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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, les ressources vegétales constituent une source d'intérét
primordial pour I'hnomme et ses besoins. Elles continuent d'étre un moyen thérapeutique utilisé
dans le monde entier (Cardoso et al., 2019) car elles représentent une ressource de composés
actifs. En effet, les métabolites secondaires restent I’objet de nombreuses recherches in vivo et

in vitro, notamment la recherche de nouveaux constituants naturels (Hazzit et al., 2015).

Dans ce cadre, Syzygium aromaticum et Ecalyptus globulus sont parmi les plantes
médicinales les plus utilisées a travers le monde, en raison de leurs richesses en composants
chimiques importants et leurs effets thérapeutiques potentiels. L’Eucalyptus est utilisé pour
ses vertus médicinales ; parmi ses composés, le 1,8-cinéole ou eucalyptol est sans doute le
plus connu, car c¢’est un expectorant qui peut soulager la toux et lutter contre les probléemes
des voies respiratoires et autres complications (Boukhatem et al.,, 2017). Syzygium
aromaticum est utilisé pour ses propriétés antiseptiques et anesthésiques (Karkoch, 2012);
cette plante a un pouvoir anti-infecticux majeur grace a I’eugénol pour ses propriétés
antibactériennes, antivirales, antifongiques, antiparasitaires et anti-inflammatoire (Koroch,
2007). L’apparition de multi résistances contre les principales classes d’antibiotiques a

conduit de I’événement de 1’ére post- antibiotique.

Face a la perte d’efficacité de 1’antibiotique, mise en péril par I’émergence de germes
multirésistants, la découverte de nouvelles molécules est devenue une nécessité absolue.
L’une des stratégies les plus importantes se base sur ’identification de nouvelles cibles
bactériennes, en vue de développer des molécules capables d’inhiber la virulence bactérienne

(Brown, 2009).

Les huiles essentielles de S.aromaticum et d'E.globulus pourraient étre considérées
comme des antioxydants potentiels compte tenu de leurs propriétés anti-radicalaires de
piégeage des radicaux libres et d’action antibactérienne trés large puisqu’ils inhibent la
croissance des bacteries, ceci est principalement en fonction de leur composition chimique et
en particulier de la nature de leurs composeés volatils majeurs (Damiani et al., 2014; Luis et
al., 2016).

Notre choix s’est port¢ sur E.globulus et S.aromaticum car ils ont une grande
importance alimentaire et économique et leur consommation manifeste un effet positif sur la

santé.

-



Introduction

De ce fait, notre travail vise a démontrer la richesse de ces deux plantes médicinales
sélectionnées en composées actifs et mettre en évidence leurs capacités antioxydants et
antibactériennes en utilisant un ensemble de données générées a partir des études scientifiques

précédentes.

L’objectif dans ce travail est I’extraction des huiles essenticlles S.aromaticum
commerciale et d’E.globulus de la région de Tizi-Ouzou par entrainement a la vapeur d’eau,

et le calcul de leurs rendements ainsi que I’évaluation des activités biologiques de ces HEs.
Le travail présenté est composé de trois parties

La premiére partie est relative a 1’étude bibliographique des plantes et des huiles

essentielles de Syzygium aromaticum et d’Eucalyotus globulus.
La deuxieme partie est consacrée au matériel et méthodes utilises.

La troisieme partie aborde 1’ensemble des résultats obtenus et leur discussion et enfin

une conclusion qui termine ce travail.
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Chapitre I: Monographies du S.aromaticum et d’E.globulus

| - Syzygium aromaticum

I-1. Origine du nom

Selon Penot et al. (2014), le clou de girofle provient du giroflier (Syzgium aromaticum)
appartenant a la famille des Myrtacées, originaire de 1’Indonésie orientale, dans la partie sud
des Philippines et les iles de Moluques, d’Afrique et d’Amérique du sud, principalement dans
des pays tropicaux ; mais les clous de girofle utilisés pour 1’alimentation viennent en majorité
de Madagascar.

Chaque bouton floral de cette plante est un clou de girofle (Barbelet, 2015)

I-2. Description botaniques du giroflier

C’est un grand arbre au tronc gris clair ridé, d’une hauteur moyenne de 10 a 12 metres,
pouvant atteindre jusqu’a 20 métres de haut, a port pyramidal et érigé (Fig 01). Son feuillage
est coriace et persistant. Les feuilles sont opposées, pétiolées, ovales, aux limbes lancéolés. La
face supérieure est vert rougeéatre et a la face inférieure vert sombre. Elles sont légérement
ponctuées d’environ 10 a12 centimetre. Elles sont aromatiques et dégageant une forte odeur
de clou de girofle au froissement. Les fleurs sont disposées en cymes terminales de 25 fleurs
environ, compactes et ramifiées, regroupées en panicules de trois a cing petites fleurs
parfumées, au calice tubulaire blanc cassé, puis rouge (quatre sépales rouges charnus et
persistants) et a la corolle blanc rosé (quatre dialypétales blancs) (Ghedira et al., 2010).

Comme le nom de clou l'indique, le bouton floral comporte une partie quadrangulaire,
I'nypanthium, longue de 10 a 12 mm pour un diamétre de 2 a 3 mm et une téte globuleuse d'un
diamétre de 4 a 6 mm, entourée par les quatre lobes divergents des sépales et constituée des

quatre pétales imbriqués qui enferment de trés nombreuses étamines recourbées.

-



Chapitre I: Monographies du S.aromaticum et d’E.globulus

Figure 01: Allure d’un giroflier (Wichtl et Anton, 2003).

I-3. Systématique

(Ghedira et al., 2010), classe le clou de girofle comme suit :

Régne : plantae
Sous-regne : Tracheobionta
Embranchement : Magnoliophyta

Sous-embranchement :Magnoliophytina

Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Syzgium

Espece : Syzgium aromaticum

1.4. Culture et récolte
1.4.1. Culture

Le giroflier, comme beaucoup d’autres plantes de la famille des Myrtacées, est habitué
aux climats tropicaux. Il a également besoin d’humidité, de chaleur, et d’une altitude basse, ne

dépassant pas 300 métres. (Lim, 2014).
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Le giroflier est cultivé pour ses clous qui servent d’aromates dans I’alimentation et
pour ses feuilles riches en eugénol qui sont utiles dans la préparation de la vanilline artificielle
et pour les fruits de giroflier ou antofles pour la confiserie (Minelle, 1959).

Les clous, griffes, feuilles, branches et antofles servent également en pharmacie pour
la préparation des médicaments en médecine pour la chirurgie en cosmétique pour la
parfumerie et la savonnerie en quincaillerie pour la préparation de certaines peintures et vernis

et en droguerie.

1.4.2. Récolte

Le moment le plus favorable a la récolte est déterminé par la couleur rosé du clou de
girofle. Cueillis trop tot, les clous n’auront pas synthétisé la totalité de leurs composants, et
cueillis trop tard, ils perdront leurs pétales; lorsque les sépales deviennent rouge vif, ils sont
séchés au soleil jusqu’a obtenir une coloration brune. (Barbelet, 2015).

Il faut procéder a plusieurs passages pour un méme arbre étant donné que les clous
n’arrivent pas a maturité simultanément (les branches basses fleurissent plus tot que les
branches hautes) (Bois, 1999).

Les clous de girofle sont récoltés, aprés la 7°™ ou la 8°™ année de culture de arbre,
deux fois par an et qui peut étre exploité durant une centaine d’années et les vieux arbres
peuvent donner 50kg de clous frais par an. (Ranoarisoa, 2012).

L'arbre donne en Janvier/Février des boutons floraux, ou clous de girofle, pourpres
cramoisis, groupés en cimes terminales. lls sont cueillis en Juillet avant I'épanouissement de
la corolle, quand ils commencent a prendre une teinte rosée, puis de nouvelles inflorescences
apparaissent dés le mois d'Aodt et seront récoltées vers le début de I'année suivante. Les clous
de girofle sont mis ensuite a sécher sur des claies au soleil ou a feu doux, pendant trois jours,
avant de procéder a I'griffage pour éliminer les pédicelles ou griffes. Au cours du séchage, les

clous et les griffes perdent entre 67 et 72 % d'eau (Richard, 1974 ; Richard et Loo, 1992).

-
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Figure 02: Boutons floraux et fleurs de giroflier (Danthu et al., 2014)

1.5. Utilisation du clou de girofle

Traditionnellement, les clous de girofle possedent des propriétés antiseptiques et
anesthésiques qui sont utilisés pour le traitement des maux de dents, de la bouche, de la gorge,
de I’inflammation de la muqueuse buccale et de la mauvaise haleine (Karkosh, 2012).
Son HEs Possede différentes caractéristiques :

- Elle a un pouvoir Anti-infectieux majeur grace a 1’eugénol pour ses propriétés
antibactériennes, antivirales, antifongiques, antiparasitaires et anti-inflammatoire
(Koroch, 2007).

- Un pouvoir antiseptique et antalgique dentaire : infections dentaires (Morin et al.,
1983).

- Un pouvoir antioxydant, un pouvoir anesthésique.

- Un pouvoir contre les troubles digestifs.

Autres utilisations

En agriculture, Plusieurs travaux ont montré que 1’huile essentielle est efficace contre
les ravageurs des cultures. Elle possede un effet herbicide et protecteur des cultures contre les
insectes et les champignons et un effet insecticide sur les charangons nuisibles des grains en
stocks. (Danthu et al., 2014).

Les clous de girofle entiers, mais aussi en poudre, servent a aromatiser les conserves de
légumes, le chou rouge ou la choucroute, les compotes de pommes et autres fruits (Georgetti
et al., 2003).
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1.6. Toxicité du clou de girofle

L'usage abusif du clou de girofle peut devenir toxique. De grandes quantités doivent
étre évitées pendant la grossesse. Il peut étre irritant pour les voies gastro-intestinales et
devrait étre évité chez des personnes ayant des ulcéres gastriques ou le syndrome du colon
irritable.

Les surdoses peuvent causer des nausées, des vomissements, des diarrhées et de fortes
hémorragies digestives.

La sur-utilisation peut conduire a une insuffisance rénale, des modifications de la
fonction hépatique, une dyspnée, une perte de conscience, et méme la mort. L'huile de clou de
girofle, riche en eugénol peut irriter la peau et les muqueuses. En usage externe elle est
potentiellement dermo-caustique. Par voie interne, est un toxique neurologique a tres forte
dose.

Cette huile est contre-indiquée chez les femmes enceintes, qui allaitent, les enfants, en
cas d'eczémas et de fragilité cutanée.

Son emploi dépend de la dose; 100g de clous de girofle en une fois est mentionné
toxique (Aouadhi, 2010).

I1. Eucalyptus globulus

I1-1. Description botanique d’eucalyptus

Le genre Eucalyptus fut décrit et baptisé en 1788 par le botaniste francais Héritier, qui a
examiné des échantillons d’Eucalyptus obliqua parmi les différentes plantes récoltées en
Australie (Bingendako M.J, 2004).

Ce genre est I’'un les plus importants de la famille des Myrtacées avec environ 600
especes dont 16 sont utilisés en médecine (Ghedira et al., 2008). Parmi ces espéces se trouve
Eucalyptus globulus Labil, espéce tres cultivée, prit rapidement une grande extension en
Algérie entre 1860 et 1870 (Boudy, 1952).

L’eucalyptus est un arbre de 30 a 35 m, jusqu’a 100 m dans son milieu naturel. (Goetz,
2008). Selon Balmey et Wilson (2000), les arbres d’Eucalyptus ont des feuillages persistants
souvent a écorce s’exfoliant (Fig 04). Elles présentent deux types de feuilles, souvent tres
larges et dressées chez les plantes juvéniles puis étroites et pendantes chez les sujets matures.
Les fleurs sont genéralement en bouquets ombelliformes, rarement solitaires et elles
possedent des sépales soudés en opercule conique qui tombe d’une seule piece lorsque la fleur

s’ouvre ; les étamines sont nombreuses et proéminentes (Fig 03)

-



Chapitre I: Monographies du S.aromaticum et d’E.globulus

Le fruit est la capsule anguleuse du calice, il renferme deux types de graines (Koziol,
2015) (Fig 05).

De plus les fruits ligneux mesurent de 1,5 a 2,5 cm de diamétre ont une capsule tres
dure. De nombreuses petites graines s'échappent par des valves qui s'ouvrent sur le dessus du
fruit (Daroui-Mokaddem, 2012), avec une teinte marron a maturité et s’ouvrant 1égérement
par deux fentes croisées pour laisser des graines (Pauline, 2019). Graines : tres grosses

ressemblant a celle du poireau (Menager, 1952).

Figure 03: Feuilles et fleurs d’Eucalyptus globulus (Daroui-Mokaddem, 2012)
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Figure 05: Fleurs et fruits d'Eucalyptus globulus (Eran, 2019).
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I1-2. Systématique

D’apres la classification phylogénétique APG (2009), la classification de | 'Eucalyptus

globulus est comme suit :
Régne
Embranchement
Sous-embranchement
Classe

Sous- classe

Ordre

Famille

Genre

Espéce

: plantes

: Spermaphytes

: Angiospermes

: Eudicots

: Rosidées

: Myrtales

: Myrtacées

: Eucalyptus

: Eucalyptus globulus
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11-3. Utilisation de I’eucalyptus

L 'Eucalyptus a plusieurs vertus thérapeutiques, le tableau I en illustre quelques utilisations.

Tableau I: Quelques usages traditionnels d’E. globulus (Slimani, 2010).

Parties utilisées

Mode

Usage

Référence

Feuilles

Tisanes des feuilles séchées ou
fraiches

Usage interne : traitement des affections des
voies respiratoires, plasmique, tonique,
astringent, contre les parasites intestinaux,
affections des voies urinaires

Ait Youcef (2006) ; Baba Aissa (1999);
Djerroumi et Nacef (2004); Polleti

(1982) ; Wichtl et Anton (2003)

Aérosol (fumigation des feuilles
séchées ou fraiches)

Désinfecter les maisons en période de grippe

Ait Youcef (2006); Baba Aissa (1999)

Feuilles et I’huile d’olive

Usage externe : appliquer en cataplasme sur
la téte pour abaisser la fievre, ou dans des
cas d’insolation

Ait Youcef (2006)

Tisanes des feuilles

Usage interne : traitement du diabete

Ghedira et al., (2008) ; Goetz (2007)

Décoction Bain de bouche pour soigner la carie | Ait Youcef (2006); Djerroumi et Nacef
dentaire, traitement de la gingivite et autres | (2004)
affections liées a la bouche

Décoction Voie externe: les vapeurs produites et|Ait Youcef (2006)

I’application du décocté servent a traiter les
engelures

Usage externe : traitement des bruleurs
Usage interne : antirhumatismal

Pollet (1982)
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Eruit Aérosol (fumigation) Par inhalation : traitement de I’asthme Ait youcef (2006)
ruits

Pour adultérer la poudre de cannelle ;|Ait youcef (2006)
Ecorce .

balsamique

Usage interne : poudre administrée contre les | Ait youcef (2006)
Gomme

diarrhées

Plante entiére

Pour désinfecter 1’atmosphére par 1’essence
volatile, contre les moustiques

Ghedira et al., (2008)

Bois

Fabrication du papier poteaux et source
d’énergie

Ait youcef (2006), Batish et al., (2008)
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I1-4. Toxicité

D'aprés de nombreuses données scientifiques, [’utilisation d’huile essentielle
d’Eucalyptus est interdite chez les femmes enceintes a forte dose car pouvant provoquer des
brilures gastriques, des nausées et vomissements, de la tachycardie ainsi qu’une hypertension,
des suffocations et une paralysie cérébrale et méme des cas de décés (Foggie, 1911 et
Vincenzi et al., 2002).

Par voie orale, une dose trop élevée pourrait irriter les reins a cause des mono terpenes :
a et B-pinene ainsi que le limonéne contenus dans les feuilles (Anton et al., 2003). Le 1,8-
cinéole favorise la sécrétion de certaines glandes exocrines. Cela lui confére ses propriétés
expectorantes par stimulation des glandes a mucines des muqueuses respiratoires. Cela
explique également que les huiles essentielles riches en 1,8-cinéole vont stimuler les glandes
digestives et vont augmenter les sécrétions gastriques, d’ou une apparition d’ulcéres
gastriques lors d’intoxications aux huiles essentielles d’Eucalyptus.

Plusieurs cas d’intoxications aux huiles essentielles d’Eucalyptus globulus et
Eucalyptus radiata (de composition proche) ont été rapportées, notamment chez I’enfant. Les
signes d’intoxications seront: nausées, vomissements, diarrhées, brllures épigastriques, suivis
de vertiges, ataxie, désorientation, perte de connaissance voire coma. Parfois, des
bronchospasmes ont aussi €té observés. Certains cas de convulsions ont aussi été rapportés

chez des enfants.
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I. Définition

Les huiles essentielles sont des produits de composition généralement assez complexes
renfermant des principes volatils contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés au
cours de la préparation.

Ce sont des substances huileuses, d’odeur et de saveurs généralement fortes, extraites a
partir de différentes parties de certaines plantes aromatiques. Elles se forment dans un grand
nombre de plantes comme sous-produits du métabolisme secondaire (Belaiche, 1979; Valnet,
1984; (Wichth et Anton, 1999).

Les HEs, ont des propriétés et des modes d’utilisation particuliers et ont donné

naissance a une branche nouvelle de la phytothérapie: 1’aromathérapie (Bruneton, 1999).

Il. Répartition

Les huiles essentielles sont largement répandues dans le régne végétal et surtout chez
les végétaux supérieurs, il y aurait 17500 especes aromatiques. (Bouhdid et al., 2012).

Elles sont presque exclusivement de I'embranchement des Spermaphytes.

Les genres qui sont capables de les élaborer sont rassemblés dans un nombre restreint
de familles telles que les : Lamiacées (Labiées), Pinacées (Coniféres), Rutacées, Myrtacées,
Poacées, Apiacées (Ombelliféres), Lauracées, Astéracées (Composées), Pipéracees,
Cupressacees et Rutacées (Benazzeddine, 2010).

Elles peuvent étre stockées dans divers organes : fleurs, feuilles, écorces, bois, racines,
rhizomes, fruits ou graine (Bouaine, 2017).
Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux, végétatifs

et reproducteurs (Tableau I1).

I11. Localisation

Selon Bouamer et al, (2004), les HEs sont élaborées par des glandes sécrétrices qui se
trouvent sur presque toutes les parties de la plante; elles sont sécrétées au sein du cytoplasme
de certaines cellules ou se rassemblent sous formes de petites gouttelettes comme la plupart
des substances lipophiles

D’aprés Ghenaiet, et Etaouide (2016), la synthése et I'accumulation des huiles
essentielles sont généralement associées a la présence de structures histologiques spécialisées,
le plus souvent situées sur ou a proximité de la surface du végétal. 1l existe en fait quatre

structures sécrétrices :

.



Chapitre 11 : Les Huiles essentielles

- Les cellules sécrétrices : Chez les Lauracées et les Zingibéracées.

- Les poils glandulaires épidermiques : Chez les Lamiacées, Géraniacées, etc.

- Les poches sphériques schizogenes : Les glandes de type poche se rencontrent chez les
familles des : Astéracées, Rosacées, Rutacées, Myrtacees, etc.

- Les canaux glandulaires lysigénes : Chez les Coniféres, Ombelliféres, etc.

Tableau I1: Localisation des huiles essentielles dans les Plantes (Garneau, 2005).

Partie de la plante Plante
Feuilles Romarin-sauge, sapin
Tiges Citronnelle, lemon-grass
Ecorces Cannelier, orange
Racines Angelica, vétiver
Rhizomes Gingembre, acorus, curcuma
Bulles Oignon
Bois Santal, quinquina
Fleurs Jasmin, rose
Graines Anis, aneth, muscade
Boutons floraux Clou de girofle
Baies Genevrier
Fruits Citron, bleuet, persil
V. Fonction

Les huiles essentielles émises par les plantes sous forme de vapeur ont des fonctions
multiples dans la nature :

- Dans les interactions « végétaux animaux » (Bruneton, 1997) les HEs interviennent
dans les relations qu'entretient la plante avec les organismes vivants qui I'entourent.

- Coévolution des plantes avec les organismes vivants, tels que parasites, pathogénes et
prédateurs, mais aussi pollinisateurs et disséminateurs. Ces différentes relations ont
donné lieu a une extréme diversification des composés secondaires. (Randrianarivelo,
2010).

- Les travaux de Croteau en 1977 puis ceux de Croteau et Hooper (1978) ont montré
que les composants volatils auraient un effet mobilisateur d’énergie lumineuse et de

régulateur thermique au profit de la plante.

.
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Certains terpénes jouent un réle important et varié dans la relation des plantes avec leur
environnement (Mahmout, 1992).

- Les HEs constituent «les déchets» du métabolisme cellulaire de la plante (Salle, 1991)
et servent a attirer les insectes pour permettre la fécondation (pollinisation) ou alors a les
éloigner de la plante.

Elles constituent enfin un moyen de défense de la plante vis-a-vis des prédateurs tels
que les microorganismes (bactéries et champignons) et les herbivores. Dans la nature, les

huiles essentielles jouent un role important dans la protection. (Bakkali et al., 2008)

V. Réle

Depuis les temps les plus reculés, le monde végétal offre les éléments nécessaires a la
survie de I’espéce humaine. En effet, les plantes demeurent la principale source de principes
actifs dont le r6le et ’utilisation sont trés variés (Elabed et Kambouche, 2003).

Les huiles essentielles sont connues pour étre douées de propriétés antiseptiques et anti
microbiennes. Beaucoup d'entre elles, ont des propriétés antitoxiques, antivenimeuses,
antivirales, anti-oxydantes, et antiparasitaires. Plus réecemment, on leur reconnait également

des propriétés anticancéreuses (Valnet, 2005).

V1. Composition chimique des huiles essentielles

La composition chimique des huiles essentielles révéle qu'il s'agit de mélanges
complexes et variables de constituants appartenant exclusivement a deux groupes caractérisés
par des origines biogénétiques distinctes : les terpénoides et les composés aromatiques dérivés
du phenylpropane (Pinto et al., 2009).

VI-1. Les terpénes
Les terpenes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaines

ouvertes. On distingue :

- Les térpénoides sont des terpenes avec une ou plusieurs fonctions
Chimiques (alcool, aldéhydes, cétones, acide, etc...).

- Les monoterpénes sont volatils entrainables a la vapeur d’eau, d’odeur souvent

agréable et representent la majorité des constituants des HEs, parfois plus de 90%.

- Les sesquiterpénes il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpenes.

Elle contient plus de 3000 molécules (Hellal, 2011).

.
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VI-2. Les composés aromatiques

IIs sont moins fréquents dans les huiles essentielles et généralement responsables des
caracteres organoleptiques des huiles essentielles. Cette classe comporte des composés
odorants bien connus comme la vanilline, I’eugénol, I'anéthol, I'estragole et bien d'autres
(Pinto et al., 2009).

VII. Toxicité des huiles essentielle

La majorité des huiles essentielles, a de tres fortes doses, causent des effets toxiques.
Par leur composition chimique riche, les huiles essentielles doivent étre utilisées avec une
extréme prudence, du fait qu'elles peuvent présenter de tres graves dangers lors d'une
utilisation aléatoire autonome, surtout que le consommateur est attiré par la facilité d'emploi
de ces essences en absorption interne ou en application externe (Kehal, 2013).

Parmi les propriétés indésirables, on peut souligner entre autres: les propriétés
vésicantes, nécrosantes, allergiques, hépatotoxiques, neurotoxiques, etc...

Les H.Es restent toujours notoires grace a leurs diverses propriétés médicinales en
I'occurrence les propriétés anti-inflammatoires, antiseptiques, antivirales, stimulantes,

toniques, calmantes, etc. (Kabera et al., 2002).

VII1I. Conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont fragiles et volatiles (Anton et Lobstein, 2005). Elles doivent
étre conservées dans des flacons colorés, hermétiquement fermés, a l'abri de l'air, de la
lumiére et des variations de température. L’espace d’air dans un bocal favorise leur oxydation,
c’est pour cela qu’on préfére plusieurs petits contenants lors de I’embouteillage et 1’achat. 1l
faut bien refermer les flacons apres usage, car les huiles essentielles sont volatiles (Baudoux,
2002 ; Abadlia et Chebbour, 2014).

Si les conditions citées ci-dessus sont respectées, les HEs Peuvent étre conservées

jusgu'a 2 a 5 ans en maintenant les flacons en position verticale.

IX. Propriétés pharmaceutiques et usages des huiles essentielles

En raison de leurs diverses propriétés, les HEs sont devenues une matiere d’importance
économique considérable avec un marché en constante croissance. En effet, elles sont
commercialisées et présentent un grand intérét dans divers secteurs industriels comme en

pharmacie, en Aromathérapie, en Agro-alimentaire, en Cosmétologie et parfumerie.

-
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Par leurs pouvoirs antiseptiques, analgésique, antispasmodique, apéritif, les essences
issues des plantes sont utilisées en grande partie dans la préparation d’infusion (menthe,
verveine, thym,...) et sous la forme de préparations galéniques (Sallé, 1991). Plus de 40% de
médicaments sont & base de composants actifs de plantes, par exemple gastralgine est un
digestif anti-acide qui se compose d’HE de carvi.

De méme, elles permettent par leurs propriétés aromatisants de masquer 1’odeur
désagréable de médicaments absorbés par voie orale. Aussi beaucoup de médicaments vendus
en pharmacie sont a base d’HES comme par exemple les collyres, les crémes, les élixirs, etc...
(Richard, 1992).

X. Procédés d’extraction des huiles essentielles
Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour I’extraction des huiles essentielles.
Cette diversité est due a la variété des matiéres premieres et a la sensibilité considérable de
certains de leurs constituants. (Garnero, 1977). Parmi les méthodes d’extraction, citons :
X -1. Hydrodistillation
Le principe consiste a immerger directement la matiére végétale a traiter dans un ballon
rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogenes vont se condenser sur

une surface froide et I’HE sera alors séparée par différence de densité (Bruneton, 1993).

X -2. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

Dans ce type de distillation, le matériel végétal ne macere pas directement dans 1’cau. Il
est placé sur une grille perforée au travers de laquelle passe la vapeur d’eau. La vapeur
endommage la structure des cellules végétales et libere ainsi les molécules volatiles qui sont
ensuite entrainées vers le réfrigérant. L’HE étant plus 1égére que 1’eau, elle reste en surface.
On obtient ainsi deux phases non miscibles qu’on peut séparer par décantation. (Bachelot et
al., 2006). Cette méthode apporte une amélioration de la qualité¢ de I’H.E en minimisant les

altérations hydrolytiques.

X -3. Hydro diffusion

Le principe de cette méthode réside dans I'utilisation de la pesanteur pour dégager et
condenser le mélange «vapeur d’eau-huile essentielle» dispersé dans la matiére végeétale
(Meyer-warnod, 1984).

.
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X-4. Extraction a froid
Ce procédé consiste a broyer, a 1’aide de presses, les zestes frais pour détruire les
poches afin de libérer 1’essence. Le produit ainsi obtenu porte le nom d’essence, car il n’a subi

aucune modification chimique (Roux ,2008).

X-5. Extraction assistée par micro-onde

Dans ce procédé, la matiére végétale est chauffée par micro-onde dans une enceinte
close dans laquelle la pression est réduite de maniére séquentielle. Les composés volatils sont
entrainés par la vapeur d’eau formée a partir de I’eau propre a la plante. Ils sont ensuite

récupérés a ’aide des procédés classiques : condensation, refroidissement, et décantation

(Hemwimon et al., 2007).

X-6. Extraction par fluides supercritique

L’extraction par fluides supercritiques a pris ces dernieres années, beaucoup d’essor
concernant I’extraction des extraits végétaux. Le principal avantage de cette technique est
celui de combiner les caracteéristiques des gaz et des liquides pendant le processus d’extraction
(Piochon, 2008).

X-7. L’enfleurage et la macération

L’enfleurage, consiste a déposer des pétales de fleurs odorantes sur des couches de
graisses non odorantes: On obtient ainsi des pommades parfumées.

L’enfleurage peut également se pratiquer a chaud sur des graisses fondues. C’est le cas
pour la violette, les fleurs d’oranger et le cassis. La macération est une technique qui consiste
a extraire des especes chimiques d‘une substance a 1’aide d’un solvant avec lequel la

substance reste longtemps en contact. (Paris et Moyse, 1967).

X-8. Extraction par ultrasons
Le matériel végétal mis en contact avec le solvant (eau ou solvant organique) est

immergé dans un bain a une agitation constante (Kimbaris, 2006).

X-9. Expression
L’expression ou pression a froid est spécifique a I’extraction des huiles essentielles des

agrumes : citrons, oranges, mandarines, ...etc. C’est une méthode assez simple qui consiste a

.
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briser mécaniquement par abrasion les poches a essence localisées au niveau de 1’écorce ou

du péricarpe du fruit pour en recueillir le contenu (Willem, 2004).

XI. Caractérisation biochimiques des huiles essentielles

a- Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

C’est une méthode appropriée pour la séparation et 1’identification des composants
d’une HE ; elle réalise a la fois une analyse qualitative et quantitative (Paris et Godon, 1979).

L’¢échantillon est vaporisé et injecté en téte de colonne. L’¢€lution est assurée par un flux
de gaz inerte qui sert de phase mobile. La CPG est basée sur le partage de produit analysé
entre une phase gazeuse mobile est une phase (liquide ou solide) immobilisée sur la surface
d’un support inerte (Skoog et al., 2003).

Les constituants des mélanges appelés genéralement «solutés» sont inégalement retenus
par la phase stationnaire lors du transit dans la colonne. De ce phénoméne appelé «rétention»,
les solutés injectés se déplacent avec une vitesse inégale entre eux et inférieure a celle de la
phase mobile, ceci les conduit a sortir de la colonne les uns apres les autres. On enregistre
d’abord un signal dit ligne de base en présence du gaz vecteur seul, puis un pic au passage de

chaque soluté séparé (Tranchant, 1995).

b- CPG/SM couplage de Chromatographie en phase gazeuse et

Spectrométrie de masse

Le spectrometre de masse permet 1’identification et la quantification des composés. Il
existe de nombreux type de spectromeétre de masse ; tous ont en communs trois éléments : une
source, un analyseur et un détecteur. La source est la partie du spectromeétre de masse ou sont
produits des ions gazeux a partir des molécules introduites. En couplage avec le
chromatographe en phase gazeuse, ou les composés élués arrivent au spectrométre a 1’état
gazeux. Les sources utilisées sont dites a «ionisation électronique» ou a «ionisation
chimique». La source est maintenue a une température élevée.

Le couplage chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse est aujourd’hui
une des techniques parmi les plus utilisées de la chimie analytique. L’association des deux
techniques fournit un instrument d’analyse particuliérement performant. (Cavalli, 2002).

Le couplage CPG/SM est, aujourd’hui, la technique de référence (Longevialle, 1981 ;
Constantin, 1996).

.



Chapitre 11 : Les Huiles essentielles

Lorsqu’on soumet un composé moléculaire a cette analyse, on déclenche un processus a

plusieurs étages (Pradeau et Cohen, 1992).

>

lonisation : les molécules présentes dans 1’échantillon se volatilisent sous 1’effet du
vide et de la haute température (200°C), il en résulte un mélange d’ions issus de la
fragmentation de 1’échantillon de départ ;

Accelération : Les ions formes se dirigent vers le dispositif de séparation sous 1’effet
d’un champ magnétique augmentant ainsi leurs énergies cinétiques.

Séparation : Les ions seront distribués suivant leur rapport masse/charge ;

Détection : aprés separation, les ions sont recueillis par un détecteur sensible aux
charges électriques transportées ;

Traitement du signal : le signal de sortie de I’appareil conduit au spectre de masse
qui constitue la représentation conventionnelle de I’abondance des ions en fonction de

leurs rapports : masse/charge.

e
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I. Matériel utilisé

La partie expérimentale a été réalisée au sein des Laboratoires d’entomologie et de
microbiologie au département de Biologie a 1’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou

pendant la période allant de février 2022 & mai 2022.

I-1. Matériel biologique
I-1-1. Les plantes

Le matériel végetal est constitué de deux plantes, Syzygium aromaticum et Eucalyptus

globulus.

Le premier a été acheté au marché de Draa Ben Khedda. Disponible sur le marché tout
au long de 1’année, pour son importance, dans la tradition culinaire algérienne ainsi que son

utilisation dans la médecine traditionnelle. Il se trouve sous forme séchée (Fig 06).

Figure 06: Boutons de clou de girofle séchés (originale, 2022).

Le second a été récolté au village Oumaden dans la wilaya de Tizi-Ouzou (Nord
Algérien) au mois de juin 2021. Le séchage de cette plante a été effectué dans un endroit sec

et a I’abri du soleil pendant sept jours (Fig 07).
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Figure 07: Feuilles d’Eucalyptus séchées (originale, 2022).

I-1-2. Les souches bactériennes testées

Deux souches référencées fréquentes en pathologie humaine ont été sélectionnées. Il
s’agit d’une bactérie a Gram- (E.coli) et une autre a Gram+ (S.aureus) caractéristiques

référenciées.

Ces souches proviennent du laboratoire de microbiologie, département de biologie a

I’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

Escherichia coli (ATCC 25922)

E.coli appartient & la famille des Enterobacteriaceae. C’est un Coccobacilles & Gram
négatif et mobile avec ciliature peritriche (Kayser et al., 2005).

Elle se développe dans le tube digestif de I’homme et d’animaux a sang chaud. C’est
une bactérie indicatrice de contamination fécale des eaux potables et des aliments. Elle

provoque des Diarrhées, gastro-entérites et des Infections urinaires (Fig 08).
Staphylococcus aureus ATCC Mu 50

Cette espéce appartient a la famille des Staphylococcacaea. C’est un Cocci en grappes

de raisin a Gram positif et immobile.

Elle est ubiquitaire dont le réservoir est localisé sur la peau et les muqueuses. Elle
provoque des intoxications alimentaires, infections cutanées et des muqueuses, des

septicémies et des pneumonies (Fig 08).

E
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Figure 08: Colonies d’Escherichia coli (a gauche) et Staphylococcus aureus (a droite)

1.2. Produits chimiques et milieux de culture utilisés

» Produits chimiques
- Ethanol & 96%, eau distillée, tween 80 et eau de javel.

- Le vert d’iode et le rouge Congo, Acide ascorbique et le DPPH.

> Milieux de culture

Suivant les méthodes employées, et selon les souches, nous avons utilisé les milieux

de cultures suivants:

- Gélose nutritive et gélose Mueller Hinton.
- Milieu liquide BHIB, milieu liquide Mueller Hinton et I’eau physiologique.

- La composition de ces milieux est décrite dans I’annexe 01.

I-3. Appareillage
Le matériel utilisé dans notre étude expérimentale est le suivant :
Autoclave, four Pasteur, etuve, bain-marie thermostaté, balance analytique, balance de

précision, agitateur, vortex, spectrophotometre, bec benzéne et réfrigérateur.

E
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» Verreries
- Béchers et fioles, burette, éprouvette, erlenmayer, entonnoir, boites de Pétri stérile, tubes a

vis stériles, flacons stériles en verre, pipettes Pasteur, ampoule de décantation.

» Autres
- Ciseau, pince, micropipettes, embouts, spatule, papier aluminium, papier filtre, para

film et portoir.

I1. Méthodes expérimentales

I1-1. Extraction des huiles essentielles par entrainement a la vapeur d’eau

Le matériel végétal est soumis a un entrainement a la vapeur au moyen d’un dispositif
illustré par la figure 07. Cette technique se base sur le pouvoir que posséde la vapeur d’eau a
entrainer les huiles essentielles. Le dispositif se trouve supporté par une grille ou une plaque
perforée placée a une distance adéquate du fond de 1’alambic, rempli d’eau. Sous ’action de
la chaleur, I’eau se transforme en vapeur et passe a travers les plantes en entrainant les

molécules aromatiques vers un systeme de refroidissement.

L’opération d’extraction dure trois heures a partir du début d’ébullition. Elle consiste a
introduire 250 g de masse végétale dans une plague perforée, a une distance adéquate du fond
de I’alambic, rempli au 1/3 d’eau distillée. Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent a
travers le tube vertical puis dans le serpentin de refroidissement et I'huile essentielle se sépare
par décantation. (Hajji, 1985). Les phénomenes intervenant lors de I’entrainement a la vapeur
seraient des phénomeénes d’osmose et de diffusion libre (Gunther, 1972) (Fig 09).

En fonction de sa densité, I’HE peut étre recueillie a deux niveaux :
v Au niveau supérieur du distillat, si elle est plus légére que I'eau, ce qui est fréquent
(c’est le cas d’Eucalyptus).

v" Au niveau inférieur, si elle est plus dense que I'eau (c’est le cas des clous de girofle.

Les huiles essentielles ainsi obtenue sont stockées dans des flacons en verre ambré ou
foncé au refrigérateur (-4°C), dans de petits contenants. Les flacons sont bien fermes et

stockés en position verticale.

"
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Figure 09: Dispositif d’extraction d’huile essentielle par entrainement a la vapeur d’eau

(laboratoire de Biochimie Analytique et Biotechnologie, 2022).

I1-2. Calcul du rendement et de la densité
Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse
d’huile obtenue extraite et la masse de matiére vegeétale traitée (Kapadiya et Desai, 2017). Le

rendement est exprimé en pourcentage (%) et calculé par la formule suivante :

RHE= (M1/MO0) X100

RHE: Rendement en huile essentielle en %.
M1: Masse de I’huile essentielle obtenue en (g).

MO: Masse de la matiére végétale en (g).

La densité relative d’une huile essentielle est le rapport de la masse d’un certain
volume d’une HE, a la masse d’un volume égal d’eau distillée.

Mesure de densité est le rapport P=m/VV m = masse d’huile, V=volume d’huile.

E
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11-3. Etude des activités biologiques

11-3-1. Etude de Pactivité antibactérienne

Le but de ce travail est dévaluer I’activité antibactérienne de deux plantes médicinale a
savoir S.aromaticum et E.globulus sur deux especes bactériennes (E.coli et S.aureus) par deux

méthodes :

- La diffusion des disques en milieu solide pour la détermination des diametres de la
zone d’inhibition.

- La méthode de micro dilution qui a pour but la détermination de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) a partir d’une gamme de concentration de produit dans le

milieu de culture.
11-3-1-1. Revivification et standardisation des souches microbiennes

a- Préparation de ’inoculum

- Preéparation des pré-cultures

Les tests antibactériens doivent étre réalisés a partir de cultures jeunes de 18 a 24h. Des
souches bactériennes sont réactivées par ensemencement de ’espéce bactérienne dans un
milieu liquide (BHIB) a I’aide d’une anse a boucle. Aprés incubation pendant 24 heures a
37°C.

e Repiquage des souches

Un deuxiéme repiquage est réalisé par des stries serrées dans des boites de Pétri
contenant de la gélose nutritive puis, incubées a 37°C pendant 24 heures (Moroh et al., 2008).

e Préparation des suspensions bactériennes
Aprés 24 heures d’incubation & 37°C, 3 & 5 colonies bien isolées et identiques sont
prélevées et déchargées dans 5 ml d’eau physiologique stérile (0.9% Nacl). Une agitation est
ensuite effectuée au vortex pendant quelques secondes. La standardisation de la suspension a
10® UFC/ml, est réalisée a I’aide d’un spectrophotométre réglé sur une longueur d’onde de
620 nm. Ajuster I’inoculum, soit en ajoutant des cultures s’il est trop faible ou eau
physiologique stérile s’il est trop fort. La densité optique de la suspension doit étre comprise
entre [0,08 et 0.1] (10® UFC/ml) (Fauchére et Avril, 2002). L’ensemencement doit se faire

apres 15min de la préparation (Bonnet et al., 2017).

g
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b- Etude de la sensibilité des souches aux HES
Les agents antibactériens testés

Les HEs testées durant notre étude sont issues des plantes appartenant a la famille des

Myrtacées a savoir HEc et HEe.

c- Testin vitro

Pour évaluer I’activité antimicrobienne des HES, nous avons adopté la méthode de
diffusion sur milieu gélosé en utilisant des disques stériles en cellulose: appelée
aromatogramme (Sharififar, 2007). Le principe de la méthode est tiré a partir du titrage des
antibiotiques (Benjilali et al., 1986).

1- Protocole

Le milieu de culture gélosé Mueller Hinton (M.H) est coulé aseptiquement (entre deux
bec benzenes) et en surfusion, dans des boites de Pétri a raison de 15 ml par les boites de 90
mm de diamétre et les laisser ensuite refroidis et solidifies sur la paillasse. A partir d’une
suspension bactérienne diluée et standardisée & 10° UFC/mI soit au 1/10, 200ul ont été
prélevées puis étalés d’une fagon uniforme a 1’aide d’un rateau a la surface du milieu gélosé
MH. Laisser sécher pendant 5 min.

Quatre doses d’HE pure ont étés testées (0.5;1; 1.5 et 2ul) a raison de trois répétitions

par dose et par souche bactérienne.
- Dépbt de disques

Cette étape consiste a déposer a 1’aide d’une pince stérile des disques stériles de papier
wattman n°3 (6 mm de @) imbibés d’HE de chaque extrait a la surface de la gélose

ensemenceée par la souche bactérienne testée.

Les boites de Pétri sont ensuite fermées et laissées diffuser (migration des HES) a
température ambiante pendant 20 mn puis incubées a 37°C pendant 24 h. Cette méthode
permet de mettre en évidence 1’effet antimicrobien de 1’huile essentielle sur la souche étudiée
(Ambhis et al., 2001). L’activité antibactérienne de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum
et Eucalyptus globulus a été mis en évidence par I’emploi d’un antibiotique (la gentamicine)

en tant que témoin positif et de I’eau distillée stérile comme témoin négatif.

.
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- Incubation
Les boites ainsi préparées sont incubées a 37°C pendant 24h. Durant cette période, les
substances diffusent dans la gélose a partir des disques imbibés d’HEs selon un gradient de
concentration.

- Lecture

La lecture est réalisée apres 24 heures d’incubation a 37°C. L’activité antibactérienne
est déterminée par mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque. Elles
sont mesurées a 1’aide d’un pied a coulisse ou une regle et exprimés en millimétre (le
diametre du disque 6mm est inclus). Plus le diamétre de cette zone est grand plus la souches
est sensible (Choi et al., 2006). Les résultats peuvent étre symbolisés par des signes d’aprés la
sensibilité des souches vis-a-vis des HEs et classé selon les zones d’inhibition, (Ponce et al.,
2003) (Tableau I11).

Tableau I11: Le diamétre des zones d’inhibitions (Ponce et al., 2003).

Sensibilité Le diameétre d'inhibition « D »
Non sensible (-) ou résistante diamétre < 8 mm

Sensible (+) diametre compris entre 9 a 14 mm
Tres sensible (++) diametre compris entre 15 et 19 mm
Extrémement sensible (+++) diametre > 20 mm

11-3-1-2. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

par la méthode de dilution en milieu liquide

1- Principe
La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme la derniére ou la plus
faible concentration d’un agent antimicrobien qui peut inhiber visiblement la croissance d’un

microorganisme (Oussou et al., 2008; Derwich et al., 2010).

.
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2- Meéthode

Préparation de la gamme de dilution

Dans un premier temps, mélanger 4600ul de MHB avec 400 ul d’HE a tester et deux
gouttes de tween 80 puis réaliser une série en cascade de dilution de demi en demi (1/2, 1/4,
1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256) mg/ml (Oussou et al., 2004), a partir d’une solution mére
d’un volume initial de 5000 pl. Ajouter ensuite 13ul d’inoculum (10® UFC) dans chaque tube.
Mélanger au vortex apres chagque opération.

Le dernier tube correspond au controle négatif ou témoin qui contient uniquement
2500ul de MHB et deux gouttes de tween 80.

- Incubation

La galerie ainsi préparée sera incubée a 37°C pendant 24h.

- Lecture
La lecture ont été effectuée a I’ eeil nu en sachant que la CMI est la concentration la plus

faible de I’extrait a laquelle aucun trouble n’est observé (Eloff, 1998).

11-3-2. Etude de ’activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant de I’huile essentielle est développé comme substitut dans la
conservation alimentaire. 1l a été testé en employant la méthodes du piégeage du radical libre
DPPH qui est fréquemment utilisée pour mesurer le pouvoir antioxydant des produits naturels
et synthétiques (Obame et al., 2007).

11-3-2-1. Test de piégeage du radical libre DPPH
» Principe
Le principe est fondé sur le pouvoir des antioxydants qui jouent le role de piégeurs de
radicaux libres. En présence de molécules dites antioxydants, le radical libre DPPH (2,2
diphényl 1 picrylhydrazyl), caractérisé par sa couleur violette, se réduit en (2,2 diphényl 1
picryl hydrazine) de couleur jaune, ce qui conduit & la diminution de 1’absorbance (Maataoui
et al., 2006) (Fig 10).
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H
Q. » Ojps
= + AH — = N + A
G SO O
2,2 -diphenyl-1-picrylhydrazyl 2,2"-diphenyl-1-picrylhydrazine

Figure 10: Forme libre et réduite du DPPH (Prakash, 2001; Molyneux, 2004).

» Mode opératoire
Cette activité a été testée par la méthode décrite par Blois (1958).
Pour chaque extrait, nous avons préparé une gamme de dilution (1, 1/2, 1/4,1/8, 1/16,
1/32 et 1/64) des HEs dans du méthanol. 400ul de DPPH (0.04g/l) est ajouté a 400l du

mélange de chaque dilution. La lecture de 1’absorbance est faite a 515nm aprés 30 min
d’incubation a I’obscurité et a température ambiante.

Parallelement, un contrble négatif (témoin) est préparé en mélangeant 400ul de
méthanol avec 400ul de la solution méthanolique de DPPH. Le contrdle positif est représenté
par une solution d’un antioxydant standard, I’acide ascorbique dont nous avons préparé la
méme série de dilution que les extraits. L’absorbance des deux contrdles a été mesuré dans les
mémes conditions que les échantillons.

A T’ceil nu, la présence de I’activité antioxydante contre le DPPH s’observe par le
changement de la couleur de ce dernier du violet au jaune. La mesure de la valeur exacte de
cette activité a été calculée et exprimées en pourcentage d’inhibition (I %) en appliquant la

formule suivante :

I % = [(Abs contréle - Abs échantillon) / Abs controle] x 100

Abs controle: Absorbance du contréle negatif a 515 nm.
Abs échantillon: Absorbance de 1’échantillon a 515 nm.

-
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11-3-2-2. Calcul des 1C50

L’IC50 (concentration Inhibitrice de 50 %) appelée aussi EC50 (Efficient Concentration
50) est la concentration des extrais testés nécessaires pour réduire 50% de radical libre DPPH.

L’IC50 est déterminée a partir de la courbe de régression linéaire (y= ax + b) des
pourcentages d’inhibition en fonction de la concentration des échantillons testés (Molyneux,
2004).

Ainsi, 1’échantillon qui présente 1’IC50 la plus faible est celui dont 1’activité anti-

radicalaire la plus importante.

11-3-3. Reéalisation des coupes anatomiques

Afin de localiser les sites de sécrétion des huiles essentielles pour les clous de girofle et
I’Eucalyptus, des coupes anatomiques transversales au niveau des clous de Syzygium
aromaticum et les feuilles fraiches d’Eucalyptus globulus ont été réalisées.

Pour cela, nous avons adopté la méthode de la double coloration qui consiste a placer
les coupes dans 1’eau distillée pendant 5mn puis les placer dans de I’eau de javel pendant
20mn afin de vider les cellules de leurs contenus. Les coupes sont ensuite rincées a ’eau
distillée pendant 5mn et mises dans ’acide acétique a 5% pendant deux a trois minutes pour
éliminer toute trace d’eau de javel. Aprés rincage a I’eau distillée pendant 5mn, nous avons
procédé a une premiere coloration a 1’aide du vert d’iode (colore sélectivement la lignine en
vert bleu) pendant 5mn. Les coupes sont ensuite rincer et mises dans le deuxiéme colorant le
rouge de Congo (colore sélectivement la cellulose en rose) pendant 10mn; les coupes sont
ensuite rincées a ’eau distillée sont prétes a étre observées au microscope photonique a

différent grossissement.

.
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11-1. Description des HEs obtenues

I1-1-1. Caractéristiques organoleptiques

Résultats et discussions

Les caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles des deux espéces, a savoir

S.aromaticum (Fig 11) et E.globulus (Fig 12) obtenues par entrainement a la vapeur d’eau

sont consignés dans le tableau 1V.

Tableau IV: Caractéristiques organoleptiques des HEs étudiees.

Plante Aspect | Couleur Odeur Saveur
S.aromaticum | Liquide | Jaune Forte et agréable Aromatique et Brulante
E.globulus Liquide | Incolore | Forte et aromatique | Rafraichissante

Figure 11: Huile essentielle de Zyzygium aromaticum

E
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Figure 12: Huile essentielle d’Eucalyptus globulus

11-1-2. Rendement en huiles essentielles

Les rendements des HES extraites par entrainement a la vapeur d’eau a I'échelle de
laboratoire (Laboratoire de Biochimie Analytique et Biotechnologie) a partir des Clous de
girofle (RHEc) et des feuilles d’FEucalyptus (RHEe) ont été calculés et mentionnés dans le
tableau V.

Calcul du rendement d’HE des Clous de girofle
RHEc = (M1/M0) x 100

RHEc = (14.01/250) x 100

RHEc = 5.60%.

Calcul du rendement d’HE d’Eucalyptus
RHEe = (M1/MO0) x 100

RHEe = (2.01/250) x 100

RHEe = 0.80%.

E
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Tableau V: Resultat du rendement des HEs des deux especes étudiées.

Plante Rendement (%) Densité
S.aromaticum 5.60 1.04
E.globulus 0.80 0.88

Le rendement en huiles essentielles extraite de S.aromaticum obtenu dans la présente
étude est de 5,60%. Cette valeur est supérieure a celles obtenus par Boukhatem (2017),
Banouh et Azzouz (2019), Adli (2015), Atmani et Baira (2015) et Medfouni et Hafsi (2018);
qui sont respectivement de 3,302%, 3,4%, 0,84%, 3,5% et 4%.

Bien que certaines études ont révelé des rendements supérieurs a nos resultats. Ils sont
de 11,56% (Haddouche et Dernani, 2018), 10,60% (Adli 2015) 11,407% (Louni 2013).

Pour I’E.globulus, le rendement en huile essentielle obtenu dans notre étude est de
0,80% bien supérieur a celui obtenu par Boudjehem (2019) (0,64%), Boukhalfoun (2012)
avec une valeur de 0,11% ; et a ceux de Rabiai (2014) qui a obtenu un rendement de 0.43%.
Cependant nos résultats sont inferieurs a celui obtenu par Bey ould si said (2014) pour la
méme espece, qui a obtenu une teneur en huile essentielle de 2,53 % et Raho et al. (2012)
avec une valeur de 1,2%.

Les variations des teneurs en huiles essentielles peuvent étre attribuées a plusieurs
facteurs notamment le degré de maturité des plantes, 1’interaction avec I’environnement (type

de climat, sol, etc...), le moment de la récolte et la méthode d’extraction (Laib, 2012).

I11-1-3. Calcul des densités

11-1-3-1. Calcul de la densité d’HE des Clous de girofle

DC = MHEc/Me
Dc =1.0394/1
Dc =1.04.
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11-1-3-2. Calcul de la densité d’HE d’Eucalyptus
De = MHEe/ Me

De=0.8792/1

De = 0.88.

I11-2. Activité antibactérienne

I1-2-1. Evaluation par la méthode de diffusion des disques

L’effet des HEs sur la croissance des deux agents pathogénes a été évalué par
I’appréciation du diamétre de la zone d’inhibition engendrée en présence de chacune des

souches étudiées.

Les résultats montrent que la présence d’HE exerce des effets variables sur la croissance
des deux bactéries testées et ce en fonction de I’espéce végétale considérée et de la

concentration utilisée.

L’effet antibactérien des deux huiles testées s’est révélé fort intéressant. En effet,
I’échelle des valeurs de la CMI établie, a permis de distinguer la sensibilité des deux agents
pathogenes a la présence des deux HEs. Cette sensibilité s’est manifestée par de faibles zones
d’inhibition (inferieure @ 20mm) quel que soit la concentration d’huile essentielle utilisée.
Ainsi, les diameétres des zones d’inhibition enregistrés ne dépassent pas les 18,33mm pour
E.coli et 17,67mm pour S.aureus et ce a la plus forte dose de 2ul dans le cas de Syzygium
aromaticum (Fig 13), et 11.5mm pour S.aureus et 10,5mm pour E.coli dans le cas de
I’utilisation d’HE d’E.globulus (Fig 14).

La lecture des résultats obtenus nous indiquent clairement que les effets des deux HEs
augmentent en fonction de la concentration utilisée. En effet, le diamétre de la zone
d’inhibition est proportionnel a la concentration testée. Il est tout a fait possible de prévoir des

effets plus significatifs si les concentrations testées étaient plus élevées.

Les valeurs des diamétres des zones d’inhibitions des HEC et HEe sont traduites par les

histogrammes des figures 15 et 16 respectivement.
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Syzygium aromaticum

E.coli

TN

S.aureus

TN

TP + Echantillons

TP + Echantillons

Figure 13: les zones d’inhibition en fonction des différentes doses d’HE de Syzygium

aromaticum.

E



Chapitre 11 :
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Eucalyptus globulus

E.coli

TN

S.aureus

TN

TP + Echantillons

TP + Echantillons

Figure 14: les zones d’inhibition en fonction des différentes doses d’HE d’Eucalyptus

globulus.
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Diametre des zones d'inhibition(mm)

W E. coli

M S.aureus

0,5 1 1,5 2
Doses d'HEs (ul) Syzygium aromaticum

Figure 15: Effet de concentrations croissantes de I’HEc sur la croissance des bactéries.
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Figure 16: Effet de concentrations croissantes de I’HEe sur la croissance des bactéries.
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Analyse statistique
Pour la souche E.coli
Les résultats sont groupés dans le tableau V111 annexe 03.

L’analyse de la variance a deux critéres de classification a montré une différence hautement

significative pour le facteur dose (P=0,000; F=168,033; ddI=1).

Pour le facteur huile (P=0,000; F=199,033; ddl=4) et pour I’interaction du facteur huile
et dose (P=0,00001; F=14,7; ddI=4).

Tableau VI: Résultats statistique E.coli.

MzE S.aromaticum Groupes E.globulus Groupes
Doses homogenes homogenes

0 0+0,000 E 0+0,000 E

0,5 12,333+2,309 C 9+0,000 C

1 15,333+0,577 B 9,333+0,577 C

15 16+1 B 9,667+0,577 C

2 18,33+1,582 A 10,333+0,577 C

Pour la souche S.aureus

L’analyse de la variance a deux critéres de classification a montré une différence
hautement significative pour le facteur dose (P=0,000 ; F=44,182 ; ddl=1).pour le facteur
huile (P=0,000; F=94,636; dd=4) et pour [I’interaction facteur dose x facteur huile
(P=0,012 ; F=4,182 ; ddI=4)

Les résultats sont illustrés dans le tableau 1 X annexe 04.
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Tableau VII: Résultats statistique S.aureus

MzE S.aromaticum Groupes E.globulus Groupes
Doses homogeénes homogeénes

0 0+0,000 C 0+0,000 C

0,5 11,667+0,00 B 9+0,000 B

1 15+0,000 A 11+0,000 B

15 15,667+1 A 11+0,000 B

2 17,667+1,732 A 11+1 B

La bibliographie recéle de nombreuses informations relatives a différents résultats de
recherches menées sur la bioactivité des HEs sur de nombreux germes pathogenes.

Les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries a Gram positives que sur les
bactéries a Gram négatives. Toutefois les bactéries a Gram négatives paraissent moins

sensibles a leur action. Ceci pourrait étre lié a la structure de leur paroi cellulaire (Burt, 2004).

Bakkali et al. (2008) ont rapporté que I’activité antimicrobienne est due a la cytotoxicité
des HEs qui endommagent la membrane cytoplasmique des bactéries lorsqu’elles diffusent a

travers la paroi cellulaire.

May et al. (2000) ont rapporté que la croissance des bactéries résistantes aux
antibiotiques peut étre inhibée par certaines huiles essentielles comme celles des Rutacées, de
Lamiaceées, des coniférales et de Myrtacées comme c’est le cas d’ailleurs de Staphylococcus

aureus résistant a la methicilline.

Les huiles provenant de Rutacées, de certaines Lamiacées et Myrtacées pourraient se

révéler efficace contre les Staphylocoques dorés (May et al., 2000).

Les résultats obtenus certifient qu’E.coli et S.aureus sont trés sensible a 1’huile
essentielle des clous de girofle car le taux d’inhibition de la croissance des colonies
bactérienne est de 18,33mm et de 17,67mm respectivement, alors que pour I’huile essentielle
d’Eucalyptus aureus, ces deux souches sont sensibles avec un diameétre d’inhibition de
10,5mm pour E.coli et de 11,50mm pour S.aureus. Nos résultats sont conforme a celui de
Hassani et al., ( 2017) qui ont constaté un effet bactéricide important de ’huile essentielle de

Thymus vulgaris sur E.coli et S.aureus. Ces auteurs ont conclu a I’efficacité de I’huile




Chapitre 11 : Résultats et discussions

essentielle de la Lamiacées citée avec des taux d’inhibition respectifs de 73,33% pour

S.aureus et 87,77% pour E.coli avec une concentration de 10ul d’HE.

D’aprés Vieira et al., (2017), HEs de feuilles d’E.globulus portugais, présente une
absence d’activité anti microbienne contre la souche d’E.coli Gram négatif et une trés forte
activité contre S.aureus Gram positif avec une zone d’inhibition de 9 et 36 mm de diametre
respectivement. Une autre étude faite par Djelloul et al., (2017), en testant I’huile essentielle
de feuilles d’E.globulus algérienne dans la région d’El Kala sur les mémes souches
bactériennes a montré une absence d’effet anti bactérien sur S.aureus avec un léger effet
inhibiteur vis-a-vis d’E.coli

Dans le méme ordre d’idée, les résultats relatifs a une méme étude avec I’HE
d’E.globulus de provenance australienne n’ont montré aucun effet vis-a-vis des deux souches

testées (2mm pour E.coli et 8mm pour S.aureus).

11-2-2. Détermination de la CMI en milieu liquide

Les résultats de la CMI sont représentés dans les tableaux X et XI et les figures 17 et 18.

Tableau X: Résultats de la CMI pour I’HEc.

Extrait S.aromaticum
Cencentration (mg/ml) 1 A Y 1/8 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128
E.coli ++ + + - - - - _
S.aureus ++ ++ + + - - - R
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Tableau XI: Résultats de la CMI pour I’HEe.

Extrait E.globulus
Cencentration (mg/ml) 1 i A 1/8 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128
E.coli ++ ++ + + - - - -
S.aureus ++ + + - - - - -
Les CMI obtenues correspondent a 5mg/ml pour S.aromaticum et de 10mg/ml pour
E.globulus.

D’aprés ces résultats, le pouvoir inhibiteur des HEs a diminué avec la diminution de la

concentration des HEs qui pourrait s’expliquer par la diminution des substances bioactives.

Figure 17: CMI de Syzygium aromaticum

E




Chapitre 11 : Résultats et discussions

Figure 18: CMI d’Eucalyptus globulus.

I1-3. Activité antioxydante

11-3-1. Piégeage du radicale libre DPPH

Nous avons étudié le pouvoir antioxydant des HEs des deux plantes testées par la
capacité de piégeage de radical DPPH, afin de savoir quelle est la plante qui présente
I’activité la plus élevée. L’activité antioxydante des HEs a été évaluée par le test du DPPH,
utilisé pour la rapidité des résultats et pour le ciblage des molécules douées d’activités
antioxydant présentes dans les extraits végétaux (Yi et al, 2008).

L’activité antioxydante du DPPH est mesurée a I’aide d’un spectrophotométre a la
longueur d’onde de 515nm. L’activité anti radicalaire est détectée par la réduction du radical
DPPH qui s’exprime par le virement de couleur violette au jaune qui est d0 a sa réduction a
une forme non radicalaire DPPH-H par un antioxydant (AH) donneurs d’hydrogénes présent
dans I’extrait végétal comme le montre les équations suivantes (Maisuthisakul et al., 2007, Da
Silva Pinto et al., 2008) (Fig 19).

DPPH (violet) + AH  —— DPPH-H (jaune) + A (radicale).

44
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Figure 19: Réduction du DPPH par les HEs.

Nous avons étudié 1’activité antioxydante des HEs des deux plantes testées a partir des

valeurs de 1’absorbance obtenues et calculé ensuite les pourcentages d’inhibition.

Les valeurs obtenues ont permis de tracer une courbe ayant une allure exponentielle qui

représente les variations du pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations des HES

utilisées.

L’acide ascorbique est le standard le plus souvent employé dans cette méthode. Les

résultats obtenus ont été représentés par une droite de régression linéaire avec un coefficient

de corrélation (R?) égale & 0.933 (Fig 20) et par une courbe de cinétique de réduction de

DPPH (Fig 21).
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Figure 20:Détermination de 1’IC50 de d’acide ascorbique.
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Figure 21: Cinétique d’inhibition du DPPH par I’acide ascorbique.

La droite de régression obtenue avec les concentrations de I’HE de S.aromaticume est
linéaire avec un coefficient de corrélation (R?) de 0,958, cela montre une forte corrélation
positive entre le taux d’inhibition du radical libre (DPPH) et les concentrations d’huile
essentielle utilisées. Ce qui démontre une activité anti-oxydante importante de S.aromaticum
(Fig 22).
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Figure 22: Détermination de I’IC50 de I’HE de S.aromaticum.

La droite de régression obtenue avec les concentrations de I’HE d’E.globulus est

linéaire avec un coefficient de corrélation (R de 0,740, ce qui montre une moyenne
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corrélation positive entre le taux d’inhibition du radical libre (DPPH) et les concentrations
d’huile essentielle utilisées (Fig 23). Ce qui démontre une activité anti-oxydante d’E.globulus
moins importante que celle de S.aromaticum. Les courbes d’inhibitions des HEc et HEe sont

représentees par les figures 24 et 25 (voir annexe 02).
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Figure 23: Détermination de I’IC50 de I’'HE d’E globulus.

D’aprés la droite d’étalonnage de HEc et HEe dans les figures 21 et 22, I’activité
antioxydante des HEc est trois fois plus forte que celle des HEe.

A une concentration de 25mg/ml d’HEc, la réduction du DPPH est de 50,01%,
comparativement a celle de 1’acide ascorbique dont le pourcentage d’inhibition est de 59,09%.

L’HEe a montré un pouvoir de piégeage du radical libre DPPH faible pour la méme
concentration. Elle présente une activité antioxydante de 35.91%, inferieures a celle de I’acide
ascorbique (59.09%) et de S.aromaticum (50,01%).

11-3-2. Calcul des IC50

Les valeurs des IC50 déterminées graphiquement en mg/ml sont regroupées dans le
tableau XII et illustrées par la figure 26. L’activité antioxydante est inversement
proportionnelle a I’IC50, c'est-a-dire plus la valeur d’IC50 est faible, plus D’activité
antioxydante est importante.
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Tableau XI1: Valeurs des IC50 d’acide ascorbique et des HEs de S.aromaticum et E.globulus.

Echantillons IC50 (mg/ml)
Acide ascorbique 15,98
Syzygiumaromaticum 38,10
Eucalyptus globulus 142,86

En comparant I’IC50 des deux plantes testées a celle obtenue avec I’acide ascorbique,
nous constatons que ’activité antioxydante de I’HEc (IC50 = 38,10mg/ml) est proche de la
capacité du piégeage du radical DPPH de I’acide ascorbique (IC50 = 15,98mg/ml). Par
ailleurs, I’activité antioxydante de ’HEe (IC50 = 142,87mg/ml) a une faible capacité de

piégeage du radical DPPH huit fois moins.
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Figure 26: Valeurs des I’C50 des HEs en mg/ml.

HE de S.aromaticum est dotée d’une activité antioxydante importante, avec une 1C50
de 38,10mg/ml; cette valeur est supérieure a celle trouvée par Adli (2015) qui est de
(25.60ug/ml), Dieynaba (2017) (0.024ug/ml) et aussi Medfouni et Hafsi (2018) (6.15ug/ml).

D’aprés Kermiche, (2014) I’HE d’Eucalyptus globulus a une activité antioxydante
d’IC50=470pg/ml qui est inferieure comparativement a celle obtenues dans ce travail.

Une autre étude de Guddah et Soualat (2019) montre que 1’extrait aqueux posseéde un
effet anti radicalaire (d’IC50=18,9 pg/ml).

Les variations de la valeur d’IC50 peuvent étre attribuées a plusieurs raisons,

notamment a la composition chimique de la plante (polyphénols et flavonoides) qui est
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tributaire des facteurs génétiques et environnementaux (Abou Elella et al., 2014). De méme,
le pouvoir antioxydant de ces fractions est dle a la richesse en composés phénolique ou les
groupements hydroxyles peuvent servir comme donneurs d’électrons.

Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables de ce pouvoir
(Richard et Peyron, 1992).

L’IC50 de HE d’E.globulus & démontre une activité antioxydante faible qui serait
probablement due a la variation de la nature et du pourcentage des composés phénoliques
dans I’extrait des feuilles.

Des études ont prouvé que la présence des groupements hydroxyles libres dans la
structure des composés phénoliques permet le transfert d’un proton vers le radical DPPH.
D’un autre c6té, nous notons qu’il y a une corrélation entre la concentration du polyphénols et
I’activité anti oxydantes, ce qui confirme que ces polyphénols sont des antioxydants puissants
capable d’inhiber la formation des radicaux libres et de s’opposer 1’oxydation des
macromolécules (Termel et al., 2016).

Une étude de Bey- ouled- Si Said et al. (2016) réalisé en Algérie a révélé que le
pouvoir anti radicalaire est de 69,47% en raison de la richesse des feuilles d’E globulus en
polyphénols.

Une autre étude coréenne a déterminé un pourcentage anti radicalaire de 76.2%. Ce
dernier est di probablement a la présence de 48.2% d’Eucalyptol (1,8cinéole) (Nile et al.,
2018).

Qasim rahman et al. (2017) ont étudié I’activité antioxydante par le test de DPPH et
les résultats ont montré qu’une teneur de 223.83 mg/L des tanins de nature phénoliques

présentent dans I’extrait de feuilles d’E globulus piegent a 97,63% le radical libre.
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I1-4. Histologie des boutons floraux de S.aromaticum et des feuilles et d’E.globulus
I1-4-1. Structure de girofle
La partie utilisée est le bouton floral (Fig 27).

Le clou de girofle comporte une partie quadrangulaire de 10 a 122mm de long et de 2 a
3mm de large, correspond a I’hypanthium et une téte globuleuse limitée par 4 sépales
divergents entourant les 4 pétales imbriquées qui cachent les nombreuses étamines encore
recourbées, de couleur brun cannelle. Les fleurs blanches sont disposées a I’extrémité des
rameaux en petites cymes compactes. Chaque fleur comporte 4 sépales épais rougissant a

maturité et 4 pétales blanc-rosé caducs lors de 1’épanouissement des nombreuses étamines.

Les fruits nommes "antofles” sont des baies vert olive avec une chair pourpre, ne

contenant souvent qu’une seule graine.

Epiderme

Hypanthium [Faux
pedancule)

Pédaoncule
flarale

Ficure 27: Bouton floral de S aromaticum séche.

La coupe transversale réalisée au niveau du bouton floral montre un systéme libéro-
ligneux peériphérique et un cordon libéro-ligneux central. Les poches sécrétrices d’huile

essentielle sont localisées a la périphérie (Fig 28 et 29).
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Figure 28: Coupe transversale d un bouton florale de Syzygium aromaticum observée au

microscope photonique {Gr: 10x10).
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Figure 29: Coupe transversale d’un bouton florale de Syzygium aromaticum observée au

microscope photonique (Gr: 40x10).
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I1-4-2. Structure de la feuille d’Eucalyptus globulus

L’observation microscopique des coupes transversales a permis de distinguer au niveau
du limbe, 1’épiderme, le mésophile, le systéme vasculaire et les glandes sécrétrices (Fig 30 et
31).

- L’¢piderme est une assise a rdle protecteur a paroi pectocellulosique sur les faces
latérales et internes. Sur les faces adaxiales et abaxiales se distingue la cuticule
imprégnant I’épiderme pourber de stomates.

- La meésophile est formé d’un parenchyme palissadique chlorophyllien a cellules
allongées a paroi pectocellulosique.

- Le parenchyme lacuneux juxtapose le parenchyme palissadique, formé de cellules plus

au moins arrondies.

Au centre de ’organe (la feuille), la nervure principale est essentiellement formée d’un
faisceau cribro-vasculaire dont le xyleme est orienté vers la face ventrale du limbe et le
phloeme vers la face dorsale. Le xyléme est un complexe tissulaire formé de cellules

parenchymateuses (parfois de fibres) assurant la conduction de la séve brute.

Le phloéme est conducteur de séve élaborée. Il est hétérogéne et formé d’éléments

conducteurs associées a des cellules parenchymateuses et des fibres.

Dans le phloéme s’observent des canaux sécréteurs minant des cavités entourées de

cellules sécrétrices d’huile essentielle.

Le faisceau libéro-ligneux est entouré de sclérenchyme. La coupe transversale montre
un canal sécréteur protégé par un amas de cellules sclérenchymateuses. Le canal sphérique est

entouré¢ d’une rangée de cellules sécrétrice.
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Figure 30: Coupe transversale d’une feuille d’Eucalyptus globulus observée au
microscope optique (Gr: 10x10).
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Figure 31: Coupe transversale d'une feuille d’Eucalyptus globulus observée au
microscope optique (Gr: 40x10).
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11-4-3. Structure de la tige d’eucalyptus

La tige est formée d’un épiderme, d’une zone corticale (écorce) et le cylindre central

parsemé de canaux sécréteurs et au centre la moelle.

L’épiderme est une assise protectrice formée de cellules a paroi pécto- cellulosique sur

les faces latérales et internes et sur la face externe apparait un dép6t de cutine.

La zone corticale est parenchymateuse sous 1’épiderme apparait un collenchyme et un

anneau de sclérenchyme dans la partie profonde de la zone corticale.

Le cylindre central est formé de tissus conducteurs. Dans chaque faisceau s’observent
vers I’intérieur de la tige, les vaisseaux ligneux du xyléme et vers I’extérieur, les tubes cribles

du phloéme. La moelle parenchymateuse occupe le centre de la tige.

Les canaux sécréteurs nombreux et de faible diamétre sont moelleux et se localisent au

niveau des poles phloémiens de la plupart des faisceaux cribro-vasculaire (Fig 32 et 33).
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Figure 32: Coupe transversale d’une tige d’Eucalyptus globulus observée au microscope
photonique (Gr : 10x10).
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Figure 33: Coupe transversale d’une tige d’Eucalyptus globulus observée au microscope
photonique (Gr : 40x10).

E






Conclusion

Conclusion et perspectives

Au terme de notre étude d’extraction des huiles essentielles et la détermination des
rendements de S.aromaticum et d’E.globulus ont permis 1’obtention d’un bon rendement
d’HE par Syzygium aromaticum comparé a [ ’Eucalyptus globulus.

L’activité antibactérienne in vitro des huiles essentielles des deux plantes étudiées sur
les deux souches bactériennes testées a savoir Escherichia-coli et Staphylococcus aureus qui
ont éte tres sensible a I’HE de S.aromaticum et sensible a I’HE d’E.globulus.

Le pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH a piéger les radicaux libres a
confirmé les propriétés antioxydantes puissante pour I’'HEc et moindre pour I’HE, avec des
IC50 estimé a 38,10; 142,87mg/ml pour les HEc et ’HE, respectivement.

Les coupes anatomiques du bouton floral du clou de girofle, des feuilles et de la tige
d’Eucalyptus ont montré 1’existence de nombreuses cellules sécrétrices chez S.aromaticum et
de poches sécrétrices chez E.globulus.

Les plantes médicinales resteront toujours une source fiable de principes actifs
d’intérét thérapeutique. Face a la phobie des molécules de synthése chimique, leur utilisation
est en progression constante.

Les plantes médicinales malgré leurs effets thérapeutiques doivent étre utilisées avec
la plus grande prudence car elles peuvent étre toxiques.

En perspective, il serait fort intéressant de compléter cette étude in vitro en utilisant

des doses plus élevées en HE.

.
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Annexes

Annexe 01:
Composition des solutions et milieux de culture utilisés
* Eau physiologique stérile

Composition en g/l :

Chlorure de sodium (NACI) ....cvveiieieee e 99
EAU dISTHIEE ... 1000ml
pH=7

Sterilisation a 121°C/15min.
* Gélose Mueller Hinton (MH)

Composition en g/l

Extrait de

VIANGE. .. ettt ettt et e e e r e ae et e e pe e re e e aeenree e 39
Hydrolysat acide de CASEINE ........cccvevveeieeiie et 17,59
o - TP 189
pH=74

Stérilisation a 120°C/15 min
* Gélose nutritive (GN)

Composition en g/l

T 0] 0] PRSPPSO 10g
Extrait de

LY = T[S 3¢
EXTrAIt A8 IBVUIE ... 39
Chlorure de SOIUM ......ooviiiie e 5¢
AAGAT e 189
pH=7,2+0,2

Stérilisation a 120°C/15 min.
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Annexe 02:
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Figure 24: Cinétique de I’activité de réduction du DPPH par I’HE de

Syzygium aromaticum.

S
w

l

w w
o un
I I

N
o

Inhibition (%)
N
(03]

[EEN
(9]

[
o

(52}

o

0 20 40 60 80 100 120
concentration

Figure 25: Cinétique de I’activité de réduction du DPPH par I’'HE
d’Eucalyptus globulus.



Annexe 03:

E.coli

Tableau VIII: Analyse de la variance a deux facteurs.

ANALYSE DE VARIANCE

Annexes

S.CE DDL C.M. TEST F PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 1042,967 | 29 35,964
VAR.FACTEUR 1 168,033 1 168,033 168,033 0
VAR.FACTEUR 2 796,133 4 199,033 199,033 0
VAR.INTER F1*2 58,8 4 14,7 14,7 0,00001
VAR.RESIDUELLE 1 20 20 1 1 9,97%




Annexes

Annexe 04:

S.aureus

Tableau IX: Analyse de la variance a deux facteurs.

ANALYSE DE VARIANCE

S.CE |DDL C.M. TEST F PROBA E.T. C.V.
VAR.TOTALE 10108 | 29 34,855
VAR.FACTEUR 1 97,2 1 97,2 44,182 0
VAR.FACTEUR 2 832,8 4 208,2 94,636 0
VAR.INTER F1*2 36,8 4 9,2 4,182 0,01277
VAR.RESIDUELLE 1 44 20 2,2 1,483 14,54%




Résumé

Les huiles essentielles d’Eucalyptus globulus provenant du village Oumaden dans la Wilaya
de Tizi-Ouzou et Syzygium aromaticum du marché local de Draa ben Khedda ont été extraites
par entralnement a la vapeur d’eau.

Les rendements en huiles essentielles sont de 5.60% pour S.aromaticum et 0.80% pour
E.globulus.

L’activité antibactérienne appréciée en boite de peétri a révélé que I’huile essentielle de
S.aromaticum est la plus active.

Le pouvoir anti oxydant évalué par la méthode du DPPH a montré des 1C50 respectives de
142.86mg/ml pour E.globulus et 38.10mg/ml pour S.aromaticum.

Cette étude complétée par la réalisation de coupes anatomiques a montré la présence de
poches sécrétrices dans les feuilles et tiges d’E.globulus et de cellules a huiles essentielles
dans le bouton floral de S.aromaticum.

Mots clés: huile essentielle, Syzigium aromaticum, Eucalyptus globulus, activité
antimicrobienne, activité antioxydante.

Abstract

The essential oils of Eucalyptus globulus from the village of Oumaden in the Wilaya of Tizi-
Ouzou and Syzygium aromaticum from the local market of Draa ben Khedda were extracted
by steam stripping.

The yields in essential oils are 5.60% for S.aromaticum and 0.80% for E. globulus.

The antibacterial activity assessed in petri dishrevealed that the essential oil of S.aromaticum
is the most active.

The anti oxidant power evaluated by the DPPH method showed respective 1C50 of
142.86mg/ml for E.globulus and 38.10mg/ml for S.aromaticum.

This study completed by the realization of anatomical sections showed the presence of
secretory pockets in the leaves and stems of E. globulus and essential oil cells in the floral bud
of S.aromaticum.

Key words: essential oil, Syzigium aromaticum, Eucalyptus globulus, antimicrobial activity,
antioxidant activity.
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