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Introduction

Les propriétés médicinales des plantes ont été recherchées par de nombreuses études a
travers le monde, grace a leur faible toxicité et leur caractére économique (Auddy et al.,
2003). Ces études sont concentrées sur les bienfaits des composés phytochimiques des fruits,
des légumes, et des plantes en général et sur leur impact sur la santé humaine. Les substances
végétales sont riches en antioxydants qui sont utilisés pour lutter contre les radicaux libres
responsables de plusieurs pathologies, telles que le cancer et les maladies neurodégenératives.
Ces derniers sont aussi impliqués dans la détérioration de la qualité organoleptique et
hygiénique des aliments (Hale et al., 2008). Quelgue soit le cas, le risque est aggravé avec
I’accumulation de ces radicaux libres dans 1’organisme en aboutissant a une chaine
réactionnelle radicalaire qui dégrade les molécules biologiques (ADN, protéines, lipides, et

glucides...).

Un autre probléme qui touche la santé¢ publique est I’émergence de la résistance aux
antibiotiques, suite a I’utilisation massive et parfois abusive de ces derniers (De Billerbeck,
2007). Ceci a conduit a une forte demande du consommateur pour de nouveaux antibiotiques
contre les germes pathogénes (Fisher, 2008), et a incité les scientifiques a recourir a la
phytothérapie, dans le but d’avoir des molécules aux propriétés antioxydantes et
antimicrobiennes.

En effet, il est bien connu que les huiles essentielles présentent une activité antiseptique
non négligeable (Kaloustian, 2008). Elles exhibent une activité antibactérienne (Bendjilali et
al., 1986), antivirale, antimycotique, antioxydante, antiparasitaire, et aussi un effet insecticide
(Burt, 2004). Par conséquent, elles peuvent constituer un puissant outil de réduction de
développement et de dissémination de la résistance bactérienne (Stefanakis et al., 2013).
Actuellement, les huiles essentielles sont reconnues comme des substances GRAS par la FDA
(Food and Drug Administration 2005; Stefanakis et al., 2013). Beaucoup d’études ont
rapporté leur efficacité contre les germes pathogenes et les contaminants dans les aliments
(Gutierrez et al., 2008; Djenane et al., 2012), ce qui laisse entrevoir des perspectives
d’application dans le domaine alimentaire (Benjilali et al.,1986), et réduire ainsi le probléme
des intoxications alimentaires en hausse depuis quelques années; et ceci malgré 1’amélioration
des conditions d’hygi¢ne et le développement des techniques de production (Burt et al.,
2004).

Néanmoins, I’utilisation des huiles essentielles comme additif alimentaire demeure souvent
limitée pour des considérations organoleptiques (Delaquis et al,. 2001; Lambert et al., 2001,

Gutierrez et al., 2008). Parmi les huiles essentielles utilisées en médecine, en parfumerie et
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aussi en industrie alimentaire, on retrouve celle des feuilles de E. globulus (Tyagi et al.,
2011). Elles ont des propriétés antiseptique, anti-inflammatoire (Hasegawa et al., 2008),

antipyrétique, antalgique des céphalées, antispasmodique, et béchique (Tyagi et al., 2011).

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la recherche des antioxydants et des antibiotiques
naturels en évaluant les propriétés antioxydante et antibactérienne des huiles essentielles
d’une plante médicinale largement distribuée en Algérie: E. globulus.

Dans la partie recherche bibliographique de ce manuscrit, nous avons commencé par une
étude bibliographique des huiles essentielles, leur extraction, leur composition, ainsi que leur
propriétés pharmacologiques. Ensuite, nous avons procédé a la description de la plante et de
ses propriétés biologiques tout en rappelant les travaux antérieurs réalisés sur le E.
globulus. En dernier lieu, nous avons évoqué quelques généralités sur les altérations

alimentaires et les différents additifs utilisés dans le domaine des industries agro-alimentaires.

La partie expéerimentale est subdivisée en deux chapitres distincts:

Le premier illustre le matériel et les méthodes mis en ceuvre pour ’extraction, la
détermination de la composition chimique et 1’évaluation des activités biologiques
(antioxydante, antibactérienne) de 1’huile essentielle extraite de E. globulus. Dans cette partie,
nous avons jugé nécessaire d’estimer certains parameétres tels que: la densité et ’indice de
réfraction de I’huile essentielle extraite ainsi que la concentration efficace a 50% (CE50); la
concentration minimale inhibitrice (CMI), et la concentration minimale bactéricide (CMB).
L’estimation de ces parameétres est justifiée par le fait que l'utilisation d’une molécule comme
conservateur dans n’importe quelle matrice est conditionnée par son innocuité et par son
acceptabilité de point de vue organoleptique.

Le deuxiéme chapitre expose les résultats obtenus suivis de leur interprétation. La
signification statistique de ces derniers a été aussi examinée. Enfin, nous avons terminé par

une conclusion générale avec quelques perspectives.
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Chapitre | Eucalyptus globulus

. 1. Présentation botanique et géographique de la famille des Myrtaceae

Les Eucalyptus appartiennent a la famille des Myrtacées grande famille de 72 genres et 300
especes (genres Eucalyptus, Eugenia, Melaleuca, Myrta). lls comptent environ 600 a 700
especes et variétés (Warot, 2006). Ce sont des angiospermes, dicotylédones.

Les Myrtaceae est une famille de plantes dicotylédones, deux cotylédons sur I'embryon, deux
feuilles constitutives de la graine. Ils sont répartis en 3000 especes réparties en 134 genres
environ. Ce sont des arbres et des arbustes, souvent producteurs d'huiles aromatiques des
zones tempérées, subtropicales a tropicales, poussant principalement en Australie, en
Amérique tropicale, région méditerranéenne, I'Afrique subsaharienne, Madagascar, tropicales
et tempérées d'Asie, et les Tles du Pacifique. Les principaux genres de cette famille sont :
Eucalyptus, Psidium dont fait partie le goyavier, Myrtus dont fait partie le myrte (arbuste du
maquis méditerranéen), Eugenia dont le giroflier (Eugenia cariophyllata) qui donne le clou de
girofle. On rencontre aussi des espéces dont les fruits sont comestibles (genres Feijoa,
Eugenia, Campomanesia), et une espéce de figuier étrangleur en Nouvelle-Zélande
(Metrosideros robusta). Beaucoup d'espéeces appartenant a cette famille sont une source
d'huiles essentielles, elles sont utilisées dans la parfumerie ou en thérapeutique.

Les especes a fruits charnus sont disséminées par les oiseaux et les mammiféres; les espéces a
fruits capsulaires ont de petites graines parfois ailées qui sont disséminées par le vent ou par
I’eau (Daroui-Mokaddem, 2012).

I.2. Dénominations internationales
Francais: eucalyptus, arbre de la fievre, gommier bleu.
Anglais: blue gum tree;
Allemand: Eukalyptus blatter;
Arabe: Kalitus, Kalatus (Ghidira et al., 2008).

1.3. Situation botanique

Tableau | : Classification d’Eucalyptus globulus(Ghidira et al., 2008).

Régne : Plantae; Classe :Magnoliopsida Famille : Myrtaceae

Sous-regne : Tracheobionta; | Sous-classe : Rosidae Genre : Eucalyptus

Division : Magnoliophyta; Ordre : Myrtales
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1.4. Description botanique de la plante

Les Eucalyptus sont de grands arbres dont certains peuvent dépasser 100 m de hauteur, mais
la moyenne des especes les plus courantes est de 40 a 50 m, d’autres ont des dimensions plus
faibles (Traore et al., 2013). Le tronc comprend une écorce a la base foncée et rugueuse et, en
hauteur, lisse, gris cendre laissant s’exfolier son épiderme en longs lambeaux souples et
odorants.

Les eucalyptus portent des feuilles persistantes, coriaces, glabres mais différentes en fonction
de I’age des rameaux: les jeunes rameaux possedent des feuilles larges, courtes, opposees,
sessiles, ovales, bleu-blanc et cireuses, avec un vrai limbe nervuré. Les rameaux plus agés
possedent des feuilles aromatiques, falciformes, longues de 12 a 30 cm, étroites, pointues,
épaisses, vert foncé, courtement pétiolées, alternes et pendantes verticalement (Goetz et
Ghedira, 2012).

Les fleurs naissent a 1’aisselle des feuilles et sont de couleur blanc créme (en bouton de
couleur (blanc-bleu), en toupie surmontée d’une pseudo-corolle en forme de coiffe qui tombe
lors de 1’épanouissement, laissant apparaitre un panache d’étamines (Baba Aissa, 1999).

Le fruit ligneux est une grosse capsule glaugue prenant une teinte marron a maturité, dure,
anguleuse, verruqueuse, et s’ouvrant légérement par trois, quatre ou cing fentes (qui dessinent
une étoile a son sommet) pour libérer de nombreuses graines sombres et minuscules (Goetz et
Ghedira, 2012). Les eucalyptus sont connus pour leur capacité a coloniser des terrains nus ou
dévastés a cause de leurs graines trés nombreuses (et a faibles réserves); grace a un organe
souterrain, le lignotuber, méme aprés une coupe ou un incendie; ils poussent sans marquer de
dormance, tant que les conditions météorologiques ne sont pas défavorables. Ces dernieres
propriétés, ajoutées a sa grande valeur papetiére, ont assuré a 1’eucalyptus une dispersion et

un succes mondiaux (Fraval, 2005).
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Figure 1: Phototographie des feuilles et du fruit de Eucalyptus globulus

1.5.Utilisations traditionnelles

L’arbre fut découvert en 1792 par Labillardiére en Tasmanie. Le baron Ferdinand von Muller,
directeur du Botanical Gardens de Melbourne, fit connaitre ses qualites médicinales. Grimbert
signala que ’eucalyptus était propre a assainir les régions marécageuses la ou il était planté et
qu’il désinfectait I’atmosphére par son essence volatile. En effet, les plantations d’eucalyptus
ont été utilisées pour désinfecter la région d’Alger. Son action antimalarique est vérifiée par la
disparition de moustiques en Campanie (ltalie), en Sicile, en Sardaigne et au lac Fezara en
Algérie. Au XIXe siecle, I’eucalyptus est considéré comme, antipyrétique, antalgique des
céphalées, antispasmodique et béchique. L’écorce était considérée antispasmodique et
antipyrétique (Ghidira et al., 2008; Pal Sing et al., 2012). Les feuilles de E. globulus sont
traditionnellement utilisées par voie orale et en usage local en cas de rhume et de nez bouché
(Bruneton, 1993). Cette essence présente également des propriétés antirhumatismale,
stimulante et tonifiante (Ernest, 1987). Elle est employée dans les affections des voies
respiratoires telles que la tuberculose pulmonaire. C’est un excellent cicatrisant naturel utilisé

dans le pansement des plaies, brilures et leucorrhées (Boulekbache-Makhlouf et al., 2011).

I. 6. Les pays producteurs des huiles essentielles

Les pays producteurs sont : I’Espagne, le Portugal, le sud de la France, I’ltalie, 1I’Algérie, la
Californie, le Mexique, le Bresil....En 1984, la production mondiale était de 1400 tonnes
(Garnero, 2002). L’ Australie produit en environ deux tiers (Batish et al., 2008). En industrie
pharmaceutique la substance la plus utilisée est I’eucalyptol, qui entre dans la préparation des
baumes, des sirops, des pommades et des pastilles (Baba Aissa, 1999).

L’huile essentielle de E. globulus est également utilisée en médecine, en soins dentaires, pour

les produits désinfectants (Garnero, 2002). L’utilisation pharmaceutiques des huiles
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essentielles de cette plante exige une teneur approximative de 70% en 1,8 cineole (Pereira et
al., 2004).

1.7. Composition de I’huile essentielle

Quelques études ont été réalisées sur les huiles essentielles des feuilles et des fruits de E.
globulus, et plus de 30 composés ont été identifiés. Les composeés majoritaires sont le 1,8
cineole, camphéne, a-pinene, globulol, b-pinene, p-cymene, myrcene, g-terpinene, a-terpineol
et le limonéne (Pereira et al., 2004; Songa et al., 2009). Une étude portugaise a révelé la
présence de 33 composés dans les huiles essentielles du fruit; dont les monoterpenes (50,4%),
les sesquiterpenes (49,6%). Le composé majoritaire identifié est 1’aromadendrene (25,1%),
suivi de phellandrene (17,2%), 1,8-cineole (11,7%), ledene (5,83%) et du globulol (5,23%)
(Pereira et al., 2004). 47 composés ont été identifiés dans les huiles essentielles des feuilles: le
1, 8-eucalyptol (72,71 %), a-pinene (9,22 %), a-terpineol (2,54%), (-)-globulol (2,77%), a-
terpineol acétate (3,11%), et d’alloaromadendrene (2,47 %) (Songa A et al., 2009). Le
composé majoritaire: L’eucalyptol ou le 1,8 cineole avec une concentration de 70 a 85%
(Opdyke, 2002; Zhiri et Baudoux, 2005).
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Figure 2: Structure chimique de 1’eucalyptol (Bharti et al., 2012).

-Partie distillée: la feuille, utilisée aux états unis dans la préparation de certains produits

présentés dans le tableau II:

Tableau Il : Produits préparés a base des huiles essentielles de E. globulus

Concentration (%) | Savon | Détergents | Lotions/Créeme | Parfum

Usuelles 0,3 0,005 0,002 0,1
Maximales 30,03 | 0,04 0,1 1,0

- L’huile essentielle de I’eucalyptus a obtenu le statut de Produit GRAS par la FEMA (1965),
et approuvé par la FDA pour son utilisation alimentaire (Opdyke, 2002). Son aspect est

liquide, limpide, presque incolore a jaune claire son odeur est caractéristique rappelant celle
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de I’eucalyptol (Buronso, 2008). Elle est utilisée comme agent de flaveur dans 1’industrie
alimentaire a une dose <5mg/Kg (Batish et al., 2008).
Les principaux composés identifiés dans les huiles essentielles de la plante E. globulus sont

montrés dans le tableau 1.

Tableau I11: Principaux composeés des HEs de E. globulus

Auteurs Composition

(Jubril Olayinka et al., 2012) Feuilles: monoterpenes oxygénés: 46,5 %, avec le
terpinen-4-ol : 23,46% le constituant le plus abondant.
Les autres composés sont  y-terpinene: 7,01 %,
spathulenol: 8,94 %, p- cymene : 8,10 % et p-cymen-7-ol :
6,39 %. Globulol : 2,52 % et a-phellandrene : 2.20 %.

(Damjanovi¢-Vratnica, 2011) Feuilles:1,8 cineole: 85,8%, a-pinene: 7,2%, et -
myrcene : 1,5%, B-pinene, limonene, a-phellandrene, y-
terpinene, linalool, pinocarveol, terpinen-4-ol, et a-
terpineol.

(Song et al, 2009) Feuilles: 1,8-eucalyptol: 72,71 %, o-pinene: 9,22 %, o-
terpineol: 2,54 %, globulol: 2,77 %, a-terpineol acetate: 3,
11 %, et alloaromadendrene: 2, 47 %.

(Tyagi et al,2011) Feuilles: 20 composés ont été identifiés: 44,5%
monoterpenes hydrocarbonés et 52% monoterpenes
oxygeénés, donc environ 96,5% des composé détectés.
Les constituants  majoritaires sont le 1,8-cineole :
45,4%, limonene: 17,8%, p-cymene: 9,5%, c-
terpinene : 8,8%, a-pinene : 4,2% et a-terpineol : 3,6%.

(Mulyaningsiha et al,2010) Fruit: aromadendrene : 31,17% est le composé le plus
abondant, suivi du 1,8-cineole: 14,55%, globulol:
10,69%, et du ledene : 7.13%.

Fruit: B pinene, B terpinene, y-terpinene, 1,8cineole, o

terpinene, linalool oxide, terpinen-4-ol, piperitone, o-
(Nishimura et Calcin, 1979) gurjunene, aromadendrene, alloaromadendtene,
(Brian et al., 1979) eremophilene, y -cadinene, and globulol.

I. 8. Propriétés pharmacologiques
- Action hypoglyceémiante a forte dose;
- Expectorant: stimule les cellules sécrétrices de la muqueuse bronchique, cet effet se vérifie

dans son action antitussive ;
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-Antiseptique: Apres absorption par la peau ou apres résorption intestinale, le cineole est
éliminé en partie par les poumons (d'ou son activité) et par les reins (Fabre et al., 1992; Baba
Aissa, 1999; Batish, 2008; Buronso, 2008; Arma, 2012). L’effet antiseptique bactéricide est
surtout lié a la présence du 1,8 cineole. Cet effet est supérieur a celui du 1,8 cineole utilisé
seul. Une partie de cette huile est éliminée par la voie urinaire. Elle agit sur les Escherichiae,
Proteus, Saphtylococcus aureus, etc.

-Huile essentielle de I’eucalyptus est un sédatif léger du systéme nerveux central, mais
favorise en revanche la respiration (eupnéique) ;

-L’effet anti-inflammatoire a été comparé a celui de I’indométacine. 11 est lié en partie a son
huile essentielle, a ses acides-phénols et flavonoides.

Les feuilles de E. globulus sont utilisées traditionnellement dans le traitement du diabete. Cet
effet a été controlé chez 1’animal, ou I’hyperglycémie est abaissée chez des souris traitées a la
streptozotocine recevant 62,5 g d’eucalyptus /kg dans le régime alimentaire dilué dans 2,5 g/l
d’eau physiologique. Au Maroc, la décoction des feuilles et des fleurs est utilisée contre le
diabéte (Arma, 2012).

1.9. Activités biologiques des huiles essentielles de E. globulus

1.9. 1. Activité antibactérienne et antifongique

Djenane et al. (2011) ont démontré I’efficacité des huiles essentielles de E. globulus comme
agent naturel de la conservation des aliments grace a son effet antibactérien sur de nombreux
micro-organismes, telles que les salmonelles avec des essais reéussis de conservation des
ceufs entiers liquides. L’huile essentielle de E. globulus (100%) est également efficace contre
Staphylococcus aureus et Escherichia coli (Raho et Benali, 2012), ainsi que sur Candida

albicans, comme le montre la figure suivante:
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Figure 3: Effets des HEs de E. globulus sur la croissance de Candida albicans (Noumi et al.,
2011).

En outre, une trés forte sensibilité des levures aux HEs des feuilles de E. globulus a été notée
avec une concentration minimale inhibitrice de 1,13 a 2,25 mg/mL sur la flore bactérienne
(Tyagi et Malik, 2011). Par contre, son efficacité est partielle vis a vis de Aspergillus flavus
Link et Aspergillus parasiticus ainsi que sur I’aflatoxine B1 & une dose de 200 pL (Vilela et
al., 2009).

Une tres forte activité antibactérienne a été notée sur les germes suivants: Streptococcus
pyogenes, Escherichia coli, Candida albicans, Staphylococcus aureus, Acinetobacter
baumannii, and Klebsiella pneumoniae. Les concentrations minimales d’inhibition montrent
une faible activité contre Pseudomonas aeruginosa et Salmonela infantis (3,13 mg/mL), par
contre la plus forte activité a été notée pour S. aureus, E. coli, et pyogenes (0,09 mg/mL).

(Damjanovi¢-Vratnica, 2011).

1.9.2.Activité antioxydante

Selon 1’étude menée par Mishra et al. (2010), I’huile essentielle de E. globulus montre une
activité antioxydante avec un pourcentage de piégeage du radical DPPH de 79+0,82% a une
concentration de 80% (V/V). Selon Noumi et al. (2011), cette huile a une forte activité

antioxydante de par sa composition riche en cineole (95,61%).
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1.9. 3. Activité antiparasitaire

De nombreuses €tudes sur 1’activité antiparasitaire des huiles essentielles de E. globulus ont
été réalisées, exemple celle de Khodadad Pirali-Kheirabadi, (2009) contre Rhipicephalus
(Boophilus) annulatus ou une concentration de 5% de cette huile a pu inhiber 25% de la

reproduction chez ces parasites.

1.9.4.Activité insecticide

L’huiles essentielles d’Eucalyptus a prouvé son effet insecticide contre L. longipalpis, a 100%
au stade larvaire a une concentration de 40 mg/mL (Marciel et al., 2010). En outre une DL50
(dose létale qui éliminer 50% d’insectes) de 2000 ppm de I’'HE de E. globulus est trouvee
contre Aphis gossypii. Mareggiani et al, (2008) ont attribué cette activité insecticide a un
métabolite secondaire de I’HE qui est le 1,8 cineole. Un taux de mortalité de 55 a 100 % a été
observé au bout de la premiére heure d’application, ce taux a augmenté au bout de 24 h
jusqu'a 84 a 100%.

Mareggiani et al, (2008) ont cité I’effet insecticide du cineole contre Pediculus humanus
capitis (Anoplura: Pediculidae) (Yang et al., 2004), Ceratitis capitata (Clemente et al., 2006)
et contre Rhopalosiphum padi (Hemiptera: Aphididae) (Hamroui et Regnault-Roger,1997).
Zunino et al. (2012) ont rapporté une DL50 de 0,4 & 0,84 pL/cm? pour Sternechus pinguis
(Fabricius) et Rhyssomatus subtilis Fiedler (Coleoptera: Curculionidae). Un effet toxique par
contact contre les larves de Musca domestica a été noté pour une DL50 comprise entre 2,73
et 0,60 pL/cm? pour un temps létal de 1,7 & 6 jours. Le traitement par fumigation a aboutit &
un résultat de 66.1 and 50.1 pL/L pour 24 h et 48 h, respectivement (Kumar et al., 2012).
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I1. 1.Definition

La norme AFNOR NF T 75-006, définit I’huile essentielle comme « un produit obtenu a partir
d’une matiere premicre végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par
hydrodistillation». L’HE est séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques, par
exemple la décantation, ou par I’utilisation d’un solvant plus volatil que I’cau (éther

diéthylique, pentane, etc) (Ngakegni-Limbili, 2012).

11.2. Huiles Essentielles -Chémotypées (H.E.C.T)

Les Huiles Essentielles Chémotypées sont une forme de classification chimique, botanique et
biologique de la molécule présente en majorité dans une HE. Par exemple, ’'H.E.C.T.de
Thymus vulgaris a carvacrol est connue pour son activité antiseptique, alors que I’H.E.C.T. de
Thymus vulgaris a thymol a des propriétés anti-infectieuses majeures. Il est donc préférable de

choisir une H.E.C.T. lorsqu’on utilise les HES en thérapeutique (Mayer, 2012).

11.3. Répartition et localisation

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Les genres
capables d’élaborer les constituants qui composent les HES sont repartis dans un nombre
limité de familles: Myrtacées, rutacées, lamiacées, astéracées, opiacees, cupressacées,
zingibéracées, et pipéracées...etc (Chouitah, 2012).

Les huiles essentielles se retrouvent dans des glandes minuscules situées dans différentes
parties de la plante aromatique: les feuilles, les fleurs, les fruits, les graines, I'écorce et pour
certaines plantes dans les racines (Makhloufi, 2013).

Les glandes sécrétrices sont réparties sur I'ensemble de la plante, rares sur les faces
supérieures des feuilles et des tiges, elles sont un peu plus nombreuses sur le dessous des
feuilles, mais elles abondent surtout sur le calice des fleurs. La formation des HEs dans les
végétaux est le fait d'une multitude de réactions biochimiques dont certaines ne sont pas
encore élucidées. Elles prennent naissance dans des appareils sécréteurs qui ont une forme
variée ( Djarri,2011), il s'agit par exemple de:

- Trichomes Glandulaires (Lamiaceae);

- Cavités sécrétrices (Myrtaceae et Rutaceae);

11
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- Canaux secréteurs (Apiaceae et Asteraceae).

Figure 4: Photographie des differents types de glandes sécrétrices des HEs. (Djarri, 2011).
A) Canal sécréteur dans la graine de Carvi (x406); B) Glande sécrétrice sur la feuille de

Origanum heracleoticum et C) Cavite sécrétrice de Eucalyptus citriodora.

I1. 4. Techniques d’extraction des huiles essentielles
Il existe plusieurs techniques d’extraction des produits de haute valeur ajoutée présents dans
les plantes. Ces techniques sont dites conventionnelles (utilisées depuis longtemps) et

nouvelles ou innovantes (développées plus récemment).

11.4. 1. Les techniques conventionnelles

11.4. 1.1.L’hydrodistillation

Au cours de I’hydrodistillation, le matériel végétal est immerge dans l'eau, le mélange
hétérogéne est bouilli, et I'huile essentielle est volatilisée puis condensée. Etant donné
I’insolubilisation dans 1’eau de ses principaux composés volatils, I’HE peut étre séparée par

décantation apres refroidissement dans un séparateur de phases (Penchev, 2010).

Réfrigérant (ou condenseur)

Thermométre

Décoction

Huile essentielle
+Ean

Chanffe-ballon

Support elévateur

Figure 5: Schéma du dispositif d’hydrodistillation (Penchev, 2010).
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11.4. 1.2. L’entrainement par la vapeur d’eau

C’est la seule distillation préconisée par la Pharmacopée frangaise, car elle minimise les
altérations hydrolytiques (notamment des esters). Les plantes entiéres, ou broyées (lorsqu’il
s’agit d’organes durs: racine, écorce), sont disposées dans un alambic traversé par un courant
de vapeur d’eau produit par la chaudiére. La vapeur d’eau injectée a travers la masse végétale,
disposée sur des plaques perforées, entraine I’HE. Elle se condense ensuite dans le serpentin
du réfrigérant. A la sortie de 1’alambic, le vase florentin (essencier) permet de séparer I’eau de
I’HE grace a la différence de densité des deux liquides (Da Silva, 2010).

A

condenseur

Al
N condensat

colonne Entrée eau froide

p Huile essentielle

- Vase florentin

alambic

Générateur de vapeur

Figure 6: Schéma de I’appareil d’entrainement a la vapeur d’eau (Bousbia, 2011).

11.4.1.3. L’hydrodiffusion (percolation)

C’est une modification du processus de I’entrainement par la vapeur d’eau au cours duquel la
vapeur d’eau arrive par le haut d'un conteneur d'herbe, permettant ainsi a la vapeur de percoler
a travers la matiére végétale par gravité. Les vapeurs d'huile et vapeurs d’eau sont ensuite

condensées et séparées (Benabdelkader, 2012).

=

régulation de condenseurs

la vapeur

Figure 7: Schéma du procédé d’hydrodiffusion (Bousbia, 2011).
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11.4.1.4. L’expression a froid

C’est une technique "physique" simple ou les écorces des agrumes (citron, orange,...) sont
pressées a froid pour extraire leurs HEs en utilisant des rouleaux ou des éponges. Aucune
source de chaleur n’est utilisée, laissant ainsi a 1'huile une odeur trés proche de l'original. Le
principe de cette meéthode consiste a faire éclater par différents procédés mecaniques
(compression, perforation) les poches qui sont situées a la superficie de 1’écorce de ces fruits

renfermant I’HE. L’huile libérée est ensuite recueillie par un courant d’eau (Herzi, 2013).

11.4.1.5.Extraction par solvant
C’est un procédé qui conduit a l'obtention des concrétes, des résinoides et des absolues; le
matériel végétal frais est par la suite épuisé par des solvants organiques volatils (Da Silva,

2010). Ces extraits sont trés utilisés en parfumerie (Benabdelkader, 2012).

11.4.1.6. Enfleurage ou digestion

Ce procédé est développé a froid ou a chaud, utilise les organes végétaux fragiles comme les
fleurs aromatiques qui permettent d’obtenir des huiles ou des graisses.

Lors de ce processus, les tissus végétaux sont mis en contact avec un corps gras (axonge) pour
le saturer en essences végétales. Le corps gras est ensuite épuisé par 1’alcool absolu et ce

solvant évaporé sous vide pour ne laisser que les substances végétales (Benabdelkader, 2012).

11.4.2. Les techniques nouvelles ou innovantes

11.4. 2.1.1’extraction assistée par microondes

Dans ce procédé, la matrice végétale est chauffée par microondes 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 l'aide des procédés classiques de condensation, refroidissement et décantation. Ce
procédé permet un gain de temps (temps d'extraction divisé par 5 a 10) et d'énergie

(température plus basse) considérable (Piochon, 2008).
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Figure 8: Extraction des HEs par microondes.

111.4.2.2.L’extraction accélérée par solvants (Accelerated Solvent Extraction-ASE)

C’est une technique brevetée de la sociét¢ DIONEX qui utilise les solvants conventionnels a
des températures (50 — 200 °C) et des pressions (100 — 150 bar) élevées. La pression est
maintenue assez ¢levée pour maintenir le solvant a I’état liquide a température élevée.
Pendant I’ASE®, le solvant reste toujours en dessous de ses conditions critiques. Les
avantages de cette technique devant les techniques conventionnelles sont les suivants :
I’absence des échauffements locaux, et la consommation de plus petites quantités de
solvants. Ses inconvénients sont liés a sa non sélectivité, ce qui impose des procédures
supplémentaires de nettoyage des extraits. Les températures opératoires élevées peuvent

mener a une dégradation des solutés thermolabiles (Penchev, 2010).

111.4.2.3.Extraction par des solvants supercritiques

L’originalité de cette technique repose sur le comportement du solvant utilisé sous des
conditions particulieres puisque au-dela d’un certain point, dit point critique, caractérisé par
une température (Tc) et une pression (Pc), les corps purs se trouvent dans un état particulier
dit supercritique. Dans leurs conditions d’utilisation, les fluides supercritiques ont une masse
volumique voisine de celle des liquides, une viscosité proche de celle des gaz et une
diffusivité intermédiaire; leur polarité est modifiée par rapport a 1’état liquide. Leur pouvoir
dissolvant dépend fortement de la température et de la pression. Le fluide supercritique le plus
utilise est le dioxyde de carbone (Bousbia, 2011).
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I1. 5. Le marcheé mondial des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont valorisées principalement sur les marchés de 1’aromathérapie, de
la parfumerie et de la cosmétique. Elles peuvent soit rentrer dans la composition de produits
¢laborés (savons, crémes, parfums, bougies,...), soit &tre utilisées en 1’¢tat. Elles sont
recherchées pour leurs propriétés odorantes ou thérapeutiques. Les principaux marchés de
consommation sont les pays développés qui représentent 80% des débouchés mondiaux
(Europe 30 %, Japon et Amérique du Nord 50 %). Les quantites d'HEs produites dans le
monde varient considérablement. La production annuelle de quelques unes dépasse 35 000
tonnes, tandis que d’autres ne peuvent atteindre que quelques kilogrammes (Ngakegni-limbili,

2012). La figure 9 montre les principaux pays producteurs d'HEs a travers le monde en 2008.

Maroc; 0,10%
Afrique du Sud,;

Indenésie; 1,90%— 1 00%

Hongrie, 0.10%—\\“_ _~—Vietnam; 0,10%

g ———Autres; 10%
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— Etats-Unis; 16,80%

France; 1,00% 4
“— Argenting; 4,90%
Chine; 8,00% | |
!
|| o L Australie; 0,60%
Egypte - 0,10%— Bresil, 28,60%

Figure 9: Reépartition de la production mondiale des HEs durant I’année 2008 (Bousbia,
2011).

11.6. Propriétés physiques

Dans le tableau 1V sont données les propriétés physiques de certaines HEs. Les HES sont
liquides a température ambiante, elles sont volatiles ce qui les différencie des huiles dites «
fixes ». Elles ne sont que tres rarement colorées. Leur densité est généralement inférieure a
celle de 1’eau. Elles sont liposolubles, en revanche solubles dans les solvants organiques
usuels (Cohen, 2013). La liposolubilité des HEs est une propriété majeure qui leur confere
une grande diffusibilité dans I’organisme quelque soit la voie d’administration utilisée.

Les HEs sont composées de molécules a squelette carboné, le nombre d’atomes de carbone

étant compris entre 5 et 22 (le plus souvent 10 ou 15).
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Ce sont des melanges complexes de constituants varies en concentration variable. Ces
constituants appartiennent principalement mais pas exclusivement a deux groupes caracterisés
par des origines biogénétiques distinctes: les terpeniodes et les substances biosynthétisées a

partir de I’acide shikimique (donnant naissance aux dérivés du phénylpropane) (Da Silva,
2010).

Tableau 1V: Propriétés physiques de quelques HEs (Smadja, 2009)

Densité: en général inférieure a 1 Cannelle:1,052-1,070

Girofle:1,044-1.057

E. cineria : -fruit: 0,908
-feuilles: 0,909

Indice de réfraction Coriandre: 1,4620-1,4700
Vetyver Bourbon: 1,5220-1,5300
E. cineria :-fruit: 1,463

-feuilles: 1,458

Pouvoir rotatoire Cannelle: feuilles:+7 a +13°
Vetyver Bourbon: +19° & +30°

I1.7. Critéres de qualité des huiles essentielles chémotypées
L’obtention d’une HE de qualité thérapeutique se révele étre un processus particulierement
délicat car cette H.E.C.T. doit impérativement répondre a de nombreux criteres de qualité:

e La certification botanique
L’appellation de la plante doit préciser le genre, I’espéce, la sous-espéce, le cultivar afin
d’empécher toute erreur issue des noms vernaculaires.
Ex.: Aniba rosaeodora var. amazonica - Helichrysum italicum ssp. Serotinum.

e L’origine géographique
Le nom du pays ou d’une région apporte des précisions intéressantes sur le biotope
(environnement) de la plante aromatique et caractérisera Sa composition biochimique
particuliére.

e Le mode de culture
Cette précision permettra de savoir si la plante est sauvage ou cultivée et issue d’une culture

biologique (label B1O) ou non.
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Le stade de développement botanique

Les caractéristiques des chémotypes dépendent parfois du stade de développement: cueillette

avant, pendant ou apres floraison...

L’organe distillé

La composition biochimique des HEs chémotypées varie en fonction de la partie ou organe de

la plante distillée.

Le mode d’extraction

La composition des H.E.C.T. peut varier selon le mode d’extraction utilisé¢: distillation,

hydrodistillation, percolation, expression.

Le chémotype ou chimiotype

L’analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée au spectrometre de masse indique

les molécules fondamentales pour une bonne utilisation des H.E.C.T. (Zhiri et Baudoux,
2008; Girard, 2010).

11.8. Facteurs de variabilité des huiles essentielles

IIs sont tres nombreux et problématiques. Ils résultent de la grande latitude laissée au

fabriquant en terme de source (organe producteur, variété et origine géographique) et mode

d’obtention:

I’existence de chémotypes: (c’est-a-dire une subdivision au sein d’une méme espece
en fonction de sa composition chimique), trés fréquents dans les plantes a HEs (le
thym par exemple) (Coudderc, 2001).

I’influence du cycle végétatif : qui peut faire varier de 50% la teneur d’un compose
(Coudderc, 2001).

I’influence de facteurs extrinséques: comme [’environnement (température,
humidité relative, durée totale d’insolation ou encore régime des vents) ou les
pratiques culturales (apport d’engrais, régime hydrique), en effet des variations de
composition chimique des HEs d’une méme espéce d’eucalyptus provenant de
différentes zones ont été observées selon une étude au Maroc (Zrira et al., 1994).
I’influence du procédé d’obtention: la labilité des constituants des HEs entraine leur
modification lors de I’hydrodistillation sous l’influence de I’eau, 1’acidité et la
température  (réarrangements, isomérisation, racémisations, hydrodistillation)
(Coudderc, 2001).
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11.9. Les utilisations des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont aujourd’hui omniprésentes dans les savons, les cremes, les
détergents, lessives et dans I’industrie agro-alimentaire. Leur utilisation est liée a leurs larges
spectres d’activités biologiques reconnues (Makhloufi, 2013).

Elles sont appréciées pour leurs propriétés odorantes et antiseptiques dans le domaine de la
parfumerie, de la cosmétologie et de I’industrie alimentaire. Leur intérét en médecine
humaine et vétérinaire est aussi grandissant. Elles sont utilisées par voie orale (diluée dans du
lait, yaourt, miel..etc), rectale, ou par inhalation directe (Degryse et al., 2008). A I’heure
actuelle, en France, la phytothérapie est reconnue par le Ministere de la Santé Publique
comme thérapie officielle depuis 1986. L’aromathérapie, se soigner par les HEs, fait partie de
cette médecine est donc, en développement (Zhiri et al., 2010). Les HEs sont également

utilisées comme biopesticides efficaces (Chiasson et Beloin, 2007).

I1. 10. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes pouvant contenir plus de 300 composés
différents (Selles, 2006). Ces composés sont des molécules volatiles appartenant pour la
grande majorité a la famille des terpenes (Piochon, 2008).

Les huiles essentielles sont constituées principalement de deux groupes de composés odorants
distincts selon la voie métabolique empruntée ou utilisée. Il s’agit de terpénes (mono et
sesquiterpenes), prépondérants dans la plupart des essences, il s’agit essentiellement des
terpénes les moins volatils, c’est-a-dire ceux de masse moléculaire peu élevée et des

composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Cohen, 2013).

11.11. Les monoterpénes

Les monoterpénes sont les plus simples constituants des terpenes dont la majorité est
rencontrée dans les HEs (90%). lls comportent deux unités isopréne (CsHs), selon le mode de
couplage «téte-queue». lls peuvent étre acycliques, monocycliques ou bicycliques. A ces
terpénes se rattachent un certain nombre de produits naturels a fonctions chimiques spéciales
(El Haib, 2011).
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Figure 10 : Exemples de monoterpénes (EI Haib, 2011).

11.12. Les sesquiterpenes
Ce sont des dérivés hydrocarbures en Ci5H2, (assemblage de trois unités isoprénes) (El Haib,

2011). Ils ont une variabilité structurale de méme nature que les monoterpénes. L’allongement
de la chaine avant cyclisation lors de leur synthese augmente le nombre de cyclisations
possibles, d’ou la trés grande variété de structures connues (Cohen, 2013). Ils se trouvent sous
forme d’hydrocarbures ou sous forme d’hydrocarbures oxygénés comme les alcools, les

cétones, les aldéhydes, les acides et les lactones (EI Haib, 2011).
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Figure 11: Exemples de sesquiterpénes (El Haib, 2011).

11.13. Les composes aromatiques
Une autre classe de composés volatils fréquemment rencontrés est celle des composés

aromatiques dérivés du phénylpropane. Cette classe comporte des composes odorants bien

connus comme la vanilline, I'eugénol, I'anéthole, I'estragole .... (El haib, 2011).
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Figure 12 : Exemples de composés aromatiques (El Haib, 2011).

11.14. Importance industrielle des terpenoides

Les terpénoides sont disponibles en quantités relativement importantes sous forme HEs, de
résines ou de cires qui constituent des ressources renouvelables importantes. Ils fournissent
une gamme de produits commercialement utiles pour I’homme comme, par exemple, des
arbmes ou saveurs (menthol), matieres industrielles (acides résiniques diterpéniques),
compléments alimentaires sous forme de vitamines (linalol), ou édulcorants, pesticides,

solvants, adhésifs et intermédiaires de synthése (Benabdelkader, 2012).

I1. 15. Roles des huiles essentielles dans la plante

Les animaux sont mobiles pour chercher leur nourriture, pour échapper aux prédateurs et pour
se reproduire. En revanche, les plantes sont immobiles ou presque, elles ont di alors,
développer des stratégies pour survivre et se reproduire. Les métabolites secondaires sont
donc probablement impliqués étroitement dans ces stratégies:

a) dissuader les prédateurs: les odeurs repoussent les herbivores;

b) attirer les pollinisateurs: les couleurs et les odeurs attirent les insectes. Par exemple,
certaines orchidées synthétisent des phéromones sexuelles qui sont des substances volatiles
émises par les insectes femelles pour attirer les males;

c) décourager la compétition vis-a-vis d'autres especes: c'est I'allélopathie.

Certaines plantes émettent des substances pour inhiber la croissance des autres plantes; c'est le
cas du noyer qui produit de la juglone qui inhibe la croissance des autres plantes dans un

rayon de 8 m autour du tronc (Bouhadjera, 2005).
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11.16. Activités biologiques des huiles essentielles

Dans la plupart des cas, I'HE d'une plante ne se limite pas a une seule propriété. Cette
multiplicité des actions possibles peut provenir essentiellement de leur composition tres
complexe d’ou la magie des HEs. Dans le tableau ci-dessous sont montrées les différentes

propriétés des HEs.

Tableau V: Propriétés thérapeutiques des HEs (Mayer, 2012).

anti-infectieuse : Antibactériennes: les phénols (clou de girofle) ;

-Antivirales: phénol et & monoterpénol (Bois de H6, Cannelle de
Ceylan) ;

-Antifongiques: Cannelle, de clou de girofle ou de Niaouli;
-Antiparasitaires: Le thym a linalol (la sarriette des montagnes) ;

- Antiseptiques: aldéhydes ou terpenes (Eucalyptus radiata);

- Insecticides: aldéhydes (le citronnellal contenu dans 1’Eucalyptus

citronné ou la citronnelle.

Anti-inflammatoires géranium et gingembre.

Régulatrices du systeme | -Antispasmodiques :

nerveux Les esters ou les éthers possedent une action sur les spasmes des
muscles lisses ou striés (Hélichryse);

-Calmantes, anxiolytiques :

Les aldéhydes type citrals (la mélisse ou celle de Verveine
citronnée).

- Analgésiques, antalgiques:

Eucalyptus citronné, Gingembre, Lavande vraie.

Drainantes respiratoires -Expectorantes :
1,8 cineole de E. globulus et du romarin agissent sur les glandes
bronchiques et sur les cils de la muqueuse bronchique.

- Fluidifiante : Les cétones (le romarin).

Digestives Le cumin, (cuminal), I’anis étoilé, I’estragon ont une action

digestive et apéritive en stimulant la sécrétion des sucs digestifs.

Cicatrisantes Ciste, Lavande, I’immortelle, le Myrthe.
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11.17. Les propriétés antioxydantes

Les propriétés antioxydantes des HEs sont largement étudiées. Le stress oxydatif, qui survient
lors du déséquilibre entre la production de radicaux libres et d'enzymes antioxydantes, est en
relation avec l'apparition de maladies, telles que I'alzheimer, I'artériosclérose et le cancer. Une
facon de prévenir ce stress oxydatif qui endommage et détruit les cellules est de rechercher,
dans l'alimentation, un apport supplémentaire de composés antioxydants (vitamine C, a-
tocophérol, BHT, etc.). Les HEs de cannelle, muscade, clou de girofle, basilic, persil, origan
et thym possedent de puissants composés antioxydants. L'activité antioxydante des HEs est
également attribuables a certains alcools, éthers, cétones, et aldéhydes monoterpéniques: le
tinalool, le 1,8-cineole, le géranial/néral, le citronellal, I'isomenthone, la menthone et quelques
monoterpenes: a-terpinene, y-terpinéne et i‘aterpinoléne (Pionchon, 2008).

11 .18. Action antibactérienne

Le spectre d’action des HES est tres large: moisissures, levures, bactéries. Elles sont
généralement plus actives sur les moisissures et les levures que sur les bactéries. D’une
maniere générale, pour les antiseptiques, les bactéries Gram+ qui ne possedent pas de
membrane externe sont naturellement moins résistantes que les bactéries Gram— qui en
possedent une. Pour les HES, certains travaux rapportent une activité bactériostatique d’une
maniére générale meilleure sur les Gram+, mais I’activit¢ des HEs dépend aussi de 1’espéce
bactérienne, que la bactérie soit Gram+ ou Gram- (Zhiri et al., 2010).

Leur activité antimicrobienne est principalement fonction de leur composition chimique et en

particulier de la nature de leurs composeés volatils majeurs (Daroui-Mokaddem, 2012).

11.19. Action antifongique
Les modes d'actions antifongiques sont assez semblables a ceux décrits pour les bactéries.
Cependant, il faut y ajouter 2 phénomenes supplémentaires inhibant I'action des levures:
L’établissement d'un gradient de pH et le blocage de la production d'énergie des levures
("phénomeéne de respiration™).
Les huiles essentielles possédent plusieurs modes d’action sur les différentes souches
bactériennes, mais d’une manicre générale leurs actions se déroulent en trois phases:

e attaque de la paroi bactérienne, provoquant une augmentation de la perméabilité puis

la perte des constituants cellulaires;
e acidification de I'intérieur de la cellule, bloquant la production de I’énergie cellulaire

et la synthese des composants de structure;
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e destruction du matériel génétique, conduisant & la mort de la bactérie (Djarri, 2010).

Figure 13: Images au microscope électronique a balayage de Saccharomyces cerevisiae,
avant (A) et apres traitement (B) a HE d'origan a 0,2 % (100 x) (Djarri., 2010). (A)
saccharomyces cerevisiae, (B) la surface cellulaire montre des craquelures qui la parcourent

dans tous les sens.

o &%

Figure 14 : Aspect des cellules de Costridium perfringens) traitées (B) ou non (A) par des
HEs (Recoquillay, 2009).

11.20. Facteurs déterminant le degré de I’activité antimicrobienne des huilés essentielles
Plusieurs parameétres influencent la détermination de 1’activité antimicrobienne des HES ou
de leurs composants actifs, tels que la méthode d’évaluation de 1’activité antimicrobienne,
I’effet de la matrice biologique, le type et la structure moléculaire des composants actifs, la
dose ajoutée, le type de microorganismes ciblés et leur éventuelle adaptation aux HES
(Maleky, 2010).
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11.20.1. Méthodes d’évaluation de I’activité antimicrobienne
Les méthodes d’évaluation de D’activité antimicrobienne des HES les plus couramment
utilisées sont la ‘méthode de diffusion dans 1’Agar et la ‘méthode de dilution’. L’activité

antimicrobienne des HES est différente selon la méthode suivie (Maleky, 2010).

11.20.2. L’effet de 1a matrice biologique

Les propriétés antimicrobiennes des HEs sont différentes en fonction de la matrice a laquelle
elles sont ajoutées, ou du fait du contact avec les macromolécules comme les lipides ou les
protéines qui protégent les bactéries de 1’action des HES. Ainsi les HEs diluées dans la phase
lipidique des aliments seront moins efficaces sur les bactéries de la phase aqueuse
(Bouguerra, 2012).

11.20. 3. Le type et la structure moléculaire des terpénoides

Le principal facteur modifiant 1’activité antimicrobienne des HES est le type ainsi que la
structure moléculaire de ses composants actifs. Ainsi in vitro, une activité antimicrobienne
plus élevée des terpénes oxygénés en comparaison des terpénes hydrocarbures a été observée.
Les composants oxygénés purs ont aussi montré une activité supérieure par rapport aux HES
dans lesquelles ils se trouvent (Maleky, 2010).

La structure moléculaire semble présenter un role aussi important que la présence d’oxygene
dans la molécule de terpéne: la caractéristique lipophile du squelette hydrocarboné ainsi que
la propriété hydrophile des groupes fonctionnels sont déterminants vis & vis de I’activité

antimicrobienne des terpénoides (Maleky, 2010).

11.20.4. Le type des microorganismes ciblés
Un autre paramétre important déterminant I’activité antimicrobienne des HES est le type des
microorganismes ciblés. En général, les différents microorganismes n’ont pas une sensibilité

similaire vis a vis des HES (Bouguerra, 2012).

11.21. Effet Bacteéricide et bactériostatique des huiles essentielles

A la maniére des agents chimiques, on distingue deux sortes d’effets des HEs sur les
microorganismes, une activité létale (bactéricidie) et une inhibition de la croissance

(bactériostasie). L’activité des HES est souvent assimilée a une activité bactériostatique.
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Cependant certaines études ont montré que certains constituants chimiques des HEs ont des
propriétés bactéricides (Carson et Riley, 1995; Lambert et al., 2001; Kunle et al., 2003;
Walsh et al., 2003) et fongicides (Hammer et al., 2003 ; Pibiri, 2005).

11.22. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque. Comme
tous les produits naturels: "ce n'est pas parce que c'est naturel que c'est sans danger pour
I'organisme”. Certaines HEs sont dangereuses lorsqu'elles sont appliquées sur la peau en
raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergéne (huiles
riches en cinnamaldéhyde ou phototoxique (huiles de citrus contenant des furocoumarines.
D'autres HEs ont un effet neurotoxique (huiles riche en a-thujone) ou cancérigenes. C'est le
cas par exemple de derives dallylbenzénes ou de propénylbenzénes comme le safrole
(Sassafras), I'estragole (Artemisia dracunculus), la B-asarone (Acorus calamus) et le méthyl-
eugénol. Des chercheurs ont mis en évidence l'activité hepatocarcinogenique de ces composés
chez les rongeurs. De plus, tout dépend de la dose administrée lors des expériences et bien
souvent la dose absorbée par I'animal est loin de correspondre a celle qu'un homme est

susceptible d'ingérer par jour (Pionchon, 2008).
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1. 1. Les différentes origines des altérations alimentaires
La détérioration des aliments peut avoir diverses origines:
e Attaques d'insectes ou de rongeurs;
e Actions physiques (gel, écrasement au cours de la récolte ou du transport,
flétrissement par déshydratation, etc.);
e Détériorations chimiques (brunissement, rancissement par oxydation, rassissement du
pain et des patisseries);
e Altérations dues a I'évolution naturelle des aliments (ramollissement exagéré des
fruits, etc.);

e Altérations d'origine microbienne (Becila, 2009).

I11.2. Les altérations causées par I’oxydation lipidique

L’altération des huiles et des graisses est un phénomene complexe dépendant du type de
corps gras, des traitements technologiques subis mais aussi des conditions de conservation
(présence d’air, lumiére, catalyseurs, antioxydants, etc.).

L’oxydation peut se produire durant le traitement des graisses a partir des matieres premieres
jusqu’au stade final ainsi que pendant le stockage, la conservation et I’utilisation (Becquart,
2011). Elle constitue un des problemes majeurs des procédés de transformation ou de
conservation des aliments (huiles et graisses, seules ou constitutives des aliments). Cette
altération des composants liposolubles tels que les vitamines ou les pigments conduit
également a des détériorations de constituants non lipidiqgues comme les protéines. La
peroxydation lipidique aboutit a la dégradation des propriétés biochimiques, organoleptiques
et nutritionnelles des aliments.

Les facteurs qui influencent 1’oxydation des lipides sont nombreux. Il s’agit d’une part de
facteurs intrinséques tels que la composition en résidus d’acides gras des lipides (nombre et
position d’instaurations), la présence de prooxydants (ions métalliques, hemes, enzymes) ou
d’antioxydants naturels (tocophérols, caroténoides, etc). D’autre part, les principaux facteurs
extrinséques sont la température, la lumiere, la pression partielle en oxygene, et I’activité de
I’eau (Guzun, 2010).

I11. 2.1. Mécanisme d’oxydation des lipides

Il s’agit d’une réaction en chaine typique qui débute par la formation d’un radical (initiation)
qui réagit ensuite avec I’oxygene atmosphérique sous forme triplet (situation €nergétique

normale de I’oxygeéne) pour former un radical peroxyde.
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En I’absence de I’oxygéne la formation de radicaux peroxyde sera moins prononcée. A leur
tour, ces derniers extraient un radical hydrogéne d’un acide gras insaturé intact initiant la
réaction de propagation étant donné que, de cette maniére, un nouveau radical d’acide gras est
constitué a c6té d’un hydroperoxyde. Le radical d’acide gras réagit de maniére similaire a
celle du radical d’acide gras précédent. La fin dans ce mécanisme de réaction en chaine peut
se faire de différentes manicres et consiste en la réaction d’un des radicaux formés avec un
autre radical de sorte qu’un produit final non radicalaire se forme (Eymard, 2003). Le

mécanisme réactionnel est illustré dans la figure ci-apres.

Acide gras insaturé
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Acools Oxy-monomeres/-dimeres
Cétones Epoxydes
Hydrocarbures Ether-oxydes (LOL")
Acides
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Figurel5 : Mécanisme d’oxydation des lipides (Eymard, 2003).
I11. 3. Les altérations d’origine microbienne
En dehors des apports minéraux indispensables, les aliments sont considérés tous comme des
produits d'origine animale ou végeétale ; ces produits issus "du vivant” sont fragiles et

susceptibles d'évoluer dans le temps. Cette évolution peut étre bénéfique, mais dans la plupart
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du temps, la détérioration des aliments est observée. Cette derniére constitue un probléme
d'une ampleur considérable si I'on considere qu'elle touche, par exemple, pres du quart des
fruits, 1égumes et céréales récoltés chaque année. D'autre part, un nombre important denrées
alimentaires doit étre jeté avant sa consommation car il est rendu impropre a la consommation

(avarié) du fait du développement de microorganismes (Becila, 2009).

111.3.1. Action des microorganismes dans les aliments
Le développement des microorganismes dans un aliment peut avoir deux actions néfastes et
variées qui sont:

e [’affectation de la qualité intrinseéque de 1’aliment et donc sa valeur commerciale par
la modification de sa texture et de son aspect par dégradation des macromolécules ou
des substances colorantes, par formation de colorations parasites, par libération de
gazs ...etc;

e L’altération de la wvaleur calorique et alimentaire, altération des qualités
organoleptiques, dégradation au cours du conditionnement etc....) (Guiraud et Galzy,
1980).

Ces actions sont dangereuses pour la santé en étant responsable d’intoxications dues a la
formation de substances toxiques (amines), ou méme d’infections ou toxi-infections
intestinales bénignes (Guiraud et Galzy, 1980).

La capacité de ces organismes a se développer et a causer des dommages dépend des
propriétés intrinseques de la nourriture et des facteurs extrinséques qui y sont appliqués. Les
dégradations visibles d’origine microbienne peuvent prendre différentes formes parmi

lesquelles la décoloration, la pigmentation, et I’épaississement de la surface (Becila, 2009).

I11. 3.2.Moyens de prévention de ces altérations

- Les traitements thermiques: la chaleur tue la totalité (stérilisation), ou une partie (cuisson,
pasteurisation) des microorganismes;

- Le froid (réfrigération, congélation, surgélation) inhibe leur développement;

-La déshydratation (concentration, dessiccation, lyophilisation) rend impossible l'activité
bactérienne;

- L'élévation de la pression osmotique qui revient a la diminution de la disponibilité de I'eau

dans I'aliment: sucrage et salage (le sel ayant aussi un role bactériostatique important);
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- L'élévation de l'acidité: les acides peuvent étre ajoutés ou obtenus dans l'aliment par
fermentation (acide lactique, produit de la fermentation lactique, acide acétique). Certaines
bactéries ne peuvent se développer en milieu acide;

- Les radiations ionisantes (seuls certains traitements sont autorisés);

- Le contréle des fermentations industrielles, qui limite le développement de micro-
organismes indésirables, par compétition;

- Le nettoyage et la désinfection du matériel utilisé dans le stockage et la fabrication des
aliments (Gounelle de Pontane, 1980);

-Utilisation des additifs alimentaires.

I11. 3.3.Les additifs alimentaires

L’expression additif alimentaire s’entend de toute substance qui n’est pas normalement
consommée en tant que denrée alimentaire, et n’est pas normalement utilisée comme
ingrédient caractéristique d’une denrée alimentaire, qu’elle ait ou non une valeur nutritive et
dont 1’addition intentionnelle a la denrée alimentaire, dans un but technologique ou
organoleptique, a une quelconque étape de la fabrication, de la transformation, de la
préparation et du traitement, du conditionnement, de I’emballage, du transport ou du stockage
de la denrée, entraine ou peut entrainer son incorporation ou celle de ses dérivés dans la
denrée. Les additifs alimentaires sont classés en fonction de leur réle fonctionnel en une
dizaine de classes incluant entre autres les conservateurs, et les antioxydants (Tableau V)
(Soubra, 2008).

I11. 3.3.1.Les antioxydants

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche I'oxydation d'autres substances
chimiques. L’effet des antioxydants provient de deux mécanismes:

1. lls neutralisent les radicaux libres et empéchent les réactions en chaine initialisées par ces
derniers;

2. lls détruisent les hydro-peroxydes (composés intermédiaires formant des radicaux libres
en interrompant la liaison (O-0), diminuant ainsi la vitesse de formation de radicaux libres
(Penchev, 2010).

Il est habituel de dire qu'un bon antioxydant est un bon « capteur » de radicaux libres.
Toutefois, cette condition n'est pas suffisante; il faut en outre que I'antioxydant soit régénéré
(recyclé) in vivo de maniére a jouer plusieurs fois son réle (Gardes-Albert et al., 2003).
Lorsque des especes réactives de 1I’oxygeéne sont générées in vivo, de nombreux antioxydants

interviennent. Il s’agit principalement d’enzymes telles que la superoxydase dismutase, la
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glutathion peroxydase, la catalase et aussi des molécules de faible masse moléculaire comme
le tripeptide glutathion ou I’acide urique. En plus de ces substances propres a 1’organisme, les
antioxydants naturels sont présents dans toutes les parties des plantes supérieures. Ce sont
pour la plupart des composés polyphénoliques. Un composé polyphénoligue est tout composé
possédant un noyau aromatique contenant un ou plusieurs substituant (s) hydroxyle, incluant
différents groupes fonctionnels dérivés (esters, glycosides, etc.). lls sont répandus parmi les
plantes alimentaires. Parmi ces composés, les flavonoides représentent la classe de substances
la plus étudiée, Il faut également mentionner d’autres classes de substances antioxydantes
telles que les tanins, les xanthones, les coumarines, les carotenes, les lignanes (Amadou,
2004).

I11. 3.3.2.Les conservateurs

IIs sont utilisés pour éviter le développement des bactéries, levures, moisissures ou
champignons qui peuvent altérer le godt ou I'aspect au point de rendre inconsommable un
produit alimentaire, mais aussi certains microorganismes peuvent étre responsables
d'intoxications, soit par eux-mémes (bactéries pathogenes), soit par les toxines qu'ils sécrétent
(toxine du Clostridium botulinum, mycotoxines, . ..), parmi les conservateurs utilisés:

- Le sel est utilisé depuis I'Antiquité pour la conservation des viandes, charcuteries, poissons,
fromages, etc... Il a un réle bactériostatique et a également une action sur les propriétés
physico-chimiques des aliments;

- L'anhydride sulfureux (E 220) et les sulfites sont employés pour conserver les vins rouges et
blancs, biére, cidre, hydromel, jus de fruits, ainsi que les moutardes, les confitures et les fruits
Secs;

- Le nitrite de sodium (E 250) et les nitrates sont couramment ajoutés aux produits de
charcuterie. Les nitrites ont un réle inhibiteur de Clostridium botulinum, bactérie produisant la
toxine botulinique mortelle pour 'nomme;

- Les acides aliphatiques ou dérivés sont utilisés comme conservateurs: l'acide acétique (E
260); I'acide propionique (E 280), et I'acide sorbique (E 200);

- Quelques antibiotiques sont autorisés: la pimaricine qui est un inhibiteur des moisissures de
la crolte des fromages. La nisine est utilisée dans la fabrication des fromages fondus.

Il arrive souvent que plusieurs conservateurs soient utilisés simultanément, par exemple en
combinant deux ou trois des produits suivants: anhydride sulfureux, acide benzoique, acide

sorbique dans les boissons (Gounelle de Pontane, 1980).
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Tableau VI: Les principales catégories d’additifs utilisés dans 1’Union européenne (André,

2013)

Codes

E100 a
Ei18o0

E200 a
E285

E300 a
E321

E325 a
E380
E400 a
E405

Es500 a
E585

Catégorie

Colorants

Conservateurs

Antioxydants
(antioxygéne)

Acidifiants/
Correcteurs d’acidité

Agents de texture
(épaississants,
stabilisants,
émulsifiants, gélifiants,
texturants)

Catégorie « fourre-
tout » comprenant des
poudres a lever, 'acide
chlorhydrique, I'acide
sulfurique, des
phosphates, des
correcteurs d’acidité

Fonction dans 'aliment

Intensifier ou donner
une couleur.

Allonger la durée de
conservation en inhibant
le développement

des bactéries ou

des moisissures.

Limiter les phénomeénes
d’oxydation (rancissement
des graisses ou
brunissement des fruits

et légumes coupés,

par exemple).

Agir sur le degré d’acidité.

Donner une consistance
particuliére.

Remplir des réles variés.

I11.4. Les effets négatifs des additifs alimentaires

Beaucoup d’additifs ont des effets douteux sur la santé et sont parfois remis en cause, mais

non interdits ce qui est une source d’une grande controverse autour des additifs alimentaires.

De plus, le consommateur les considére comme des produits chimiques, donc mauvais. Parmi

les effets néfastes prouvés:

e L’hyperactivité: L hyperactivité est un déficit de 1’activité motrice et de 1’attention

qui perturbe [Defficacité scolaire de 1’enfant qui s’accompagne de réactions

agressives. Des chercheurs de ['universit¢é de Southampton ont confirmé cette

hyperactivité en faisant des tests sur des colorants et des conservateurs.

e Problémes intestinaux: Les additifs alimentaires, dont les colorants, et les

émulsifiants peuvent provoquer une diminution de I’absorption intestinale et un
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bouleversement de la flore intestinale. Ils irritent le tube digestif et perturbent la
digestion. lls seraient aussi responsables d'un ralentissement de I'absorption des
nutriments au niveau de l'intestin gréle.

e Allergies: Toute une variété de substances sont mises en causes dans les allergies,
qui touchent surtout les personnes sensibles. Ces substances engendrent une réaction
immunitaire exagérée et des substances chimiques sont libérées, provoquant divers
troubles comme des démangeaisons, de I’urticaire, des problémes respiratoires, des
cedémes, et des troubles digestifs.

e Effet carcinogene: Le but des études de cancérogénése est de démontrer qu’une
substance est capable ou non d’induire une prolifération anormale des cellules
aboutissant a la formation de tumeurs. Les nitrites provoquent la formation de
nitrosamines et de nitrosamides cancérigenes.

e Accoutumance: Les exhausteurs de godt agiraient sur les neurones, empéchant le
bon fonctionnement des mécanismes inhibiteurs de 1’appétit. Les édulcorants sont
parfois déconseillés par les nutritionnistes parce qu'ils entretiendraient 1’attrait pour
le sucre. Ainsi, les consommateurs réguliers de produits sucrés avec des édulcorants
intenses auront tendance a choisir des produits plus sucrés, ce qui pourrait favoriser
notamment I'obésité en augmentant I'apport calorique (Tehrany et al., 2009).

Pour palier a ces problémes qui présentent un grand risque pour la santé publique, de
nombreuses recherches se sont penchées sur les plantes et la possibilité de les utiliser comme
alternative a la conservation des aliments par ces additifs, mais aussi a la lutte contre les
parasites, les insectes, les microorganismes et aussi contres les radicaux libres, puisque la
qualité d’une denrée alimentaire commence de la matiére premiére jusqu’au produit fini.

En effet, I'antioxydant alimentaire idéal, est facilement incorporable et efficace a faible dose,
non toxigque, n'entraine ni coloration, ni odeur, ni saveur indésirable. Il est résistant aux

processus technologiques et stable dans le produit fini (Kahouli, 2010).

I11. 5. Utilisation des huiles essentielles dans la conservation des denrées alimentaires

La préservation des produits alimentaires a caractere périssable constitue un des domaines
d’utilisation des plantes aromatiques et médicinales. Les plantes et les tissus animaux
contiennent des acides gras insatureés, la fraction phospholipidique des membranes cellulaires
contient des lipides qui sont spécialement susceptibles a 1’oxydation a cause de la présence
des doubles liaisons. Les produits de cette oxydation peuvent induire une perte de nutriments

dans les aliments et une détérioration de leur qualité organoleptique (Brewer, 2011).
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En outre, les industriels et les consommateurs ont exprimé leur désir de réduire I’utilisation
des composés synthétiques dans la conservation des aliments. Alors, les herbes et les épices
ainsi que les plantes aromatiques douées d’une activité antimicrobienne pourront constituer
une source d’additifs naturels (Delaquis, 2002). Les HEs des plantes sont une réserve de
molécules tres actives ayant relativement toutes les propriétés citées ce qui favorise leur
utilisation de la mati¢re premicre jusqu’au produit fini, d’autant plus qu’elles sont reconnues

comme produit GRAS (Generally recognized as safe).

Beaucoup d’études ont rapporté ’efficacité des HES contre les germes pathogeénes, et les
contaminants dans les aliments, exemple de Bacillus cereus, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa Campylobacter jejuni, Salmonella enteritidis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus (Smith-palmier,1998; Lambert, 2001; Delaquis, 2002; Gutierrez,
2008; Dijenane, 2012) et contre les espéces fongiques, telles que Aspergillus flavus,
Penicillium roqueforti, Mucor plumbeus and Eurotium sp.), ainsi que les levures
(Debaryomyces hansenii, Pichia membranaefaciens, Zygosaccharomyces rouxii et Candida
lipolytica) (Matan et al., 2006). Néanmoins, une concentration élevée en HEs est nécessaire
pour avoir les mémes effets sur les aliments que in vitro, donc I’'impact sur la qualité
organoleptique de I’aliment doit étre pris en considération (Delaquis, 2000; Gutierrez, 2008).
Un des pays qui ont franchi le pas vers les additifs naturels est le japon avec 1’extrait
d’eucalyptus (Amakura et al., 2002).

Certaines drogues naturelles sont utilisées sous forme d’épices et d’aromates, d’autres SOUS
forme d’HEs. Si la réfrigération et d’autres moyens de conservation se sont substitués aux
épices pour assurer la conservation des aliments, le développement de nouvelles pratiques
culinaires (plats préparés, surgelés), le gout pour I’exotisme et les qualités gustatives,
conduisent & une rapide augmentation de la consommation de ce type de produits. On note
leur intégration dans les boissons non alcooliques, les confiseries, les produits laitiers ou
carnes, les soupes, les sauces, les snhacks, les boulangeries, ainsi que la nutrition animale
(Couderc, 2001).

Des études antérieures, ont montré que les HEs peuvent étre ajoutées presque a tous les
aliments. Ainsi, les HEs d’origan, de thym, de cannelle ou de coriandre sont efficaces pour les
viandes, les volailles, les charcuteries et les légumes. L’HE de la menthe pour les produits
frais (salades, yaourts...); celles a base de carvacrol ou de citral pour les poissons. Les HEs
de thym, de noix de muscade ou de gingembre pour les céréales (plus particulierement celles

riches en carvacrol pour le riz); et les HEs a base de carvacrol ou de cinnamaldéhyde pour les
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fruits (Rhayour, 2002; Caillet et Lacroix, 2007). L’eugénol et le cinnamalehyde, extraits a
partir d’HE du Cinnamum, comptent parmi les principaux agents de conservation alimentaire,
d’origine végétale. Ils sont employés comme additifs pour la préservation des olives de table
contre la flore cryptogamique (Daroui-mokaddem, 2012).

Toutefois, quelques limites s’imposent dans 1’utilisation des HES comme agents de
conservation dans les aliments, notamment le pouvoir aromatisant de certaines d’entre elles.
Cependant des techniques de désaromatisation existent et sont de plus en plus efficaces.
D’autre part, les effets organoleptiques indésirables peuvent étre limités en sélectionnant
soigneusement 1I’HE selon le type d’aliment considéré, mais il est important de noter, que
dans la plupart des cas, les concentrations d’huiles utilisées sont si faibles, qu’elles ne
modifient pas les qualités organoleptiques de 1’aliment. Un autre aspect a prendre en compte,
c’est de vérifier que I’HE sélectionnée n’a pas d’effet antimicrobien contre les bactéries utiles,
notamment les ferments d’acidification, d’aromatisation et d’affinage, indispensables a la
fabrication des produits. Moyennant ces précautions d’usage, I’emploi des HEs lors de la
transformation des aliments peut présenter un triple intérét: aromatisant, antioxydant et

antimicrobien (Caillet et Lacroix, 2007).
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Dans le but d’atteindre les objectifs que nous nous somme fixés, nous avons suivi le plan de

travail suivant :

Les feuilles et le fruit
de la plante Lavage, et sechage

E.globulus

Extraction par
hydrodistillation

» Composition chimique
* Densité

¢ Indice de refraction
e DPPH

Activité antioxydante e Pouvoir reducteur
¢ Blanchissement du B-carotene

Caracteristiques physicochimiques

e Diffusion sur gelose

Activité antibactérienne .
e Determination des CMI| et CMB

Figure 16 : Schéma général du travail expérimental

IV. 1. Préparation de I’échantillon

Le fruit et les feuilles de la plante E. globulus ont été récoltés au mois de Février de 1’année
2014 dans I’arboretum de la commune de Derguinah, willaya de Bejaia (36°31°13.56°N,
5°17°18.43 E). Les échantillons sont lavés et séchés a I’ombre et a température ambiante

pendant une dizaine de jours.

1V. 2. Extraction de ’huile essentielle

L’extraction des HEs de E. globulus est réalisée par hydro-distillation pendant 2 h et 30 min.
L’hydrodistillation des deux parties a été accomplie a 1’aide d’un dispositif de type Clevenger

(Figure 17).
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Figure 17: Photographie du dispositif utilisé pour 1’extraction des HEs par hydrodistillation
Dans un ballon de 2 L, une quantité du matériel végetal (150 g) est mise en contact direct
avec 1000 mL d’eau distillée. La vapeur condensée obtenue correspond a une phase
organique (huile essentielle) qui est séparée de 1’cau aromatique par décantation comme le

montre la figure suivante:

Figure 18: Photographie montrant la separation des HEs par décantation.
Afin d'éliminer I'eau susceptible d'avoir été retenue dans la phase organique, un déshydratant
(sulfate de sodium anhydre) est additionné, c'est I'opération de séchage. L’HE ainsi obtenue
est mise dans des flacons en verre sombre et conservés a 4°C jusqu’a son analyse. Les
rendements en HEs ont été calculés par rapport au matériel végétal sec.
C’est le rapport entre le poids de I’huile extraite et le poids de la plante utilisée. Il est exprimé

en pourcentage et calculé par la formule suivante :

Poids de 'huile essentielle
R(%) = *100

1
1
poids sec de la plante 1
1
1
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IV. 3. Determination de la composition chimique

Les HEs ont été analysées par chromatographie phase gazeuse couplée a un spectrometre de
masse (ThermoScientific). La colonne utilisée est une colonne DBWAX capillaire (30 m, 0,25
mm de diameétre, I'épaisseur de film de 0,25 pm).

L'analyse a été effectuée en utilisant de I'hélium comme gaz porteur a 1,2 mL/min avec le
programme de température suivant: 40 °C pendant 2 min, porté a 250 °C a 5 °C / min et & 300
°C a 30 °/ min et maintenu a cette température pendant 10 min. 1 pL d'échantillon a été
injectée a une température constante de 250 ° C avec un rapport de 1:20 pendant 1 min. Les

masses scannées sont comprises entre 40 et 650 uma.

IV. 4. Etude des propriétés physiques (Normes AFNOR, 1992)
IV.4. 1. Densité relative a 20°C (NFT 75 111, 1982)
La densité relative de I’HE est le rapport de la masse d’un certain volume de I’huile a 20°C et
la masse d’un volume égal d’eau distillée a 20°C.
La densité est ainsi donnée par la formule ci-dessous:

~ m2-—m0

ml— MO

Ou:
mO : est la masse, en grammes, du pycnometre vide ;
m1 : est la masse, en grammes, du pycnometre rempli d’eau ;

m2 : est la masse, en grammes, du pycnomeétre rempli d” HE.

IV.4. 2. Indice de réfraction (NFT 75 112, 1977)
Les indices de réfraction sont mesurés a l’aide d’un réfractométre a la température de
chambre puis ramenés a 20°C par la formule:

I20=It+ 0,00045 (T - 20°C)

Ou: lyg: indice a 20°C ;

It: indice a la température de chambre (ambiante);
T: température de mesure. L’étalon pour la réflectométrie servant a ajuster le réfractometre est

I’eau distillée avec un indice de réfraction de (1,333) a 20°c.

L’indice de réfraction n t (IR) a la température de référence t, est donné par 1’équation
suivante:
nt (IR) =nt’ + 0,0004 (t-t°)
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Ou: nt est la valeur de lecture obtenue a la température (t’) a laquelle a été effectuée la
détermination.

IV. 5. Etude de I’activité antioxydante des huiles essentielles

Le pouvoir antioxydant des deux HEs a été évalué in vitro en utilisant trois tests, le test de
piégeage du radical DPPH", le test du blanchissement du R-caroténe et le test du pouvoir
réducteur du fer.

IV. 5. 1. Effet antiradicalaire du radical DPPH*

L’activité antioxydante des deux HESs vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée par
spectrophotométrie suivant la réduction de ce radical qui se traduit par son passage de la
couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517 nm.

Les antioxydants donneurs d’atome H (RH) sont capables de réduire le DPPHe, ce qui conduit
au 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH-H).

¢ Principe

Le DPPH est un radical stable qui posséde un électron célibataire sur 1’atome d’azote,
caractérisé par une couleur violette et un pic d’absorption spectral maximal a 517 nm.

En présence d’un antioxydant 1’électron célibataire devient apparié, ce qui conduit a la
décoloration du DPPH du violet (forme radicalaire DPPH-) au jaune (forme réduite DPPH-H)

(Figures 19, 20). Cette decoloration représente donc la capacité de 1’échantillon a piéger ce

radical.
' ™
03N N—N +RH - o,u~©%:—n +R
e . O
DPPH’ (radical libre) DPPH (non radical)
RH : antioxydant ; R : radical libre
A - /

DPPH: (violet) DPPH-H (Jaune)

Figure 19: Structure chimique du DPPHe- et le mécanisme de sa réduction par un antioxydant.
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¢ Procédure expérimentale

L’évaluation de I’activité antioxydante a été effectuée selon le protocole décrit par Noumi et
al. (2011). A 1mL des différentes concentrations d’échantillons préparées dans 1’éthanol,
250 pL d’une solution éthanolique de DPPH préparée a une concentration de 0,2 mM sont
ajoutés. Aprés incubation pendant 30 min a D’obscurit¢é et a température ambiante,
I’absorbance du milieu réactionnel est mesurée a 517 nm. Le contréle négatif est réalisé en
remplacant [’échantillon par 1’éthanol et les résultats sont exprimés en pourcentage

d’inhibition du radical DPPH?®, ce pourcentage est calculé selon la formule suivante.

Ou:
Ao : Absorbance de la solution du DPPH - sans 1’échantillon (contréle négatif) ;

A : Absorbance de la solution du DPPH - en présence de 1’échantillon.

Les pourcentages du DPPH® résiduels en fonction des concentrations des échantillons, nous
permettent d’obtenir la quantité d’antioxydant requise pour diminuer la concentration du
DPPH? initiale de 50%. Cette valeur est appelée concentration efficace EC50 et parfois notée
IC50.

B

L TR TR

Figure 20: Photographie montrant la réduction de la solution DPPH- (du violet au Jaune).

IV. 5. 2. Test du blanchissement du B-carotene

Le B-caroténe est physiologiquement un composé important reconnu par sa forte activité
biologique. Dans I’industrie agro-alimentaire, il est utilisé dans les boissons comme un agent
de coloration et sa décoloration indique la réduction de la qualité de ces produits. Le B-
caroténe est extrémement sensible aux radicaux libres dérivés d’hydroperoxydes qui sont

formés a partir de 1’oxydation de I’acide linoléique (Belayoubi, 2012).
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La mesure de l'inhibition de la peroxydation de I'acide linoléique et du B-caroténe est une

méthode efficace pour I'évaluation de I'activité antioxydante des HEs (Hussain et al., 2008).

¢ Principe

Ce test consiste a mesurer a 490 nm la décoloration d’une solution de B3- caroténe, qui résulte
de son oxydation par des radicaux libres produits par 1’oxydation de 1’acide linoléique Sous
I’effet de la chaleur. La présence d’antioxydants induit un retard de la cinétique de
décoloration de cette solution, ce qui se traduit par une absorbance élevée indiquant que

’échantillon a un grand pouvoir antioxydant.

¢ Procédure expérimentale

L’évaluation du pouvoir antioxydant des HEs en utilisant le test du blanchissement du -
carotene a été réalisée selon la méthode décrite par Tepe et al. (2006).

Dans un premier temps, une émulsion de R-carotene/acide linoléique a été préparée en
mélangeant 25 uL d’acide linoléique, 200 mg de tween 40 et 0,5 mg de R-carotene solubilisé
dans 1 mL de chloroforme, apres évaporation du solvant sous faible pression et a une
température de 40C°, 100 mL de I’eau saturée en oxygene sont ajoutes.

A 2,5 mL de I’émulsion de B caroténe/acide linoléique, sont ajoutés 350 pL d’échantillon
préparé a une concentration de 2g/L.

L’absorbance de la solution de B-carotene est mesurée a 490 nm toutes les 2 h, durant 48 h
d’incubation a température ambiante, contre un blanc constitué de 1’émulsion sans -caroténe.
Le pouvoir antioxydant est exprimé en pourcentage d’inhibition de 1’oxydation de B-caroténe

selon la formule de Prakash et al. (2014):

AAR = A (échantillon) / A, (échantillon) (Prakash et al., 2014)

AAR: activité antioxydante relative; A; . absorbance de I’échantillon a t=48H; Ao.
absorbance de 1’échantillon a t=0H.

IV. 5. 3. Test de la réduction du fer ferrique en fer ferreux

¢ Principe

Le test du pouvoir réducteur consiste a évaluer ’aptitude de I’échantillon a donner un electron

convertissant le fer de la forme Fe3+ a la forme Fe2+ qui peut étre quantifiée par la mesure de
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la formation de la couleur bleu (Fe4 [Fe(CN) 6] 3) a 700 nm (Figure 21). Une absorbance

¢levée indique que 1’échantillon posseéde un grand pouvoir réducteur.

¢ Procédure expérimentale

Ce test a été effectué selon la méthode de Pal Singh et al. (2012); 1,25 mL d’une solution
tampon phosphate (0,2M- PH= 6,6) et 1,25 mL (1%) de ferricyanide de potassium
[K3Fe(CN)6] sont ajoutés a 0,5mL des différentes concentrations des échantillons. Apres
incubation de 20 min dans un bain marie a 50C°, 1,25 mL d’une solution aqueuse de I’acide
trichloracétique (TCA) a 10% sont ajoutés au milieu réactionnel.

Apres centrifugation de 10 min a 3000 g, 1,25 mL d’cau distillée et 250 uL de chlorure de
fer(FeCls) a 0,1% sont ajoutés a 1,25 mL du surnagent. L’absorbance est déterminée a 700 nm
contre un blanc contenant tous les réactifs sauf 1’échantillon testé.

Les résultats sont exprimés en concentration effective a 50% (CE50) qui traduit la

concentration d’antioxydants nécessaire pour 1’obtention d’une absorbance de 0,5.

Le BHA est utilis¢é comme contrdle positif, dans les trois méthodes de I’évaluation de
I’activité antioxydantes (DPPH, réduction du fer, le blanchissement du B caroténe), et dans les
mémes conditions expérimentales. Il a été préparé dans de 1’éthanol a des concentrations
allant de 1/1000 a 1/20 (ug/mL).

Figure 21: Photographie montrant la réduction du fer ferrique en fer ferreux en présence des
HEs de E. globulus.

IV. 6. Activité antimicrobienne

Les différents protocoles peuvent étre classés selon le milieu dans lequel se fait la diffusion de
I’huile essentielle et selon la nature du contact de I’HE avec le germe. Les méthodes les plus
utilisees sont: diffusion sur disque, dilution d'agar et dilution de bouillon (Burt, 2004). Ces
méthodes sont relativement rapides, peu colteuses et n'exigent pas un équipement de

laboratoire sophistiqué.
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IV. 6. 1. Origine et choix des souches microbiennes

Les bactéries étudiées ont été choisies pour leurs fréquences élevées a contaminer les denrées
alimentaires et pour leur pathogénicité. Elles nous ont été fournies par le laboratoire de
microbiologie de l’universit¢ de Bejaia. Elles sont entretenues par repiquage sur gélose
nutritive favorable & leur croissance pendant 24 h & 37°C. 3 Bactéries & Gram” et 2 Bactéries a

Gram’ ont été testées.

Bactéries a Gram positif

Staphylococcus aureus(ATCC43300) : Famille des Micrococcaceae, cocci a Gram + ils
s’organisent en groupes et en amas ayant la forme de grappes de raisin, immobiles, non
sporulés, catalase positive. Pathogene le plus fréquent (infections nosocomial), car ubiquitaire
et virulent (Pibiri, 2005).

Bacillus subtilis(ATCC6633): est une bactérie résistante, présente dans les sols. Elle
contamine les aliments et une fois ingéré, Bacillus subtilis peut étre a I'origine d'une

intoxication alimentaire.(Guiraud,2003)

L. monocytogene: Petits bacilles a Gram positif, mobile, non sporulé. Aéro-anaérobie
facultatif. Les infections a L. monocytogenes (Listeriose) sont sérieuses mais heureusement «
rares » (Cuqg, 2007).

Bactéries a Gram négatif

Escherichia coli(ATCC25922): appartient & la famille des Enterobacteriaceae, c’est un hote
normal de la flore intestinale. Cette bactérie est un bacille Gram négatif a mobilité péritriche.
En industrie agroalimentaire, E. coli est particulierement contrdlée. En effet, il est un bon
indicateur de la contamination fécale d’un aliment lors de son processus de fabrication. Cette
espéce ordinairement commensale est entéropathogéne par I'expression de facteurs de
virulence éventuellement acquis et /ou constitutifs (Cug, 2007).

Pseudomonas aeruginosa(ATCC27853) : c’est I’exemple-type des bactéries pathogénes
opportunistes, la contamination terminale par Pseudomonas est classiqguement rapportée dans
la littérature, touchant la robinetterie et les canalisations d’alimentation mais peu les
collecteurs. La bactérie pénetre dans 1’installation trés souvent par des phénomeénes de rétro
contamination: mains, projection d’eau, siphons, elle colonise le réseau quand elle trouve un
terrain favorable a son développement: température, oxygene, nutriments, support,... (Pibiri,
2005).
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IV. 6. 2. Préparation de I’inoculum

A partir d'une culture pure des bactéries sur milieu d'isolement (gélose nutritive) ayant au
maximum 24h, on racle a lI'aide d'une pipette pasteur scellée quelques colonies bien isolées et

parfaitement identiques.

Ensuite, on décharge la pipette pasteur dans 10 mL d'eau physiologique stérile et on
homogénéise la suspension bactérienne; son opacité doit étre équivalente a 0,5 Mc Farland
qui correspond & 10® UFC/mL, puis diluer pour obtenir un inoculum & 10°UFC/mL (Tyagi et
Malik, 2011).

IV. 6. 3. Méthode de diffusion sur gélose

Afin de tester 1’activité antimicrobienne des HEs, nous avons utilisé la méthode de
I’antibiogramme par diffusion a partir de disques imprégnés d’HE (100%, 75%, 50%). Les
milieux coulés en boite de Pétri sont ensemencés par écouvillonnage a partir d’une suspension
bactérienne de 10° UFC/mL (Damjanovié-Vratnica et al., 2011; Raho et Benali, 2012). Un
volume correspondant a 10 puL d’HE est déposé sur des disques de papier Whatman stériles de
6 mm de diamétre. En paralléle, des témoins sont utilisés afin de vérifier la croissance des
différentes souches. Les boites de Pétri sont maintenues pendant 30 min a une température de
25-30 °C et sont ensuite incubées a 37°C/24 h. L’activité antibactérienne est appréciée par la
mesure, a I’aide d’un pied a coulisse ou d’une regle, des diamétres des zones claires (mm) qui

se forment autour des disques (& du disque est inclus).

Disques de papier
Whatman N1 (06 mm)

Gélose Mueller Hinton

ensemencee aver la
souche teste

Figure 22: Méthode de diffusion sur disque (Bekka, 2009).
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IV. 6. 4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI): Test de micro
dilution

Les inocula des différentes souches ont été obtenus a partir de préculture de 18 heures
d’incubation, la charge microbienne a été ajustée & 10° ufc/mL a I’aide d’une turbidité
standard 0,5 McFarland. Les CMI des différentes HEs ont été déterminées par la méthode de
microdilutions en puits.

Des plaques contenant 96 puits, ont été préparées en dispersant dans chaque puit des volumes
allant de 187 pL a 194 pL de bouillon MH, et de 1 a 12 uL de chaque échantillon d’HE;
puis 5 pL d’inoculum ont été versés dans les puits de chaque plaque, d’une maniére a obtenir

un volume final de 200 pL (Djenene et al., 2011).

IV. 6. 5. Détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB)

Pour la détermination de la concentration minimale bactéricide, un préléevement a partir de la
concentration minimale d’inhibition est effectué sur la gélose Mueller Hinton, puis on incube
a 37°C pendant 18 a 24h. La concentration minimale bactéricide est défini comme étant la

concentration minimale qui ne présente aucune croissance bactérienne (Cherrat et al., 2014).

IV. 7. Analyse statistique

L’analyse statistique est réalisée par le programme XLSTAT 2009. Les résultats des tests
effectués sont exprimes en moyenne + SD. Les valeurs IC50 (concentration inhibitrice a 50%)
sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe [% inhibition = f
(concentrations)]. La détermination des taux de signification sont faites par le test ANOVA
univarié suivi du test de Tukey pour les comparaisons multiples. Les différences sont

considérées statistiguement significatives au seuil de 0,05.
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V.1. Rendement en huile essentielle
Les rendements en HEs des deux parties (feuilles et fruits) sont montrés dans le tableau VII.

L’étude statistique n’a révélé aucune différence significative entre eux.

Tableau VII : Rendement d’extractions des HEs

Echantillons | Rendements (%0)
Fruits 3,11+0,4
Feuilles 2,53+0,1

Les résultats obtenus pour le fruit sont largement supérieurs a ceux rapportés par Pereira et al.
(2005) et Mulyaningsiha et al. (2010), qui sont de 1,57% et 0,71%, respectivement. Mendes
silva et ses collaborateurs (2011) ont noté une variation de ce rendement chez E. cineria, ce
dernier dépend de la saison de récolte, il est de 0,73 en automne et de 0,85% au printemps.
En effet, Emara et Shalaby, (2011) ont observe des modifications de conformation des canaux

sécréteurs des HEs de E. globulus a travers les saisons comme le montre la figure suivante:

E. globulus

=3 O TS T

Printemps
Eté
Autmone

Hiver

Figure 23 : Coupe transversale des feuilles de E. globulus

Il est de méme pour les feuilles, puisque nos résultats sont supérieurs a ceux de Raho et al.
(2012) qui est de 1,2% (P/P), de Pal singh et al. (2012) qui est de 1,2% (V/P) et de
Damjanovic-vratnica et al. (2011) qui est de 1,8% pour les feuilles fraiches. Le rendement en
huiles essentielles des plantes est en étroite relation avec 1’état de fraicheur de la plante
utilisée pour I’extraction. De nombreux auteurs ont remarqué que les plantes seches donnent
un meilleur rendement que les plantes fraiches, Mendes silva et al. (2011) ont rapporté que les
feuilles de E. cinerea donnaient un meilleur rendement a 1’état sec (4,29%) que frais
(3,91%). En outre, le rendement est tributaire de plusieurs facteurs qui sont la température,
I’humidité relative, la durée totale d’insolation et le régime des vents exercant une influence

directe (Boukhatem et al., 2010), ainsi que du milieu géographique (Zrira et al.,1994).
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V.2. Composition chimique des huiles essentielles des feuilles et du fruit

La composition des deux HEs est donnée dans le tableau VIII. D’aprés Brian et al. (1979), les
HEs des feuilles sont riches en monoterpenes et celles du fruit en sesquiterpenes ce qui
correspond aux résultats trouveés dans cette étude (tableau VIII). Le composé majoritaire
retrouvé dans les HEs des feuilles est 1’eucalyptol a 55,9%. Des taux variant de 23,7 a 80,9%
ont été rapportés par Zrira et al. (1994) pour les espéces du genre Eucalyptus (E. side
roxylon, E. astringens, E. salubris E.sideroxylon , E. astringens, E. salubris , E. brockwaji E.
torquata et E. salmonophloia). Des valeurs plus importantes ont été obtenues par d’autres
études, avec une teneur en cineole de 79,02%; 85,8%; 91,61%; 85,3% et 95,61%,
respectivement (Vilela et al., 2009; Noumi et al, 2010; Damjanovic Vratnica et al., 2011,
Mendes et al., 2011; Bharti et al., 2012; Selvakumar et al., 2012).Ces mémes composés ont

été rapportés dans la littérature, avec des différences sur le plan quantitatif.

Tableau VI11: Composition des He des feuilles et du fruit de E. globulus

Les composés Les Hes du fruit(%) Les Hes des feuilles(%)
Monoterpenes 9,42 6,67
a-pinene 4,86 4,67
B-pinene 0,13 0,07
B-myrcene 0,2 -
a-phellandrene 2,46 -
a-terpinene 0,31 -
O-cymene 0,65 1,85
y-Terpinene 0,31 0,07
Limonene 0,36 -
Sabinene 0,05 -
Monoterpenes Oxygenés 17,77 79,43
Eucalyptol (1,8-cineol) 12,4 55,9
isovaleraldehyde 3 10,16
2-pentanone-4-hydroxy-4- methyl 1,12 1,17
3-methylbutyl isovalerate 0,07 ;
Exo-Fenchol 0,026 -
4-terpineol 1,38 0,7
a-Terpineol 0,31 5,52
Cis-Sabinol 0,18 -
Carvotanacetone 0,13 -
Linalool - 0,1
2-pinen-4-ol - 0,07
L-Pinocarvone - 0,1
Crypton - 3,13
a-carveol - 0,07
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cuminal - 0,42
Piperitone - 0,24
E-Neral - 0,64
Phelandral i 0,1
p-cymenol - 0,46
methyl geranate - 0,67
Limonene - 0,03
Sesquiterpenes 35,59 0,34
B-gurjunene 0,49 -
o-copaene 0,24 -
a-humulene 0,26 -
a-gurjunene 1,77 -
Allo-Aromadendrene 25,01 0,03
Aromadendrene 1,85 0,02
T-gurjunene 0,65
Ledene 3,97 0,28
B-Selinene 0,26 -
a-fellandrene 0,15 -
d-cadine 0,91 -
Sesquiterpenes Oxygeneés 72,8 13,89
Epiglobulol 4,26 0,21
Globulol 30 2,99
B-eudesmol 2,67 i,
d-cadinol 0,26 -
B-caryophyllene-oxide 0,14 -
spathulenol 7,52 -
Caryophyllene oxide 1,67 -
d-cadinol 0,99 -

La composition des HEs est dépendante des facteurs environnementaux tels que le climat, la

température, les nutriments (Akin et al., 2010), I’incidence des rayons UV, la saison (Mendes

silva et al., 2011) et du processus d’extraction (Recoquillay et al., 2009), mais aussi de la

différentiation héréditaires des espéces en forme physiologique distincte (Zrira et al.,1994).

V.3. La densité et ’indice de réfraction

L’analyse statistique a révélé I’existence d’une difference significative entre la densité des

HEs du fruit et celles des feuilles, contrairement aux résultats de 1’indice de réfraction, ou la

différence n’est pas significative (TableaulX).

Tableaul X: Valeurs des indices de réfraction et de la densité des Hes étudiées
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Echantillons Densité Indice de réfraction
Fruits 0,9051 + 0,0002 1,4848 + 0,033
Feuilles 0,9135 + 0,0036 1,4687 + 0,007

Ces valeurs sont légérement supérieures a celles obtenues par Mendes silva et al. (2011) pour
E. cicerea qui sont de 1,463/0,908 pour le fruit et de 1,458/0,909 pour les feuilles. Les
indices de réfraction varient essentiellement avec la teneur en monoterpénes et en derives
oxygenés. Une forte teneur en monoterpénes donnera un indice plus élevé. D’aprés Hussain
et al. (2008), I’indice de réfraction et la densité ne sont pas affectés par la variation des
saisons. Pour certains auteurs, un faible indice de refraction de I'HE indique sa faible
réfraction de la lumiére ce qui pourrait favoriser son utilisation dans les produits cosmétiques
(Boukhatem et al., 2010).

V.4. Activité antioxydante

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

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des HEs des feuilles et du fruit de E. globulus a
été réalisée par trois techniques chimiques : la réduction de fer, le piégeage du radical libre

DPPH, et le blanchissement du B caroténe.

V.4. 1. Piégeage du radical libre DPPH

L’utilisation de ce test pour I’evaluation de I’activité antioxydante est avantageuse ou
préférable puisque c¢’est un radical plus stable que les radicaux hydroxyl ou superoxyde.

Les résultats de I’activité antiradicalaire des deux HEs et du standard (BHA) exprimés en

pourcentage sont illustrés par la figure ci-dessous:
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Figure 24: Activité anti radicalaire des HEs des (feuilles et fruits) (A) et du BHA et (B).

L’allure exponentielle des deux courbes, signifie I’existence d’une relation proportionnelle
entre le pourcentage de réduction du radical libre et la concentration de I’échantillon dans le
milieu réactionnel. Les résultats montrent que I’He des fruits est doué d’une activité
antioxydante supérieure a celles des feuilles.

L’analyse statistique indique une différence significative entre les valeurs des concentrations
requises pour inhiber les 50% des radicaux libres des He des feuilles et du fruit et celle de
I’antioxydant synthétique (BHA) (Tableau XI). Elle a permis de classer les différents
échantillons selon 1’ordre suivant: BHA>Fruit>Feuilles

Tableau XI : Valeurs des IC 50 des deux échantillons

Echantillons | Valeurs des I1C 50 mg/mL
Fruits 27,0413 + 0,1728
Feuilles 33,3290 + 0,550
BHA 3,9630 + 0,287

Les pourcentages d’inhibition notés pour les deux échantillons varient de 11,72 a 60,63%
pour les feuilles, de 22,35 a 63,73% pour les fruits et ceci pour des concentrations variant de
1 a 40 mg/mL, respectivement. L’effet anti radicalaire noté pour le BHA est compris entre

37,69 a 77,89% pour des concentrations variant de 1jug a 50ug.
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Les résultats de notre étude montrent des valeurs des IC50 (feuilles) plus importantes que
celle de Noumi et al. (2012) qui est de 57ug /mL, mais inferieures a celles de Jubril Olayinka
et al. (2012) qui est de 136 pL/mL pour des feuilles fraiches, et celle de Singh et al. (2012)
qui est de 425+6,79ug/mL. D’aprés une étude menée par Sacchetti et al. (2005), les HEs des
feuilles de E. globulus ont montré une faible activité antiradicalaire avec un taux d’inhibition
inferieur & 25%, ceci est justifié par I’abondance des monoterpénes. Mishra et al. (2010) ont
noté 50% d’inhibition pour une concentration de 30% (v/v). Selon Martins et al. (2014), le
faible taux d’inhibition du radical DPPH pourrait étre attribué a I’inefficacit¢é des composés
monocarbonés. D’apres Ruberto et Baratta, (2000) citée dans Martins et al. (2014), les
monoterpenes suivant: o pinene, B pinene, limonéne, B myrcene, sabinene et terpinolene ont
des propriétés antioxydantes, mais certains d’entre eux peuvent montrer une activité faible
dépendante du mécanisme utilisé dans la réaction.

Les HEs comprennent plusieurs composés, chacun d’entre eux contribue a leurs activités
biologiques. Une activité antioxydante modérée du terpinene et ses dérivés a été citée dans la
littérature, par contre le pinene et le cymene possédent une activité relativement non
significative. Par ailleurs, une forte activité antioxydante des HEs est attribuée a leurs
groupements phénoliques comme le thymol, le carvacrol et probablement aux 1,8 cineole
(Jubril Olayinka et al., 2012).

V.4. 2. Test de blanchissement du p caroténe

Dans ce test, I’oxydation de 1’acide linoléique génére des radicaux peroxyde qui oxyderont le
B-caroténe hautement insaturé entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui est suivie
au spectrophotomeétre a 490 nm.

La cinétique du blanchissement du B-caroténe en absence et en présence des HEs et du BHA
est présentée dans la figure 25. L’efficacit¢é d’un antioxidant se traduit par une faible
décoloration de la solution contenant le B caroténe, et une faible diminution de 1’absorbance

(Husain et al., 2008).
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Figure 25 : Cinétique du blanchissement du - carotene.

D’aprés ces résultats, nous avons remarqué que le BHA inhibe d’une manicre efficace
I’oxydation couplée de 1’acide linoléique et du - caroténe par rapport au contrdle négatif qui
représente plus de 97% de la peroxydation (figure 26). Les deux huiles montrent une plus
grande activité inhibitrice par rapport a celle du témoin négatif, mais inférieure a celle du
BHA.

La différence d’efficacité d’inhibition des trois échantillons (BHA, He (FL) et He (FR)) est
significative. L analyse statistique a permis de les classer comme suit: BHA>Fruits>Feuilles.
L’activité antioxydante des HEs utilisée dans notre étude est inférieure a celle rapportée par
Sacchetti et al. (2005) avec un pourcentage d’inhibition de 60% pour E. globulus. Singh et al.

(2012) ont trouvé pourcentage d’inhibition de 50% pour E.citriodora.
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Figure 26 : Inhibition de 1’oxydation de I’acide linoléique et du B-caroténe par le BHA, et les
HES des feuilles et des fruits de E.globulus.

Ces résultats sont confirmés par le calcul des IC50 (Tableau X). En effet, I’étude statistique
révéle des differences significatives entre les trois échantillons, elle nous a permis de classer
leur pouvoir antioxydant comme suit: BHA>>Fruit>>Feuilles. En outre Noumi et al. (2011)
ont trouvé un IC50 de 48ug/mL d’une HEs de commerce ce qui est largement inferieur a nos
résultats.

Tableau X: Les concentrations requises pour inhiber 50% de la peroxydation.

Echantillons | Valeurs des I1C 50 mg/mL
Fruits 4,933 + 0,2021
Feuilles 6,753 £ 0,3857
BHA 0,455 £ 0,187

La forte activité du fruit par rapport a celle des feuilles pourrait étre expliquée par la
différence de concentration en sesquiterpenes qui est de 35% pour le fruit et 14% pour les
feuilles, ainsi qu’a la présence de groupements hydroxyle dans ces composés. Ceci est en
accord avec les résultats de Martins et al. (2014), ou les feuilles de Schinus molle qui
contenait 14% de sesquiterpénes ont exercé une plus forte activité antioxydante que le fruit
qui en contient 0,3%.

D’apres Sacchetti et al. (2005), les résultats obtenus pour le blanchissement du 3 caroténe

sont meilleurs que ceux du piégeage du radical DPPH, notamment pour les plantes
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présentant une teneur élevée en composés terpéniques, mais aussi la conséquence de la

grande spécificité de ce test pour les composes lipophiles.

V.4. 3. Pouvoir réducteur

L’¢évaluation de I’activité antioxydante par réduction du fer est une méthode facile et
reproductible, c’est pour cela qu’elle est trés utilisée. La figure 27 montre que le pouvoir
réducteur est fonction de la concentration. Dans ce test la couleur jaune de la solution a viré
au bleu vert selon le pouvoir réducteur de HEs. La présence de molécules réductrices induit la

conversion du fer ferrique en fer ferreux (Wu et al., 2013).
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Figure 27: Pouvoir réducteur du BHA (A) et des HEs de E. globulus (B)

Les HEs des deux parties de la plante présentent des activités antioxydantes nettement
inférieures a celle du standard (BHA), pour ce dernier une réduction de 50% du fer est notée
pour 48 pg/mL. Pour les deux huiles les valeurs des IC50 sont de 32,862+ 1,841 mg/mL pour
le fruit et 115,393 + 1,453 mg/mL pour les feuilles (Tableau XI).

Tableau XII: Les concentrations requises pour réduire 50% de fer

Echantillons | Valeurs des IC 50 (mg/mL)
Fruits 32,862 + 1,841

Feuilles 115,393 £+ 1,453

BHA 0,048+ 0.001
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Les résultants montrent clairement que le fruit (IC50=32,862 mg/mL) possede un pouvoir
réducteur supérieur a celui des feuilles (115,393 mg/mL), ceci pourrait étre la résultante de la
différence de composition des deux huiles puisque le fruit est riche en sesquiterpenes
oxygenés (72,80%), sesquiterpenes (35,59%), alors que les feuilles sont riches en mono
terpénes oxygénés (79,43%).

L’activité antioxydante d’une HE est tributaire de plusieurs paramétres tels que:

-les facteurs génétiques, phase de développement, et environnement (Neffati et al., 2009);

-La saison de la récolte (Neffati et al., 2009);

-Les composés majoritaires, qui doivent étre pris en considération, car il existe une interaction
entre les différents constituants qui affectent les activités biologiques des HEs (Wu et al.,
2013), ainsi que la présence des structures phénoliques dans ces derniers (Geethalakshmi et
al., 2013).

L'activité antioxydante des huiles essentielles est également attribuables a certains alcools,
éthers, cétones, et aldéhydes monoterpéniques: le tinalool, le 1,8-cinéole, le géranial/néral., le
citronellal., I'isomenthone, la menthone et quelques monoterpénes: a -terpinéne, y-terpinene et

a-terpinoléne (Pionchon, 2008).

V. 5. Activités antibactérienne des huiles essentielles des feuilles et du fruit

L’étude de ’activité antibactérienne a été réalisée par la méthode de la mesure du diameétre
des zones d’inhibition, et de la détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
et bactéricides (CMB) des HEs.

V.5. 1.Test de diffusion sur gélose
Les résultats sont exprimes selon trois niveaux d’activité (de Billerbeck, 2007) :
» Résistant (D <6 mm) ;
» Intermédiaire (13 mm>D> 6 mm) ;
» Sensible (D > 13 mm).
Le DMSO utilisé pour la dissolution des HES n’a pas montré un effet antibactérien sur les

souches testées.
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V.5. 1.1. Activité antibactérienne du fruit

L’étude statistiques fait apparaitre des différences significatives (p<0,05) dans la sensibilité
des différentes souches, a I’exception de E .coli et L. monocytogene, ou la difference est non
significative.

Le classement de la sensibilité des bactéries vis-a-vis des HEs des fruits selon un ordre
croissant est comme suit: S. aureus>P. aerugenosa>B. subtilis>E. coli. =L. monocytogene.
D’aprés les valeurs des zones d’inhibitions (Figure 28), et selon ’ordre de classement établi
par De Billerbeck, (2007), les souches testées ont montré une sensibilité aux HEs des fruits

de E. globulus.

Figure 28: Photo graphie montrant I’action de I’HE du fruit sur les bactéries testées

V.5. 1.2. Activité antibactérienne des feuilles

Dans la figure 29 sont montrées les zones d’inhibition de la croissance bactérienne causées
par les HEs des feuilles. L’analyse statistique a révélé des différences significatives de la
sensibilité des différentes bactéries pour HE des feuilles, par contre des différences non
significatives (p<0,05) ont été observées entre E.coli, B. subtilis, et L. monocytogene.

Le classement établi par 1’analyse statistique de la bactérie la plus sensible a la plus résistante
est le suivant: S. aureus > E. coli = B. subtilis = L. monocytogene > P. aerugenosa.

Ces résultats, s’accordent avec ceux de Damjanovic —Vratnica et al. (2011) et Raho et benali,
(2008) sur la sensibilité de S. aureus suivi de E. coli et la résistance de P. aerugenosa vis a
vis des HEs des feuilles. Ces auteurs ont expliqué la résistance de P. aerugenosa par sa forte
capacité de métaboliser un large spectre de composés organiques, ce qui favorise leur
utilisation dans la bioremediation. P. aeruginosa est connu pour sa forte résistance
intrinséque contre de nombreux antibiotiques due a la restriction de sa membrane extérieure

méme pour les produits synthétiques (Elaissi et al., 2011).
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Les mémes résultats ont été rapportés par De Billerbeck, (2007); Tyagui et Malik, (2011) et
Elaissi et al. (2011). Cependant, Bharti et al. (2012) ont rapporté que P. aerugenosa est
sensible a I’HE des feuilles. Ceci pourrait étre dd a une différence de composition de ces HEs,
puisqu’elle est dépendante des facteurs environnementaux tels que le climat, la température,
les nutriments (Akin et al., 2010), I’incidence de la lumiére, la saison (Mendes silva et al.,
2011), le processus d’extraction (Recoquillay et al., 2009), mais aussi la différentiation
héréditaires des espéces en formes physiologiques distinctes (Zrira et al., 1994). La
composition est dépendante aussi de 1’état de fraicheur des feuilles utilisées (Mendes silva et
al., 2011).

Figure 29: Photo graphie montrant I’action de I’HE des feuilles sur les bactéries testées

V.5. 1.3. Activité antibactérienne des huiles essentielles des feuilles et fruits
La comparaison de la sensibilité des bactéries aux HEs étudiees révele (Figure 30):

» Une sensibilité similaire de E. coli et L. monocytogene pour les deux huiles;

> Des différences significatives de sensibilité des autres bactéries par rapport aux HEs

des feuilles et du fruit ;

L’analyse statistique de I’effet des deux HEs sur les bactéries étudiées nous a permis de
classer ces derniéres selon leur sensibilité: S. aureus (FT), P. aerugenosa (FT)>> S. aureus
(FL), B. subtilis (FT) >> E. coli (FT), E .coli (FL), B. subtilis (FL), L. monocytogene (FL), L.
monocytogene (FT) >> P. aerugenosa (FL).
D’apres les résultats les deux HEs ont une activité antibactérienne vis-a-vis de toutes les
bactéries testées. Cependant, S. aureus est la plus sensible ce qui est en accord avec les
résultats des études antérieures menées sur E. globulus et celles menées par Traore et al.
(2013) sur I’espéce E. houseana et sur E. odorata menées par Elaissi et al. (2011).
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Bacillus subtilis est plus résistante que S. aureus pour les HEs testées. En effet, dans des
conditions défavorables pour sa croissance, cette bactérie a la capacité de former une
endospore pour s’adapter aux conditions du milieu ce qui peut étre a I’origine de sa résistance
par rapport a S. aureus (Ahmad et Beg, 2001; Nascimento et al., 2000) cité par Boulekbache
et al. (2011).

Les résultats révelent que les bactéries étudiées sont plus sensibles aux HEs des fruits que
celles des feuilles, ceci pourrait étre due a la présence de 1’aromadendrene et du 1,8 cineole,
car Mulyaningsih et al. (2010) ont rapporté un effet synergétique entre ces deux molécules
contre B. subtilis et S. aureus en combinant 0,12 mg/mL d’aromadendrene et 16 mg/mL de
1,8 cineole. Cette étude a également révélé que 1’aromadendrene posséde une meilleure
activité antimicrobienne que le cineole et le globulol et que cette activité serait due a son
caractere lipophile, ce qui lui permet de traverser la membrane cellulaire,de nature
phospholipidique, en outre il posséde un groupement méthyléne réactif et un cycle
cyclopropane qui peut alkyler les protéines et ainsi perturber leur conformation (Mulyaningsih
et al., 2010). En effet, dans notre étude une différence de composition entre les HEs des

feuilles et du fruit a été observée, ce dernier est plus riche en aromadendrene, en globulol, et

en limonene.
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Figure 30: Les zones d’inhibition des bactéries provoquées par les HEs du fruit et des feuilles
de E. globulus.
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V.5. 1.4. Comparaison de I’activité antibactérienne des deux huiles essentielles avec celle

des antibiotiques

L’analyse comparative des effets des HEs et des antibiotiques (Figure 31) a révélé la:
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Resistance de P. aerugenosa a la tétracycline, et de B. subtilis vis a vis de la
gentamycine ce qui est confirmé par le rapport de 1’ Afssaps, (2005), ceci pourrait étre
le fruit d’une résistance de cette souche par un déficit de porine, nécessaire a 1’entrée
de I’ATB ou par une surexpression de 1’efflux actif (Carle, 2009) ;

Sensibilité des bactéries étudiées a la gentamycine ;

Difference significative entre 1’effet de I’HE et les deux antibiotiques sur la méme
souche bactérienne ;

Similarité de I’action antibactérienne de la tétracycline et des HEs des fruits sur S.
aureus ;

Méme sensibilité de B. subtilis vis-a-vis de I’HE des feuilles et de la tétracycline, ce
qui peut s’expliquer par le fait que les HESs des feuilles et des fruits ont le méme mode
d’action que la tétracycline sur les bactéries Gram+ ;

Méme sensibilité de E. coli et de L. monocytogene pour la tétracycline et la
gentamycine, sachant que ces deux ATB inhibent la synthése des protéines. En effet,
les bactéries a Gram - et a Gram+ sont sensibles a la gentamycine (Marquet, 2004) ;
Sensibilité similaire a la gentamycine a été notée pour P. aerugenosa et E .coli ceci
pourrait étre du au méme mode d’action de la gentamycine sur les bactéries Gram-.
La wvariation de [D’activité antimicrobienne des agents antibactériens pourrait

s’expliquer par des différences structurelles entres les bactéries (Rather et al., 2012).
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Figure 31 : Comparaison des effets antibactériens des HES avec ceux des antibiotiques
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V.5. 2. Détermination des CMI et CMB par la méthode de microdilution

Les résultats des CMI et CMB sont montrés dans la figure 32. Les CMI et CMB obtenues
refletent ceux de la méthode de diffusion en ce qui concerne la sensibilité accrue des germes
¢tudiés a I’HE des fruits par rapport a celle des feuilles. La valeur la plus faible de CMI est
observée pour I’HE des fruits sur L. monocytogene qui est de 3 mg /mL et la valeur la plus
importante est constatée pour I’HE des feuilles (13,70 mg/mL) sur P. aerugenosa. Ces valeurs
montrent que les bactéries a Gram+ sont plus sensibles aux HEs que les bactéries a Gram-,
ceci pourrait étre explique par le fait que les bactéries a Gram positif possedent uniquement le
peptidoglycane qui ne constitue pas une veritable barriére sélective de ces composés (Tyagui
et Malik, 2011; Raho et Benali, 2012).
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Figure 32 : CMI et CMB des HEs des feuilles et du fruit

Les résultats obtenus sont supérieurs & ceux de Bharti et al. (2012), qui a rapporté des CMI
de 0,75uL /mL et de 1,56 pL/mL contre S. aureus et P. aerugenosa, respectivement, et ceux
obtenus par Damjanovic —Vratnica et al. (2011) qui sont de 0,09 mg/mL pour S. aureus et E.
coli et de 1,57 a 3,13 mg/mL pour P. aerugenosa. Les valeurs des CMI sont également
supérieures a celles obtenues par Tyagui et Malik, (2011) qui sont 2,25 mg/mL pour S. aureus
et B. subtilis, de 4,5 mg/mL pour E. coli et de 9 mg/mL pour P. aerugenosa. Ceci pourrait se
justifier soit par la différence des méthodes utilisées ou par la différence de composition des
HEs, car elles ne sont pas de méme origine géographique. En effet, de nombreuses études ont

rapporté que 1’activité antimicrobienne des HEs est liée & leur composition; et les groupements
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fonctionnels (alcool, phénols, terpenes, et cetones) des composes sont associes a cette activité
(Tyagui et Malik, 2011). Méme constatation pour les CMB qui sont supérieures a celles
obtenues par les mémes auteurs, a I’exception de E.coli et de P. aerugenosa, pour lesquelles
les CMB sont proches de celles obtenues par Tyagui et Malik, (2011), ceci pourrait étre le
résultat de la sensibilité de ces deux germes pour un composé commun dans les HEs étudiées.
Les CMI des HEs du fruit contre S. aureus et B. subtilis sont beaucoup plus importantes que
celle rapportée par Mulyaningsih et al. (2010) qui est de 0,25 mg/mL. Par contre pour P.
aerugenosa et E. coli nous avons obtenu des CMI inferieures a celles rapportées par le méme
auteur qui sont de 8 mg/mL et > 8 mg/mL, respectivement. L’activité antibactérienne des HEs
des fruits de E. globulus pourrait étre liée a un effet synergétique possible entre les différents
composes minoritaires, tels que le limonéne combiné au cineole (Van Vuuren et Viljoen,
2007; Mulyaningsih et al., 2010).

De nombreuses études ont rapporté que I’activité antimicrobienne des HEs est liée a leur
composition, aux groupements fonctionnels (alcool, phénols, terpenes, et cétones) (Tyagi et
Malik, 2011), a la nature des structures chimiques qui les constituent, et a leurs proportions
jouent ainsi un réle déterminant (Laib et al., 2012). Elle est souvent réduite a I’activité de ses
composés majoritaires, ou ceux susceptibles d’étre actifs. Evalués séparément sous forme de
composés synthétiques, ils confirment ou infirment D’activit¢ de I’HE de composition
semblable. 1l est cependant probable que les composés minoritaires agissent de maniére
synergique. De cette maniére, la valeur d’une HE tient & son « totum », c’est a dire dans
I’intégralité de ses composants et non seulement a ses composés majoritaires (Pibiri, 2005;
Tyagui et Malik, 2011). En effet, Barel et al. (1991) ont rapporté une activité antimicrobienne
des composes minoritaires tels que le a-terpineol, et le terpinen-4-ol. D’aprés Shunying et al.
(2005), ce dernier a montré une activité bactériostatique vis a vis des bactéries responsables
des infections urinaires.

Selon Satrani et al. (2007), les alcools terpéniques sont particulierement actifs contre les
cellules microbiennes car ils sont solubles dans les milieux aqueux et ils provoquent des
dégats importants sur leurs parois cellulaires; les alcools possédent une activité bactéricide
plutdt que bactériostatique. En effet, la caractéristique la plus importante des HEs et de leurs
composés est leur hydrophobicité, ce qui leur permet de traverser la membrane lipidique des
cellules et des mitochondries et de perturber leur structure et les rendre ainsi plus perméables,
ainsi les molécules et les ions peuvent sortir de la cellule en entrainant sa mort (Bharti et al.
2012).
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Selon Mendes silva et al. (2011), le composé responsable de la forte activite microbienne
contre S. aureus serait le terpinéol. Effectivement, les HEs des feuilles contiennent du
terpineol & 16,4%. Selon cet auteur la concentration de ce composé augmente pendant I’hiver.
D’autre part, Rather et al. (2012) ont classé par ordre décroissant 1’activité antibactérienne des

composeés suivant: a-pinene, B-pinene, limonene, B-caryophyllene et germacrene D.
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Conclusion générale

La valorisation des HEs dans I’industrie alimentaire passe par une étape préliminaire de
détermination de leur composition chimique (pour les caractériser, et pour mettre en évidence
leur éventuelle spécificite), ainsi que par 1’étude de leur propriétés biologiques, afin de les
utiliser comme agent antioxydant et conservateur, qui permettraient de prévenir le phénomene
d’oxydation lipidique qui aboutit au rancissement et la prolifération des micro-organismes.
Ces derniers sont responsables des altérations organoleptiques et des intoxications
alimentaires.

Les HEs peuvent méme étre utilisées comme aromatisant grace a leur propriété odorante, ce
qui leur permet de remplacer les additifs, surtout que ces derniers sont pour la plupart
d’origine synthétique, et leurs conséquences sur la santé publiques sont néfastes.

L’extraction des HEs des feuilles et du fruit de E. globulus a été réalisée par hydrodistillation,

le rendement est de 2,53+0,1% pour les feuilles et de 3,11 £ 0,4% pour le fruit.

L’évaluation de l'activité antioxydante in vitro des HEs a été réalisée par trois méthodes
différentes; la méthode de réduction du DPPHe, la méthode de blanchissement du B-caroténe
et le pouvoir réducteur du fer. Les résultats sont inferieurs a ceux du standard (BHA) qui a
donné des concentrations inhibitrices tres faibles (DPPH : 3,96 pug/mL), PR : 48,88 pg/mL, B
carotene : 0,455 mg/mL), suivi du fruit (B caroténe : 4,933 mg/mL, DPPH ; 27,0413 mg/mL,
PR : 32,862 mg/mL), enfin les feuilles avec les valeurs suivantes: 6,753 pour le B caroténe ;
33,3290 pour le DPPH et 115,393 mg/mL pour le pouvoir réducteur du fer.

Concernant I’activité antibactérienne, la méthode de I’aromatogramme nous a permis de
mettre en évidence le pouvoir antibactérien des HEs de E. globulus vis-a-vis de cing souches
différentes. Trois Gram positif (S. aureus, L. monocytogene, B. subtilis) et deux Gram négatifs
(E. coli, P. aerugenosa). Ce pouvoir est relativement éleve, avec des zones d’inhibition
variant de 13 +0,58 a 26,67 + 0,29 mm pour le fruit et de 8,7 + 0,51 a 21,33 + 0,58 pour les
feuilles. Les résultats ont mis en évidence la sensibilité de tous les germes étudiés aux HEs de
E. globulus surtout S .aureus. La sensibilité de P. aerugenosa a I’HE du fruit est a souligner
car cette derniere est connue par sa résistance.

La méthode de dilution a confirmé les résultats de la méthode de I’aromatogramme. Les CM|
obtenues sont comprises entre 3 et 5 mg/mL pour le fruit et 4,57 et 9,135 mg/mL pour les
feuilles. De méme, les valeurs de la CMB de I’HE sont comprises entre 3,62 et 9,05 mg/mL
pour le fruit, et de 9,135 a 18,26 mg/mL.
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Une trés forte sensibilité de S. aureus pour les deux huiles étudiées a été observee. Quant a P.
aerugenosa, elle exhibe une sensibilité trés intéressante a I’HE du fruit sachant qu’elle est
bien connue pour sa résistance.
En fin, nos résultats indiquent que I’HE de E. globulus est douée d’une activité antioxydante,
et antibactérienne intéressantes. Nous pouvons conclure qu’elle pourrait étre un agent
antioxydant et conservateur trés prometteur pour 1’industrie alimentaire capable d’empécher
I’oxydation des aliments et de réduire la croissance microbienne responsable de 1’altération
des denrées alimentaires.
A T’issue de la présente étude, il serait intéressant de compléter ce travail par:
¢+ Une recherche sur I’activité fongicide des HEs de la plante, et aussi de rechercher leur
activité antibactérienne sur d’autres germes;
¢ Une application de ces HEs sur un aliment adéquat sans modifier ses caractéristiques
organoleptiques, de faire une analyse sensorielles de cet aliment, et voir le
comportement de cet additif naturel ;
¢+ Une étude semblable pour les HEs des fleurs de E. globulus.
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Glossaire médical

Aisselles : Creux situé entre la partie supérieure et interne du bras et la partie du thorax

Analgésique : Qui supprime ou atténue la douleur.
Antibactérien : Qui inhibe le développement des bactéries.

Antibiogramme : Résultats de [’étude in vitro de la sensibilit¢ d’'un germe a différents

antibiotiques.

Antibiotique : Toute substance naturelle capable d’inhiber In vivo le développement des

bactéries.

Anti-inflammatoire : Qui soulage les inflammations.
Antimicrobien : Qui détruit les microorganismes.
Antiparasitaire : Qui détruit les parasites.

Antirhumatismal : Qui exerce une action anti-inflammatoire dans certains affections

rhumatismales.
Antiseptique : Qui détruit les germes pathogenes notamment par application externe.

Bactéricide : Qualificatif attribué aux antibiotiques qui agissent sur les bactéries en les

détruisant.

Bactériostatique : Agent qui inhibe la croissance et la reproduction des bactéries sans les

détruire.

Balsamique : Qui contient un baume (produit naturel d’origine végétal, formé de résine riche

en acide benzoique et en acide cinnamique) qui en a les propriétés.

Commensal : Se dit d’un microorganisme qui partage la nourriture de son hote, sans
préjudice pour celui-ci. On donne le nom bactérie commensale a des germes non pathogénes

chez [’homme.
Fébrifuge : Qui fait disparaitre la fievre.

Grippe : Maladie virale, épidémique qui s’ accompagne d’une forte fiévre.
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Infection : L’ensemble des conséquences pathologiques qui peuvent en résulter d’'un
envahissement du /’organisme par un agent étranger tel que bactérie, virus, parasite capable

de multiplier.

Infection nosocomiale : Infection acquise dans les hopitaux lors d’une hospitalisation pour

une autre affection.

Inflammation : Ensemble de réactions locales qui se produisent dans [’organisme en réponse
a action irritante ou a la perturbation créées par un certains nombres de facteurs. Ces
réactions se caractéerisent essentiellement par quatre symptdmes : rougeur, tumeur, chaleur et

douleur.

Inhalation : Action de respirer par le nez la vapeur produite par une préparation médicinale

bouillante.

Intoxication alimentaire : Ensemble des troubles secondaires par l’ingestion d’aliments que

ces dus a une contamination bactérienne.

Opportuniste : Microorganisme présent dans la flore (association d’espéce bactérienne
vivant a [’état commensal sur leur hote) normale de l'individu, qui n’est pas pathogene pour
[’homme dans les conditions normales, mais qui devient pathogene suite affaiblissement des

défenses de [’organisme.
Prolifération : Multiplication de cellules ou de bactéries.
Pulmonaire : Qui se rapporte au poumon.

Rhumatisme : Terme générique vague se rapportent a un groupe d’affections aigués ou

chroniques d’origine diverses et parfois inconnues affectant essentiellement les articulations.
Scavenger : Terme anglo-saxon signifiant piégeur.

Septicémie : Etat morbide di a la dissémination sanguine de germes pathogenes provenant

d’un foyer infectieux.
Tonique : Fortifie ou stimule [’activité de I’organisme.

Toxi-infection : Intoxication par des toxines bactériennes.
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Un expectorant :Est un médicament ou une herbe qui augmente I'expulsion du mucus de la

trachée ou des bronches par de I'expectoration ou de la toux
eupnéique : Ayant une respiration normale.
Béchique : Qui guérit la toux.

Un antispasmodique (ou spasmolytique) : est un produit permettant de lutter contre les

spasmes musculaires
Glossaire Botanique

Actinomorphe (ou réguliére) : Se dit d’une fleur dans les piéces des verticilles (sépales,

pétales, étamines) sont rangées selon la symétrie axiale.

Angiospermes : Ce terme ressemble toutes les plantes dont les ovules sont inclus dans un
ovaire clos. Apres la fécondation, ['ovaire des angiospermes se transforme en fruit

renfermant des graines.

Arbre : Plante ligneuse, a tige ou tronc unique et droit dont la taille d’au moins 5 a 7 m de
hauteur, peut étre considérable a l’age adulte, non rameaux a la base, ne porte pas de
branche qu’a partir d’une certaine hauteur au dessus du sol. Les branches se divisent en

rameaux sur lesquels s’attachent les feuilles.

Arbustes : Végeétal ligneux dont la taille est inférieure a 7 m, produisant un grand rameaux
gréles mais présentant, par ailleurs, tous les caractéres d’arbre. Les arbustes peuvent étre a

feuilles caduques ou a feuilles persistantes.

Capsule : Fruit sec, a déhiscences variées, a nombreuses graines, contenant une ou plusieurs

loges et dérivant d’un ovaire a plusieurs carpelles.

Ecorce : Couche externe d’une tige ligneuse, d’un tronc d’arbre, de ses branches ou d’une
racine et qu’on peut détacher ; elle est de couleur, de consistance, de forme et d’épaisseur
variable selon les espéces. S’exfoliant a sa partie externe et elle se renouvelle par le

phellogene.

Etamine : Piece formée de deux parties, les filets et ’anthére (partie terminale, élargie d’une

étamine et renfermant, ordinairement, les grains de pollen).
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Falciforme : Se dit d’un organe (feuilles le plus souvent) dont la forme arquée rappelle celle

d’une faux ou d’une faucille.

Feuille : C’est I'organe principal de la photosynthése, de la respiration de la transpiration

des plantes, a son niveau se font les échanges entre le végétal et [’atmosphere.

Fruit : Ovaire mar (habituellement apres fécondation) et toute autre structure qui lui est

étroitement associee.
Graine : Ovule fécondé par le pollen et renfermant [’embryon et ses réserves.

Gymnospermes : Ce sont des végétaux souvent de grande de taille, caractérisées par des

graines nues c'est-a-dire non enfermées dans un carpelle comme les angiospermes.

Ligneux : Qualifie un organe (tige, rameau ou racine) ou une plante pourvue d’un appareil

de soutien bien développé, de nature analogue a celle du bois.
Limbe : Partie élargie de la feuille surmontant le pétiole.

Ombelle : Type d’inflorescence indéfinie chez laquelle les pédoncules floraux, tous de méme

taille sont insérés au méme niveau.
Opercule : Petit couvercle de certains fruits a déhiscence circulaire.
Opposé : Se dit d’organes insérés par deux, I'un face a ’autre a la méme hauteur.

Persistant : Qualifie des organes (feuille, calice, style) qui subsistent a la fin de chaque cycle

végétatif annuel.

Sessiles : Se dit de tout organe (fleur, fruit, feuilles) dépourvu de pédoncule, pédicelle ou

pétiole et s’insere directement a [’axe principal.

Un lignotuber : Est un renflement riche en amidon qui se forme sur les racines ou les tiges
souterraines de certaines plantes. pour lesquelles les lignotubers sont une assurance de
survie en cas d'incendie ou de prédation par les animaux. lls sont capables d'émettre des
rejets a partir de bourgeons naissant a la surface du lignotuber, phénomene connu sous le

nom de recépage.

Glauque : De la couleur vert moyen tirant sur le bleu comme la mer.
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Limbe : Le limbe est la partie élargie de la feuille surmontant le pétiole. Il peut prendre des
formes trés variables. La diversité des limbes est due principalement & la diversité des modes
de nervation et ensuite au plus ou moins grand découpage du limbe dans chaque type de

nervation.

Un pétiole (du latin petiolus : petit pied) : Désigne la piece foliaire, reliant le limbe a la tige.

Le petiole a la structure interne d'une tige. C'est I'équivalent du pédoncule pour le fruit.

Un cotylédon : Ressemble & une feuille mais n'en est pas une au sens embryologique du terme
(elle ne provient pas d'un bourgeon). C'est une structure de réserve qui permet également la
photosynthese dans les premiers jours de la plante. Elle finira par disparaitre lorsque les

feuilles auront pris le relais.

Rutacées : Est une Famille de plantes dicotylédones, dialypétales, comprenant des herbes
(rue, fraxinelle), des arbustes ou des arbres (citronnier, oranger) croissant dans des régions

chaudes ou tempérées et caractérisées par la présence d'un appareil sécréteur interne.

Zingibéracées : Est une famille de plantes monocotylédones qui comprend 700 espéces
réparties en une cinquantaine de genres.Ce sont des plantes herbacées pérennes, productrices

d'huiles essentielles, des régions tropicales.

Lamiaceae: Famille de plantes dicotylédones de [’ordre des lamiales dont le type est le
lamier (Lamium. L ‘ancien nom de famille des lamiacées, a laquelle appartient la sauge, vient
du latin labium qui veut dire «lévre » et caractérise la forme des fleurs en forme de

« gueule » entourée de ses 2 lévres pulpeuses.

Les Asteraceae :Sont des plantes ordinairement herbacées dans nos régions mais pouvant
étre arborescentes ou arbustives.Les feuilles sont alternes, moins souvent opposées, rarement

verticilées, toujours exstipuléess..

Les cupressacées : Conifere résineux tel que le cypres, le thuya et le genévrier,constituent,

selon les auteurs, une famille ou une tribu d'abiétacées, les cupressinées.

Pipéracées :Famille de plantes dicotylédones apétales, herbacées et arbustives des régions

tropicales, comprenant de nombreuses espéces dont les principales sont le cubébe et le
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poivrier, trés recherchées pour leurs propriétés aromatiques, astringentes et narcotiques, ou

pour leurs qualités ornementales.

Aphis gossupii : Puceron du cotonnier, Puceron du melon

Pediculus humanus : Le terme de pou est un nom vernaculaire ambigu qui désigne avant
tout, en francais , un insecte parasite de I'homme, qui donne la pédiculose du cuir chevelu ou

la pédiculose corporelle.

Musca domestica : La mouche domestique est la plus commune des especes de mouches. Elle
porte le nom de domestique bien que ce ne soit pas un animal domestique, mais c'est un
insecte qui entre volontiers dans les maisons (domus en latin). Cette synanthropie en fait I'un

des insectes ayant la plus vaste aire de répartition dans le monde.
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Annexe 1 : Les courbes de régressions utilisées pour calculer les IC 50 du BHA(Standard) :
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Annexe 2: Les courbes de regression de calcul des IC 50 des differents tests (Feuilles)
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Annexe 3 : Les courbes de régression de calcul des IC 50 des differents tests (Fruit)
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Annexe 6 : Résultats des comparaisons multiples des diamétres zones d’inhibitions par le
test de Tukey (P<0,05) :

Les feuilles :

Modalité Moyenne estimée Groupes
P.aerugenosa FL 100% 11,500| A
E.coli FL100% 16,000 B
L. monocytogene FL100% 16,000 B
B.subtilis FL 100% 16,000 B
E. coli FL100% 16,750 B
S.aureus FL 100% 21,333 C
Fruit :

Modalité Moyenne estimée Groupes
L. monocytogene FT
100% 15333 A
E. coli FT 100% 16,833 A
B.subtilis FT 100% 21,333 B
P.aerugenosa FT 100% 24,667 C
S. aureus FT 100% 26,667 D
Fruit et feuilles :
Moyenne

Modalité estimeée Groupes
S. aureus FT 100% 26,667 A
P.aerugenosa FT 100% 24,667 A
B.subtilis FT 100% 21,333 B
S.aureus FL 100% 21,333 B
E. coli FT 100% 16,833 C
E. coli FL100% 16,750 C
B.subtilis FL 100% 16,000 C
E.coli FL100% 16,000 C
L. monocytogene FL100% 16,000 C
L. monocytogene FT 100% 15,333 C
P.aerugenosa FL 100% 11,500 D




Annexe 7 : Synthese des résultats des comparaisons multiples des diametres des zones
d’inhibition par le test de Tukey pour les differents échantillons :

1-Feuilles , Gentamycine , Tétracycline :

Modalité Moyenne estimée Groupes
B.subtilis gentamycine 0,000 A
P.aerugenosa tetracycline 0,000 A
P.aerugenosa FL 100% 11,500 B
E.coli FL100% 16,000 C
L. monocytogene FL100% 16,000 C
B.subtilis FL 100% 16,000 C
B.subtilis tetracycline 16,167 C
E. coli FL100% 16,750 C
S.aureus FL 100% 21,333 D
S. aureus tétracycline 25,000 E
L.monocytogene gentamycine 26,267 E|F
E.coli tétracycline 27,500 F| G
L. monocytogene tetracycline 28,267 F| G
E.coli. gentamycine 28,900 G| H
P.aerugenosa gentamycine 30,667 H
S.aureus gentamycine 35,867

2-Fruit, Gentamycine , Tétracycline :

Modalité Moyenne estimée \ Groupes
B.subtilis gentamycine 0,000 A
P.aerugenosa tetracycline 0,000| A
P.aerugenosa FL 100% 11,500 B
E.coli FL100% 16,000 C
L. monocytogene FL100% 16,000 C
B.subtilis FL 100% 16,000 C
B.subtilis tetracycline 16,167 C
E. coli FL100% 16,750 C
S.aureus FL 100% 21,333 D
S. aureus tétracycline 25,000 E
L.monocytogene
gentamycine 26,267 E|F
E.coli tétracycline 27,500 F G
L. monocytogene tetracycline 28,267 G
E.coli. gentamycine 28,900 G
P.aerugenosa gentamycine 30,667
S.aureus gentamycine 35,867




Annexe 5 : Composition des milieux de cultures utilisés :

Mueller-Hinton
Extrait de viande 2 g
Hydrolysat acide de caséine 175 g
Amidon 15¢
Agar 10 g
pH =74

Gélose nutritive
Peptone 10 g
Extrait de viande 59
Chlorure de sodium 59
Agar 15 g
pH=7,2

Eau physiologique

Chlorure de sodium 0,9% 9¢g/L

Bouillon nutritif

Peptone 10 ¢
Extrait de viande 540
Chlorure de sodium 540

pH=7,2




Annexe 4 : Résultats des comparaisons multiples des valeurs des IC 50 par le test de Tukey

Tableau I : Test du B-caroténe

Modalité | Moyenne estimée Groupes
BHA 0,455 A
Fruit 4,933 B
Feuille 6,647 C

Tableau Il : Test du pouvoir réducteur du fer.

Moyenne
Modalité estimeée Groupes
Fruit 32,861 A
Feuille 115,393 B

Tableau 11 : Test du pouvoir antiradicalaire :

Modalité | Moyenne estimée Groupes
Fruit 27,041 A
Feuille 33,329 B




Annexe 8

Tableau I : CMI et CMB(mg/ml) des He du fruit et des feuilles d'E.globulus

Bacterie He du fruit. He Feuilles
CMI CMB CMI CMB
B.subtilis 4 4,52 9,135 13,70
S.aureus 4 9,051 4,57 18,26
E.coli 4 4,52 9,135 9,135
P.aerugenosa 5 9,05 13,70 18,26
L.monocytogene 3 3,62 4,57 9,135

Tableau Il :Diametre des zones d’inhibition du fruits(mm)

Tétracycline gentamycine
Diametre des zones d'inhibition de I’He des fruits (mm)
100% 75% 50% 30pg/disque 10ug/disque
B.subtilis 21,33+ 1,15 (S) [20,33+0,60 (S) |19,0+1,00 (S) |16.17+1,04 0,00+0,00
S.aureus 26,67+029 (S) [21,5+1,8 (S) |19+202 (S) |220%* 1,00 35,87 0,42
E.coli 16,83+0,29 (S) |16+100 (S) [145#050 (S) | 27,505 289%0,79
P.aerugenosa |24,67+0,58 (S) [23,33+0,6 (S) |20,7+0,38 (S) |0.00 £ 0,00 30,67+ 0,42
L.monocytogene |15,33+0,58 (S) |14+100  (S) [13#058  (S) |2827%083 26,27+ 0,25
Tableau 111 : Diamétre des zones d’inhibition des He des feuilles
Diametre des zones d'inhibition (mm)
100% 75% 50%
B.subtilis 16 +1,00 (S) |1567+15 (S) |14,7+0,51 (S)
S.aureus 21,33+0,58 (S) [19,5+05 (S) 16,7+ 0,51 (S)
E.coli 16,5 + 0,5 (S) |14 + 0,9 (S) |13,3 + 0,51 (S)
P.aerugenosa 115+05 () 933+ 06 (I)|87+x051 (I)
L.monocytogene 16 £1,00 (S) |13,83+£0,3 (S) |11,3 £0,69 ()

(A) .aureus, (B) B.subtilis, (C) E.coli, (D) P.aerugenosa,(E) L.monocytogene.

(S) : sensible, (1) Intermediaire,suivant la classification De Billerbeck,2007.







Résumé

Eucalyptus globulus est une plante trés connue pour ses vertus thérapeutiques et assainissantes. Dans le but de mettre en valeur
les huiles essentielles (HES) de ses feuilles et de son fruit, nous avons étudié leur composition, et leurs propriétés biologiques.
L’extraction des HEs a été réalisée par hydrodistillation avec un appareil de type clevenger. Les feuilles ont donné un
rendement de 2,53% contre 3,11% pour le fruit. La composition des deux HEs a été déterminée par CPG/SM, et 34 composés
sont identifiés dans le fruit ( Globulol (30%), Alloaromadendrene (25%), Eucalyptol (12,4%), a-pinene (4,86%), Ledene
(3,97%), Isovaleraldehyde (3%) et d’eudesmol (2,67%)) ;et 30 dans les feuilles (1,8 cineole (64,92%), Isovaleraldehyde
(11,8%), Epiglobulol (7,52%), o-terpineol (6,41%), o-pinene (5,42%), Crypton (3,64%), O-cymen (2,15%), et 2
pentanon4hydroxymethyl (1,98%)). Les résultats de I’activité antioxydante montrent que le BHA a le plus fort potentiel
antioxydant avec des valeurs de IC50 de 3,96 pg/mL, 48 pg/mL et 0,475 mg/mL pour les tests du DPPH, le pouvoir réducteur
et le B-caroténe, respectivement; suivi du fruit (27,04 mg/mL, 32,86 mg/mL et 4,93 mg/mL), et des feuilles (33,32mg/mL,
115,39mg/mL et 6,75mg/mL). L activité antibactérienne a révélé un effet inhibiteur des huiles essentielles vis-a-vis de toutes
les bactéries testées avec des valeurs de CMI de 3 et 4 mg/mL pour I’HE du fruit, et des valeurs comprises entre 4,52 et 13,7
mg/mL pour les HEs des feuilles. Un effet bactéricide est observé avec des CMB variant de 3,62 mg/mL et 9,05 mg/mL pour
les HEs du fruit et de 9,135 a 18,26 mg/mL pour celles des feuilles. Les résultats montrent également la sensibilité de S. aureus
aux deux HEs, et celle de P. aerugenosa aux HEs du fruit. Mais les deux HEs semblent avoir le méme effet sur B. subtilis, E.
coli et L. monocytogene. Les résultats de notre étude confirment les propriétés biologiques des HEs des feuilles et mettent en
valeur celles du fruit de la plante E. globulus.

Abstract

Eucalyptus globulus is very famous for its therapeutics effects, so, in order to develop the use of essential oils of its leaves and

fruits, we have studied their composition, and their biological properties. The extraction of essential oils was realized by
hydrodistillation with a Clevenger type apparatus. The yields of extractions are 2,53% and 3,11% for leaves and fruits
respectively. The compostion of essential oils was determined by GPC/MS.34 components were identified in fruit( Globulol
(30%), Alloaromadendrene (25%), Eucalyptol (12,4%), a-pinene (4,86%), Ledene (3,97%), lIsovaleraldehyde (3%) and
d’eudesmol (2,67%))and 30 in Leaves: (eucalyptol(55,9%),isovaleraldehyde(10,16%),globulol(2,99%),a-terpineol(5,52%),a-
pinene(4 ,67%) ,Crypton (3,13%),0-cymen,(1,87%), 2pentanon 4hydroxymethyl (1,98%). Results of the antioxidant activity
revealed that BHA showed the best antioxidant potential with the follow IC50 values (3,96 pg/mL, 48 pg/mL et
0,475mg/mL),for the DPPH, reducing power and the p-carotene bleaching respectively, followed by fruits (27,04 mg/mL,
32,86 mg/mL et 4,93 mg/mL), and leaves (33,32mg/mL, 115,39mg/mL et 6,75mg/mL). The antibacterial activity show an
inhibition effect of essential oils against all the tested bacteria with MIC values of 3 and 4mg/mL for the fruits, and they are
comprised between 4,52mg/mL and 13,7mg/mL for the leaves. A bactericidal effect is observed, with MBC varying between
3,62mg/ml and 9,05 for fruits, and 9,135 at 18,26 for the leaves. Our results showed the sensibility of S.aureus for the two
essential oils, the sensibility of P.aerugenosa for the fruit essential oil. The same effect of the essential oils is noted for
B.subtilis, E.coli, and L.monocytogene. Our results confirm the the biological effects of essential oils of leaves, and valorize
the biological properties of essential oils of fruits of E.globulus.
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