser le golt des produits aimentaires. Les huiles essentielles ou leurs
composes, sont utilisés a la fois pour leurs propriétés antimicrobiennes et antioxydantes
(Dayan et ., 2009).

4.4 Agriculture

Ces derniéres années, l'intervention politique a renforcé la volonté de réduire |'utilisation
des pesticides de synthése dans I'agriculture moderne. Dans ce contexte environnemental, les
pesticides naturels, notamment ceux a base dhuiles essentielles, offrent une aternative

intéressante pour protéger les cultures des différents agresseurs (Isman, 2000).

5 Structure, composition chimique et propriétés des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont une composition chimique diversifiée et tres complexe. Leurs
composés chimiques sont a I'origine de toutes leurs propriétés spécifiques (tableau 1)
(Baudoux, 2017).
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Tableau 1. Les principaux composants chimiques des huiles essentielles, leurs propriétés et

Composants chimiques

M onoter penes

leurs toxicités (Koziol, 2015)
Propriétés toxicités

Puissant antiseptique

Désinfectant atmosphérique

Antiviraux - lrritant
Stimulants immunitaire - Allergisant
Décongestionnants respiratoires - Dermocaustique
Puissant anti-inflammatoire,

Stimulants digestifs

Stimulants et activateurs

lymphatigues et sanguins

Sesquiter pénes

Antiseptique de I’ air
Décongestionnants des systemes
Vel neux

Respiratoires et lymphatiques
Antalgique par contact cutanée
Neurotonique

Anti inflammatoire
Hypotenseurs

Non toxique

Alcools mono-ter pénes

OH

Antibactériens - Non toxique
Antifongiques

Antiviraux

Antiparasitaires

Tonigue généraux

Stimulants du systeme immunitaire

Alcools sesquiter pénes
|

3T

-

Tonique généraux et stimulants - Peutoxique
Cardiotoniques

Décongestionnants veineux et

lymphatiques

Immunostimul ants

Positivant

Aldéhyde aromatiques

CHO

Aldéhydester péniques

Composants chimiques

Camants - Allergisant
Sédatifs - Tres
Spasmolytiques dermostatiques
Antalgiques - Hépatotoxiques
Antibactériens

Antiviraux tres puissant

Antifongiques

Antiparasitaires

Immuno-modul ants

Tonique généraux

Stimulants des contractions utérines

Propriétés toxicités
Anti-inflammatoires - Sensibilisants
Sédatifs nerveux - Dermocaustiques

Anti-infectieux
Antifongiques
Tonique digestifs
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"-\__\O

L

Hypotenseurs

Odeur citronnée répulsif des
moustiques

Antibactériens

Antiviraux

Phénols simple et phénols

Tonifiants adose faible

Hépatotoxiques

méthyl-éthers Stomachiques (déconseillé par
oMe Antibactériens voie orale)
Antifongiques certaines
Antiparasitaires mol écul es sont
Antiviraux abortives et
N Antispasmodiques neurotoxiques
Cétones Antifongiques Abortives

O
I

/C\

R R’

Antiparasitaires

Antiviraux

Mucolytiques

Anti-hématome

Lipolytiques

Négativants

Pouvoir cicatrisant et régénérant du
tissu cutané et muqueux

Neurotoxiques

Esters
O
//z
R—C\
__\\
O——R'

Antalgiques
Anti-inflammatoires
Hypotenseurs
Antispasmodiques
Sédatifs

Calmants
Négativants

6 Toxicité des huiles essentielles

Les composes chimiques des substances naturelles peuvent avoir des effets indésirables

sur I’homme au méme titre que ceux des substances de synthése. Certaines huiles essentielles
contenant surtout des phénols et des aldéhydes peuvent irriter la peau, les yeux et les

muqueuses, €lles peuvent provoquer des réactions alergiques cutanées (Hayakawa, 1987).

Les HEs sont contre-indiquées aux enfants de moins de sept ans. Certaines sont

riches en phénols (fortes et trop agressives) et les HES riches en terpenes.
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interdites, il s'agit notamment des HEs riches en aldéhydes aromatiques (dermocaustiques,

allergisantes et toxiques a fortes doses), les HEs riches en cétones (neurotoxiques), les HEs
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Chez les asthmatiques, les HEs sont utilisées avec prudence. En effet, certaines
molécules peuvent déclencher une crise d' asthme. D’ aprés certains aromatologues, certaines
HEs peuvent étre utilisées par les femmes enceintes ou alaitantes, contrairement a celles
riches en cétones, phénols et aldéhydes aromatiques, qui sont interdites (sauge officinale,

romarin a camphre, menthe poivrée, etc.) (Koziol, 2015).
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La partie expérimentale a été effectuée au sein du Laboratoire de Maitrise des Energies
Renouvelables LMER (équipe biomasse et environnement) et du Laboratoire de Mycologie,
Université de Bgaia, durant une période de trois mois (Mars-Mai 2023).

La récolte des plantes et |’ extraction des huiles essentielles ont été réalisées durant le
mois de février 2023, au sein de |’entreprise TERROIR SAHEL de Production des Huiles
Essentidlles, Végétaes et de Macération ’EURL TABELLOUT’® AOKAS.

Dans cette étude, nous avons exploré les propriétés bénéfiques que I'on peut observer
en utilisant des composés naturels. Nous avons évaué les activités biologiques
(antibactérienne, antifongique et anti-inflammatoire) des huiles essentielles de deux plantes
médicinales : Eucalyptus globulus et Eucalyptus radiata.

Un test ex vivo est effectué dans le but de vérifier la capacité de nos huiles essentielles

aprotéger les pommes durant |a période post-récolte.

1 Description du lieu de stage

L'entreprise TERROIR SAHEL de Production des Huiles Essentielles, Végétales et de
Macération, également connue sous le nom dEURL TABELLOUT est située a AOKAS
Begaa (Figure 7). Cette entreprise dispose d'un vapo-distillateur utilisé pour I’ extraction des
huiles essentielles a partir de différentes plantes par la méthode de I'entrainement a la vapeur
d'eau. Cet établissement dispose également d' un broyeur de graines, utilisé pour extraire les

huiles végétal es utilisées dans la production de cremes et autres dérives.

Avant leur commercialisation, les HES passent par diverses étapes de conditionnement

gui sont comme suit :

- Les huiles sont versées soigneusement dans des flacons en verre ambré, ceci dans le
but de les protéger de lalumiere et de I'oxydation ;

- Les flacons sont ensuite étiquetés.

- Sceller hermétiquement les flacons pour maintenir |'intégrité et la fraicheur de I'huile
essentielle;

- Stockage al'abri de lalumiere, de lachaeur et de I'humidité;
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Figure 3 : Photographie de |’ entreprise TEROIR SAHEL

B

Huile Huile de Eau . Huile
: i rémes ;
composée  Maceration florale essentielle

Figure 4 : Photographie des différents produits de I’ entreprise TERROIR SAHEL
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2 Matérid
2.1 Matériel végétal

2.1.1 Eucalyptusglobulus
» Classification botanique (Goetz et Ghadira, 2012)

Régne: Plantae
Division : Tracheobionta
Classe : Dicotylédones
Ordre: Myrtaes
Famille: Myrtaceae
Genre: Eucalyptus

Espéce : Eucalyptus globulus

Figure5 : Photo de déférentes parties de la plante
d’ Eucalyptus globulus (Erau, 2019)
2.1.2 Eucalyptusradiata

» Classification botanique (Cronquist, 1981)
Régne: Plantae

Embranchement : Phanerogames
Sous-Embranchement : Angiospermes
Classe : Eudicots

Sousclasse : Rosids-Eurosids 1
Ordre: Myrtaes

Famille: Myrtacées

Genre: Eucalyptus

Espéce : Eucalyptus radiata

Figure 6 : Photo de déférentes parties de la plante

Eucalyptus radiata (Erau, 2019)
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2.1.3 Larécolte
Les parties utilisées pour I’ extraction de ces deux huiles sont les feuilles, les fruits verts

et les petites tiges, au stade adulte. La récolte a été faite par Mr. YAHIAOUI Allaoua le
responsable de |’entreprise de production des huiles essentielles et végétaes “AURL
TABELLOUT" en moisde Février aTichy, Bgaa

2.2 Souches microbiennes
En vue d'étudier I'efficacité de I'activité antibactérienne et antifongique de nos huiles

essentielles extraites des plantes aromatiques citées précédemment, six espéces microbiennes
ont été utilisées. Les souches bactériennes ont éé fournies par le laboratoire d'Ecologie
Microbienne et |es souches fongiques sont une collection du laboratoire LMER, Université de
Beaia
2.2.1 Souchesbactériennes

e Escherichia coli Oxa-48

e Bacillussubtilis

e Pseudomonas aeruginosa

2.2.2 Champignons
e Penicilliumsp.
e Aspergillus niger
e Alternaria alternata

3 M éthodes
3.1 Extraction des huiles essentielles

Laméthode utilisée pour I’ extraction des huiles essentielles du végétal est I’ entrainement ala

vapeur d' eau (Figure 9 et 10). Les étapes suivies pour |’ extraction sont comme suit :

v Nettoyer bien |’ appareille pour éiminer tout type de résidus;

v Placer de maniére homogeéne 25kg de la matiére végétale d' eucalyptus (les feuilles, les
fruits verts et les petites tiges) préalablement nettoyée et séchée a I’ombre, dans la
grille delacuvette ;

v" Remplir lachaudiére avec 30 L d'eau du robinet ;

v Placer et bien fermer le couvercle de la chaudiére et I’aambic qui sont reliés par un

canal métallique qui permet le passage de lavapeur d'eau ;
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v Faire bouillir I’eau dans la chaudiére afin de générer de la vapeur qui va par la suite
réchauffer la plante puis transporter les composés volatiles et les entrainer jusgu’ au
condenseur ;

v Le chapiteau de I’alambic est équipé d’un col de cygne dont I’ extrémité est reliée aun
condenseur qui permet de condenser la vapeur d’ eau chargée de |’ huile essentielle ;

v' Le didtillat passe dans I'essencier et I'HE qui est non miscible dans I’eau et moins
denseflotte ala surface ;

v" L’huile essentielle est ensuite récupérée dans des flacons ambrés bien scellés a une

température basse (4°C).

La procédure d extraction commence aprés 2 heures de chauffage a 99C° et la

récupération de latotalité d’' EH apres Sh.

Figure 7 : Photographie illustrant les étapes d'extraction
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o

ga/d &

1.Feu 6. Eau froide

2.Eau 7. Eau chaude

3. Vapeur d'eay 8. Eau + HE.

4, Flantes aromatiques 9, Huile essentielie
5. Vapeur d'eau chargée d'H.E. 10. Hydrolat

Figure 8 : Schémade la vapo-distillation des huiles essentielles (Gratton, 2023)

Le rendement RE exprimé en (%) est la quantité d’ extrait obtenue a partir d’ une
matiere végétale utilisé, il permet d’ estimer la production en huile essentielle des plantes
(Dinzedi, 2015).

RE (%) = (Pdue / Pdv) x100
Pdy = Poids de lamatiére végétale utilisé.
Pdxe = Poids d’ huile essentielle extraite.

3.2 Activités antimicrobiennes des huiles essentielles

3.2.1 Activitéantibactérienne

e Préparation dela suspension bactérienne

A partir d'une culture bactérienne jeune préparée préal ablement, quelques colonies bien
isolées sont prélevées puis introduites dans 10ml de bouillon nutritif BN (Annexe 1). La
suspension bactérienne est ensuite homogénéisée au Vortex, et la densité optique de la
solution est mesurée et gustée afin d obtenir une culture bactérienne entre 0.08 et 0.1
McFaland, I’ équivalant de 10 UFC/ml a 630 nm.
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Figure9 : Photographie illustrant les étapes de préparation de la suspension bactérienne.

e Préparation deshuiles essentielles

En plus de I’usage des huiles pures, une dilution D% des deux huiles est préparée en
mélangeant un volume de |’ huile pure avec le méme volume de DM SO (Diméthylsulfoxyde).
Cette dilution est réaliser afin d’ évaluer I’ effet de la variation de la concentration des HEs sur

Les différentes activités.

L’ effet de synergie entre ces deux huiles a également été vérifié. Le mélange est obtenu
on additionnant le méme volume de I huile Eucalyptus globulus a celle d’ Eucalyptus radiata.

Ainsi, les formulations testées sont |es suivantes :

EG Pure (Eucalyptus globulus pure) ;
EG DYz (Eucalyptus globulus diluée) ;
ER Pure (Eucalyptus radiata pure) ;

ER DYz (Eucalyptus radiata diluée) ;

AN N N RN

EG+ER (Eucalyptus globulus pure + Eucalyptus radiata pure).

3.2.1.1 Méthode de diffusion sur agar

Laméthode de diffusion sur agar est utilisée pour I’ évaluation de I’ activité antibactérienne
des HE. Letest est réalisé selon laméthode de Laouer (figure 12), (Laouer, 2004).

Des boites de Pétri remplies de gélose Muller Hinton (annexe I) sont ensemencées avec la

suspension bactérienne standardisée par latechnique d’ écouvillonnage ;
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v Des disques en papiers Watman stérile de 6mm de diamétre, sont imbibés par 10 pl de
I'HE (EG pure, ER pure, EG DY, ER DY) puis déposés a la surface de la gélose
ensemenceée (Chague boite comporte trois dépbts d’ HE de concertation similaire afin
de garantir les mémes conditions expérimentales) ;

Afin de valider les résultats, le test est réalisé en duplicata et des témoins positifs et
négatifs sont préparés en paralléle

0 Témoin négatif : Par dép6t de 10ul de DM SO sur chague disque ensuite dépot des
disques dans les boites préal ablement ensemencées avec la suspension bactérienne.
0 Témoin positif : Par dépdt de 3 disques d’ antibiotiques (Ampicilline, Amoxicilline,

Pénicilline) dans des boites ensemencées avec |a suspension bactérienne.

v Les boites sont laissées environ 2h atempérature basse (4°C) puisincubées a 37°C
pendant 24h ;

v' Lesdiamétres des zones d’inhibition sont ensuite mesurés.

Figure 10 : Photographies des étapes de test d' activité par la méthode de diffusion sur agar.

e Détermination du mode d’action del’activité (bactériostatique ou bactéricide)

Pour déterminer du mode d’ action de I’ activité des HESs testées, des prélévements au niveau
des zones d'inhibition sont effectués puis transférés dans des tubes eppendorfs qui
contiennent 1 ml de bouillon nutritif. Aprés homogénéisation, les tubes sont incubés a 37°C
pendant 24h.

0 L’apparition d un trouble indique un effet bactériostatique
o L’absence detroubleindique un effet bactéricide.
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3.2.1.2 Méthode de micro atmosphere

Les mémes étapes du test de diffusion sont suivies pour la réalisation de ce test, la
seule étape qui différe et celle du dépdt des disques chargés de I'HE. Le disque chargé de
20ul de I'une des HE est fixé au centre du couvercle afin de vérifier | activité de la fraction

volatile (figure 13). Apres incubation, la croissance des différentes souches est observée.

Disque imbibé avee 20ul
d'huile essentielle

Ensemencement de

la souche ——
bactérienne

Fermer la boite

i Incubation a 37°C/24h
Liermeétiquement

Figure 11 : Schéma des éapes de I’ activité antibactérienne par 1a méthode de micro-
atmosphere

3.2.1.3 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est la plus faible concentration de |"HE, pour laquelle la croissance bactérienne
est inhibée. La technique utilisée pour la détermination de la CMI de nos huiles est celle de
micro-dilution (figure 14) décrite par Ghavam et a. (2020) comme suiit :

-Une solution mére d' HE (2 mg/ml) est préparée dans un mélange de BN et de DM SO,
puis diluée de maniere appropriée en utilisant le méme méange pour obtenir
différentes concentrations (1000, 500, 250, 125, 62.5 mg/ml) ;

-Des microplaques stériles a 96 puits sont remplies avec 95 ul de milieu de culture, 5
ul de suspension bactérienne (108 UFC/ml) et 100 pl d'huile essentielle a différentes

concentrations ;
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-Les microplagues sont par la suite incubées a 37 °C pendant 24 heures ;

-Afin de valider ces résultats, les puits de la premiéere et la deuxieme ligne verticale de

lamicroplague sont utilisés comme témoins.

-Aprés incubation a 37°C/24H, la CMI de chague HE est déterminée, elle correspond
au premier puits de la gamme de concentration, dépourvu de toute croissance

bactérienne visuelle.

Remarque :

Chague microplaque est utilisée pour le test d’ une HE sur deux souches. Les puits des
trois premieres lignes horizontales de la microplague sont utilisés pour tester la premiéere
souche (une ligne verticale correspond a une répétition) et les trois dernieres lignes pour
I"autre souche. Deux lignes horizontales sont laissées vides, afin d' éviter tout risque de
contamination entre les deux souches. Ci-dessous une image illustrant les différentes étapes
du test.

T- § D1 D2 D3 D4 D5 Dé
P20 By Can 80 (@Y g 10 10 TH. IR
A X x % = )

B. subtilis B b 4 ® x b 4 g’
COOROROROIROIOD | §
PXXX XXy XX XXXX | =
EX AR X XXX XXX ke
F X %X % % 1S s

E. coli G x b 4 x 2 ) :—"".’__
H X % X % ) 5
T- S D1 D2 D3 D4 D5 D6
I R e R S
A X x % %

B. subtilis 8 * ® 3® 4 E‘j
com % R R 3
PR XXX X g X XANXAXX =
EXRXRX XXX X XXX | =
FOOROWIRORODO 3

E. coli G x x x ” g‘
H % % X % S

Figure 12 : Schéma de test de détermination de la CMI sur microplaque

T-: Témoin : BN noninoculé ; S: BN inoculé avec 10 UFC/ml de la culture bactérienne ; D : 100ul de BN
inoculé avec 10° UFC/ml de la culture bactérienne + 100 pl de ladilution D de HE (D1: 2 mg/ml ; D2: 1
mg/ml ; D3: 0.5 mg/ml ; D4 : 0.25 mg/ml ; D5: 0.125 mg/ml ; D6 : 0.625 mg/ml)
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3.2.1.4 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

L es étapes permettant la détermination de la CMB des HE testées sont |es suivantes :

- A partir des puits négatifs (aucune croissance bactérienne), prélever 50ul et les
ensemencer dans des boites de Pétri contenant le milieu TSA (annexel) ;

- Incubation des boites a 37°C pendant 24h ;

- LaCMB correspond ala concentration la plus basse a laquelle aucun signe de croissance
n'est observe.

3.2.2 Activitéantifongique

e Préparation dela suspension sporale

Un volume d’ eau physiologique d’ environ 3 ml est versé dans une boite de Pétri contenant
I” une des souches fongiques (Aspergillus niger, Alternaria alternata, Pénicillium sp.) &gée de
7jours. Par la suite, on procede au raclage superficiel a I’aide d’un réteau étaleur afin de
récupérer les spores fongiques. La suspension sporale obtenue est ainsi récupérée par une

micropipette puis diluée de fagon a obtenir une concentration de 10° spore/ml.

Transférer Déposer 15ul de
Iml dela : i
—— suspension sur Compter les spores au Suspension a 10°
2a3ml d.eaul sporale lame Malassez microscope optique (G10 spores/ml
physiologique M et Gx40)
, —

9ml d’eau
physiologiqu

Figure 13 : Schémaiillustrant les étapes de préparation de la suspension sporae

3.2.2.1 Méthode de diffusion sur agar

La technique utilisée est la méme que celle décrite dans la section (3.2.1.1). Le milieu
utilisé est PDA et I'incubation est réalisée a 25°C pendant 72h.
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e Détermination dela naturedel’activité:

Pour déterminer la nature de I’ activité des HE testées, des prélevements au niveau des zones

d’inhibition sont effectués puis repiqués sur milieu PDA et incubés a25°C/ 72 h.

0 L’apparition de la croissance mycélienne indique un effet fongistatique

0 L’absence de la croissance mycélienne indique un effet fongicide.

3.2.2.2 Méthode de micro atmosphére

Cette méthode est effectuée par I'inoculation d'une boite de Pétri contenant le milieu
PDA avec un disque de 5 mm de diamétre de |’ un des champignons, puis un disgue chargé de
20ul de I'une des HE est fixé au centre du couvercle afin de vérifier I’ activité de la fraction
volatile. Aprés incubation a 25°C pendant 72h, la croissance des champignons est observeée et

les diamétres sont mesurés.
Le pourcentage d’inhibition est calculé en utilisant laformule suivante :
n=[(a-b)/a X 100

n : Pourcentage dinhibition des champignons testés (%).
a: Diamétre moyen de mycélium dans la boite de témoin (cm).

b : Diamétre moyen de mycélium dans les boites inocul ées par |es bactéries (cm).
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Disque imbibé avec 20ul d’huile
essentielle

Disque de
champignon

Fermer la boite
hermétiquement

Incubation a 25°C/72h

Figure 14 : Schéma des éapes d’ activité antifongique par |la méthode de micro-

atmosphere

3.3 Test d’activité antifongique ex vivo (sur pomme)

Afin de vérifier la capacité des deux huiles essentielles (EG pure et ER pure) a

contrbler la croissance des champignons phytopathogénes ex vivo, |'espéce fongique

Aspergillus niger et le fruit Pomme de variété Golden Delicious sont utilisés dans

I’ expérience. Le test est réalisé comme suit :

v

Désinfecter les pommes sélectionnées par immersion dans une solution a 2%
d’ hypocrolite de sodium pendant 1 a 2 min, ensuite les laver avec de I’ eau distillée

stérile et les sécher al’ aide d’ un papier absorbant stérile;

Réadliser deux puits dans la zone équatoriale de la pomme (3mm largeur X 3mm de

profondeur) afin de pouvoir inoculer la suspension sporale et I'HE ;

Mettre 30 pl de I'HE dans chaque puit, laisser agir pendant 10 min puis rgjouter 15l
de suspension sporale préalablement standardisée a 7.10° spore/ml ;

Transférer les pommes traitées dans des boites stériles contenant du papier absorbant
stérile humecté avec de I’ eau distillé stérile (2 pommes par boite) ;

Incubation a 25°C pendant 7 jours ;

Letest est réalisé en duplicata
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Les différentstraitements::

Testl : inoculation avec 30 ul de I’ HE puis gjout de 15 ul de la suspension fongique

Témoin 1 : inoculation avec 30 ul d’ eau physiologique stérile

Témoin 2 : inoculation avec 30 ul del’HE

Témoin 3 : inoculation avec 15 pl de la suspension fongique

Afin de mettre en évidence I'effet protecteur des huiles essentielles, les pommes sont

photographiées et |es surfaces de lyse sont mesurées par le logiciel Image J.

1-Humidification des boites ; 2- Réalisation des puits ; 3- Traitement ; 4-Transfert des pommes dans des boites ;

5- Incubation

3.4 Activitéanti-inflammatoire
La capacité des HEs a protéger la protéine (ovalbumine OA) de la dénaturation induite par

la chaleur est vérifiée par le test de dénaturation in vitro, décrit par Nea et al., (2019) avec

guelques modifications. Cetest consiste a préparer 4 solutions d’ un volume de 0.5 ml :

La solution standard test : composée de 0,45 ml de la solution agueuse d' OA a2 % et

de 0,05 ml de la solution de standard diclofénac sodique (médicament de référence) a

différentes concentrations (10 mg/ml, 5 mg/ml et 1 mg/ml).

Lasolution d’ : composé de 0,45 ml de la solution aqueuse d’ OA a2 % et de 0,05

ml de |’ HE a différentes concentrations (10 mg/ml, 5 mg/ml et 1 mg/ml).

La solution contréle : composé de 0,45 ml de la solution aqueuse d OA a2 % et de
0,05 ml de DM SO (contral).

La solution contrdle produit : composé de 0,45 ml de DMSO et de 0,05 ml de la

solution de I’'HE a différentes concentrations (10 mg/ml, 5 mg/ml et 1 mg/ml).
Toutes les solutions sont incubées a 37 °C pendant 20 minutes, puis a 57 °C pendant 3
minutes. Apres refroidissement, 2,5 ml de tampon phosphate sont ajoutés aux

solutions. L'absorbance est ensuite mesurée a 660 nm.
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L e pourcentage d'inhibition est calculé selon laformule suivante (Chandra et al., 2012) :
% Inhibition =100 ( Vt/Vc- 1)

V1t : solution d’ essai

V¢ : solution contrble

3.5. Analyses statistiques

Une anadyse de la variance (ANOVA) est réalisée a l'aide du logiciel GraphPad
Prism® version 6.01. Dans le cas ou des différences significatives sont détectées, le test de

comparaison multiple des moyennes LSD est réalisé.
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1 Caractéristiques des huiles essentielles
Les huiles essentielles obtenues a partir des plantes d Eucalyptus radiata et Eucalyptus

globulus par laméthode d’ entrainement ala vapeur d’ eau, sont présentés dans lafigure 16.
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Figure 16 : Aspect des huiles essentielles d E. globulus et E. radiata

L’ huile essentielle d'Eucalyptus globulus est de couleur jaune, dégage une odeur
étouffante a forte dose et elle est [égerement camphrée et mentholée. L'huile essentielle d'E.
radiata est de couleur jaune clair, caractérisée par un parfum frais, [égerement fruité et doux.
Son arbme est souvent décrit comme plus doux et plus subtil que celui de I'Eucalyptus
globulus (Bechaalany, 2014).

1.1 Rendement en huiles essentielles

Les rendements en huiles essentielle obtenus a partir de |’ E. radiata et de I’ E. globulus
sont de 0,36% et 0,35% respectivement. Nous constatons que les valeurs des deux rendements

sont presgue similaire.

Nos résultats sont variables comparés aux résultats obtenus dans des études
ultérieures. Les rendements obtenus dans notre étude sont inférieurs a ceux rapportés dans les
études de, da Silva et al. (2006) ; Joshi (2012) et Selvakumar et al. (2012) qui ont obtenus des
rendements de 0,77 % a 1,29 %. De plus Melo et al. (2007) rapporte que I’ HE de Eucalyptus
donne des rendements qui varient de 0,4-1,1%. Sharma, et al., (2021) a trouvé que le
rendement d’ extraction d’ huile essentielle d’ Eucalyptus globulus était d’ environ 0,133%.
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2 Activité antimicrobienne des huiles essentielles
2.1 Activité antibactérienne

2.1.1 Méthode de diffusion sur agar

La méthode de diffusion sur agar a été appliquée pour évaluer | activité
antimicrobienne des composés diffusibles des huiles essentielles. La sensibilité des souches
microbiennes aux HE est évaluée selon le diamétre des zones d’inhibition (D) y compris le
disque comme suite (Ponce et al., 2003), Boutabia et al., 2016).

» Non sensible (-) : D <6 mm

» Sensible (+) : 7mm <D < 14 mm

» Tres sensible (++) : 15 mm <D < 19 mm
» Extrémement sensible (+++) : D >20 mm

La figure 17 représente les résultats de DMSO et des antibiotiques sur les souches
bactériennes.

Témoin négatif

Témoin positif

P aeruginosa E. Coli B. subtilis

Figure 17 : Activité de DM SO et des Antibiotiques sur |es souches bactériennes
AX : Amoxicilline; AM : Ampicilline; P: Pénicilline

Les résultats obtenus montrent que le DM SO n'a pas d’ activité antibactérienne sur les
souches testées (témoin négatif).
D’aprés I'antibiogramme réaliser, on a constaté que la souche Bacillus subtilis est

extrémement sensible a I’amoxicilline, et a la Pénicilline, contrairement a |I’ampicilline a
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laquelle la souche semblent étre résistante, tandis que Pseudomonas aeruginosa et E. coli sont

résistantes auix trois antibiotiques (témoin positif).

Les résultats de I' activité des huiles pures et des dilutions %2 testées sur les souches

bactériennes sont présentés respectivement dans les figures 18 et 19.

HE EG pure

HE EG D1/2

P. aeruginosa E. Coli B. subtilis

Figure 18 : Résultats de I’ activité antibactérienne de I’ HE d’ E. globulus

HE ER pure

HE ER D1/2

P aeruginosa E. Coli B. subtilis

Figure 19 : Résultats de I’ activité antibactérienne de I'HE d’E. radiata
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Figure 20 : Diametres moyens des zones d’ inhibition obtenues sur |es souches bactériennes

sous I’ action des huiles essentielles

Les résultats obtenus montrent que les |'effet antibactérien de nos huiles est
proportionnel a la dilution; les diamétres des zones d'inhibition augmentent avec
I’ augmentation de la concentration en huile essentielle. Pour I" huile E. globulus, les diametres
d’inhibition de B. subtilis et d'E. coli sont de 3.83+0.51cm et 1.4+0.09cm pour le pure et de
0.9620.46cm et 0.81+0.11cm pour la DYz respectivement. Concernant I’ huile E. radiata, les
diameétres d’'inhibition de B. subtilis et d E. coli sont de 2.36+£0.63cm et 1.06+0.12cm pour le
pure et de 1.15+0.19cm et 0.80+0.09cm pour la DY respectivement.

L’ analyse statistique des données obtenus montre que |’ effet de | huile pure sur B.
subtilis et E. coli est significativement (p<0,0001) supérieur a celui de I’huile diluée, excepté
pour I'huile d'E. radiata sur E. coli ou cette différence n'est pas significative. Sur P.
aeruginosa, aucune activité n’a été observée (D < 6 mm). Les diamétres mesurés montrent
que la souche Bacillus subtilis est Extrémement sensible aux deux huiles essentielles (D > 20

mm), tandis que E. cali, est sensible (D < 14 mm).

L e graphe ci-dessous représente une comparaison de I’ effet antibactérien des deux HE
E. globulus et E. radiata sur B. subtilis et E. coli.
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Figure 21 : Comparaison des diametres moyens des zones d’inhibition d’E. coli et de B.
subtilis par lesHE d'E. radiata et d'E. globulus

Les résultats obtenus montrent que les deux huiles ont une activité sur E. coli et B.
subtilis. L’analyse statistique a montrés que I'HE d'E. globulus est significativement
(p<0,0001) plus actif que celle de I’E. radiata sur B. subtilis. Cependant sur E. coli, la
différence de I’ effet antibactérien entre les deux huiles n’ était pas significative (p>0.05).

La sensibilité des souches testées est variable, certaines souches se distinguent par une
sensibilité plus élevée, cest le cas de B. subilis, d' autres, au contraire, présentent une
résistance totale les deux huiles, c’'est le cas de P. aeruginosa, qui d aprés plusieurs études
semble étre résistante a un trés grand nombre d’ huiles essentielles. P. aeruginosa possede une
résistance intrinségque a une large gamme de biocides. Cette résistance est associée a la nature
de sa membrane externe (Haddouchi et al., 2009).

Il a souvent été rapporté que les bactéries Gram-négatives sont moins sensibles aux
huiles essentielles et a leurs composeés que les bactéries Gram-positives. Cette sensibilité
différentielle aux effets des huiles essentielles est attribuée a la présence de parois
cellulaires lipopolysacchardiques dans le groupe des Gram-négatif, qui limitent la diffusion
des molécules hydrophobes et empéchent leur pénétration dans les cellules bactériennes
(Burt, 2004).

Les huiles essentielles d'Eucalyptus globulus présentent un potentiel antibiotique
remarquable en raison de leurs compositions riches en composés bioactifs (Bahadar et al.,
2016). D’aprés Koziol, (2015) L'huile essentielle d'Eucalyptus radiata présente une

composition chimique proche de celle de I'HE d'E. globulus, en particulier sa forte
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concentration en 1,8-cinéole. L’huile d'E. globulus est particuliérement active contre L.
monocytogenes, B. subtilis, Saureus, Enterococcus spp, S flexneri, K. pneumoniae, S
choleraesuis, S enteritidis, P. mirabilis et E. aerogenes. En revanche, elle est inactive sur P.
aeruginosa et E. Coli. Mehani, (2015) a également rapporté que P. aeruginosa est résiste a
I'huile essentielle d'eucalyptus ce qui concorde avec les résultats trouvé dans cette étude.
Selon Dembélé et a. (2020), I’ huile essentielle de I’ Eucalyptus a montré une activité sur une
large gamme de bactéries et la plupart a Gram négative telle qu’'E. coli. Abdellah, (2013),
affirme que la sensibilité d’un microorganisme, dépend de son type, de la composition

chimique de I'huile essentielle.

» Détermination de mode d’action del’ activité (bactériostatique/ bactéricide)

Les résultats obtenus sur la nature de I’ activité des HES testées a |’ égard des souches ayant
présentées des zones d'inhibition aprés la réalisation de |I'’aromatogramme, sont présentés
dans |e tableau suivant.

Tableau Il : Nature de I’ activité antibactérienne des huiles essentielle

Souche huile Effet del’activité
~ EG  Pure  Bectériostatique

D% Bactériostatique
E. coli ER Pure Bactéricide
D% Bactéricide

EG Pure Bactériostatique

B. subtilis D% Bactériostatique

ER Pure Bactériostatique

D % Bactériostatique
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D’ aprés ces résultats, | huile d’ Eucalyptus globulus pure ainsi que la dilution D%z ont
un effet bactériostatique sur les deux souches E. coli et Bacillus subtilis tandis que I’ huile
d’ Eucalyptus radiata pure et dilué ont un effet bactéricide a I’ égard de la souche E. coli et
bactériostatique sur Bacillus subtilis.

Le plus souvent, I'action des huiles essentielles est assimilée a un effet
bactériostatique. Cependant, certains de leurs constituants chimiques semblent avoir des effets
bactéricides. Cette activité antibactérienne des substances naturelles sexplique par la lyse
des membranes bactériennes (Caillet et Lacroix, 2007). Les huiles essentielles, peuvent
provoquer une fuite d'ions potassium au niveau de la membrane, entrainant des dommages
irréversibles conduisant alamort de lacellule (Benkherara et al., 2011).

Du fait de son hydrophobicité, I'HE exerce sa capacité antibactérienne en interférant
avec la bicouche lipidique des cellules cibles, ce qui entraine une perturbation de la
perméabilité et une perte de composants cellulaires. De plus, cette réponse varie selon la
nature de la bicouche lipidique, ce qui explique la résistance chez |es bactéries Gram négatif
(Burt, 2004).

2.1.2 Méthode de micro atmosphere

Les figure 22 représente I’ activité des huiles essentielles d’'E. globulus et d'E. radiata sur
Pseudomonas aeruginosa.

’I‘ém()ill - Paude ‘__-._:I ,I-é"")in . |

Figure 22 : Résultats de I’ activité des HEs d’ Eucal yptus sur P. aeruginosa par la méthode de

Micro-atmosphére
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Les résultats ont montré que les deux huiles ont un effet sur toutes les souches testées.
Une diminution de la charge bactérienne est observée dans les boites contenant les disques
des HE par rapport au témoin. On a remarqué également |’ absence d aspect vert dans la
culture de P. aeruginosa, ce qui peut étre expliqué par la perte de la capacité de production de
Ses pigments.

Les composés volatils présents en grande quantité dans ['huile d'eucalyptus,
notamment les monoterpenes, jouent un réle majeur dans son activité antimicrobienne. Les
monoterpenes, tels que le 1,8-cinéole (eucalyptol), le limonene, le a-pinéne et le B-pinéne,
sont parmi les principaux composeés de I'huile d'eucalyptus et sont souvent responsables de ses
propriétés antibactériennes (Bendali et al., 2019).

Les recherches de Farah (2001) montent que la sensibilité dépend de type de micro-
organisme, de la concentration en huile essentielle et de la méthode utilisée. Mehani et Segni
(2014) ont rapporté que les souches bactériennes peuvent présenter une sensibilité variable a
I'huile essentielle d'eucalyptus. Dans leur éude, Nitrobacter s'est avérée trés sensible, tandis
gu’E. coli a montré une sensibilité moyenne et P. aeruginosa une sensibilité trés faible.

Le potentiel antibactérien des huiles essentielles extraites de différentes plantes a été
largement étudié, mais leur mécanisme d'action n'a pas été élucidé en détail. En raison de la
composition complexe des huiles essentielles, |'activité antimicrobienne ne peut pas étre
expliquée par un mode d'action unique, mais par de multiples mécanismes d'action au sein

des cellules bactériennes (Burt, 2004).
2.1.3 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Le tableau |11 représente les résultats de la CMI observés sur les microplaques aprés
24h d'incubation.

Tableau |11 : Concentrations minimales inhibitrices des quatre HEs (exprimée en mg/ml)
E. B. +++
radiata  subtilis
E.coli --- +++
E. B. +++
globulus  subtilis
E.coli --- +++

- : Absence de croissance ; + : Présence de croissance

36




Résultats et discutions

D’ apreés les résultats, on constate qu'il n'y a pas de croissance d'E. coli et de Bacillus
subtilis traité par Eucalyptus globulus et Eucalyptus radiata a toutes les concentrations
testées, on peut aors affirmer que la concentration minimale inhibitrice de ces deux huiles est
inferieur a 0,0625mg/ml.

Selon Mekonnen (2016), la CMI de I’'HE d’Eucalyptus sur S. aureus est inférieure a
0.7 mg/ml. Damjanovi¢-Vratnica et al. (2011), ont évalué¢ l'activité antibactérienne des
huiles essentielles d'E. globulus Labill et les résultats ont montré que I'HE avait une forte
activité antibactérienne, notamment contre Sreptococcus pyogenes, Escherichia coali,
Candida albicans, Saphylococcus aureus, Acinetobacter baumanni et Klebsiella
pneumoniae. Les CMI des P. aeruginosa et S. infantis sont inférieures a 3,13 mg/ml celle
des S aureus; d’'E. coli et de S. pyogenes sont inférieures &4 0,09 mg/ml. Salem et a. (2018),
ont évalué laCMI de’HE de I’ E. globulus sur Bacillus cereus ATCC 14579 et Enterococcus
faecalis ATCC 29212. Les CMI obtenues ont été inférieures a2 mg/ml.

2.1.4 Concentration minimale Bactéricide (CMB)

Lafigure 23 représente les résultats de I’ évaluation des CMB des HEs d'E. globulus et
E. radiata aprés 24h d'incubation.

Figure 23 : Résultats de la concentration minimale bactéricide (CMB)

Selon les résultats obtenus, la croissance d’E. coli et de B. subtilis est observée dans toutes
les dilutions d'E. globulus testées (effet bactériostatique), de ce fait la CMB est supérieure &
2mg/ml.
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L’huile d'E. radiata sur la souche Bacillus subtilis a un effet bactériostatique, la CMB
est supérieure a 2 mg/ml. Par contre, sur la souche E. coli il n'y a pas de croissance de la
dilution 1 jusqu'aladilution (effet bactéricide), la CMB est donc supérieure a 0.125 mg/ml.

2.2 Activité antifongique

Les résultats de I’ activité des huiles pures et des dilutions Y2 testées sur les souches

fongiques sont présentés dans lafigure 24 et 25.

Souches

Aspergillus niger

Alternaria alternata

Penicillium sp

Figure 14 : Activité antifongique de I’ HE d’ Eucalyptus globulus

E. globulus
**
ns|
3_ * k%
— *kkKk A niger
E Alternaria
5 5] xxnk wes Penicillium
E
= ns
oy
=
L 14
5
S
O_ T T
& N
& &

Figure 25 : Diamétres moyens des zones d’ inhibition des trois champignons par I' HE
d’ E. globulus

D’ apreés les résultats obtenus, I"huile d’ Eucalyptus globulus a une activité antifongique sur

tous les champignons testés.
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Les résultats obtenus montrent que les I’ effet antibactérien de I'HE d’'E. globulus est
proportionnd aladilution dans le cas de Penicillium sp. Les diamétres d’inhibition de |’ huile
pure et diluée sur A niger sont de 1+00,00 cm et de 0,96+0,2 cm respectivement, la différence
entre les deux mesures n'est pas significative. Sur A. alternata, I'effet sest avéré plus
important et trés significatif (p<0,0001) comparé aux deux autres champignon, cependant,

I"huile D1/2 n’ a donné aucun effet sur A. alternata.

Le graphe 26 présente les résultats de I'activité de I'huile ER sur les souches
fongiques.

E. radiata
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Figure 26 : Diametres moyens des zones d’ inhibition des trois champignons par I' HE
d E. radiata
D’ apres les résultats obtenus, L’ effet de I’ huile d’ Eucalyptus radiata est proportionnel
aladilution. Sur A. alternata la différence n’est pas significative (p>0,005), cependant sur A.
niger et Penicillium sp., cette différence est significative (p<0,005). A. alternata s est avéré le

plus sensible al’ huile ER suivi de Pénicilliumsp. Puisd’A. niger.

Le graphe 27 représente une comparaison de I’ effet antifongique des deux HE E.
globulus et E. radiata sur les trois especes fongiques.
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Figure 27 : Comparaison des diamétres moyens des zones d' inhibition des champignons par
lesHEsSd E. radiata et d'E. globulus

Les résultats obtenus montrent que les trois champignons sont sensibles aux deux
huiles. L’ analyse statistique montre gu’il n'y a aucune différence significative (p>0,005) entre

I effet des deux huiles sur les champignons.

Cette différence du pouvoir antifongique de |’ huile essentielle d’ EG peut étre attribuee
a sa composition chimique constituée principalement du 1,8-cinéole qui est un oxyde
terpénique (Hmiri, et a. 2011). Ces composants acides ont montré un potentiel inhibiteur
important de la croissance mycélienne d’ Alternaria solani sorauer et Fusarium oxysporum
(Lu et al., 2008). L'activité antifongique offerte par le 1,8 cinéole était faible sur A.niger et n'a
montré une activité qu'a des concentrations importantes, ceci peut étre expliqué par le
constituant majeur de I'huile qui n'est peut-étre pas le seul composant responsable de la
limitation de la croissance fongique. La croissance d'Aspergillus peut ne pas étre sensible aun

seul monoterpene, mais a un mélange de deux composeés ou plus (Vilelaet al., 2009).

D’apres Viuda-Martos et al. (2011) I’un des facteurs affectant le potentiel antifongique
des huiles essentielles est |a concentration d'application. Une diminution de la concentration
des huiles essentielles entraine une diminution de leur capacité inhibitrice contre toutes les
espéeces fongiques. Van Hung et al. (2013), rapportent que la croissance mycélienne diminue
avec |’augmentation de la concentration de I'huile essentielle. Cela est vérifié dans cette
étude, ou nous avons remargué une augmentation significative de I'inhibition de la croissance
mycélienne avec des concentrations croissantes. La diversité des composes antifongiques

signifie nécessairement qu'il existe plusieurs mode d’ action contre les pathogéenes.

40



Résultats et discutions

Les huiles essentielles affectent les cellules fongiques a travers plusieurs mécanismes
tels que : la membrane cdlulaire, le systéme enzymatique, le matériel génétique, le flux
d'éectrons, le transport actif et e contenu cellulaire (Burt et a., 2004 ; Oussalah et al., 2006).

> Déermination de mode d’action del’activité (fongistatique/ fongicide)

Les résultats obtenus sur la nature de I’ activité des HEs testées a I’égard des souches
fongiques ayant présentées des zones d'inhibition apres la réalisation de I’aromatogramme,

sont présentés dans | e tableau suivant.

Tableau IV : Nature de |’ activité antifongique des huiles essentielles

Champignon Huile Effet del’ activité

EG Pure Fongicide

Alternaria alternata D % Fongistatique
ER Pure Fongicide

D Y% Fongistatique

EG Pure Fongistatique

Aspergillus niger D% Fongistatique

ER Pure Fongistatique

D Y2 Fongistatique

EG Pure Fongistatique

Penicillium sp. D% Fongistatique

ER Pure Fongistatique

D Y% Fongistatique

Les résultats obtenus montrent queles deux huiles pure EG et ER ont une activité
fongicide vis-a-vis A. alternata et fongistatique a I’ égard d’A. niger et de Penicilium sp., la
D1/2 des deux huiles ont un effet fongistatique sur les trois champignons.

Ces effets fongicides et fongistatique de I'huile essentielle d'Eucalyptus ont été
rapportés sur les mémes espéeces pathogenes et méme sur d'autres champignons pathogenes,
comme Alternaria solani et Semphylium solani (Tomazoni et al., 2017 ; Moutassem et al.,
2019). Selon des recherches antérieures, ces effets sont liés a la forte concentration de

monoterpenes, sesquiterpenes, phénols aromatiques, oxydes, éthers, alcools, esters,
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aldéhydes et cétones présents dans cette huile. Cependant, sa composition et ses proportions
exactes varient selon les especes végétales (Spadacino et al., 2021). L'activité fongicide de
I'huile d'Eucalyptus est attribuée aux composants principaux tels que: 1,8-cinéole,
citronellal, citronellol, acétate de citronellyle, p-cyméne, eucalyptol, limonéne, linaoal,
pinéne, g-terpinéne, a-terpinéol, alloociméne et dendrenes aromatiques (Liu et al., 2008).
Ces effets sur la membrane mitochondridle empéchent le métabolisme énergétique
mitochondrial, ce qui entraine des perturbations dans de nombreux processus physiologiques
et biochimiques de la cellule (Yoshimura, et al. 2010).

2.2.1 Méthodede micro atmosphere
Les figures 28 et 29 représentent I’ activité des huiles essentielles d'E. globulus et d'E.
radiata sur les espéces fongiques.
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Figure 28 : Résultats de I’ activité des HEs d’ Eucal yptus sur Aspergillus niger et A. alternata

par laméthode de Micro-atmosphére
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Souches E. globulus E. radiata Témoin

Aspergillus niger

Alternaria alternata

Penicillium sp

Figure 29 : Résultats de I’ activité des HE d’ Eucalyptus sur Aspergillus niger et A.
alternata par la méthode de Micro-atmosphere

Les résultats montrent que les deux huiles d'E. globulus et d’E. radiata pure ont une
activité antifongique sur les deux champignons. On remarque aussi qu’elles ont plus d’ effet
sur A. niger que sur A. alternata. En comparant |’ activité de I’ huile EG et ER sur A. niger et

A. alternata la différence est non significatif.

Les résultats obtenus par la méthode de micro atmosphére sont meilleurs que ceux

obtenus par la méthode de diffusion sur agar. Par conséguent, on peut avancer |”hypothese
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gue les extrais des huiles essentielles testées contiennent un mélange de composes volatiles et
gue ces derniéres sont responsables de |’ activité antifongique.

Les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles peuvent étre le résultat d'un
certain équilibre de ses différents constituants. Les huiles essentielles d'eucal yptus sont des
mélanges complexes de composés volatils qui présentent une activité antifongique en
réduisant ou en inhibant complétement la croissance fongique. Baser et Buchbauer (2010)
et Adouani (2021), considerent que le choix de la technique d'évaluation de l'activité
antifongique peut influencer les résultats obtenus. Les recherche de Vilela, et al. (2009)
montrent que malgré que les concentrations testées soient les mémes, le test de micro
atmosphere a montré une inhibition des champignons plus élevée que le test de diffusion sur
agar. Zhongyuan et a. (2003), ont noté que I'huile essentielle de citronnelle était inactive
contre neuf champignons dans la méthode de dilution, mais qu'elle inhibait |a croissance de
tous les champignons par |a méthode micro-atmosphérique.

2.3 Activité synergique (EG+ER)

2.3.1 Activité antibactérienne
Les figures 30 représentent les résultats de I’ activité du mélange des huiles essentielles
d’E. globulus et d'E. radiata sur les espéces bactériennes.

Figure 30 : Activité synergique (EG+ER) sur E. coli et B. subtilis
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Figure 31 : Effet des huiles (pures, diluées et mélangées) sur les souches bactériennes

D’ apres les résultats obtenus, on remarque que le mélange des deux huiles a montré
une activité antibactérienne sur les deux souches E. coli et Bacillus subtilis avec des diametres

moyens de 0,8+0,06 cm et de 1,61+0,15 cm respectivement, par contre il n’a aucun effet sur
Pseudomonas aer uginosa.

En comparant I’ effet du mélange des deux huiles aux huiles toutes seules, on constate que
ce mélange donne moins d’ effet antibactérien sur les deux souches testées. Dans le cas de nos

huiles, il sembley avoir un effet antagoniste entre les composants des deux huiles.

Selon Hyldgaard, et al. (2012), cet effet se produit lorsque des composes bactéricides et
bactériostatiques sont utilisés en combinaison : il peut y avoir une compétition au site
daction, réduisant ains I'effet antibactérien des huiles. Ce phénomene dépend de la
composition des huiles essentielles, puisgue de nombreuses études ont montré que certaines
huiles essentielles avaient une meilleure efficacité antibactérienne que les mélanges de leurs
principaux principes actifs (Burt, S. 2004). Ce résultat peut sexpliquer en considérant que
I'activité des composants majoritaires est modul ée par I'activité des composants minoritaires

et/ou qu'ils sont directement inefficaces mais peuvent atérer les propriétés du mélange.

2.3.2 Activitéantifongique

Les figures 32 et 33 représentent les résultats de I'activité du mélange des huiles

essentielles d’'E. globulus et d’E. radiata sur |es espéeces fongiques.
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Figure 32 : Activité synergique (EG+ER) sur les champignons testés

s Aspergillus niger
4 Alternaria

Penicillium

*%

ns
ns

*kkk

Diamétre d'inhibition (cm)
*k%

o -
| 1
:=:

EG+ER

EG pure
ER Pure
EG pure—
ER Pure
EG+ER
EG pure—
ER Pure—
EG+ER

Figure 33 :2 Effet del'huile (pure, déflué et synergie) sur les champignons

Selon les résultats obtenus, on a constaté que le mélange des deux huiles a un effet
synergique significatif (p<0.01) sur A. alternata avec un diameétre de 3,05+0,082 cm. Sur
A.niger le mélange n’a donné aucun effet. Concernant Penicillium sp. Aucune différence
significative n’ a été obtenue entre I’ eff et antifongique des huiles pures et du méange.

Lestravaux de Chebli et al. (2003) et Vilelaet al. (2009), ont montré que |a pulégone
pure et le 1,8-cinéole présents dans I’ Eucalyptus inhibent la croissance mycélienne, mais a
des concentrations plus élevées que I'huile essentielle entiére (Ouraini, et a., 2007).
L’association des principaux actifs agirait en synergie pour améiorer |'activité
antimicrobienne de I'HE. Ces différences qualitatives et quantitatives dans la composition
chimique des huiles essentielles peuvent étre dues a plusieurs facteurs (Toudonou et al.,

2021). 1l est clair que I'influence des composés minoritaires n'est pas toujours négligeable.
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Des phénomeénes synergiques entre différents composants peuvent étre a l'origine d'une
activité beaucoup plus forte (Farah, et al 2001).

3 Test d’activité antifongique des huiles sur Aspergillus niger in vivo
sur organe détaché

Les figures 34 et 35 représente les résultats du test de |’ effet antifongique des huilesin vivo
sur organe détaché.
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Figure 34 : Aspect des surfaces de lyse obtenues sur des pommes infectées par A. niger et
traité par des huiles d’ Eucalyptus
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E. radiata
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Figure 35 : Lesvaleurs des surfaces de lyse obtenues sur des pommes infectées par A. niger
et traité par des huiles d’ Eucalyptus
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D’apres les résultats obtenus, on a remarqué qu’ Aspergillus niger a significativement
(p<0.0001) causé la pourriture de la pomme avec une surface de 6,138+0,89 cm? comparée au
témoin 0,256+0,09 cm2 Le traitement avec les huiles essentielles a permis de réduire
significativement (p<0.0001) I'incidence de la pourriture des pommes infectées par A. niger.
De ce fait on peut affirmer que les deux huiles EG et ER (1,324+0,48 cm? et 1,797+0,58 cm?)
ont pu protéger la pomme de cet agent phytopathogéne.

Dans notre éude, les résultats obtenus lors de traitement des pommes avec I’ huile
essentielle d' E. globulus et d’E. radiata montrent une diminution de la gravité de la maladie.
L’ étude menée par Jin et a., (2011) indique que, I'accumulation de composés phénoliques
protége les membranes cellulaires et participe principalement a la lignification des parois
cellulaires en empéchant la pénétration et |a progression des pathogenes, ce qui explique en
partie la réduction de la gravité de la maladie observée apres traitement avec différentes

huiles essentielles.

L'activité antifongique des huiles essentielles d'E. globulus et d'E. radiata dans ce travail,
constitue une étude préliminaire dans la recherche de nouvelles mol écules bioactives pour le
traitement des maladies phytosanitaire. Les résultats expérimentaux pour le pouvoir
fongicide sont tres encourageants, car ils constituent une initiative pour les plantes
meédicinales dintérét agronomique. Nos résultats révelent également |'efficacité des huiles
essentielles d'Eucalyptus contre la croissance du mycélium, seulement on doit prendre en

considération le mode d’ application et 1a concentration appliquée de |” huile essentielle.

4 Activité anti-inflammatoire

Le graphe 36 montre les résultats de I'activité anti-inflammatoire in vitro de I'extrait
d Eucalyptus radiata et de diclofénac sodique a différentes concentrations basees sur

I’ évaluation des pourcentages d’ inhibition de la dénaturation de I’ Albumine de |’ ceuf (AO).
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Figure 36 : Pourcentages d’ inhibition de la dénaturation protéque par I’ huile essentielle d' E.

radiata et de diclofénac sodique

Les résultats obtenus montrent que I'activité anti inflammatoire de [’ huile
d Eucalyptus radiata testé sur la protéine AO est significativement (p<0.0001) plus efficace
gue le Diclofénac sodique a la concentration 10 mg/ml. A cette concentration, le pourcentage
d'inhibition de la dénaturation d’ AO par I’ huile ER est de 52,67+5,40% comparé au standard
(16,14+1,46%). Aux autres concentrations I’ activité protectrice de I’ HE a diminué, tandis que
celle de Diclofénac sodique est restée plus en moins stable (16,59+0,3% et 16,85+2,78%).
L’ activité anti inflammatoire de I" huile a une concentration de 5mg /ml est presque |a méme
avec celle de Diclofénac sodique (15,21+1,62%). A la concentration 1mg/ml, I’ activité de
I” huile diminue encore pour atteindre 4,73+0,92% et cet effet est significativement (p<0.01)

inférieur a celui obtenu par le Diclofénac sodique.

La dénaturation des protéines est le processus par lequel les protéines perdent leur
structure tertiaire et secondaire par |'application d'un stress externe, tel que des acides ou
des bases fortes, des sels inorganiques concentrés, des solvants organiques ou de la chaleur.
La plupart des protéines biologiques perdent leur fonction biologique lorsgu'elles sont
dénaturées. La dégénérescence des histoprotéines est I'une des causes de I'inflammation
(Leelaprakash et Mohan Dass, 2010; Bouzid et Zerroug, 2016).

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation protéique par les huiles d’ Eucalyptus
radiata est comparé a celui du Diclofénac sodique. Les résultats ont montré gque cette huile a
une concentration de 10mg/ml, possede une activité inhibitrice importante en comparaison

avec le Diclofénac.
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L'activité anti-inflammatoire de I'Eucalyptol, composant principal de I'huile essentielle
d'Eucalyptus, a été évaluée chez des patients souffrant d'asthme sévére, suggérant I'efficacité
de cette molécule (Juergens et al., 2003). Plusieurs études confirment |'effet inhibiteur du
1,8-cinéole sur la production de cytokines. Ils ont démontré que des doses oraes de 1,8-
cinéole produisaient un effet anti-inflammatoire chez le rat et la souris a des doses de 100 a
400 mg/kg. De plus, les effets anal gésiques observés dans les tests a |'acide acétique et au
formoal, le 1,8-cinéole, savere utile dans | e traitement des états douloureux localisés (Maiga,
2014). Cesreésultats et d’ autres, peuvent aider a clarifier les futures applications fonctionnelles

de la plante d'Eucal yptus et de ses huiles essentielles en thérapie anti-inflammatoire.
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Conclusion
Cette éude avait pour objectif d éudier I’ activité antibactérienne et antifongique de

deux huiles essentielle extraite a partir d’'Eucalyptus globulus et d Eucalyptus radiata
obtenues par la méthode d’ entrainement a la vapeur et testées a différentes concentration, vis-

a-vis de trois souches bactériennes et de trois souches fongiques.

Les rendements en huiles essentielle obtenus a partir de I'E. radiata et de I'E. globulus sont
de 0,36% et 0,35% respectivement. L’effet antibactérien de nos huiles Sest avéré
proportionnel a la dilution, elles ont une activité importante a I’égard des deux souches
Bacillus subtilis et E. coli et tous les champignons testés cependant aucune activité sur
Pseudomonas aeruginosa n'a été obtenues. Les deux huiles sont plus actives sur les
champignons que sur les souches bactériennes. La valeur de la CMI des deux huiles
essentielles est inférieure a 0,0625 mg/ml. La valeur de la CMB d’E. radiata sur E. coli est

supérieur 20,25 mg/ml, lavaleur delaCMB d'E. globulus sur E. coli est supérieur a2 mg/ml.

Les résultats du test de micro atmosphére des deux huiles se sont avérés plus important que
ceux obtenus par la méthode de la diffusion sur agar. Les résultats in vivo ont montré que le
traitement avec les huiles essentielles a permet de réduire significativement I’incidence de la
pourriture des pomme infectées par A. niger. Les résultats obtenus montrent que I’ activité anti
inflammatoire de |’ huile d' Eucalyptus radiata testé sur la protéine AO est significativement
plus efficace que le Diclofénac sodique a la concentration 10mg/ml, cependant elle est plus

faible aux concentrations 5mg/ml et 1mg/ml.

Ce travail a prouvé que les huiles essentielles d’E. globulus et d'E. radiata peuvent
étre utilisees comme agents antibactérien dans plusieurs domaines. Cependant, des études
complémentaires seront nécessaires afin de s assurer de I’ efficacité des huiles essentielles. Il

serait intéressant :

De continuer les tests sur la CMI des champignons, de tester les huiles sur une large
gamme de souches microbiennes.
D'étudier d'autres activités biologiques (antioxydante, antivirale, insecticide,

antiparasitaire,...).

Etablir la composition chimique des huiles essentielles ains que I'effet de leurs

principaux composants.
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Annexel : Composition d’un litre des milieux de culture (1L d’eau)

e Bouillon nutritif (Liofilchem srl)

=T 0 (= o0 1 | SO 19
=0 (S L=V SO 29
(< 0100 0T OPRP PR 59
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e Milieu MH (Gélose de Mueller Hinton)
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e Milieu PCA (plate count agar) (TM MEDIA)
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e Milieu PDA (Potato dextrose agar) (BIOCHEM)
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e Milieu TSA (Liofilchem)

o = PP OTRRTRTRR 15g
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Annexell : Composition dela solution du tempo phosphate.
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Résumé: Ce travail avait pour but dévauer I'activité antibactérienne, antifongique et anti-
inflammatoire de deux huiles essentielles (Eucayptus globulus et Eucalyptus radiata) a des
concentrations différentes. L’ extraction des deux huiles par I’ entrainement ala vapeur d' eau a fourni
des rendements de I’ordre de 0.36% et 0.35% respectivement. L’ éude de I’ activité antibactérienne
réaisée par deux méthodes: diffusion sur agar et micro-atmosphére, sur trois souches bactériennes
homopathogénes (Pseudemonas aeruginosa; E.coli; Bacillus subtilis) et trois especes fongiques
phytopathogénes (Alternaria alternata ; Aspergillus niger ; Penicillium sp). Une expérience ex vivo a
été effectuée sur des pommes. Les résultats obtenus ont révélé que I'HE EG et ER pures possedent
une activité antimicrobienne vis-a-vis de toutes les especes fongiques et sur toutes les souches
bactérienne sauf pour Pseudemonas aeruginosa. Cependant la combinaison des deux huiles
essentielles a donné une activité antibactérienne synergique moyenne sur E.coli; Bacillus subtilis.
Tandis que I’ activité antifongique de cette combinaison a donner un effet synergique trésimportant sur
tous les champignons testés. La concentration minimale inhibitrice des huiles ER et EG est
<0,0625mg/ml avec une CMB > 0.125mg/ml et CMB > 2 mg/ml respectivement sur E.coli ; Bacillus
subtilis, celles-ci dépendent de I'HE utilisée ains que des souches testées. Le teste anti-inflammatoire
arévélé que HE ER a un pouvoir remarquable sur la protection de la protéine albumine d’ ceufs de
52.67%. Letest ex vivo a décelé une activité inhibitrice significative contre Aspergillus niger.

Motsclés: Huiles essentielles, Eucalyptus globulus, Eucalyptus radiata, Activité anti-inflammatoire,
Activité antimicrobienne.

Abstract : The aim of this work was to evaluate the antibacterial, antifungal and anti-inflammatory
activity of two essential oils (Eucalyptus globulus and Eucalyptus radiata) at different concentrations.
Extraction of the two oils by steam distillation gave yields of around 0.36% and 0.35% respectively.
The antibacterial activity of three homopathogenic bacterial strains (Pseudemonas aeruginosa; E.coli;
Bacillus subtilis) and three phytopathogenic fungal species (Alternaria alternata; Aspergillus niger;
Penicillium sp) was studied using two methods: diffusion on agar and micro-atmosphere. An ex vivo
experiment was carried out on apples. The results showed that pure EG and ER EO had antimicrobial
activity against al fungal species and all bacteria strains except Pseudemonas aeruginosa. However,
the combination of the two essential oils gave average synergistic antibacterial activity on E.coli and
Bacillus subtilis. Where as the antifungal activity of this combination gave a very strong synergistic
effect on al the fungi tested. The minimum inhibitory concentration of ER and EG oails is
<0.0625mg/ml with a BMC > 0.125mg/ml and BMC > 2 mg/ml respectively on E.coli; Bacillus
subtilis, these depend on the EO used as well as the strains tested. The anti-inflammatory test reveal ed
that HE ER has a remarkable power to protect egg albumin protein by 52.67%. The ex vivo test
revealed significant inhibitory activity against Aspergillus niger.

Key words: Essential oils, Eucalyptus globulus, Eucalyptus radiata, Anti-inflammatory activity,
Antimicrobia activity.
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