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Abstract:

This study is part of a research project investigating the antibacterial activity of aromatic and
medicinal plants in Algeria. We focused on two commonly used plants, namely bay leaf and
eucalyptus. The essential oils were extracted using the hydrodistillation technique, yielding
0.58% for bay leaf and 0.56% for Eucalyptus globulus.

The obtained results demonstrate the effectiveness of the essential oils from Eucalyptus
globulus and Laurus nobilis, as well as their combination, in inhibiting the growth of the
tested bacterial strains, particularly Escherichia coli and Staphylococcus. The observed
zones of inhibition indicate significant antimicrobial activity important. These findings
suggest that Gram-positive bacteria are more susceptible to the tested essential oils compared
to Gram-negative bacteria. Furthermore, the essential oils exhibited zones of inhibition
ranging from 12.29 to 17.37 mm. In conclusion, these results highlight the varying
sensitivities of different bacterial strains to the tested essential oils, which is crucial for
selecting appropriate treatments for specific bacterial infections.

Keywords: Essential oils, bay, Eucalyptus , antibacterial activity.




Résumé

Cette ¢tude fait partie d'une recherche sur l'activité antibactérienne des plantes aromatiques
et médicinales en Algérie. Nous avons mené une étude sur deux plantes largement utilisées
par la population locale, a savoir le laurier et l'eucalyptus. Les huiles essentielles ont été
extraites par la technique d’hydrodistillation, avec un rendement de 0,58 % pour le laurier
et 0,56 % pour ['Eucalyptus globulus. .

Les résultats obtenus montrent 'efficacité des huiles essentielles d'Eucalyptus globulus et de
Laurus nobilis, ainsi que de leur mélange, dans la suppression de la croissance des souches
bactériennes étudiées, notamment Escherichia coli et Staphylococcus. Les zones d'inhibition
observées d'un pouvoir antibactérien trés important.

Ces résultats indiquent que les bactéries a Gram positif sont plus sensibles aux huiles
essentielles testées par rapport aux bactéries a Gram négatif. Les huiles essentielles ont
¢galement montré des zones d'inhibition allant de 12,29 4 17,37 mm.

En résumé, ces résultats suggerent que différentes souches bactériennes ont des sensibilités
variables aux huiles essentielles testées, ce qui est important pour choisir le traitement

approprié pour une infection bactérienne spécifique.

Mots-clés : Huiles essentielles, laurier, Eucalyptus globulus, activité antibactérienne,
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[Introduction]

Les plantes médicinales sont utilisées depuis I'Antiquité pour traiter diverses maladies et
affections. Malgré les avancées scientifiques et medicales modernes, ces plantes
médicinales continuent de jouer un réle important dans I'amélioration de la santé de la
population, et l'intégration de techniques modernes permet d'évaluer de maniére plus
précise leur potentiel thérapeutique. Cependant, il est essentiel de mener des recherches
approfondies pour garantir leur sécurité et leur efficacité avant de les utiliser comme

médicaments (Boukhatem et al., 2019).

De nombreuses plantes medicinales ont fait l'objet de recherches scientifiques
approfondies, ce qui a permis de mieux comprendre leurs propriétés médicinales et les
mécanismes d'action de leurs composeés actifs. Par exemple, on sait que certaines plantes
ont des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes, antimicrobiennes ou analgésiques.
Toutes les plantes médicinales ne sont pas sans danger et leur utilisation doit étre encadrée
de maniere appropriée. Certains produits a base de plantes peuvent interagir avec d'autres
médicaments, provoquer des effets indésirables ou étre contre-indiqués pour certaines
personnes, comme les femmes enceintes ou les personnes atteintes de certaines affections
médicales (Damiani et al., 2013 ; Luis et al., 2016).

Dans cette étude, nous avons exploré l'utilisation de deux plantes médicinales largement
répandues dans le monde en raison de leurs riches compositions chimiques et de leurs
effets thérapeutiques potentiels : I'Eucalyptus globulus et le Laurus nobilis. Ces deux
plantes sont parmi les plus utilisées dans le domaine médicinal (Boukhatem et al., 2019).
En raison des nombreux composants chimiques bénéfiques qu'elles renferment. Leurs
propriétés thérapeutiques sont diverses et peuvent étre exploitées pour traiter différents
troubles et affections (Goudjil et al., 2015 ; Caputo et al., 2017).

Ce mémoire est structuré en trois chapitres qui décrivent les étapes successives de cette

étude.

-Le premier chapitre offre un rappel bibliographique concis sur les huiles essentielles, en
mettant I'accent sur leurs propriétés biologiques, ainsi que sur les plantes aromatiques

spécifiques étudiees, telles que I'Eucalyptus globulus et le Laurus nobilis (laurier noble).

-Dans le deuxiéme chapitre, nous détaillons les procédures expérimentales utilisées dans

cette étude.
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-Enfin, le troisieme chapitre est consacré a la discussion des résultats expérimentaux
obtenus. Notre travail se termine par une conclusion ainsi que les perspectives pour de
futures études portant sur les huiles essentielles des plantes mentionnées, notamment

I'Eucalyptus globulus et le Laurus nobilis, en mettant lI'accent sur leurs bonnes activités
biologiques.




Chapitre | [Etude Bibliographique]




Chapitre I [Etude Bibliographique]

1. Eucalyptus :

1.1. Synonymes et Nomenclature :

Synonymes : Gommier bleu, Eucalyptus globulus, Arbre de fiévre, Eucalyptus Officinalis.
Nomenclature : En frangais, il est appelé par plusieurs noms tels qu’Eucalyptus, arbre de la
fievre, gommier bleu. En anglais, il est connu sous le nom de "blue gumtree™ et en arabe, il
est appelé Kalitus, Kalatus (Goetz P ; Ghadira K., 2012).

En Algérie, les noms vernaculaires les plus courants sont Calitouss, Calibtus, et Kafor. Ces
noms sont utilisés dans différentes régions algériennes (Daroui M., 2012).

Etymologie : Le terme "globulus™ fait référence a la forme de I'opercule du fruit
(Boukhatem M., 2018 ; Pauline E., 2019).

1.2. Description botanique d'Eucalyptus globulus :

L'Eucalyptus globulus est un arbre ornemental a croissance rapide, pouvant atteindre
jusgu'a 100 metres de haut. Son tronc est lisse et sa couleur varie du blanc au gris
(Garbiras B., 1999 ; Koziol N., 2015)

1.2.1. Feuilles :
Les feuilles d'Eucalyptus globulus sont vert-gris, allongées et légerement falciformes,
mesurant environ 25 cm de long. Elles sont épaisses, rigides et coriaces, avec des nervures
jaunes et des taches brun foncé. Les boutons floraux sont en forme de toupie avec un
opercule aplati Figure01 (Pauline E., 2019 ; Daroui M., 2012)

'

Figure 01 : Photographie Eucalyptus globulus (Daroui M., 2012)

1.2.2. Fleurs :
Les fleurs blanches de I'Eucalyptus globulus, solitaires ou groupées par 2 ou 3,
apparaissent au printemps. Elles ont un calice en forme de toupie bosselée avec un

opercule qui se détache lors de la floraison, laissant apparaitre de nombreuses étamines.
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Les fleurs sont bisexuées et fournissent un nectar abondant pour les abeilles qui en font du
miel (Koziol N.,2015 ; Daroui M., 2012) Figure 02.

Figure 02 : Fleur d'Eucalyptus globulus (Pauline E., 2019).

1.2.3. Fruits :

Le fruit de I'Eucalyptus globulus est une capsule anguleuse renfermant deux types de
graines. Les fruits mesurent de 1,5 a 2,5 cm de diameétre, ont une capsule tres dure et
s'ouvrent par des valves sur le dessus pour libérer de nombreuses petites graines (Koziol,
N., 2015 ; Daroui M., 2012).

1.2.4. Ecorce :

L'écorce de l'arbre est lisse, de couleur blanche bleuétre, et se détache en grandes laniéres
qui pendent le long du tronc et des branches principales Figure03

(Koziol N., 2015 ; Daroui M., 2012 ; Pauline E., 2019 ; Menager H., 1952)

Figure 03 : Ecorce d'Eucalyptus globulus (Koziol N., 2015).
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1.2.5. Racines :

Les racines de I'Eucalyptus globulus s'étendent horizontalement dans le sol, ont une forte
capacité d'absorption des nutriments du sol, adaptée a l'assainissement des sols marécageux
(Koziol N.,2015 ; Daroui M., 2012).

v Culture d'Eucalyptus globulus :
Il préfére une exposition ensoleillée, des sols bien drainés et irrigués, et peut tolérer des
vents modérés, des embruns occasionnels et des péeriodes de gel jusqu'a -7C° (Pauline

E., 2019).

1.3. Classification dans la systématique botanique :

Tableau 01 : Classification d’Eucalyptus globulus (Ghedira K., 2008).

Regne : Plante Classe : Magnoliopsida | Famille : Myrtaceae

Sous-Régne : Tracheobionta | Sous-classe : Rosidae | Genre : Eucalyptus

Division : Magnoliophyta Ordre : Myrtales Espece : globulus

v Nom botanique : Eucalyptus globulus, Labill. s s\l (s 5 <1l

1.4. Composition chimique :
Le genre Eucalyptus globulus contient principalement :

o Huile essentielle : comprenant des oxydes terpéniques tels que le 1,8-cinéole, des
monoterpenes tels que l'alpha-pinéne, le limonene, le gamma-terpinéne et le
paracymene, ainsi que des sesquiterpénes tels que I'aromadendrene et des
sesquiterpénols comme le globulol et le Iédol.

« Flavonoides : comprenant des hétérosides de flavones avec des aglycones tels que
la quercétine, la myricétine, le kaempferol et la rutine.

o Tanins : ces composants chimiques sont caractéristiques des Eucalyptus et

contribuent a leurs propriétés et utilisations diverses (Daroui M., 2012).
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Tableau 02 : Composition chimique (%) des huiles essentielles obtenues des feuilles
d’Eucalyptus globulus (Djenane D., 2011).

Composé Pourcentage
a-Pinéne 2,30
p-Cymeéne 1,07
1,8-Cineole 81,70
a-Phellandréne 0,08
a-Terpinene 0.02
y-Terpinéne 8.50
Terpinéne-4-ol 0.08
Acétate a-Terpinyl 0.10
B-Caryophylléne 0.04
Total identifié (%) 93.89

1.5. Utilisation des huiles essentielles d’Eucalyptus globulus
Les huiles essentielles d'Eucalyptus globulus sont utilisées par voie interne et externe :

v" Utilisation interne :
Inflammation et infection des voies respiratoires (bronchite, sinusite, rhume, etc.).
Infusion : en infusant 2-3 g de feuilles séchées dans 150 ml d'eau bouillante pendant 10
minutes. Consommez deux tasses par jour.
Inhalation : Inhalez de la vapeur d'eau contenant quelques gouttes d'huile essentielle
pendant 15 minutes maximum, jusqu'a trois fois par jour, en utilisant un inhalateur ou un

bol d'eau chaude avec une serviette sur la téte (Juergens U., 2003).

v' Utilisation externe :
Inflammation et infection des voies respiratoires
Friction et massage : Appliquez les huiles essentielles sur la peau en les diluants avec une
huile végétale. Privilégiez les passages veineux tels que le poignet ou le coude. Evitez
I'application directe des huiles essentielles non diluees. Utilisez des huiles végétales telles

que noix de coco, amande douce, olives... pour les diluer.
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Mal de gorge
Gargarisme : infuser les feuilles sechées (2-3 g dans 100 ml d'eau bouillante) filtrées et
refroidies, deux a trois fois par jour. Ou diluez 2 a 3 gouttes d'huile essentielle dans 5 ml

d'alcool, puis ajoutez 50 ml d'eau pour préparer un gargarisme.

Hygiéne buccale Rince-bouche
Faites un bain de bouche avec 2-3 gouttes d'huile essentielle d'Eucalyptus diluées dans 5

ml d'alcool et 50 ml d'eau, deux a trois fois par jour.

Douleurs rhumatismales
Appliquez 15 a 20 gouttes d'huile essentielle diluées dans 25 ml d'huile végétale sur les

articulations douloureuses, trois fois par jour.

Mal de téte
Appliquez 1 a 2 gouttes d'huile essentielle diluées dans de I'huile végétale sur les tempes et

le front, en évitant le contour des yeux (Juergens U., 2003)

1.6. Propriétés médicinales :

L'huile a des propriétés rafraichissantes et fébrifuges, bénéfiques pour le systeme
respiratoire. Elle facilite I'élimination des glaires, a des effets anti-infectieux et
antiseptiques, et offre des bienfaits antirhumatismaux, stimulants, tonifiants et

antibiotiques naturels (Tesche S., 2008).

2. Laurus nobilis :

2.1. Description botanique :

Laurus nobilis est un arbuste ou un arbre aromatique appartenant a la famille des
Lauraceae. Il mesure entre 2 et 10 meétres de hauteur, avec des feuilles coriaces et des
fleurs jaune-vert pale. Les fruits sont des drupes ovoides contenant une seule graine. Cette
plante pousse dans des foréts ombragées pres des cotes et est couramment cultivée dans
plusieurs pays (Barla A., 2007).

Laurier noble (Laurus nobilis) est un arbuste originaire d’Asie Mineure, retrouvé dans

I’ensemble du bassin méditerranéen (Ghania Y., 2011).
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Rameau

Fruit

Figure 04 : Aspect morphologique de Laurus nobilis (Beloued A., 2005)

2.1.1. Feuilles :

Laurus nobilis, se caractérise par un feuillage dense, vert foncé et persistant. Ses rameaux
sont minces et lisses, tandis que ses feuilles sont étroitement lancéolées, oblongues et
coriaces, souvent utilisées a des fins ornementales ou culinaires Figure 05 (Demir V., 2004
; Ghania Y., 2011).

2.1.2. Fleurs :

Les fleurs du laurier nobilis sont petites et discrétes, d'un ton jaune-vert pale, et sont
généralement disposées en paires a coté d'une feuille. La plante est dioique, avec des fleurs
males et femelles sur des plantes distinctes. Les fleurs males ont entre 8 et 12 étamines
avec deux glandes a la base, tandis que les fleurs femelles ont 2 a 4 staminodes. Les fleurs
donnent ensuite naissance aux fruits qui sont appréciés pour leur saveur et leur aréme
distinctifs Figure 05 (Demir V., 2004 ; Ghania Y., 2011).

2.1.3. Fruits :

Les fruits de Laurus nobilis sont des drupes ovoides de 10 a 15 mm de diametre,
ressemblant a des baies noires brillantes. Ils contiennent une seule graine a l'intérieur et
sont utilisés a des fins culinaires pour leur ardbme et leur saveur distinctifs. Ces fruits,
également appelés baies de laurier, sont couramment utilisés dans de nombreuses

préparations culinaires Figure 05 (Demir V., 2004).
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@) ®) ©
Figure 05 : Photographies de L nobilis ; (a) : feuilles, (b) : fleurs, (c) : fruits (Haddouchi
F., 2008)

2.2. Classification botanique de Laurus nobilis :

Il est également connu sous le nom de laurier-sauce ou laurier d'Apollon, appartient a la
famille des Lauraceae. Les Angiospermes, ou plantes a fleurs, dont les plus connues sont
celles de Cronquist et APG IlIl. La classification APG Ill, basée sur la phylogénie
moléculaire, est actuellement la plus utilisée. En revanche, la classification de Cronquist,
qui s'appuie sur la morphologie, lI'anatomie et les caracteres biochimiques, est en train

d'étre progressivement remplacée (Quezel P., Santa S., 1962 ; Briot C., 2016).

Tableau 03 : Classification botanique de Laurus nobilis (Abu-Dahab R., 2014 ; Quezel
P., Santa S., 1962).

Régne Plantes
Sous régne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement | Angiospermes

Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Laurales

Famille Lauraceae
Genre Laurus

Espéce Laurus nobilis,L.
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2.3. Composition chimique de I’huile essentielle de L. nobilis.

L'huile essentielle de laurier noble est un mélange complexe de plus de 276 composés
actifs, avec des molécules telles que le 1,8-cinéole, le B-linalol, I'eugenol, le terpinéol et le
limonéne parmi les principaux (Ouibrahim, 2015).

Des études ont analysé la composition des huiles essentielles de différentes parties de la
plante. Ces analyses ont montré des variations qualitatives et quantitatives significatives
entre les huiles essentielles provenant de différentes parties de la plante. Par exemple,
I'huile essentielle de feuilles est riche en 1,8-Cinéole, en B-Linalol et en eugenol, tandis que
l'huile essentielle de baies est riche en sabinéne, en B-pinéne et en myrcéne. Enfin, I'huile
essentielle de branches est caractérisée par une teneur élevée en a-pinéne, en B-pinene et en
limonene (Briot C., 2016).

L’analyse de la composition chimique de I’HE de L. nobilis par CG-SM a permis de
dénombrer 17 substances, dominées par la présence de 1,8-cineole (35.31 %), B-linalol
(22.52 %),eugenolmethylether (9.17 %), camphene (7.37 %) et 3-caréne (5.39 %), ce qui
représente 96,95 % du total. Les monoterpenes constituent le groupe chimique majoritaire
avec le B-linalol (22,52 %) et le camphene (7,37 %). La classe des sesquitérpénes est
principalement représentée par les lactones sesquiterpénes notamment le cardinéne (0,32
%) et le caryophyllene (0,22 %) Figure 06 (Ozcan B., 2010 ; Chahal K., 2017).

55 S

e /Sb el i
A e =

Sabimens T-Phellandrene
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Figure 06 : Structure des composés présents dans [’huile essentielle de laurier

(Ouibrahim A., 2015)
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Tableau 04 : Composition chimique d 'Huile essentielle du L. nobilis (Simiti M., 2003)

Les composants Le temps de | Surface du pic | Quantité en %
rétention

a- Pinéne 3.663 12748929 0.89640921
3-Caréne 4.497 76733841 5.39534904
a-Limonene 5.891 43240398 3.04034096
1,8-Cinéole 6.285 502269866 35.3158555
y-Terpinéne 7.562 14651194 1.03016224
p-Linalol 10.412 320365784 22.5257227
4-Terpineol 12.833 29790547 2.09464816
a-Terpineol 14.196 45293431 3.18469486
a-Terpineolacetate | 17.929 4247002 0.29861737
Camphéne 19.165 104923164 7.37741112
Isoeugenol 22.17 41769277 2.93690275
Eugenolmethylether | 23.434 130506761 9.17625807
A-Cadinéne 24.007 4574595 0.32165126
a-Caryophylléne 24.786 3206549 0.22546051
Isopulegolacetate 25.855 8603251 0.60491618
a-Spathulenol 29.137 20397912 1.43422841
a-Cadinol 31.79 12296625 0.86460658
TOTAL 96,95

2.4. Utilisation de la plante Laurus nobilis :

Les feuilles de laurier sont utilisées comme épice aromatique dans de nombreux plats,
ajoutant leur aréme distinctif aux soupes, rago(ts, sauces et autres préparations culinaires
(Kivcak B., 2002 ; Qnais E., 2012).

Il est consideré comme un remeéde efficace contre les hémorroides, les rhumatismes, les
maux d'estomac et comme diurétique. Des études ont confirmé les propriétés anti-
inflammatoires et antioxydantes des feuilles de laurier, soutenant ainsi leur potentiel en tant

gue remede naturel (Mufiiz-Marquez D., 2013).

11
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2.5. Propriétés thérapeutiques :

L’huile de laurier est utilisé en phytothérapie pour traiter diverses affections telles que les
entorses, les problemes digestifs, les maux d'oreille et pour favoriser la transpiration. Elle
est notamment reconnue pour ses propriétés anti-infectieuses, antibactériennes, antivirales
et antifongiques, ce qui en fait un allié¢ efficace pour lutter contre les infections
respiratoires et cutanées (Fang F., 2005).

Gréce a sa richesse en 1,8-cinéole, I'huile essentielle de laurier noble est un excellent
expectorant et mucolytique, ce qui en fait un choix de premier plan pour soulager les
symptomes des affections respiratoires telles que la bronchite, la sinusite, la toux et le
rhume (Maatallah S., 2016).

Enfin, I'huile essentielle de laurier noble est un tonique géneéral qui stimule le systeme
immunitaire et la circulation sanguine, améliore la digestion et renforce les défenses
immunitaires contre les nausées et les vomissements (Maatallah S., 2016).

Cependant, il est important de noter que l'utilisation de I'huile essentielle de laurier noble
doit étre effectuée avec prudence, car elle peut étre irritante pour la peau et les muqueuses,
et peut étre toxique a fortes doses. Il est donc conseillé de toujours diluer I'huile essentielle
dans une huile végétale avant utilisation, et de respecter les précautions d'emploi
recommandées (Maatallah S., 2016).

3. Huiles essentielles

3.1. Définitions

Les huiles essentielles sont des substances naturelles hautement concentrées extraites a
partir de plantes, notamment des fleurs, des feuilles, des tiges, de I'écorce et des racines.
Sont des substances volatiles aux odeurs caractéristiques produites par les plantes
(Bourrain J., 2013). Elles sont obtenues par différentes méthodes. Ces mélanges
complexes de molécules comprennent des alcools, des terpénes, des cétones, etc. (Khaled
B., 2020). Les huiles essentielles, utilisées depuis des milliers d'années, possédent de
nombreuses propriétés bénéfiques grace a leur composition chimique complexe. Elles ont
des effets antiseptiques, antiinflammatoires, antibactériens, antioxydants, antifongiques,
antiviraux, relaxants, revitalisants, etc. Chaque huile essentielle a ses caractéristiques et
utilisations spécifiques (Kalemba D., 2003 ; Bastien C., 2008).

12
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Les huiles essentielles peuvent étre utilisées par inhalation, application diluée sur la peau,
ingestion (sous conditions spécifiques) ou ajoutées a des produits tels que lotions, savons
ou bougies parfumées (Kalemba D., 2003).

Les huiles essentielles sont puissantes et nécessitent une utilisation prudente. Consultez un
professionnel de la santé avant utilisation, surtout en cas de problemes de santé, de
grossesse ou de prise de médicaments (Burt S., 2004 ; Kalemba D., 2003).

3.2. Propriété physico-chimique :

Les huiles essentielles ont des propriétés physico-chimiques distinctives :

-Volatilité : elles sont volatiles et se diffusent facilement pour libérer leurs ardmes et
bienfaits. (Bayala B., 2014).

-Miscibilité : elles sont insolubles dans I'eau mais peuvent étre diluées dans des solvants
organiques tels que I'alcool ou les huiles végétales avant utilisation (Bayala B., 2014).
-Densité : elles ont une densité inférieure a celle de I'eau, ce qui les fait flotter a la surface
de l'eau, ce qui est exploité dans certaines techniques d'extraction et de distillation
(Degryse A., 2008).

-Point d*ébullition : Chaque huile essentielle a son propre point d'ébullition, déterminé par
sa composition chimique complexe.

-Indice de réfraction : L'indice de réfraction des huiles essentielles est unique et peut étre
utilisé pour les distinguer et les identifier.

-Solubilité dans les lipides : elles se mélangent facilement avec les lipides, ce qui les rend
idéales pour les produits cosmétiques et les massages. Leurs propriétés physico-chimiques
varient en fonction de leur plante d'origine et de leur composition spécifique.

3.3. Répartition et localisation :

3.3.1. Répartition

Les huiles essentielles se trouvent principalement dans les plantes a fleurs, avec environ 17
500 especes aromatiques réparties dans différentes familles botaniques. Elles peuvent étre
présentes dans les fleurs, les feuilles, les écorces, les racines, les bois, les fruits et les
graines. La composition chimique des huiles essentielles varie selon la partie de la plante
utilisée. Une méme espéce vegétale peut produire des huiles essentielles différentes selon

ses fleurs, ses feuilles ou ses fruits, avec des propriétés et des ardmes uniques.

13
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La diversité des huiles essentielles dépend de I'espéce végétale, de la partie utilisée et des
conditions de croissance, offrant ainsi une grande variété sur le marché (Elhouiti F., 2017
; Bellakhdar J. 1997).

3.3.2. Localisation

Les huiles essentielles sont synthétisées et stockées dans des structures spécialisees sur les
plantes, telles que des cellules, des poils, des poches ou des canaux sécréteurs. Leur
présence varie selon I'espece végétale et les conditions de manipulation (Elhouiti F., 2017
; Quintans J., 2019).

3.4. Composition chimique :

Elles sont composees de plus de 300 composés chimiques volatils différents, regroupés en
catégories principales. La connaissance précise de ces constituants est essentielle pour
évaluer la qualité, les propriétés et la toxicité potentielle des huiles essentielles
(Couic-Marinier F., 2013).

Les terpénes et les terpénoides constituent le groupe principal de composés présents dans
les huiles essentielles. lls sont majoritairement des monoterpénes et des sesquiterpénes, qui
conferent aux huiles essentielles leurs arémes caractéristiques. Les monoterpenes courants
comprennent le limonéne, le pinéne et le linalol, tandis que les sesquiterpénes comprennent
le caryophylléne et le farnéséne.

Elles contiennent des composes aromatiques phénoliques, tels que I'eugénol, le thymol et le
carvacrol, qui leur conférent des propriétés antiseptiques et antioxydantes. Elles renferment
également d'autres composés, tels que des alcools, des cétones, des esters, des aldéhydes et
des oxydes, qui contribuent a leur aréme et a leurs propriétés spécifiques (Couic-Marinier
F., 2013).

La composition des huiles essentielles varie selon la plante, les conditions de croissance et
I'extraction. Cette diversité de composés crée des huiles essentielles riches, complexes et

aux propriétés variées et bénéfiques.

3.4.1. Composés terpéniques :

Les terpénes, composés isopréniques, dominent les huiles essentielles avec des
monoterpenes et des sesquiterpenes comme principaux constituants. Les diterpénes sont
moins fréquents. Les terpénes sont des hydrocarbures de formule générale (C5 H8) Figure
07 (Khaled B., 2020 ; Elhouiti F., 2017).
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Acide mevalonique— IPP + pyrophosphate de B.p—diméthylallyle

|

Autres monoterpenes (Cyo)-=— Géranyl pyrophosphate (GPP)
(2xGCs5)

GPP - IPP —» tout-trans-farnésyle pyrophosphate (3 x Cs)
(FPP)

l

Autres sesquiterpeénes (Cys)

FPP + IPP — Géranylgéranyle pyrophosphate — Autres diterpenes (C,yq)
(4x Cs)

Figure 07 : Biosynthese des terpénes (Bakkali et al., 2008 ; Beraoud L., 1991)

3.4.2. Composés aromatiques :

Les huiles essentielles contiennent également des composés aromatiques dérivés du
phénylpropane (C6-C3), moins fréquents que les terpenes. Parmi eux, on trouve la
vanilline, l'eugénol et lI'anéthole, présents dans les huiles essentielles de certaines plantes
de la famille des Apiacées et caractéristiques de I'huile essentielle de vanille (Khaled B.,
2020 ; Elhouiti F., 2017 ; Bruneton J., 2009)

3.4.3. Composés d’origines diverses :

Les huiles essentielles peuvent contenir divers composés issus de la transformation de
molécules non volatiles. Cela inclut les dégradations des acides gras et des terpenes, ainsi
que la présence possible des composés azotés ou soufrés. Des produits de masse
moléculaire plus élevée, tels que des homologues de phénylpropanes et des diterpénes,
peuvent également étre présents et nécessiter une extraction par solvants (Khaled B., 2020
; Elhouiti F., 2017).

3.5. Techniques d’extraction des huiles essentielles :

L'extraction des huiles essentielles (HEs) a partir de sources végétales sélectionnées
implique la récupération de composés spécifiques présents en faible quantité. Les
nouveaux procédés d'extraction varient en fonction du type de matériau végétal et des
composés ciblés tels que les flavonoides, les huiles essentielles et les tanins. (Halima N.,
2020 ; Alitonou G., 2004).
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3.5.1. Hydrodistillation :

Elle implique I'immersion du matériel végetal dans un ballon contenant de l'eau, qui est
ensuite portée a ébullition. Les composeés volatils s'évaporent et se concentrent a la surface
froide, permettant la séparation de I'huile essentielle en fonction de sa densité. Cependant,
elle a des inconvénients tels que la déshydratation de la matiére végétale, ce qui peut
altérer la composition et les propriétés chimiques des huiles essentielles Figure 08
(Boukhatem M., 2019 ; Lucchesi M., 2005).

lEaufroide

||

Chauffe ballon Distillat

Figure 08 : Schéma du principe de la technique d'hydrodistillation (Boukhatem M., 2019)

3.5.2. Distillation par entrainement a la vapeur d'eau :

La chaleur de la vapeur fait libérer les composés volatils des plantes, qui sont ensuite
récupérés lors de la condensation de la vapeur. Cette méthode améliore la qualité de I'huile
en minimisant les altérations hydrolytiques Figure 09 (Boukhatem M., 2019 ; Lucchesi
M., 2005).

—~

1. Eau et production de vapeur , 2. Vase a fleurs , 3. Matiére végétale , 4. Parcours de
la vapeur , 5. Serpentin dans le réfrigérant , 6. Sortie de I’ Huile Essentielle et de I’hydrolat
Figure 09 : Résumé du principe de la distillation a la vapeur d’eau (Boukhatem M.,
2019).
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3.5.3. Extraction par micro-ondes :

L'extraction assistée par micro-ondes est une technologie innovante qui combine
I'utilisation des micro-ondes avec d'autres méthodes traditionnelles d'extraction. Dans ce
systeme, la matiere végétale est chauffée dans une enceinte a micro-ondes scellée, ou la
pression est constamment reduite. Les composés volatils sont transportés par la vapeur
d'eau générée a partir de I'humidité contenue dans la plante. lls sont ensuite récupérés en
utilisant des méthodes conventionnelles telles que la condensation de la vapeur et la
stabilisation des composés extraits. Des études ont montré que cette technique présente
plusieurs avantages, notamment une réduction du temps de production, l'utilisation d'une
quantité réduite de solvant liquide et une efficacité d'extraction élevée Figure 10
(Lucchesi M., 2005).
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Figure 10 : Extraction par micro-ondes (Lucchesi M., 2005)

3.6. Préservation des huiles essentielles :

Elle est un défi en raison de la sensibilité des molécules qu'elles contiennent. Il est essentiel
de les stocker dans des conditions minimisant I'exposition a l'air, a la lumiére et a la
chaleur pour préserver leur qualité et intégrité chimique (Khaled B., 2020 ; Elhouiti F.,
2017).

4. Activités biologiques :
Le rble des huiles essentielles dans les plantes reste peu connu, mais leur diversité
moléculaire leur confére une grande variété de caractéristiques biologiques. Leur

utilisation a évolué vers une approche plus scientifique, grace a des études de recherche
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confirmant leurs propriétés antimicrobiennes, antioxydantes, antitoxiques, antivenimeuses,
antivirales, antiparasitaires et anticancéreuses. Les huiles essentielles possédent des
propriétés antioxydants qui protegent contre les dommages cellulaires liés au vieillissement
et au stress oxydatif. (Favier A., 2003).

Des études récentes ont révelé les propriétés anticancéreuses potentielles des huiles
essentielles, leur permettant d'induire la mort des cellules cancéreuses et d'inhiber leur
croissance. Les découvertes scientifiques fournissent une base solide pour l'utilisation
thérapeutique des huiles essentielles, mais des recherches supplémentaires sont necessaires
pour mieux comprendre leurs mécanismes d'action et leurs applications spécifiques en
sante (Valnet M., 2005 ; Ngakegni L., 2012).

4.1. Activités antioxydants :

4.1.1. Antioxydants :

Les huiles essentielles sont prometteuses en tant qu'alternatives naturelles aux antioxydants
synthétiques en raison de leur activité antioxydant attribuée a leurs composes
hydroxyphénoliques qui neutralisent les radicaux libres responsables du stress oxydatif et
des dommages cellulaires (Dacosta Y., 2003).

Les études ont confirmé les effets antioxydants des huiles essentielles en protégeant les
cellules contre les especes réactives de I'oxygeéne, inhibant la peroxydation lipidique et

améliorant le statut antioxydant de I'organisme Figure 11 (Haddouchi F., 2008).

\ Y / \ | /
Un radical libre est un élément dans Les antioxydants ont des électrons en
lequel il manque un électron dans la « surplus » qui peuvent neutraliser
derniére couche d'électron : I'un les radicaux libres.

d'eux est « célibataire ».

Figure 11 : Radicaux libres et anti-radicaux libres

Source : Huiles essentielles antioxydantes — Laboratoire Dumani

Les huiles essentielles offrent une alternative naturelle aux antioxydants synthétiques, avec
des applications potentielles dans la nutrition, la cosmétique et la médecine. Leur activité
antioxydante varie en fonction de leur composition, de leur origine végétale et des

méthodes d'extraction. Des recherches approfondies sont nécessaires pour mieux
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comprendre leurs mécanismes d'action et leurs propriétés specifiques (Olayinka E., 2012 ;
Luis., 2015).

Par exemple ; La réaction de test DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est une méthode
couramment utilisée pour évaluer l'activité antioxydant des composés (Blois M., 1958). Le
DPPH est un radical libre stable et violet qui devient incolore lorsqu'il est réduit par un
antioxydant. Cette réaction est mesurée par spectrophotométrie, ou la diminution de
I'absorbance a une longueur d'onde spécifique indique I'activité antioxydant du composé
testé. Plus I'absorbance diminue, plus I'activité antioxydant est élevée. La réaction de test
DPPH est largement utilisée dans la recherche sur les antioxydants et permet de comparer
I'efficacité antioxydante de différents composés ou extraits Figure 12 (Sanchez-Moreno
C., 2002 ; Secula M., 2011).

VIOLET

Figure 12 : Réaction de test DPPH (2,2 Diphényle-1-picryl-Hydrazyle) (Secula M., 2011)
4.1.2. Antioxydants naturels :

Les antioxydants naturels protégent contre les dommages oxydatifs en neutralisant les
espéces réactives de I'oxygeéne, avec des mécanismes spécifiques pour chaque antioxydant.
La vitamine E, par exemple, est capable de piéger I'oxygene singulet et de réagir avec le
radical hydroxyle (He L., 2017), agissant ainsi comme un antioxydant puissant. De méme,
la vitamine C est un piégeur efficace des anions superoxydes, du peroxyde d'hydrogéne et
de I'oxygéne singulet (Adwas A., 2019).

Les caroténoides, quant a eux, jouent un rdle protecteur en désactivant les espéces
électroniquement activées, telles que lI'oxygene singulet, ainsi que les radicaux peroxydes
et alkyles réactifs. Ces composés aident a prévenir les dommages oxydatifs et a maintenir
I'intégrité des cellules (Wollinger A., 2016 ; He L., 2017).
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Le zinc et le sélénium agissent comme des antioxydants pour prévenir les dommages
causés par les espéces réactives de I'oxygene, assurant la santé et le fonctionnement

optimal des systémes biologiques (Delattre C., 2005 ; He L., 2017).

4.2. Activité antibactérienne des huiles essentielles

Depuis 1881, les huiles essentielles ont été reconnues pour leurs propriétés
antibactériennes contre un large éventail d'especes bactériennes (Kalemba D., 2003 ; Burt
S., 2004).

L'activité antibactérienne des huiles essentielles peut varier selon la souche bactérienne et
I'huile utilisée, pouvant étre bactéricide ou bactériostatique.

Les huiles essentielles sont efficaces contre les bactéries Gram positif et Gram négatif, bien
que ces derniéres soient généralement considérées comme moins sensibles en raison de
leur membrane externe supplémentaire (Burt S., 2004 ; Oussou K., 2009 ; Gabriel 1.,
2013).

4.2.1. Mode d'action des huiles essentielles sur les bactéries

Le mode d'action des huiles essentielles sur les bactéries reste complexe et peu compris au
niveau moléculaire (Kalemba D., 2003 ; Burt S., 2004 ; Guinoiseau E., 2010). Les huiles
essentielles agissent sur les bactéries en perturbant la membrane cellulaire, altérant le
transport des nutriments, perturbant le gradient ionique et dégradant les enzymes
membranaires.

Certains composés des HEs peuvent inhiber des processus cellulaires clés tels que la
décarboxylation des acides aminés, la synthése de I'ADN, de I'ARN, des protéines et des
polysaccharides. De plus, certains composés phénoliques de faible poids moléculaire
peuvent se fixer aux protéines et aux lipopolysaccharides membranaires, atteignant ainsi la
membrane intérieure, qui est plus vulnérable aux altérations (Dorman H., 2003 ; Carson
C., 2002 ; Ulter W., 2010 ; Burt S., 2004 ; Giordani R., 2008).

En résumé, le mode daction des huiles essentielles sur les bactéries implique une
combinaison de perturbations de la membrane cellulaire, du transport membranaire des
nutriments, de la production d'énergie cellulaire, de la stabilité membranaire, ainsi que de
I'inhibition de processus cellulaires essentiels tels que la synthése des acides nucléiques et
des protéines. Cependant, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour mieux

comprendre les mécanismes moléculaires spécifiques impliqués dans ['activité
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antimicrobienne des huiles essentielles Figure 13.

Auto-inductewrs (molecule du Quorum sensing) Coagulation des protéines

Fuite des constituants|
cytoplasmiques
(métabolites etions)

Force
proton
motrice

Paroi cellulaire Protéines membranaires
————————

Figure 13 : Mécanismes d’action des huiles essentielles sur la cellule bactérienne
(Bouyahya A., 2018).

4.2.2. Activité antibactérienne d’E.globulus :

Selon des études menées sur les propriétés de I'Eucalyptus, cette plante s'est avérée avoir
des activités antibactériennes et antifongiques importantes (Yala J., 2016 ; Ezzriouli R.,
2023 ; Ben Jamaa et al., 2012). En effet, les huiles essentielles extraites des feuilles
d'eucalyptus ont montré une forte activité antibactérienne contre Escherichia coli et
Staphylococcus (Ezzriouli R., 2023 ; BenJamaa J., 2012). Ces résultats montrent que
I'eucalyptus peut étre un remede naturel efficace contre les infections bactériennes et
fongiques, ainsi qu'un antioxydant potentiel pour la santé humaine. Cependant, il convient
de noter que des recherches supplémentaires sont nécessaires pour confirmer ces résultats

et déterminer les doses appropriées pour une utilisation sire et efficace de I'Eucalyptus.

4.2.3. Activité antibactérienne de L nobilis :

Des études ont montré que I'huile essentielle extraite des feuilles de Laurus nobilis
(communément appelé laurier) possede une puissante activité antimicrobienne contre un
large spectre de micro-organismes (Alejo-Armijo A., 2017 ; Fidan H., 2019). Cette
activité peut étre due a la présence de 1,8-Cinéole et de Terpénes, qui sont les principaux
constituants de I'huile essentielle de laurier (Alejo-Armijo A., 2017). De plus, ces huiles
essentielles sont également efficaces contre certains microorganismes résistants aux
antibiotiques, comme les tétracyclines (Fidan H., 2019). Les résultats de ces études
suggerent que l'utilisation de [I'huile essentielle de Laurus nobilis pourrait étre une
alternative naturelle efficace pour lutter contre les infections bactériennes. 1l est également
important de noter que des études antérieures ont indiqué que les composes

polyphénoliques sont responsables de I'activité antimicrobienne des extraits de plantes
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(BenJamaa J., 2012). Cependant, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour
confirmer ces résultats et pour déterminer les doses appropriées pour une utilisation sdre et

efficace de I'nuile essentielle de Laurus nobilis.

4.3. Méthodes d’évaluation de I’activité antibactérienne :

Les méthodes courantes pour étudier l'activité antibactérienne des extraits de plantes
incluent la diffusion sur gélose, la dilution sur gélose et la dilution dans le bouillon. Leur
compatibilité peut varier en fonction de différents facteurs (Wilkinson J., 2006).

Les méthodes courantes de diffusion sur gélose et de dilution sur gélose sont rapides,
économiques et ne requierent pas un équipement de laboratoire complexe, mais elles ont

également des limitations et des défauts (Wilkinson J., 2006).

4.3.1. Méthode diffusion sur disque dans le milieu solide :

Pour étudier l'activité antibactérienne il faut préparer une boite de Petri avec du milieu
gélosé et I'ensemencement de bactéries. Un disque contenant la substance a tester est placé
au centre de la boite, et apres incubation, la zone d'inhibition est mesurée et comparée a des
références (Wilkinson J., 2006). Cette méthode est qualitative, indiquant simplement la

présence ou l'absence d'inhibition (Gautam R., 2007).

4.3.2. Méthode de dilution en milieu solide :

La méthode de dilution sur gélose est utilisée pour évaluer l'activité antibactérienne et
déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI). Les extraits ou composés testés
sont incorporés a des concentrations spécifiques dans le milieu gélose, et les bactéries sont
ensuite ajoutées. Apres incubation, on observe la croissance bactérienne ou son absence
pour évaluer I'efficacité (Wilkinson J., 2006).

Un inconvénient est l'utilisation de quantités élevées de matériaux a tester et la difficulté de
stabiliser les émulsions d'huiles essentielles. La détermination de la concentration
maximale sans impact sur la solidification de l'agar peut également poser probléme.
(Wilkinson J., 2006).

4.3.3. Méthode de dilution en milieu liquide :

La méthode de dilution en milieu liquide permet de cultiver les bactéries avec le matériau
testé, mais elle est lente et requiert plus de ressources, limitant le nombre de substances
testées (Wilkinson J., 2006).
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La méthode de dilution en milieu liquide, utilisant des plaques de microtitrage, reduit le
volume d'extrait a tester. La turbidité du milieu est mesurée pour évaluer la viabilité des
cellules, mais les extraits tres colorés peuvent perturber les indicateurs chimiques
(Wilkinson J., 2006).

4.4. Description des micro-organismes etudiés :

Escherichia Coli

Escherichia coli est un bacille a Gram négatif, non sporulé, de type anaérobie facultatif,
généralement mobile grace a ses flagelles. Il mesure entre 2 et 6 pum de longueur, tandis
que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um. Elle se présente dans le tube digestif de I'homme et de
nombreux animaux (Percival S., 2004).

Pseudomonas aeruginosa

La bactérie Pseudomonas aeruginosa est un bacille a Gram négatif, également connue sous
le nom de bacille pyocyanique en raison du pigment bleu-gris, la pyocyanine, qu'elle
produit. Elle est strictement aérobie, ce qui signifie qu'elle ne peut survivre ou se multiplier
gu'en présence d'oxygene. Elle a une forme fine et droite ou légerement courbée.
Principalement présente dans I'eau, les sols humides et les environnements hospitaliers.
Ces bactéries filiformes mesurent de 1,5 a 3 um de long et de 0,5 a 0,8 pm de large. Elles
sont mobiles grace & un flagel polaire constitué d'une structure protéique complexe. Leur
morphologie est hétérogene, avec des colonies généralement larges, aplaties, lisses ou
présentant des bords en forme de scie, et elles peuvent présenter un éclat métallique
(Sicard D., 2012).

Staphylococcus aureus

Le Staphylococcus aureus est une bactérie a Gram positif, a été décrite pour la premiere
fois par Louis Pasteur en 1880. Il est communément appelé "staphylocoque doré". Les
Staphylococcus aureus sont des cocci sphériques d’un diamétre de 0,8 a 1 pum et sont
disposés en paires ou en petits groupes ressemblant a des grappes de raisin. Ces bactéries
sont non mobiles, non sporulées, et manquent généralement d’une capsule. Sir Alexander
Ogston a cultivé cette bactérie in vitro et 1’a nommée Staphylocoque (des mots grecs
"staphulé™ signifiant "raisin” et "kokkos" signifiant "graine"), identifiant son réle dans

I’inflammation et la suppuration (Taylor T., 2022).
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1. Matériels et méthodes :

1.1. Lieu d’étude
Ce projet s'est déroulé en deux étapes distinctes. La premiére partie, concernant l'extraction
des huiles, a ét¢ menée dans le laboratoire de biologie de l'université de Mascara. La
deuxiéme partie, axée sur l'application biologique, a été réalisée dans le laboratoire de

biologie du département de Biologie de I'université de Laghouat.

1.2. But du travail
Dans ce chapitre, nous décrivons les différents équipements et méthodes expérimentales
utilisés dans le cadre de cette étude. L'objectif de cette étude était d'évaluer et de comparer
l'activité antibactérienne des huiles essentielles de deux plantes médicinales, a savoir le

Laurier nobilis et I'Eucalyptus globulus, vis-a-vis de trois souches bactériennes.

Tableau 05: Instruments et produits utilisés pour les essais biologiques

Consommables Equipements et appareils Produits

= Tubes a essai + = Bec benzene = Milieu Hinton Agar
portoir tube a essaie = Autoclave = FEau physiologique

= Papier filtre = Micropipette = DMSO

= Papier Whatman = Balance électronique w NaOH + HCI

= Para film = Vortex

= Flacons stériles = Bain-marie

= Anse de platine = Etuve

= Pipette Pasteur = Incubateur

= Boites de pétri = four Pasteur

w Ecouvillon

= Eprouvettes

= Entonnoirs

= Pipettes graduées

= Fioles

= Erlenmeyers

= Béchers
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Les plantes I nobilis et L'eucalyptus

L’extraction de 1"huile essentielle

i Eendement
Activités biologiques

> Activitéantibactérienne

Diffosion sur
milien

Figure 14 : Etapes générales de la partie pratique

1.3. Matériel végétal :

Les deux especes végétales etudiées dans cette recherche, le Laurier nobilis et I'Eucalyptus
globulus, ont été collectées a partir de différentes régions en Algérie. Les feuilles de Laurier
ont été récoltées dans la région de Bouira, tandis que les feuilles d'Eucalyptus globulus ont
été recoltées dans la région de Mascara. Apres leur récolte, les feuilles ont été soigneusement
nettoyées pour éliminer les impuretés. Ensuite, elles ont été séchées a l'ombre et a
température ambiante pendant une semaine. Une fois séches, les feuilles ont été conservées
dans un endroit approprié en vue de leur utilisation ultérieure dans le processus d'extraction

des huiles essentielles Figure 15.
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a- Eucalyptus globulus b- Laurus nobilis

Figure 15 : Deux plantes étudiées (Eucalyptus globulus et Laurier nobilis)

1.4. Préparation des plantes étudiées d’Eucalyptus Globulus et Laurier nobilis:

Le matériel végétal collecté est d'abord nettoyé pour éliminer les impuretés. Ensuite, il est
séché pendant une période de 10 jours a température ambiante. Pendant le processus de
séchage, il est important de protéger le matériel végétal de I'humidité. Par conséquent, il est
conservé dans des sacs propres pour éviter I'entrée d'impuretés indésirables. Une fois les
feuilles completement séchees, elles sont prétes a étre transportées au laboratoire de biologie,
ou les procédures d'extraction des huiles essentielles seront réalisées.

Au laboratoire, les deux plantes sont écrasées manuellement a I'aide d'un mortier. Cette étape
permet de libérer les composés volatils présents dans les feuilles, qui sont essentiels pour
I'extraction des huiles essentielles. L'écrasement manuel assure une rupture des tissus
végeétaux et facilite ainsi I'extraction des composés souhaités. Ces étapes de nettoyage, de
séchage et de préparation des plantes sont cruciales pour garantir la qualité des échantillons

utilisés lors des procédures d'extraction ultérieures. Figure 16 Figure 17
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Figure 16: Feuilles d Eucalyptus aprés séchage et broyage.

(Photos personnelles, 2023).
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3

Figure 17: Feuilles de Laurier apres séchage et broyag (Photospersonnelles, 2023).

2. Extraction des huiles essentielles :

L'extraction des HEs a été réalisée au laboratoire par la méthode d’hydrodistillation

2.1. Mode opératoire

L'extraction des huiles essentielles a été réalisée par hydrodistillation en utilisant la méthode
de Clevenger, une méthode couramment utilisée pour extraire les huiles essentielles a partir
de plantes (Boukhatem M., 2019 ; Lucchesi M., 2005). L'extraction des huiles essentielles
a partir des feuilles de I'Eucalyptus et du Laurier nobilis est réalisée en utilisant une méthode
de type Clevenger. Avant l'extraction, le dispositif de Clevenger a été minutieusement
nettoyé a l'aide d'acétone et d'eau distillee afin d'éliminer toute trace de poussiére ou de
graisse qui pourrait contaminer I'huile extraite. Pour I'extraction, une quantité de 50 g de
matériel végétal a été introduite dans un ballon en verre d'un litre contenant 500 ml d'eau
distillée. Le ballon a été chauffé a ébullition pendant 2 heures et 30 minutes a I'aide d'un
chauffe-ballon (Figure 18). Les vapeurs d'huile essentielle générées lors de I'ébullition ont
été dirigées a travers un réfrigérant, ou elles se sont condensées. La phase liquide résultante,
composée d'eau et d'huile essentielle, est tombée dans une ampoule de décantation. En raison
de leur différence de densité, I'huile essentielle s'est séparée de I'eau dans I'ampoule.

Apres l'extraction, I'nuile essentielle a été récupérée et une petite quantité de NaSOas a été
ajoutée pour éliminer les résidus et les traces d'eau. Le volume obtenu d'huile essentielle a
été mesuré et conservé dans un flacon en verre stérile. Pour prévenir toute altération, le
flacon a été recouvert d'un papier aluminium et stocké dans un réfrigérateur, a l'abri de la

lumiere, jusqu'a son utilisation ultérieure pour les tests biologiques.
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Figure 18: Montage d'extraction d’huile essentielle

2.2. Conservation de deux huiles essentielles obtenues

La manipulation et le stockage adéquats des huiles essentielles sont essentiels pour garantir
leur efficacite et leur durée de conservation optimales.

Afin de prévenir toute détérioration des huiles essentielles (HE) résultant de I'exposition a
I'air et a la lumiere, celles-ci sont conservées dans des bouteilles en verre. Ces bouteilles en
verre offrent une protection supplémentaire contre les influences extérieures qui pourraient
altérer la qualité des HE.

De plus, les bouteilles contenant les HE sont conservées a une température spécifique,
généralement comprise entre 4 et 6 °C. Cette plage de température fraiche aide a maintenir
la stabilité des composés volatils présents dans les HE et a prévenir leur dégradation

prématuree.

2.3. Détermination du rendement en huile essentielle :

Le rendement en huile essentielle (HE) est une mesure qui exprime le rapport entre la masse
d'HE obtenue apres l'extraction et la quantité de maticre végétale seche utilisée. Il est souvent
exprimé en pourcentage. Le calcul du rendement en huile essentielle se fait en utilisant la

formule suivante : (Afnor, 2000) :

RHE %=(MHE/Ms).100

RHE: Rendement de /’huile essentielle en (%) pour50g de la matiére seche
MHE: Masse d’huile essentielle réecupérée (g)

Ms. Prise d’essai du matériel vegetal (g)
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3. Etude de P’activité antibactérienne des huiles essentielles:
Les échantillons utilisés dans les tests d'activité antibactérienne proviennent du laboratoire
du département de biologie de [l'université de Laghouat. Pour évaluer [activité

antibactérienne, la technique du contact direct par diffusion sur milieu gélose est utilisée.

3.1. Microorganismes testés :
Les trois souches bactériennes utilisées sont des souches référentielles de 1'American Type
Culture Collection (ATCC) et sont largement reconnues comme des mode¢les de choix pour
I'étude des effets antibactériens de différentes substances. Il convient de noter que ces
microorganismes sont pathogenes et sont associés a des maladies infectieuses graves. Les
souches utilisées sont les suivantes :

= Escherichia coli ATCC 25922 G (-) ;

= Staphylococcus aureus ATCC 25923 G (+).

= Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 G (-)

3.2. Conservation des souches :

e Tests préliminaires
Avant de tester ’activité anti-bactérienne, il est nécessaire de procéder aux tests suivants sur
les trois souches de bactéries.

e Vérification de la pureté des souches
La pureté des souches bactériennes utilisées a été vérifiée par repiquages successifs des
souches bactériennes sur le milieu Miiller-Hinton et incubation a 37° C pendant 24 heure.

e Conservation des souches
Les souches ont été conservées a 4° C dans des tubes de gélose inclinée ou dans des tubes
de gélose profonde préservées au réfrigérateur.

e Observation macroscopique
Apres le repiquage de chaque souche, une observation basée sur les criteres morphologiques
tels que I’aspect des colonies et leur coloration a été effectuée pour vérifier la souche.

e Observation microscopique
L’observation microscopique a 1’état frais nous a permis d’observer la morphologie, le
regroupement et la mobilité des cellules vivantes :

» Déposer sur la lame une goutte d’eau physiologique stérile ;

» Prélever une fraction de culture et I’incorporer a la goutte d’eau ;

e
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> Recouvrir d’une lamelle sans enfermer de bulles d’air et sans faire déborder la
suspension ;

» Observer a I’objectif X40.

Coloration de Gram

Préparation des frottis :

Déposer sur une lame une goutte d’eau physiologique stérile ;

Y V V

Prélever stérilement une fraction de culture et I’incorporer a la goutte d’eau pour

obtenir une suspension homogene ;

A\

Sécher et fixer le frottis a la chaleur au-dessus de la flamme du bec Bunsen ;

A\

Recouvrir la lame de violet de Gentiane. Laisser agir O1.
» Recouvrir la lame d’une solution de Lugol. Laisser agir 01 minute et rincer a la
pissette d’eau déminéralisée
» Décolorer la lame a I’aide d’éthanol a 95° pendant 5 a 10 secondes et rincer aussitot
a la pissette d’eau déminéralisée ;
» Recouvrir la lame de la fuschine diluée a 1/10. Laisser agir 30 secondes et rincer a la
pissette d’eau déminéralisée
» Sécher la lame et observer a I’immersion, objectif X100.
La coloration permet de séparer les bactéries en 02 groupes :
» Une coloration en « rose » indique des bactéries « Gram négatives ».
» Une coloration en « violet » indique des bactéries « Gram positives ».
3.3. Milieu de culture utilisé :
Le milieu de culture Hilton Agar est utilisé pour l'isolement et 'identification des bactéries

responsables des infections. Voici la composition chimique typique de ce milieu de culture :

Tableau 06.

Tableau 06: Composition chimique typique de ce milieu de culture :

Nom de | Extrait | Peptone | Lactose | Agar | Rouge | Cristal
composé de de violet
viande phénol

Masse 30g 50g 10,0 g 15,0g | 0,028 g | 0,0016
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La composition précise peut varier légerement en fonction du fournisseur ou des variations
de protocole. Le milieu de culture Hilton Agar peut étre préparé en suivant les étapes
suivantes :
e Dissoudre l'extrait de viande, le peptone, le lactose et I'Agar dans de 1'eau distillée
dans un récipient approprié.
e Chauffer le mélange tout en agitant jusqu'a ce que tous les composants soient dissous.
e Ajouter le rouge de phénol et le cristal violet dans le mélange. Agiter pour
homogénéiser. Si nécessaire, ajuster le pH du milieu a environ 7,3 a l'aide d'acide
chlorhydrique. Ajouter quelques gouttes a la fois et vérifier le pH a 1'aide d'un pH-
metre ou de papier pH.
e Transférer le mélange dans des flacons ou des boites de culture stériles.
e Stériliser le milieu de culture en autoclave a 121 °C pendant 15 minutes.
e Apres stérilisation, refroidir le milieu a environ 45-50 °C.
e Verser le milieu de culture dans des boites de Petri stériles ou des flacons de culture,
en quantité appropriée.
e Laisser le milieu se solidifier a température ambiante ou le mettre au réfrigérateur.
Le milieu de culture Hilton Agar est prét a étre utilis€ pour l'ensemencement des échantillons
cliniques, en particulier pour l'isolement des bactéries impliquées dans les infections
urinaires.
Au laboratoire, les bactéries sont cultivées en milieux de culture liquides ou solides. Le
milieu de culture doit apporter les nutriments élémentaires a la bactérie. Les milieux de
culture gélosés solides sont utilisés pour isoler des cultures pures de cellules bactériennes.
Dans le cas des bactéries se divisant rapidement, une cellule bactérienne dispersée sur un
milieu gélosé va se multiplier et, au bout de 24 a 48 heures, devenir un amas de bactéries,

visible a I’ceil nu et appelé une colonie bactérienne.

3.4. Préparation de milieu de culture :
On met 38 grammes de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau fraichement distillé et Porter a
¢bullition jusqu’a dissolution complete. Porter dans des flacons stériles puis Stériliser a

I’autoclave a 120°C pendant 30 minutes Figure 19.
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Figure 19 : Préparation de milieu de culture (photos personnelles,2023)

3.5. Antibiogramme protocole 01

3.5.1. Préparation des suspensions bactériennes

A partir d’une culture de 18h, la suspension est calibrée pour avoir un inoculum de 10° ou
10* UFC/ml, correspondant a une densité optique (DO) de 0,08 a 0.1 a une longueur d’onde
de 625 nm, Une évaluation de DO de la suspension microbienne a 1’aide d’un
spectrophotométre a une longueur d’onde de 625 nm a été faite dans le but de standardiser

la suspension bactérienne a 10° UFC/ml Figure 20.

Figure 20 : Préparation de l'inoculum (photos personnelles, 2023)
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3.5.2. Préparation des boites de gélose :

a. Stérilisation des disques :

La stérilisation des disques de papier contribue a maintenir l'intégrité de I'expérimentation
et a garantir des résultats fiables en éliminant les sources potentielles de contamination.
Avant de débuter les expériences, il est essentiel de préparer un environnement de travail
stérile. Pour ce faire, la zone de travail est soigneusement nettoyée avec de I'eau de Javel et
un bec Bunsen est utilisé pour créer une zone stérile.

Pour évaluer l'activité antimicrobienne, des disques de papier Whatman n°1 d'un diametre
de 6 mm sont utilisés. Ces disques sont soigneusement découpés pour avoir une forme
réguliere, ce qui facilite la mesure de la zone d'inhibition.

Une fois préparés, les disques sont placés dans un flacon en verre et stérilisés dans un four
pasteur a une température de 120 °C pendant 20 minutes. Cette étape est importante pour
prévenir tout risque de contamination par des micro-organismes externes pendant les
expériences Figure 21.

Figure 22: Boites pétries coulé par gélose (photos personnelles, 2023)
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b. Préparation des dilutions des HEs (Méthode 01) :

Les huiles essentielles de I'Eucalyptus (HE1) et du Laurier nobilis (HE2) ont été représentées
par leurs symboles respectifs. Dans cette étude, nous avons préparé un mélange des extraits
des deux plantes, symbolisé par HE; + HE>.

Pour les expériences, nous avons utilisé 5 tubes stériles a chaque étape, ainsi qu'un tube
témoin. Chaque huile essentielle a été diluée en utilisant du DMSO a 5 concentrations
différentes. Cette approche permet d'évaluer les effets des différentes concentrations d'huiles
essentielles sur les parameétres étudiés. Le DMSO est souvent utilisé comme solvant pour
diluer les composés actifs et faciliter leur dispersion dans les expériences in vitro.

En utilisant cette méthode, nous avons pu obtenir des solutions contenant différentes
concentrations d'huiles essentielles, ce qui nous a permis d'étudier leur efficacité a des
niveaux variables. Le tube témoin, quant a lui, a été utilisé comme référence pour comparer
les effets des différentes concentrations. Toutes les manipulations ont été réalisées dans des

conditions stériles pour éviter toute contamination et assurer la fiabilité des résultats.

Tableau 07: Dilutions des HEs. (Méthode 01)

Tubes HE ;= HE>= Mélange=
Eucalyptus L.nobilis HE+HE;
Tube 01 Témoin (DMSO) Témoin (DMSO) Témoin (DMSO)
Tube 02= 6% HE;+DMSO HE>+DMSO Mélange+DMSO
Tube 03=12% HE;+DMSO HE>+DMSO Mélange+DMSO
Tube 04= 25% HE+DMSO HE>+DMSO Mélange+DMSO
Tube 05= 50% HE+DMSO HE>+DMSO Mélange+DMSO
Tube 06= 100% HE; Pure HE> Pure Mélange

HE: = Eucalyptus globulus, HE>=L.nobilis ,Mélange=HE +HE:

Nous avons préparé différents tubes contenant des concentrations variables d'huile
essentielle d'Eucalyptus (HE) mélangée avec du DMSO. Les concentrations choisies sont
les suivantes : 6 %, 12 %, 25 %, 50 % et 100 % d'HE;. Chaque tube a été soigneusement
préparé en mélangeant la quantité appropriée d'HE; avec du DMSO, de maniere a obtenir
les concentrations spécifiques souhaitées.

En plus des tubes contenant les différentes concentrations d'HEi, un tube témoin a été

préparé en utilisant uniquement du DMSQO, sans I'ajout d'huile essentielle. Ce tube témoin

e
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permet de comparer les effets des différentes concentrations d'HE; et d'évaluer
spécifiquement l'impact de l'huile essentielle dans les experiences, la meme chose pour les

dilutions de HE, Figure 23.

HE] = L’eucalyptus

6% 12%% 25% 50%% 100%
— — — — — —
Ny N Ny N N Ny
DMSO 6uLHE1+ 12ulHElI+  25uLHE1+ SOuLHE1+ 100uL HEI
T émoin 94T DMSO 88uL DMSO  75uL DMSO 50uL DMSO

Figure 23 : 01 " Méthode de dilutions del’HE .

% Mélange

Dans le cadre de cette série expérimentale, différents tubes ont été utilisés, contenant un
mélange d'huiles essentielles d'Eucalyptus globulus (HE:) et de Laurier noble (HE2) a
différentes concentrations. Le tube témoin (Tube 07) ne contient que du DMSO, tandis que
les tubes 02 4 06 contiennent des concentrations croissantes du mélange d'huiles essentielles
mélangées avec du DMSO.

Ces tubes sont destinés a évaluer les effets du mélange d'huiles essentielles d'Eucalyptus
globulus et de Laurier noble sur un parametre spécifique. L'objectif principal est d'étudier
les propriétés et les effets de ce mélange a différentes concentrations. En réalisant des
expériences biologiques avec ces tubes, nous pourrons mieux comprendre les bénéfices

potentiels de ce mélange en fonction de sa concentration Figure 24 et Figure 25.
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HE1+HE2= Mélange

6% 12%p 25%p 5000 10020
 — — —_
DMSO 3uLHE1+ 6uLHEl+ 125ulHE1+  25uLHEl+  SOuL HE+
Témoin 3uLHE?+ 6uLHE2 +  125HE2+ 25uLHE2 +  50uLHE

94ul DMSO E8ul DMSO 75ul DMSO 50ul DMSO

Figure 24: 01 ¢ Méthode de dilutions de mélange (HE;+HE>).

Figure 25 : Dilutions d’HEs (photos personnellesb, 2023)
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3.5.3. Ensemencement et dépot des disques :

La premiére étape consiste a couler de la gélose de Mueller Hinton stérile dans des boites de
Petri, puis a les laisser refroidir. Ensuite, I'inoculum bactérien, préalablement ajusté a une
densité spécifique, est étalé sur toute la surface de la gélose dans chaque boite de Petri. Pour
chaque huile (HE: et HE>), 45 boites de Pétri ont été utilisées, avec 5 boites pour chaque
souche bactérienne testée.

Pour ensemencer les boites de Petri, un écouvillon stérile est trempé dans la suspension
bactérienne. Apres l'essorage de I'écouvillon sur les bords de la boite, il est frotté en stries
serrées sur la surface de la gélose, en partant du haut vers le bas. Cette opération est répétée
quatre fois, en tournant la boite d'un angle de 60° a chaque fois. Une fois ensemencées, les
boites sont laissées secher pendant 20 minutes a température ambiante.

Ensuite, a l'aide d'une pince stérile, des disques de papier Whatman n°1 d'un diamétre de 6
mm sont préparés pour chaque souche bactérienne, ainsi qu'un disque témoin. Ces disques
sont imprégnés de I'huile essentielle diluée dans du DMSO. Une quantité de 5 uL de I'huile
diluée est déposée sur chaque disque et ils sont placés a la surface des boites de Petri
ensemencées par les souches a tester. Les disques sont légerement pressés a l'aide d'une pince
stérile. Les boites sont ensuite refermees et laissées a diffuser a température ambiante
pendant 30 minutes, puis elles sont placées dans une étuve a une température de 37 °C
pendant 24 heures Figure 26. Ces étapes rigoureuses sont suivies pour garantir des
conditions de test standardisees et assurer la validité des résultats obtenus lors de I'évaluation

de I'activité antibactérienne des huiles essentielles sur les souches bactériennes.
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G

—t

1-Boite petrie coulé par la gélose
(Photo personnelle,2023)

2-préparation des matériels nécessaires

(Photo personnelle, 2023)

3-Faire tremper 1'écouvillon dans une

suspension bactérienne
(Photo personnelle, 2023)

5-Sont imbibés prenez 5ul d’huile diluée
en DMSO les mettant sur chaque disque

(Photo personnelle, 2023)

4-On fait frotter I’écouvillon sur la surface
de la boite de haute en bas, en striesserrées

(Photo personnelle, 2023)

6-Nous mettons les boites dans

I’incubateure
pendant 24 heures a une température de
37°C apres quoi nous mesurons les
diametres (Photo personnelle, 2023)

Figure 26: Protocole du test de [’activité antibactérienne.
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3.6. Antibiogramme Protocole 02

3.6.1. Préparation des dilutions des HEs (Méthode 02) :

Symbole de I’huile essentielle Eucalyptus HE1 et symbole de 1’huile L nobilis HE2

Nous symbolisons I’extrait des deux plantes HE1 + HE2 nous prenons a chaque étape 5 tubes

stériles et un tube témoin :

Tableau 08: Dilutions des HEs (méthode 02).

Tubes HE ;= HE>= Mélange=
Eucalyptus L.nobilis HE+HE>
Tube 01 Témoin (DMSO) Téemoin (DMSO) Témoin (DMSO)
Tube 02= | 100uLHE;+100DMSO | 100uLHE>+100DMSO 100uL Mélange+
(12) 100DMSO
Tube 03= | 100uL Tube 02 (HE1) | 100uL Tube 02 (HE>) 100uL Tube 02
(1/4) +100DMSO +100DMSO (Mélange)+100DMSO
Tube 04= 100uL Tube 03 100uL Tube 03(HE>) 100uL Tube 03
(1/8) +100DMSO +100DMSO (Mélange)+100DMSO
Tube 100uL Tube 04 100uL Tube 04 (HE>) 100uL Tube 04
05=(1/16) +100DMSO +100DMSO (Mélange)+100DMSO
Tube HE| Pure HE> Pure Mélange
06=100%

HE: = Eucalyptus globulus , HE>=L.nobilis ,Mélange=HE +HE

HE1 = L’eucalyptus

Dans cette série expérimentale, les tubes ont été utilisés pour préparer différentes
concentrations de I'huile essentielle d'Eucalyptus (HE1). Le tube témoin contient uniquement
du DMSO, tandis que les autres tubes contiennent des dilutions successives de I'HE;. Les
dilutions réalisées sont les suivantes : 1/2, 1/4, 1/8 et 1/16 de la concentration précédente.
Ces tubes ont été préparés dans le but d'étudier les effets de 'HE; a différentes concentrations
sur un parametre spécifique lors d'expériences biologiques. Cette approche permet d'évaluer
comment les propriétés et les effets de I'huile essentielle peuvent varier en fonction de sa
concentration. Les résultats obtenus grice a ces tubes contribueront a une meilleure
compréhension de l'activité de I'HE et a 1'identification de la concentration optimale pour

I'application visée, nous avons réalisé la méme chose pour HE> (Laurus nobilis) Figure 27.
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Figure 27: 2°"° Méthode de dilutions de I’ HE|.

Mélange = HE1+HE:

Nous avons préparé des dilutions successives d'un mélange d'huiles essentielles d'Eucalyptus
globulus (HE1) et de laurier noble (HE»). Les tubes vont du Tube 02 au Tube 05, avec des
dilutions qui sont réduites de moitié a chaque étape. Le Tube 06 contient le mélange a pleine
concentration, c'est-a-dire sans dilution.

Ces tubes ont ¢été préparés dans le but d'étudier les effets du mélange d'HE; et d'HE:> a
différentes concentrations sur un parameétre spécifique. En utilisant ces tubes dans des
expériences biologiques, nous pourrons évaluer les propriétés et les effets de ce mélange a
des dilutions variées. Cela nous permettra de mieux comprendre comment les composants
individuels de I'HE; et de I'HE> interagissent a différentes concentrations et d'identifier la

concentration optimale pour I'effet recherché Figure 28.

DMNSO T enoin

100l DRSO, OO pl. DAWVISCOr

B
1716 | HE

Figure 28: 2°"¢ Méthode de dilutions de mélange.

4 14 1

100uT. meéelange 1 B8 1+-HE2>

(1722

e
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3.6.2. Ensemencement et dépét des disques :

Nous avons préparé le milieu (MHA) et I'avons versé dans des boites de Petri dans une zone
stérile, puis nous l'avons laissé refroidir. Ensuite, nous avons préleveé une quantité de
bactéries a l'aide d'une pipette Pasteur et les avons placées dans des tubes contenant 5pL
d'eau physiologique. Nous les avons bien mélangées a l'aide d'un vortex.

Nous avons utilisé un écouvillon stérile pour étaler la suspension bactérienne a la surface du
milieu de Muller Hinton dans les boites de Petri. 1l est crucial de répartir uniformément la
suspension bactérienne sur toute la surface du milieu. Ensuite, nous avons simplement placée
des disques de papier Whatman qui avaient été imprégnés de 5uL d'huile essentielle diluée
dans du DMSO sur les boites de Petri. Nous avons travaillé avec diligence pour déposer les
disques précisément sur le milieu sans les déplacer.

Enfin, nous avons placé les boites de Petri contenant les disques et les bactéries dans un
incubateur réglé a une température de 37 °C. Les boites ont été laissées a incuber pendant
24 heures. Apres cette période d'incubation, nous avons mesuré les diametres d'inhibition
des zones de croissance bactérienne autour des disques. Cette mesure nous a permis d'évaluer

I'activité antimicrobienne des huiles essentielles.

3.7. Expression des résultats :
La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque
en mm par le pied a coulisse. Les résultats sont exprimés en fonction du diametre de la zone

inhibitrice.
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1. Extraction et détermination des rendements des huiles essentielles de L.nobilis et

d’Eucalyptus

Dans cette étude, nous avons utilisé la méthode d'hydrodistillation (clivage) pour extraire
les huiles essentielles de deux plantes médicinales, a savoir Laurus nobilis et Eucalyptus

globulus . L'objectif était d'obtenir une quantité adéquate d'huiles essentielles a partir de

chaque plante, puis de calculer le rendement de chaque extraction

Tableau 09 : Rendement des deux plantes

Plantes médicinales Nombre Durée de Matiere Eau Rendement
d’extraction | distillation vegétale(g) | distillée %
(h) (ml)
Eucalyptus globulus 01 2h 30min 50 500 0,56%
L.nobilis 01 2h30min 50 500 0,58%

Les rendements en huiles essentielles obtenus a partir de I'nydrodistillation de I'Eucalyptus
globulus et du Laurus nobilis. ont été estimés respectivement a 0, 56% et 0,58%. Ces
rendements peuvent varier en raison de différents facteurs qui interviennent dans le
processus d'extraction. Parmi ces facteurs, on peut citer la nature du sol dans lequel les
plantes ont pousse, la période de récolte des plantes, la durée de séchage des matieres

végeétales utilisées et la méthode d'extraction elle-méme.

1.1. Activité antibactérienne :

Nous avons utilisé la méthode des aromatogrammes pour évaluer qualitativement l'activité
antibactérienne de nos huiles essentielles sur trois souches bactériennes. Cette évaluation a
été réalisée en mesurant les diamétres des zones d'inhibition en millimétres.

Les diamétres des zones d’inhibition(D) de la croissance microbienne sont classés en
Classes.

= Fortement inhibitrice lorsque : D> 28 mm de la zone d’inhibition (+++)
= Modérément inhibitrice lorsque : 28 mm >D > 16 mm de la zone d’inhibition (++)
w Légeérement inhibitrice lorsque : 16 mm > D> 10 mm de la zone d’inhibition(+)

= Non inhibitrice lorsque : D< 10 mm de la zone d’inhibition(-)
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Tableau 10 : Transcription des diamétres d’inhibition des disques imprégnés (Yakhlef G.,
2011 ;Naeini A., 2009) (Duraffourd C., 1990)

Diameétres(D) de la zone Transcription Sensibilité du germe
d’inhibition (mm)
D> 28 mm +++ Extrémement sensible
28 mm >D > 16 mm ++ Trés sensible
16 mm > D> 10 + Sensible
D< 10 mm - Résistant

La mesure de la zone d'inhibition pour chaque boite indique la sensibilité des germes aux
huiles essentielles. A partir de cette mesure, nous pouvons observer deux types d'actions

possibles :

Action bactéricide : Dans ce cas, aucune croissance microbienne n'est observée autour des
disques imprégnés d'huiles essentielles. Cela indique que les huiles essentielles ont une
action bactéricide, c'est-a-dire qu'elles tuent les bactéries et empéchent leur croissance.

Action bactériostatique : Dans ce cas, des zones d'inhibition sont observées autour des
disques placeés a la surface du milieu de culture. Cela indique que les huiles essentielles ont
une action bactériostatique, c'est-a-dire qu'elles inhibent la croissance des bactéries sans les

tuer complétement.

Ces actions, qu'elles soient bactéricides ou bactériostatiques, révélent la capacité des huiles
essentielles a inhiber ou a tuer les bactéries ciblées. Ces résultats sont importants pour
évaluer l'efficacité des huiles essentielles dans le contexte de l'activité antimicrobienne et
peuvent étre utilisés pour sélectionner les souches bactériennes sensibles pour des études

plus approfondies.

1.1.1. Résultats des tests de sensibilité aux huiles essentielles :

Des tests de sensibilité aux huiles essentielles (HE) ont été effectues dans le but
d'interpréter les résultats de maniére plus approfondie. Les tableaux 11-12 ci-dessous
présentent les zones d'inhibition en millimétres pour chaque souche bactérienne, en
utilisant les deux huiles essentielles. Les résultats mettent en évidence I'effet distinct de

chaque huile sur chaque souche bactérienne.
R —————————
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Tableau 11 : Diameétre d’inhibition (méthode01)

Zone d’inhibition (mm)

HE: 6% 12% 25% 50% 100%HE1Pure
E.coli 08 9 11 13 21
Staph 7 8 10 15 22

Pseudo / / / / /
Zone d’inhibition (mm)

HE> 6% 12% 25% 50% 100%HE2Pure
E.coli 13 14 14.50 17 18
Staph 10 10.50 12 13 18.50

Pseudo / / / / /
Zone d’inhibition (mm)

Mélange 6% 12% 25% 50% 100%HE1+HE?
E.coli 08.50 09 09.50 12 25
Staph 07.5 08 8.50 16 21

Pseudo / / / / /

HE: = Eucalyptus globulus , HE>=L.nobilis ,Mélange=HE1+HE:
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Tableau 12 : Diameétre d’inhibition (méthode02)

Zone d’inhibition (mm)

HE1 1/2% 1/4% 1/8% 1/16% 100%HE1Pure
E.coli 10 9.50 09 08.50 21
Staph 18,50 08 7,50 07 27

Pseudo / / / / /

Zone d’inhibition (mm)

HE?2 1/2% 1/4% 1/8% 1/16% 100%HE2Pure
E.coli 15 13.50 11,50 11 17

Staph 12,50 11 09.50 09 32.50
Pseudo / / / / /

Zone d’inhibition (mm)

Mélange 12% | 1/4% 1/8% 1/16% 100%HE1+HE?2
E.coli 13.50 13 10 09 41
Staph 21 20 09.50 09 39
Pseudo / / / / /

1.1.2. Interprétation des résultats :

Les résultats obtenus a partir des tableaux 11,12,13 et 14 indiquent que I'huile essentielle
d'Eucalyptus globulus présente une activité antibactérienne supérieure a celle de I'huile
essentielle de Laurus nobilis. De plus, parmi les souches bactériennes testées, E.coli est la
plus sensible aux huiles essentielles.

Selon I'échelle de mesure de l'activité antibactérienne des huiles essentielles, I'huile
essentielle d'Eucalyptus globulus pure montre une action extrémement sensible contre la
croissance de E.coli (Gram -). De plus, son action devient trés sensible contre
Staphylococcus Aureus (Gram +).

Ces résultats mettent en évidence I'efficacité notable de I'huile essentielle d'Eucalyptus

globulus dans le contexte de I'activité antibactérienne, en particulier contre E.coli et
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Staphylococcus Aureus. Cependant, il est important de noter que la sensibilité aux huiles
essentielles peut varier en fonction de la souche bactérienne testée.

Ces observations confirment les propriétés antibactériennes bien établies de [I'huile
essentielle d'Eucalyptus globulus, tandis que I'huile essentielle de Laurus nobilis peut
présenter une activité antibactérienne relativement plus faible dans ce contexte spécifique.
Ces reésultats peuvent étre utilisés pour approfondir les recherches et les applications
potentielles des huiles essentielles dans le domaine de la lutte contre les infections

bactériennes.
Méthode 1 :

On utilise le milieu liquide Broth, en ce qui concerne la premiere huile essentielle, on
observe une augmentation progressive de la zone d'inhibition avec l'augmentation de la
concentration de I'huile diluée (6%, 12%, 25%, 50%, 100%) pour chaque souche.

La concentration des huiles essentielles peut jouer un réle important dans leurs effets, mais
cela dépend du type d'huile et de l'utilisation prévue. En général, une concentration plus
élevée peut fournir des effets plus intenses.

La méme remarque pour la deuxieme huile, mais pour le mélange aussi il y a une
Méthode 2 :

On utilise 1’eau physiologique, dans cette méthode on fait la dilution des huiles, Les deux
bactéries (E. Coli Staphylococcus aureus) avec une concentration plus élevée d'huile pure
(100%) peuvent avoir eu un effet plus fort sur la croissance des bactéries testées, ce qui a
conduit a une plus grande zone d'inhibition. En revanche, les échantillons avec une
concentration plus faible d'huile (1/4, 1/2, 1/8 et 1/16) peuvent avoir eu un effet plus faible
sur les bactéries, ce qui a conduit a une zone d'inhibition plus petite. Mais Les résultats de
I'étude ont montré que les huiles essentielles testées n'ont eu aucun effet significatif sur la
croissance de la bactérie Pseudomonas aeruginosa.

Aussi le mélange des deux huiles essentielles a produit des résultats similaires a ceux des
huiles individuelles en termes d'effet sur la croissance bactérienne, ce qui indique une

possible synergie entre les composants actifs des deux huiles.
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Tableau 13 : Zones d’inhibition de chaque bactérie (méthode 01) Original 2023.

E.coli
HE (L ’eucalyptus)

E.coli
HE: (L.nobilis)

E.coli
HE1+HE>
(mélange)
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Staphylococcus
HE;
(Eucalyptus)

Staphylococcus
HE: (L.nobilis)

Staphylococcus
HE1+HE>
(mélange)
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Tableau 14 : Zones d’inhibition de chaque bactérie (méthode 02) Original 2023

E.coli
HE1(I’eucalyptus)

E.coli
HE; (L.nobilis)

E.coli
HE1+HE2 (mélange)

49



Chapitre 111 [ résultat et discussion ]

Staphylococcus
HE;
(Eucalyptus)

Staphylococcus
HE: (L.nobilis)

Staphylococcus
HE1+HE>
(mélange)
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pseudo
HE: (Eucalyptus)

pseudo
HE> (L.nobilis)

pseudo
HE1+HE>
(mélange)
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2.Discussion générale :

Les tableaux présentent des informations précieuses sur l'efficacité des differentes huiles
essentielles contre les bactéries positives et négatives. lls révelent que chaque huile
essentielle possede une action spécifique, démontrant des résultats variés selon le type de
bactérie ciblée. Dans le tableau ci-dessus, il est intéressant de constater que I'huile
essentielle d'Eucalyptus présente une efficacité remarquablement supérieure contre les
bactéries positives par rapport aux bactéries négatives. En revanche, I'huile essentielle de
laurier montre une efficacité predominante contre les bactéries négatives. Ces résultats
soulignent I'importance de choisir judicieusement les huiles essentielles en fonction de
l'objectif thérapeutique vise, en tenant compte de leur spécificité d'action contre les
différentes souches bactériennes. Par ailleurs, il est possible d'interpréter que [I'huile
essentielle d'eucalyptus présente une activité antimicrobienne étendue contre les bactéries.
Les tests ont révélé une zone d'inhibition plus grande pour toutes les souches bactériennes
testées par rapport a I’huile essentielle de laurier. Cette observation suggere un potentiel
plus prometteur de I'huile d'eucalyptus en tant qu'agent antimicrobien. Cependant, des
études supplémentaires sont nécessaires pour approfondir ces résultats et mieux
comprendre les mécanismes d'action spécifiques des différentes huiles essentielles vis-a-
vis des bactéries. Une telle démarche permettra d'évaluer avec précision leur efficacité et
d'explorer leurs applications thérapeutiques potentielles. Par conséquent, il est important de
noter que l'efficacité des huiles essentielles varie en fonction du type d'huile et de la souche
bactérienne ciblée. Chaque huile essentielle présente des résultats différents contre
différentes souches bactériennes. Il est donc important de considérer ces variations lors de
I'évaluation et de l'utilisation des huiles essentielles comme agents antimicrobiens. Des
recherches approfondies sont nécessaires pour comprendre les mécanismes d'action
spéecifiques des huiles essentielles et développer des stratégies ciblées en fonction des
besoins médicaux. Une approche personnalisée permettra d'optimiser l'utilisation des

huiles essentielles dans le traitement des infections bactériennes.
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L'extraction sur les huiles essentielles peut varier en fonction de nombreux facteurs, tels que
la plante utilisée, la méthode d'extraction spécifique et les conditions expérimentales. Par
conséquent, il est essentiel de choisir une méthode d'extraction appropriée et de controler les
parametres d'extraction pour obtenir des huiles essentielles de haute qualité avec des profils

chimiques et des propriétés souhaitables.

L'extraction peut influencer l'activité¢ biologique des huiles essentielles, c'est-a-dire leur
capacité a produire des effets pharmacologiques ou thérapeutiques. Certains composés
volatils présents dans les huiles essentielles peuvent étre sensibles a la chaleur ou a d'autres
conditions d'extraction, ce qui peut affecter leur activité antimicrobienne, anti-
inflammatoire, antioxydante ou autres.L'effet antibactérien des huiles essentielles a été

évalué sur deux souches bactériennes en utilisant la méthode de diffusion en disque.

Les résultats obtenus de cette étude démontrent un pouvoir antibactérien significatif des

huiles essentielles sur les souches bactériennes Escherichia coli et Staphylococcus.

Escherichia coli et Staphylococcus se sont révélés étre trés sensibles aux huiles essentielles,
avec de bonnes zones d'inhibition mesurant respectivement 12,81 mm et 15,30 mm pour
lI'huile essentielle d'Eucalyptus globulus, et 17,37 mm et 12,82 mm pour l'huile essentielle
de Laurus nobilis. Pour le mélange des deux huiles essentielles, la zone d'inhibition moyenne

était de 12,29 mm pour Escherichia coli et de 15,61 mm pour Staphylococcus.

Ces résultats mettent en évidence l'efficacité des huiles essentielles d'Eucalyptus globulus et
de Laurus nobilis, ainsi que de leur mélange, dans 1'inhibition de la croissance des souches
bactériennes testées, en particulier Escherichia coli et Staphylococcus. Les zones d'inhibition

observées indiquent un pouvoir antimicrobien important.

Ces observations soulignent 1'intérét potentiel des huiles essentielles d'Eucalyptus globulus
et de Laurus nobilis, ainsi que de leur combinaison, en tant qu'agents antibactériens pour
lutter contre les infections causées par ces souches bactériennes spécifiques. Toutefois, il est
important de noter que la sensibilité des bactéries aux huiles essentielles peut varier en
fonction de plusieurs facteurs, tels que la concentration, la qualité des huiles et les conditions

d'expérimentation.

En tant que perspectives, nous souhaitons développer les traitements a base de ces plantes
en tenant compte des études précédentes et en utilisant des méthodes délibérées pour les

améliorer. Aussi nous aspirons a développer nos capacités de recherche et a explorer de
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nouveaux horizons pour approfondir notre compréhension des propriétés et des applications
des huiles essentielles. Nous espérons ainsi contribuer a I'avancement des connaissances

scientifiques et ouvrir de nouvelles opportunités dans le domaine des thérapies naturelles.
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