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Introduction



Introduction

Depuis la création de ’Homme ce dernier n’a pas cessé de s’inspirer de la nature pour
subvenir a ces besoins de survies dont son utilisation des fruits et des légumes pour se nourrir,
du bois pour se réchauffer, et des plantes pour se soigner. C’est dans ce but qu’est née et
continue a se développer la médecine par les plantes ou ce qu’on appelle la phytothérapie, qui

désigne la médecine fondée sur les extraits de plante et les principes actifs naturels.

Aujourd’hui, le secteur des plantes médicinales et aromatiques concerne
majoritairement des marchés tel que : la parfumerie, les cosmétiques, 1’agroalimentaire et
I’aromathérapie, branche de la phytothérapie qui met a profit les propriétés médicales
d’aromes, d’essences ou d’huiles essenticlles. Elle fait patrie des médecines naturelles
(Oullai et Chamek, 2018). Les huiles essentielles suscitent de plus en plus d’intérét en raison de
leurs utilisations dans le traitement de certaines maladies infectieuses pour lesquelles les
antibiotiques de synthése deviennent de moins en moins actifs ou dans la préservation des
aliments contre [’oxydation comme alternatives aux produits chimique de synthése

(Farnworth, 1986)

L’Eucalyptus est I'une des plantes médicinales les plus utilisées a travers le monde.
Les extraits des feuilles de cette plante sont largement employés, dans la médecine
traditionnelle depuis des siecles contre la grippe et notamment comme anti-inflammatoire.
Par ailleurs, beaucoup d’études soulignent les propriétés anti oxydantes, antimicrobiennes,
anti-inflammatoires, anti infecticuses, antispasmodiques, insecticides et acaricides de 1’huile
essentielle d’Eucalyptus (Ait M’barek et al., 2007; Atmani-Merabet, 2018; Atmani-
Merabet et al., 2020; Inouye et Abe 2007; Steflitsch 2008).

L’Algérie, pays connu par ces ressources naturelles, dispose d’une flore
singulierement riche et variée. On compte environ 3000 espéces de plantes dont 15%
endémiques et appartenant a plusieurs familles botaniques mais qui restent tres peu explorées
sur le plan phytochimique comme sur le plan pharmacologique (William, 2003).
La connaissance des constituants chimiques des plantes facilite 1’é¢tude de leur activité

biologique et un meilleur contrdle de qualité en vue d’une préparation pharmaceutique.

C’est dans ce cadre que notre travail a porté sur I’étude phytochimique et biologique
d'une plante Algerienne Eucalyptus camaldulensis Dehnh. Ce choix est justifié par le fait que
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cette plante est riche en principes actifs (huiles essentielles) et possede des activités
biologiques diverses et importantes (Bouzabata et al., 2014, Daroui-Mokadem, 2011 ;
Derwich et al., 2009 ; Kabsi, 2011 ; Koziol, 2015, Salemkour et Rahaoui, 2019).

Le présent travail est divisé en trois chapitres :

e Le premier chapitre est une synthese bibliographique sur les plantes médicinales, les
huiles essentielles et I’espéce Eucalyptus camaldulensis.
e Le second chapitre est consacré a la présentation du matériel et des méthodes utilisés

dans cette recherche.

e Dans le troisieme chapitre sont exposés les résultats obtenus ainsi que leur discussion.

Notre étude se termine par une conclusion et des perspectives.
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I-1 les plantes médicinales
I-1-1 Historique

L’Homme a toujours utilisé les plantes a des fins thérapeutiques. L’emploi de ces
plantes est tres valorisé dans toutes les traditions médicales, il y a deux cents ans encore les
moyens thérapeutiques naturels étaient les seuls remédes dont disposait I’humanité. Leur
utilisation et leurs effets ont donc été minutieusement étudiés, documentés et développés
(Grunwald et Janick, 2006).

Les plantes médicinales comme les autres thérapeutiques ont toujours été intégrées a la
culture d’une époque, ou d’une civilisation donnée (Grunwald et Janick, 2006).Elles
constituent un patrimoine précieux pour I’humanité et plus particulierement pour la majorité
des communautés (Sofowora, 1993).Se sont des plantes qui offrent un effet thérapeutique
pour guérir certaine maladies (Adoumou 2012) et elles représentent une source de matiére
premiére essentielle pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires pour la synthése

des médicaments (Ameenah, 2006).
I-1-2 Plante médicinale

On appelle plante médicinale toute plante renferment un ou plusieurs principes actifs
bénéfiques a la santé humaine.Une plante médicinale peut étre utilisée sous formes fraiche ou

desséchée.

L’efficacité des plantes médicinales est due a leurs composés trés nombreux et trés
variés en fonction des espéces, et qui présentent des effets thérapeutiques différents.
Exemples : I’Eucalyptus (Toux) ; le pavot (Douleurs) (Oullali et Chamek, 2018).

Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS),plus de 20000 plantes utilisées dans
le monde pour leurs propriétés médicinales, seulement 2000 a 3000 plantes ont été étudiées
scientifiguement(Oullali et Chamek, 2018).

I-1-3 Plante sauvage

Les plantes sauvages font partie du patrimoine culturel et génétique de différentes
régions du monde, elles sont utilisées en médecine traditionnelle dans 1’alimentation et pour
se soigner. En periode de famine et de pénurie, ces sources de nutriments et de composés

favorables a la santé ont recu une grande importance (Pinela et al., 2017).
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I-1-4 Médecine traditionnelle
I-1-4-1 En Afrique

En Afrique ; les plantes médicinales constituent des ressources précieuses pour la
majorité des population rurales, ou plus de 80% de cette derniére s’en sert pour assurer leurs

soins de santé(Jiofack et al.,2010 ; Mpondo et al.,2012).
I-1-4-2 Au Maghreb

La médecine traditionnelle au grand Maghreb est née bien avant l'arrivée des Arabes ;
les Berbéres utilisaient des thérapeutiques qui se pratiquent encore de nos jours.Aujourd’hui
les plantes jouent encore un réle tres important dans les traditions médicales et la vie des
habitants de cette région du monde (Oullali et Chamek, 2018).

I-1-4-3 En Algérie

En Algérie, les plantes occupent une place importante dans la médecine traditionnelle,
qui elle-méme est largement employée dans divers domaines de santé. Des publications
anciennes et récentes révelent qu’un grand nombre de plantes médicinales sont utilisées pour
le traitement curatif et préventif de nombreuses maladies. Ces dernieres anneées, la
phytothérapie traditionnelle s’est répandue dans le pays. Des chiffres recueillis aupres du
Centre national du registre de commerce, montrent qu'a la fin 2009, 1’ Algérie comptait 1926
vendeurs specialisés dans la vente d'herbes meédicinales, dont 1393 sédentaires et 533
ambulants. La capitale en abritait, a elle seule, le plus grand nombre avec 199 magasins,
suivie de la wilaya de Sétif (107), Bechar (100) et EI Oued avec 60 magasins (Boumediou et
Addoun, 2017).Ce qui confirme qu’en Algérie les plantes médicinales n’ont jamais était
totalement abandonnés et les gens n’ont jamais cessé de faire appel a la médecine
traditionnelle ; ce qui conduit a maintenir une tradition thérapeutique vivante malgré le

développement spectaculaire de la médecine moderne (Hamza,2011).
I-1-5 Principes actifs des plantes médicinales
I-1-5-1 Définition

Les principes actifs sontdes molécules contenues dans une drogue végétale ou dans
une préparation a base de drogue végétale, utilisée pour la fabrication des médicaments ; ils

présentent une activité thérapeutique curative ou préventive pour I’Homme ou 1’animale. Ces
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composés sont souvent en quantité extrémement faible dans la plante, mais se sont eux qui en
sont I’élément essentiel. Il est donc parfois important de réaliser une extraction qui va isoler la

seule fraction intéressante de la plante(Oullali et Chamek, 2018).
I-1-5-2 Principes actifs

Parmi les originalités majeures des vegétaux leurs capacités a reproduire des
substances naturelles trés diversifiées (Boudjema,2019).11 est indispensable de connaitre la
composition des plantes pour comprendre comment elles agissent sur 1’organismeen effet,a
coté des métabolites primaires classiques : les glucides, protides, lipides elles accumulent
fréquemment des métabolites secondaires(Boudjema2019).

I-1-5-3 Principaux groupes

Les métabolites secondaires sont classés en plusieurs groupes : composés phénoliques,
terpenes, alcaloides...chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de composés

qui possedent une trés large gamme d’activités en biologie humaine (Mansour, 2009).
A- Composes phenoliques

Les poly phénols ou composés phénoliques forment une grande classe de produits
chimiques qui se trouvent dans les plantes au niveau des tissus superficielles, ils sont des
composés photochimiques polys hydroxylés et comprenant au moins un noyau aromatique a
sixcarbones. lls se subdivisent en sous classe principalement; les acides phénols, les

flavonoides, les lignines, les tanins...(Chakou,2013).
A-1 Acide phénolique

Les phénols ou les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d’un
noyau benzénique et au moins d’un groupe hydroxyle, elles peuvent étre estérifiées,
éthérifiées, et liées a des sucres sous forme d’hétéroside, ces phénols sont solubles dans les
solvants polaires, leur biosynthése dérive de I’acide benzoique et de I’acide cinnamique.
Les phénols possédent des activités anti-inflammatoires;  antiseptiques et

analgésiques(médicament d’aspirine dérivé de 1’acide salicyliques) (Iserin et al.,2001).
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A-2 Flavonoides

Flavonoide est un terme latin (flavus = jaune), ils sont trés répondues au royaume des
plantes et sont des pigments poly phénoliques qui contribuent, entre autres, a colorer les fleurs
et les fruits. Ils ont un important champ d'action et sont particulierement actifs dans le
maintien d'une bonne circulation et le contrdle de processus de croissance. Certains
flavonoides ont aussi des propriétés anti-inflammatoires, anti oxydantes, antivirales,
antifongiques, spasmolytiques et des effets protecteurs sur le foie comme le chardon-marie
(Oullali et Chamek, 2018).

A-3 Tanins

Le terme tanin provient d’une pratique ancienne qui utilisait des extraits de plantes
pour tanner les peaux d’animaux (Hopkins, 2003).Beaucoup de plantes contiennent des
tanins a un degré plus ou moins élevé, ceux-ci donnent un godt amer a la plante. Les tanins
sont des composés polys phénoliques qui contractent les tissus en liant les protéines et en les
précipitant en créant ainsi une couche protectrice. Les plantes riches en tanins sont beaucoup
utilisées pour les affections digestives ; en cas de diarrhée, ulcére et pour soulager les

hémorroides comme pour le bouillon blanc (Oullali et Chamek, 2018).
A-4 Lignines

Ce sont des composés qui s’accumulent au niveau des parois cellulaires (tissu
sclérenchymes ou le noyau des fruits), au niveau de la seve brute qui permet la rigidité des
fibres, ils sont le résultat d’association de trois unités phénoliques de base dénommées

monolignols de caractére hydrophobe (Wichtl et Anton, 2009).
A-5 Anthocyanes

Ce sont de puissants anti oxydants qui donnent aux fruits et aux fleurs cette couleur
bleue, rouge ou pourpre, lls nettoient I'organisme des radicaux libres. Ces pigments sont des
dérivés du cation 2- phényl benzopyrylium plus communément appelé cation flavylium.
Les anthocyanes jouent un réle important dans la physiologie végétale comme attracteurs des
insectes et dans la dispersion des graines (Kerio et al., 2012).1ls sont censés protéger les
cellules végétales contre les rayons ultraviolets (UV), l'intensité lumineuse élevee, le froid, le
stress hydrique, les blessures et pour se défendre contre les microbes et les phytopathogenes
(Pervaiz et al., 2017).
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A-6 Coumarines

Les coumarines sont des esters internes des acides composés, ce sont des lactones
phénoliques qu’on trouve dans de nombreuses espéces végétales. Les coumarines du
marronnier d’inde par exemple ont un effet anti hémorroidaire, les chromons d’Angelica

archangelica ont une action apeéritive (Oullali et Chamek, 2018).
B- Alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d’origine végétale de caractere alcalin et de
structure complexe (noyau hétérocyclique), on les trouve dans plusieurs familles de plantes.
La plupart des alcaloides sont solubles dans 1’eau et 1’alcool et ont un gout amer et certains
sont fortement toxiques (Wichtl et Anton, 2009). Certains alcaloides sont utilisés comme
moyen de défense contre les infections microbiennes (nicotine, caféine, morphine, lupinine) et

anticancéreux (Iserin et al., 2001).
C- Terpénes

Les terpénoides sont une vaste famille de composés naturels prés de 15000 de
molécules différentes et de caractére généralement lipophiles. Leurs grande diversité est due
au nombre de base qui constituent la chaine principale de formule (CsHg)n, selon la variation
du nombre n, on ales composés monoterpénes, sesquiterpenes, diterpenes, triterpénes, ...
(Wichtllet Anton, 2009). Ces molécules se présentent sous forme d’huiles essentielles ;
parfums et godt des plantes, pigments (caroténe), hormones (acide abscissique) et stérols
(cholestérol) (Hopkins, 2003).

E- Saponosides

Ce sont les principaux constituants de nombreuses plantes médicinales, elles sont
fortement moussantes et constituent d’excellents émulsifiants. Leur principale propriété c’est
de pouvoir transformer des matiéres fermes en matieres fluides. Les saponines existent sous
deux formes, les stéroides et les triterpénoides. La structure chimique des stéroides est
similaire a celle de nombreuses hormones humaines, alors que les saponines tréterpénoides,
ont une activité hormonale moindre mais elles sont souvent expectorantes et favorisent la

digestion, comme pour la glycyrrhizine de la réglisse (Oullali et Chamek, 2018).
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I- Huiles essentielles

Ce sont des molécules & noyau aromatique et a caractére volatil, elles offrent a la
plante une odeur caractéristique et on les trouve dans les organes secréteurs. Elles jouent un
role de protection des plantes contre I’exces de lumiere et attirent les insectes pollinisateurs
(Boudjema, 2019).

Les huiles essentielles sont utilisées pour soigner les maladies inflammatoires telle que les
allergies et eczéma, elles favorisent 1’expulsion des gazes intestinaux comme les fleurs

fraiches au séchées de la camomille (Isarin et al,. 2001).
K- Substances améres

Les renseignements sur les formules chimiques des amers sont encore incomplétes.
Elles forment un groupe trés diversifié de composants dont le point commun est I'amertume
de leur goQt, cette amertume stimule les sécrétions des glandes salivaires et des organes
digestifs. Ces sécrétions augmentent l'appétit et améliorent la digestion, et lI'absorption des
éléments nutritifs adaptés, donc le corps est mieux nourri et entretenu. De nombreuses plantes
ont des constituants amers, notamment l'absinthe, la sauge, la gentiane et I’artichaut

(Qullali et Chamek, 2018).
L- Mucilages végétaux

Ce sont de grosses molécules liées a des gommes qui sont d’énormes concrétions de
sucres. lls sont déposés spontanément sur les tissus et agissent comme des protecteurs
(Sebai et Boudali, 2012).

M- Vitamines, minéraux, fibres et autres

Les plantes médicinales sont également sources de fibres, de vitamines, et de
minéraux. Elles sont riches en graisses, huiles et cires, ainsi qu’en acides insaturées tels les
acides linoléiques. Par exemple le citron (Citrus limon) contient des doses élevées de
vitamine C, le pissenlit (Taraxacum officinale) est un puissant diurétique cet effet est dii a sa

concentration en potassium (Oullali et Chamek, 2018).
I-1-6 Cueillette et séchage

Les propriétes des plantes dépendent essentiellement de la région de production, de la

période et des techniques de cueillette. La cueillette est liée a la variation climatique et
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saisonniére et pour déterminer les propriétés d’une plante il est nécessaire de prendre en
considération la partie utilisée, la morphologie, la couleur, la nature et la saveur (Chemare,
2012). Le sechage au soleil est la méthode la plus simple et économique, utilisée surtout pour
les racines, tiges, graines et fruits. Le séchage a I'ombre est indique pour les feuilles et fleurs,
car les feuilles vertes séchées au soleil jaunissent, les pétales de fleurs perdent leurs couleurs
vives, ce qui peut altérer les propriétés médicinales de ces produits. Les plantes aromatiques
ne doivent pas rester trop longtemps au soleil pour ne pas perdre leur parfum (Djeddi, 2012).
Le maximum de température admis pour une bonne dessiccation des plantes aromatiques ou
des plantes contenants des huiles essentielles est de 30°C ; pour les autres cas, la température
de dessiccation peut varier de 15°C & 17°C (Delille, 2013).

I-1-7 Conservation et stockage

Les PAM (plantes aromatiques et medicinales) sont conservées a l'abri de la lumiére,
de I’air et au sec dans des récipients en porcelaine, faience ou verre teinté, boites seches en fer
blanches, sacs en papier ou des caisses. Cette technique est nécessaire pour les plantes qui
subissent des transformations chimiques sous I'influence des ultraviolets. Les plantes riches en
produits volatiles et qui s'oxydent rapidement sont conservées dans un milieu étanche
(Delille, 2013 ; Djeddi, 2012).

I-1-8 Utilisation des plantes médicinales

On distingue différentes formes d’utilisation des plantes médicinales :
I-8-1 En usage interne

A - Fumigation

C’est I’utilisation de vapeurs chargées des principes actifs de la plante, on peut ainsi

faire bouillir des feuilles d’Eucalyptus dans une piece qu’on veut désinfecter

(Sebai et Boudali ,2012).
I-8-2 En usage externe

On peut utiliser les plantes medicinales au niveau de la peau sous forme de:
compresse, cataplasme, lotion ou dans le bain. Au niveau des muqueuses en gargarisme, en

bain de bouche et en bain des yeux (Sebai et Boudali,2012).
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I-1-9 Avantages et Inconvénients
1-9-1 Avantages

La phytothérapie offre de multiples avantages dans les besoins sanitaires de I’Homme
et ceci malgré les énormes progres realisés par la médecine moderne. L’adjonction d’un
traitement phytothérapique renforce alors I’efficacité du reméde chimique, ou diminue des
effets secondaires. Elle permet méme de remplacer les molécules de synthese lorsque celle-ci
ne sont plus tolérées ou acceptées par le patient, citons par exemple le cas des anti-

inflammatoires, antidépresseurs, ou encore les anxiolytiques (Chabrier,2013).
1-9-2 Inconvénients

La phytothérapie est une thérapie généralement peu toxique, mais qui incite a prendre un

certain nombre de précaution a savoir :

¢ Une bonne connaissance des plantes qu’on utilise car certaines d’entres elles peuvent
étre toxiques et génerent des réactions allergiques pour certains patients.

% Une connaissance du devenu des principes actifs de la plante utilisée dans
I’organisme.

% Certaines plantes ne peuvent pas étre utilisées en méme temps que d’autres
médicaments ou présentent une certaine toxicité si le dosage de traitement est
prolongé (Roux, 2005).

¢ L’utilisation au hasard des plantes présente un vrai danger pour la santé : intoxication

(tres fréquent), vertiges, vomissement, insuffisance rénale et méme des fois mortelles,

et tout ¢a cause de :

» Ladose dépassée (posologie)

» L’interaction avec d’autres médicaments

» Latoxicité de la plante

» Des plantes qui ont une action grave a cause de leur principe actif

(hypoglycémiant, hyper/hypotenseur...) (Sebai et Boudali, 2012).

10



Chapitre | Synthése bibliographique

1-2 Généralités sur les huiles essentielles
I-2-1 Historique

Depuis la plus haute antiquité les parfums et les ardmes forment parmi les premiers
signes de connaissance qui marquent la vie des Hommes. lls furent étroitement associés a la
vie spirituelle de ’'Homme (Egypte- Inde), ainsi qu’a I’histoire de la médecine (Grec, Empire
Romains et Empire arabe). Au début de XVI siecle, Parascelsus Von Hohenheim, médecin
Suisse considéré comme le pére de la pharmaco- chimie étudia 1’extraction de « L’ame » des
végetaux sous forme de quintessencie ou cinquieme essence dont laquelle on donnera le nom
« d’esprit » et puis « d’essences » et finalement « huile essentielle » (Bernard et al., 1988).
Il existe aujourd’hui approximativement 3000 huiles essentielles, dont environ 300 sont
réellement commercialisées, destinées principalement a 1’industrie des arémes et des parfums
(Essawi et Srour, 2000).

1-2-2 Définition des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges de composés aromatiques des plantes, qui
sont extraites par distillation par la vapeur ou des solvants (Smallfield, 2001). Pour la geme
édition de la pharmacopée francaise (1965), les huiles essentielles (= essences = huiles
volatiles) sont : « des produits de composition généralement assez complexe renfermant les
principes volatils contenu dans les végétaux et plus ou moins modifiés au cours de la

préparation. » (Bruneton, 1993).

La Pharmacopée francaise (édition de 1965) donne une définition officielle des huiles
essentielles: « Produits de composition généralement assez complexe renfermant les principes
volatils contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés au cours de la préparation.
Pour extraire ces principes volatils, il existe divers procédés. Deux seulement sont utilisables
pour la préparation des essences officinales : celui par distillation dans la vapeur d'eau de

plantes & essences ou de certains de leurs organes, et celui par expression ».

Depuis la neuviéme édition (1972), la Pharmacopée n'utilise plus que le terme « d’huile
essentielle ». En octobre 1987, 'AFNOR (Association Francaise de la Normalisation) propose
une autre définition : « Produit obtenu a partir d’une matiere premiére végétale, soit par
entrainement a la vapeur d'eau, soit par des procédes mécaniques a partir de [’épicarpe des
Citrus, soit par distillation a sec. L huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse

par des procédés physiques.».

11
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I1-2-3 Localisation ou répartition des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont tres répondues dans le réegne végétal, on les rencontre
surtout dans les phanérogames, mais quelques cryptogames en renferment également. Dans la
plupart des cas, les essences se trouvent toutes formes dans les différents organes, elles sont
alors localisées soit dans les glandes des poils sécréteurs, soit dans des réservoirs
intracellulaires ayant la forme des canaux (Danielle Huard, 1999). Les huiles essentielles
peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux feuilles, fleurs, écorces, bois, racines,
des rhizomes, fruits et des graines. La synthése et I’accumulation sont généralement associées
a la présence de structures histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de
la surface de la plante : cellules a I’huile essentielles des Lauraceae ou des Zingiberaceae,
poils sécréteurs des Lamiacées, poches sécrétrices des Myrtaceae ou des Rutaceae
(Bruneton, 1993). Toutes les parties des plantes aromatiques peuvent contenir de I'huile

essentielle (Figure 1).

Structures histologiques sécrétrices des plantes aromatiques

Figure 1: Cellules sécrétrices de quelques huiles essentielles

I-2-4 Facteurs influengant la composition des huiles essentielles

Une huile essentielle est trés fluctuante dans sa composition dans laquelle, intervient

un grand nombre de parametres, qu’ils soient :

a- D’ordre naturel

» Intrinseque

12
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Une huile essentielle doit étre rapportée au matériel botanique d’ou elle est issue pour
éviter toute dénomination trompeuse du matériel (Bruneton, 1999). L’influence du
stade végétatif, 1’organe de la plante, les hybridations, les facteurs de mutation, la
polyploidie et le polymorphisme chimique sont les principaux facteurs intrinséques
qui influencent la composition et le rendement des huiles essentielles
(Aprotosoaie et al., 2010 ; Belyagoubi, 2006 ; Bruneton, 1999 ; Garnérol1991).
Extrinseque

e Facteurs géographiques (altitude, latitude)

e Nature du sol

e Climat (ensoleillement, température, pluviométrie)

b- De ’ordre considéré

Ainsi la racine, I’écorce et les feuilles des plantes produisent trois huiles essentielles

différentes.

c- De’ordre technologique

Lié au mode d’exploitation du matériel végétale, une huile essentielle peut subir de

profondes modifications lors de son exploitation. Lors de 1’hydrodistillation, plusieurs

perturbations peuvent apparaitre en particulier sous I’effet de la température et de la durée

d’extraction. La chaleur provoque des phénoménes d’hydrolyses sur les essences fragiles

telles que la Rose et le Jasmin. Le temps de distillation reste cependant le facteur

déterminant dans la mesure ou la cinétique d’extraction de chacun des composants varie

selon sa structure et ses propriétés physico-chimiques (Bernard et al., 1988).

1-2-5 Procédés d’obtention des huiles essentielles

Divers procédés sont actuellement utilisés pour I’extraction des produits aromatiques

des végétaux. Selon la technique utilisée, I’extraction des produits permet d’obtenir des huiles

essentielles, des pommades, des concretes, des absolues, des résinoides ou des infusions.

Les principales propriétés physiques mises en ceuvre dans les opérations fondamentales

d’extraction des matieres naturelles aromatiques sont :

La volatilité
La solubilité

Les dimensions et les formes des particules (Benanelkader, 2001).

13



Chapitre | Synthése bibliographique

> Ladistillation

Il est communément admis que la vapeur pénétre les tissus de la plante et vaporise
toutes les substances volatiles. Dans 1’industrie des huiles essentielles une terminologie
distingue trois types de distillation : distillation a I’eau ou hydrodistillation, distillation mixte

et distillation a la vapeur (Mehani, 2015).
a- Hydrodistillation

Elle consiste a émergé directement la matiére végétale a traiter dans un alambic rempli
d’ecau qui est ensuite porté a 1’ébullition, les vapeurs hétérogeénes sont condensées sur la
premiere surface et les huiles essentielles sont séparées par différences de densité
(Bruneton, 1987) (Figure 2).
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Figure 2 : Montage d’extraction par hydrodistillation (Mehani, 2015)
b- Distillation mixte

La distillation mixte est un processus couplant I’entrainement a la vapeur d’eau et
I’hydrodistillation. Au cours de I’extraction, la matiere végétale baignant dans 1’eau bouillante
est traversée par un courant de vapeur d’eau. Les divers phénoménes d’extraction se trouvent
combinés. 1l semble que ce procédé a pour principal avantage de diminuer les réactions

secondaires subies par I’HE sous ’action de I’eau acide (Vonrochemberg, 1910).
c- Distillation a la vapeur d’eau saturée

Le végétal est supporté dans I’alambic par une plaque perforée située a une certaine
distance au dessus du fond rempli d’eau. Le végétal est en contact avec la vapeur d’eau
bouillante. Cette méthode est surtout réservée a 1’obtention d’huiles essentielles a partir des

épices, des plantes aromatiques et médicinales (Layadi et Souadki, 1999) (Figure 3).

14
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Entrainement a la vapeur d'cau Hydrodiffusion

Figure 3 : Montage d’extraction par distillation a la vapeur d’eau saturée
(Mehani, 2015)

I-2-6 Composition chimique des huiles essentielles

L’étude de la composition chimique des huiles essentielles révele, qu’il s’agit de
mélanges complexes et variables de constituants appartenant exclusivement a deux groupes
caractérises par des origines biogénétiques distinctes, ce sont : les terpénoides et les composés

aromatiques dérivés du phenyl propane (Gildo, 2006).

Les terpénes sont des hydrocarbures naturels, de structure soit cyclique soit a chaine
ouverte. La formule brute des terpenes est [(CsHg) n], n peut prendre les valeurs (1-8) sauf
dans les polyterpénes ou il peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc). La formule de base est
I’isopréne CsHg (Figure : 4). Le terme terpénoides désigne un ensemble de substances

présentant le squelette des terpenes avec une ou plusieurs fonctions chimiques [alcool,

aldéhyde, cétone, acide, lactone...].

CH3

CHo
Hzcw

Figure 4 : Structure chimique d’isopréne (CsHg)n

Dans le regne vegeétal, les terpénoides sont classés dans la catégorie des métabolites
secondaires [avec les flavonoides et les alcaloides]. Leur classification est basée sur le nombre
de répétition de I’unité de base isopréne, on aura ainsi : Hemiterpenes Cs, Monoterpenes Cjy,
Sesquiterpénes Cis, Diterpenes Cy, Sesterpénes Cos, Triterpenes Czo et Tétraterpénes et
polyterpénes Cyo.

Les composés aromatiques dérivés du phenylpropane sont moins fréquents, mais

néanmoins trés importants on citera comme exemple : 1’eugénol, I’anéthol, la vaniline.
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Les composés d’origines diverses sont des produits résultants de la transformation de
molécules non volatiles, ces composés contribuent aux arémes de fruits. Compte tenu de leur
mode de préparation, les concreétes et les absolues peuvent en renfermer. 1l en est de méme
pour les huiles essentielles, lorsqu'elles sont entrainables par la vapeur d'eau
(Bruneton, 1999).

I-2-7 Notion de chémotype

La composition chimique de I’huile essentielle de certaines plantes peut varier a
I’intérieur d’une méme espéce, ces variétés chimiques sont communément appelées :
Chémotype. Le mot chémotype est dérivé de chimiotype ou chimiovariété. Cette variation
peut se présenter d’'un peuplement a 1’autre ou d’un individu a I’autre ; elle peut étre due a des
facteurs exogenes comme : I’ensoleillement, la nature les composants du sol, la température et
I’altitude, et au facteur endogéne : la composition génétique des individus. Par exemple le
basilic cultivé en pleine lumiére a Madagascar a un taux de chavicol de 57 %, alors que la
méme plante cultivée a 1’abri de la lumiére en contient 74 % (Franchomme et Penoel, 1990).
Cette variabilité peut étre influencée également par la situation géographique, |’Eucalyptus
camaldulensis récolté a Constantine possede un taux de cinéole de 38,6 %
(Benayache et al., 2001), alors que la méme plante récoltée a Ain Timouchent a un taux de
42,3 % (Salemkour et Rahaoui, 2019).

1-2-8 Propriétes des huiles essentielles
A) Propriétés organoleptiques

Les huiles essentielles généralement sont incolores mais on trouve quelques unes
colorées en jaune, en rouge (essence de cannelle), en bleu (huile volatile de camomille) et en
vert (huile volatile d’absinthe). Les huiles volatiles donnent leur coloration a une substance
particuliere qui est 1’azuléne CisHig de couleur bleu, elles sont divisées en quatre classes
(Bruneton, 1993) :

e Huile incolore : sans azuléne ni résine ;

e Huile jaune : avec résine seulement ;

e Huile bleu : avec azuléne ;

e Huile verte brune ou jaune verte : contenant de [’azuléne en proportion

variable.

16



Chapitre | Synthése bibliographique

B) Propriétés biologiques des huiles essentielles

Les huiles sont employées pour leur saveur et odeur en industrie des produits naturels
et en industrie des parfums (Smallfield, 2001). Elles ont des propriétés antiseptiques pour les
poumons (Eucalyptus), dépuratives ou cicatrisantes (Lavande) (Caillard, 2003), activité

analgésique (Origan, Thym) (Schwammle et al., 2001).

Les terpénes ou terpénoides ont des effets contre les bactéries, les mycétes, les virus et
les protozoaires. En 1977 il a été signalé que 60% des deérives des huiles essentielles
examinées jusqu'a 1999 sont inhibiteurs de mycetes tandis que 30% inhibent les bactéries. Le
triterpénoide, I'acide betulinique est un des plusieurs triterpénoides qui ont montré une action
inhibitrice envers HIV. (Cowan, 1999).

Les huiles essentielles peuvent étre : anti-infectieuses, anti-inflammatoires,
antispasmodiques, antimicrobiennes, anti-oxydantes, cytotoxiques et anticancéreuses
(Ait M’barek et al., 2007 ; Bardeau, 2009 ; Inouye et Abe 2007 ; ; Le Hir et al., 2016 ;
Steflitsch 2009). Ce sont des agents antimicrobiens a large spectre (Randhawa et al., 2001)
et sont utilisées comme pesticide dans la lutte biologique contre les ravageurs et les acariens
(Atman-Merabet et al., 2018 ; Atmani-Merabet et al., 2020).

I-2-9 Principales utilisations des huiles essentielles
A- En pharmacie

Il'y a sept huiles essentielles inscrites dans la pharmacopée européenne ce sont : les
huiles essentielles : d’anis, d’eucalyptus, de clou de girofle, de fleur d’oranger amer, de
lavande, de menthe poivrée et de thym. Les propriétés pharmacologiques des huiles

essentielles leurs conférent une utilisation médicale qui se refléte dans :
» Pouvoir antiseptique

Contre des bactéries variées ainsi que des champignons et levures. Citons les huiles
essentielles de thym, girofle, lavande, eucalyptus. Le thymol, constituant principal de 1’huile

essentielle de thym, est 20 fois plus antiseptique que le phénol (Bruneton, 1993).
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> Propriétés spasmolytiques et sédatives

Certaines drogues a huiles essentielles (menthe, verveine) sont réputées efficaces pour
diminuer les spasmes gastro-intestinaux. L’amélioration de certaines insomnies et de troubles

psychosomatiques divers est également notée (Bruneton, 1993).
» Propriétés irritantes

De nombreuses crémes, pommades a base d’huiles essenticlles, sont destinées a
soulager entorses, courbatures ou claquages musculaires. En effet, par voie externe certaines
huiles essentielles (ex: oléorésine dans la térébenthine) augmentent la microcirculation,
induisent une sensation de chaleur et dans certains cas une légere anesthésie locale
(Bruneton, 1993). Ces huiles essentielles constituent également le support de I’aromathérapie,
traitement des maladies par des essences de plantes.

B- En parfumerie et cosmétologie

Les propriétés odoriférantes des huiles essentielles conférent a ces derniéres une
consommation importante en parfumerie et en cosmétique. Elles présentent environ 60%
des matiéres premieres de lindustrie des parfums synthétiques, des savons et

des cosmétiques (Chagra, 2019).

L’utilisation des HEs dans les crémes et les gels permet de préserver ces cosmétiques
grace a leur activité antiseptique et anti-oxydante, tout en leur assurant leur odeur agréable
(Ait Salem, 2016).

Les huiles essentielles, matiéres premieres par excellence des parfumeurs, sont
classées en fonction de leurs odeurs. Ainsi les huiles essentielles de citron, de bergamote ou
encore de lavande constitueront la note la plus éphémere, dite note de téte. Des essences
fleuries comme celles de rose ou de néroli participeront a 1’élaboration de la note de cceur.
Enfin, la note de fond, la plus durable des trois, comportera plutdt des essences boisées ou
épicées comme le santal ou la cannelle (Deschepper, 2017).

C- En industries agro-alimentaires

Certaines drogues sont utilisees en nature (épices et aromates), d’autres sous forme
d’huiles essentielles ou de résinoides dispersés, encapsulés ou complexés. Si la réfrigération

et d’autres moyens de conservation se sont substitues aux épices pour assurer la conservation

18



Chapitre | Synthése bibliographique

des aliments, le développement de nouvelles pratiques culinaires (plats préparés, surgelés), le
godt pour I’exotisme et les qualités gustatives, conduisent a 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 carnés, les soupes, les sauces, les snacks,

les boulangeries, ainsi que la nutrition animale (Bruneton, 1993).
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I-3 Eucalyptus camaldulensis Dehnh.
I-3-1 Geénéralités

La famille des Myrtacée est composée d’environ 75 genres et de prés de 3000 especes
principalement arbres et arbustes persistants tropicaux. Les principaux centres de distribution
sont les tropiques américains, asiatique et 1’ Australie (Weiss, 1997).

Le genre Eucalyptus de la famille des Myrtacées dont les especes sont riches en huiles
essentielles, compte plusieurs espéces botaniques (Benazzedine, 2010 ; INRF 1996).
C’est I'un des principaux genres forestiers plantés dans le monde et il compte environs 600 a

700 especes et variétés (Warot, 2006).

Le terme Eucalyptus a été utilisé pour la premiere fois en 1777 par un botaniste
francais, Charles-Louis L'Héritier de Brutelle. Il a inventé ce nom a partir du grec « eu » qui
signifie «Bien» et « calyptos » qui signifie « couvert » en référence a I’opercule qui se trouve
sur le fruit des Eucalyptus, les capsules, c’est d’ailleurs une caractéristique commune a tous
les Eucalyptus (Koziol, 2015).

Les Eucalyptus ont été introduits par les francais en Algérie en 1860, avec

I’E. camaldulensis Dehn. comme espéce pionniere.

Herbier médicinal, I’Eucalyptus grace a sa composition chimique et a son principe
actif qui est le 1,8-cinéole possede des vertus considérables : astringents, hémostatiques,
fébrifuges désinfectants, antiseptiques, c’est I'un des meilleurs remedes contre I’inflammation

chronique de la muqueuse gastrique et de la muqueuse intestinale (Atmani-Merabet, 2018).

Les huiles essentielles du genre Eucalyptus possédent diverses activités biologiques,
elles peuvent étre antibactériennes, antifongiques, anti inflammatoires, anti oxydantes,
antivirales, antiinfectieuses, insecticides et acaricides (Atmani-Merabet et al., 2020 ;
Barbosa et al., 2016 ; Belfeki et al., 2016 ; Koziol, 2015 ; Salemkour et Rahaoui, 2019).

1-3-2 Eucalyptus camaldulensis Dehn.

Eucalyptus camaldulensis est une espéce d’arbre du genre Eucalyptus que 1’on trouve
dans de nombreuses parties du monde mais qui est originaire d’Australie ou il est largement
répandu au bord des riviéres de I’intérieur du pays (Figure 5). Il est aussi surnommé le

gommier rouge en référence a son bois d’un rouge brillant, qui peut aller d’un rose pale a un
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rouge trés foncé. Le nom d’Eucalyptus camadulensis est : Eucalyptus & bec, Eucalyptus des

Camaldules ou gommier rouge (Kebir, 2018).

. pellita E. pellitas Emnetlita

\E
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-

équatorial [] aride [[7] méditerranéen [ continental a été chaud [Jil] subarctique
tropical humide [T subtropical sec Il montagnard [T continental & été frais [0 polaire
tropical sec [ subtropical humide [ océanique [ continental 4 hiver sec polaired'lﬂlanw

Figure 5: Répartition d’Eucalyptus camaldulensis dans le monde (Bouvet, J.M, 2003)

Eucalyptus camaldulensis est 1’une des especes les plus cultiveée dans le monde et dans
le bassin méditerranéen, elle a été introduite en Algérie en 1857 pour assainir les terrains

marécageux et a été plantée sur 30000 ha (Oyen et Lemmens, 2002).

La classification systématique de 1’espeéce Eucalyptus camaldulensis est la suivante
(Arar et Houari, 2008).

Regne Plantae

Embranchement Spermatophytes
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Ordre Myrtales

Famille Myrtacées

Genre Eucalyptus

Espece Eucalyptus camaldulensis
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1-3-3 Description botanique

e Arbre

L’Eucalyptus camaldulensis est un arbre forestier a houppier trés développé de forme
conique Jusqu’a 15 a 20 ans, elle est érigée plus tard. C’est un arbre de hauteur qui varie de

25 a 35 metres et un diametre qui varie de 0,9 a 2,50 metres (Meziane, 1996) (Figure 6).

Figure 6: Arbres d’Eucalyptus camaldulensis
[Forét de Chettaba, Ain smara, Constantine, photo personnelle]

e Tronc et écorce

Le tronc d’Eucalyptus camaldulensis est le plus souvent droit et élancé, parfois tortueux,

exsudant fréguemment une gomme résineuse rouge, et blanche grisatre en haut (Figure 7).

Figure 7: Tronc d’Eucalyptus camaldulensis
[Forét de Chettaba, Ain smara, Constantine, photo personnelle]
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L’écorce est couleur et de texture variable selon les espéces. Souvent elle présente
plusieurs couleurs, comme un platane et se détache en lambeaux qui tombent au Sol, mais

I’écorce peut étre aussi dure , fibreuse , floconneuse et lisse (Mekellech, 2015) (Figure 8).

Figure 8: Ecorce d’Eucalyptus camaldulensis
[Forét de Chettaba, Ain smara, Constantine, photo personnelle]

e Feuilles

Les jeunes feuilles sont opposées sur trois ou quatre, avec d’autres alternées.
Elles ont un pétiole, sont lancéolées et mesurent de 2 a 4 cm. Légerement glauques, les
feuilles adultes sont pétiolées et alternées, la couleur verte est identique pour les deux faces.
Elles sont Lancéolées, étroites et falciformes), et sont longues de 8 a 30 cm, et larges de 0,7 a

4,2 cm de couleur verte ou gris-vert (Arnold et Luo , 2018) (Figure 9).

Figure 9: Feuilles d’Eucalyptus camaldulensis
[Forét de Chettaba, Ain smara, Constantine, photo personnelle]
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e Fleur

Les fleurs ont Dl’allure de petites boules, qui ont de trés nombreuses étamines
blanchatres et donnent naissance a des capsules hémisphériques Inflorescence en ombelle

simple, avec des fleurs réguliéres par 4 a 7, en ombelles axillaires (Rameau et al, 2008)
(Figure 10).

Figure 10 : Fleurs d’Eucalyptus camaldulensis
(wo.m.wikipadia.org)

e Fruits

Le fruit ligneux est une grosse capsule glauque prenant une teinte marron a maturité.
Elle est dure, anguleuse, verrugueuse, et s’ouvrant légeérement par trois, quatre ou cing fentes
(qui dessinent une étoile a son sommet) pour libérer de nombreuses graines sombres et
minuscules (Goets et Ghedira , 2012) (Figure 11).

Figure 11: Fruits d’Eucalyptus camaldulensis

(a) Jeune arbre (b) arbre adulte
[Forét de Chettaba, Ain smara, Constantine, photo personnelle]
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1-3-4 Composition chimique
» Lestanins

Ce sont des composés de nature phénolique; ils sont présents dans les écorces et le
bois d’Eucalyptus camaldulensis. Les travaux de Nisi in Thiombiano, 1984, montrent que
les tanins constitués de monomeéres paroantho-cyanidines sont responsables de la couleur

rouge du bois d’Eucalyptus camaldulensis.
» Les phénols

Environ une dizaine de phénols ont été isolés et identifiés, Parmi ces phénols se
trouvent les acides caféiques, chlorogéniques, paracoumariques, feruliques et galliques.

Des poly phénols ont aussi été isolés des feuilles d’E.camaldulensis (Thiombiano, 1984).
> Les huiles essentielles

Les huiles essentielles de I'espéce E. camaldulensis sont caractérisées par la présence
d'une trentaine de produits avec, comme constituant majoritaire, le 1,8-cinéole sa teneur varie
de 17,6% - 42,3 % D’autres composés minoritaires sont présents tel que: p-Cymeéne,
a-pinéne, y-terpinene et spathulenol (Benayache et al., 2001 ; Foudil-Cherif, 2000 ;
Koreichi & Benletreche, 2019 ; Mehani, 2015 ; Nait Achour, 2012 ; Salemkour et
Rahaoui, 2019).

1-3-5 Utilisation médicinale et traditionnelle

Espéce aromatique et médicinale, les feuilles d’Eucalyptus camaldulensis, sont
parfumées, riches en huile essentielle, antibactériennes, antifongiques, expectorantes,
fébrifuges et légerement sédatives. Les feuilles sont recommandées en cas de rhumes, de
sinusites, de maux de gorge, d'angines, de toux, de bronchites, d’infections urinaires ou de
fievres (Kebir, 2018 in Koreichi & Benletreche, 2019).

En médecine traditionnelle, L’infusion d’E. camaldulensis est utilisée pour le
soulagement des courbatures, des douleurs, des maux de téte sévéres et les morsures de
serpent (Kelly, 1996 in Koreichi & Benletreche, 2019). La plante est également soupgonnée
d'étre efficace dans la gestion de I'hypertension artérielle. Elle a également été rapportée pour

avoir des propriétés antibactériennes et antifongiques (Bamayi et al., 2004 ).

La gomme de cette plante bouillie avec de I'eau et du sucre, devenue une boisson

liquide, est utilisée pour traiter les affections pulmonaires, comme une anesthésie générale et
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pour les maux de dents. Une infusion de I'écorce, est utilisée pour le lavage pour certains
yeux, l'ophtalmie, et est efficace dans le traitement de la diarrhée (Boily et Vapuyvelde,
1986).

Finalement, les Aborigénes employaient L’Eucalyptus et I’espéce E.camaldulensis contre les
infections et les fiévres, il est désormais utilisé dans le monde entier pour traiter ces infections
(Iserinet al ., 2001) (Tableau 1).

Tableau 1 : Utilisation d’Eucalyptus camaldulensis en Algérie
et dans différentes régions du monde

Pays Utilisation Références

-Les symptdmes gastro-intestinaux
(diarrhée, dysenterie)

-Les maladies respiratoires
Australie (rhume, asthme)

-Arréter les saignements Duke et Wain, 1981
-Douleurs musculaires,
douleurs articulaires

-Les maux de gorge, diarrhée
Afrique -La grippe, la fiévre, Doran et Wongkaev, 2008

Soudan, Zimbabwe, Nigéria - PrAevenlr la carie dentaire Bukar et al., 2004
- Batonnets de nettoyage des dents

Algérie
El-Kala, Annaba, Skikda, -produits ligneux et papetiers INRF, 1996
Mostaganem

1-3-6 Aspect économique

L’Eucalyptus camaldulensis, présente un grand intérét économique a cause de sa large
gamme d'utilisation et la longue liste des sous-produits qu'il offre. De plus, il est caractérisé
par une grande plasticité et une croissance tres rapide (Kebir, 2018). Le bois de cette
essence est rougeatre, de bonne qualité et utilisé en ébénisterie, il donne un bon charbon,
présente des caractéristiques technologiques intéressantes pour la production de pate a papier
et il sert de bois de construction (Kebir, 2018).
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Objectif du travail

Le présent travail a pour objectif la valorisation de I’HE d’Eucalyptus camaldulensis
Dehnh.qui a été récoltée dans la forét de Chettaba de Constantine. Le travail d’extraction et
les tests du screening phytochimique de I’HE ont été réalisés a 1’Unité de Recherche
Valorisation des ressources naturelles, Molécules bioactives et Analyses Physico-chimiques et
Biologiques de I’Université Constantinel. L’évaluation de I’activité antibactérienne a été

réalisée au laboratoire d’hygiéne de la wilaya de Skikda.
I1-1 Matériel
11-1-1 Matériel végétal

L’espéce étudiée E. camaldulensis a été récoltée en novembre 2021 dans la forét de
Chettaba gérée par la conservation des foréts de Constantine (Figure 12).

Figure 12 : Forét de Chettaba
(commune d’Ain Smara Constantine)
(dknews-dz.com)

L’espeéce et son origine est donnée dans le tableau 2.

Tableau 2 : Origine et nom commun de I’espéce étudiée

Nom latin Auteur Nom commun Famille Parties
prélevées
Eucalyptus Dehnh Gommier de Camaldoli Mvrtacées | Eeuilles
camaldulensis | (1832) Gommier des riviéres y
Gommier rouge
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11-1-2 Materiels biologiques

Microorganismes étudiés

Pour évaluer I’activité antibactérienne de 1’huile essenticlle d’E.camaldulensis nous
avons utilisé souches bactériennes pathogenes (trois a Gram négatifs et une a Gram positif) :
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli
sur une gélose Muller Hinton (MH). Elles proviennent du laboratoire d’hygiéne de 1’hdpital
de la wilaya de Souk-Ahras et du laboratoire privé (J—=udll) de Skikda. Leurs caractéristiques

sont données dans le tableau 3.

Tableau 3 : Description des souches bactériennes utilisées

Nom de la Famille Forme | Gram Lieu de récupération
souche
Staphylococcus | Stahylococcaceae Coque Positif
aureus
Escherichia | Enterobacteriaceae | Bacille | Négatif | [aboratoire d’hopital de la
coli wilaya de Souk-Ahras.
Klebsiella Enterobacteriaceae | Bacille | Négatif
pneumoniae
Pseudomonas | Pseudomonadaceae | Bacille | Négatif Laboratoire privé Jwausl
Aeruginose Skikda.

I1-2 Préparation de la plante

La matiere végétale, cueillie, a été nettoyée, séchée a 1’air libre et a I’ombre, a I’abri de
I’humidité et a température ambiante (a). Une partie de la plante est broyée a 1’aide d’un
broyeur électrique pour les tests phytochimiques (b), et 1’autre partie est découpée en

morceaux pour la distillation (c) (Figure 13).

(@) (b) ()

Figure 13 : Parties aériennes d’E.camaldulensis séchées, broyées et
coupeées (Photos personnelles, 2022)
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11-3 Extraction de I’huile essentielle

L'extraction de I’HE par entrainement a la vapeur d’eau a été réalisée antérieurement
par Dr Atmani-Merabet au niveau de 1’unité de recherche : Valorisation des ressources
naturelles, Molécules bioactives et Analyses Physico-chimiques et Biologiques a 1’université

Constantinel (Figure 14).

Figure 14 : Dispositif de la distillation par entrainement a la vapeur d’eau
(Photo Dr Atmani-Merabet, février 2022)

Mode opératoire

On aintroduit 1035 g de matériel végetal dans un ballon situé a une certaine distance
au dessus du ballon du fond qui est rempli d’eau. La plante est en contact avec la vapeur
d’eau et I’huile est entrainée par celle-ci et est récupérée a la fin (Figure 14).
Le volume et la masse de I’huile essentielle obtenue ont été mesurés. L’huile est transvasée
dans un flacon en verre stérile couvert d’un papier aluminium a I’abri de la lumicre et

conservee dans un réfrigérateur.
I1-4 Détermination du rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de 1’huile extraite et le
poids de la plante a traiter (séche). Le rendement est exprimé en pourcentage est calculé par la

formule suivante:

R (%) =Masse de ’HE / Masse (MVS) x 100

R (%) : Rendement en huile essentielle Masse (HE) : masse de I’huile essentielle
Masse (MVS) : masse du mateériel végétal sec (AFNOR, 1986).
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I1- 5 Mesure de la densité relative (Norme NF T 75 -111. 2000)

La densité relative de I’HE est définie comme étant le rapport de la masse d’un certain
volume d’huile a 20°C et la masse de volume d’eau distillée a 20°C. Cette grandeur est sans
dimension et son symbole est dyg

On a mesuré la densité a I’aide de la formule suivante : p =m/v (Kebsi, 2011).

p : masse volumique de I’huile (g/ml)
m : masse du volume (v) de I’huile (g).

V : volume de I’huile (ml).

On effectue la correction a 20°C par la formule :

d 2 =dexp + 0,00073 (T exp — 20)

dog: Densité a 20°
d exp : Densité mesurée par la relation : d exp =p(HE)/ p(eau) [P(eau)= 1 9/I]
T exp : Température ambiante (21°C).

I11-6 Préparation des extraits

L’extraction est la séparation des parties actives de plantes en utilisant des solvants
sélectifs au moyen de procédures standard. Deux extraits ont été préparés pour le screening

phytochimique d’E.camaldulensis, I’extrait méthanolique et I’extrait aqueux.
11-6-1 Extrait méthanolique

Consiste a introduire 1g de matériel végétal dans 20 ml de méthanol puis on le laisse

maceérer pendant 24h (Figure 15).

Figure 15 : Extrait méthanolique d’E.camaldulensis
(Photo personnelle)
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11-6-2 Extrait aqueux

Consiste a introduire 1g de poudre végétale dans 20 ml d’eau bouillante qu’on laisse
infuser pendant 15 minutes. Ensuite, on filtre et on rince avec un peu d’eau chaude de maniere

a obtenir 20 ml de filtrat (Figure 16).

Figure 16 : Extrait aqueux d’E.camaldulensis

(Photo personnelle)
I11-7 Tests préliminaires du screening phytochimiques

Le screening phytochimique est un moyen pour mettre en évidence la présence des
groupes de familles chimiques présentes dans une drogue donnée. Les tests de caractérisation
sont basés en partie sur I’analyse qualitative, soit sur la formation de complexes insolubles en
utilisant les réactions de précipitation, soit sur la formation de complexes colorés, en utilisant

des réactions de coloration (Badiaga, 2011).
A/ Stérols

Ce sont des dérivés des phytostérols qui sont des composés naturellement présents
dans la fraction lipidique des plantes. Ils ne sont pas synthétisés par I'Homme et I'animal et ne
peuvent étre apportés que par l'alimentation. Plusieurs études ont démontré que les

phytostérols réduisent I’absorption du cholestérol dans I’intestin gréle (Goad, 1991).

Test utilisé pour détecter la présence des stérols
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Test de Salkowski

Quelques mg de I’extrait sont mis dans 2 ml de chloroforme ensuite on rajoute 2ml
d’H,SO,4 concentré dans le tube a essai. On le secoue et on le laisse quelques minutes.
L'apparition de la couleur rouge dans la couche chloroforme indique la présence des stérols
(William, 2003).

B/ Alcaloides

Les alcaloides sont définis aujourd’hui comme des composés azotés plus ou moins
basique (Bruneton, 1993). Selon leur structure chimique, ils ont été classés en plusieurs
catégories les indoles, les pyrrolidines, les pyridines et les quinoléines.

Test utilisé pour détecter la présence des alcaloides
Quelques mg de ’extrait est mis dans 5 ml de 1,5% d’HCI ensuite on filtre. Le filtrat
est utilisé pour la détection des alcaloides.

Réactif de Wagner

1,7 g d’iode et 2 g d’iodure de potassium KI sont dissout dans 5 ml d’eau et complété
avec 1’eau jusqu’a obtenir 100 ml de solution. Ce réactif est ajouté au filtrat du test, s’il y a

I’apparition d’un précipité brun cela indique la présence d’alcaloides (Bruneton, 2009).
C/ Saponosides

Le saponoside est un hétéroside généralement d’origine végétale formé d’une génine
de type triterpéne ou stéroide appelée sapogénine et possédant un ou des groupements
osidiques. Les saponosides sont un vaste groupe de glycosides largement distribués chez les
plantes supérieures, leurs propriétés tensioactives les distinguent des autres glycosides. Ils se

dissolvent dans 1’eau pour former des solutions moussantes colloidales par agitation.

Test utilisé pour détecter la présence des saponosides

Test de la mousse

Quelques mg de I’extrait sont mis dans le tube a essai ensuite on rajoute une quantité
de bicarbonate de sodium et de 1’eau, si la mousse prend ’aspect d’alvéoles de miel stable,

ceci indique la présence des saponosides (Robert, 2002).
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D/ Tanins

Les tanins sont des substances poly phénoliques de structure complexe, ils ont des
propriétés tannantes, astringentes, cytostatiques et bactéricides. lls interférent également avec
les protéines du protoplasme et sont donc utilisés dans les préparations a usage local (cas de
blessures, bralures) (Wallace, 2004).

Tests utilisés pour détecter la présence des tanins

Une peu de chaque extrait est mis dans de I’eau chauffée ensuite on filtre.
Test au chlorure de fer 5%

Une solution de chlorure de fer a 5% est diluée dans 1’éthanol a 90%. On place
quelques gouttes de cette solution au-dessus du filtrat, I’apparition de la couleur verte ou bleu

profond indique la présence des tanins.

Test a ’acétate de plomb (10%)

Une solution d’acide de plomb basique a 10% dans 1’eau distillée est ajoutée au filtrat,

si un précipité apparait cela indique la présence des tanins.
E/ Flavonoides

Ils sont trés répondus au royaume des plantes et sont des pigments poly phénoliques
qui contribuent entre autres a colorer les fleurs et les fruits. Ils ont un important champ
d'action et sont particulierement actifs dans le maintien d'une bonne circulation et le contr6le

de processus de croissance (Oullali et Chemek, 2018).

Test utilisé pour détecter la présence des flavonoides
Test de Shinoda

Une petite quantité de 1’extrait est dissoute dans 5ml d’éthanol a 95% (v/v) puis
traitée avec quelques gouttes d’acide chlorhydrique HCI concentré et 0,5g de copeaux de

magnésium. L'apparition d'une couleur rose ou magenta en 1 ou 2 minutes indigque la présence

des flavonoides (Harborne et al., 1999).
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F/ Composés réducteurs (les sucres)

Le terme sucres désigne tous les glucides ayant un pouvoir sucrant, essentiellement le
fructose, saccharose, glucose, maltose et lactose. Les glucides sont des constituant universels
des organismes vivants, parfois appelés hydrates de carbonate. Ce sont en approximation des

composés organiques carbonylés (aldéhydiques ou cétoniques) poly hydroxylés.

Test utilisé pour détecter la présence des sucres
Test de Fehling

Dans un tube a essai on met 1ml de la liqueur de Fehling puis on lui rajoute 1 ml de
I’extrait. L’ensemble est incubé pendant 8 min dans un bain marie bouillant, I’apparition d’ un

précipité rouge brique indique la présence des composeés réducteurs (Bruneton, 2009).
G/ Anthraquinones

L’anthraquinone appartient a la famille chimique des hydrocarbures aromatiques
polycycliques, c’est un dérivé de 1’anthracéne. Présent a 1’état naturel chez un certain nombre
d’animaux et de plantes, il est aussi une substance active de produit phytosanitaire (ou produit

phytopharmaceutique, ou pesticide).
Test utilisé pour détecter la présence des anthraquinones

Quelques mg de I’extrait sont diluées dans le mélange chloroforme/éther de pétrole
(1:1, v/v) ensuite on rajoute la soude (NaOH 10%). La présence d’une couleur rouge indique

la présence d’anthraquinones (Rizk, 1982).
H/ Terpénes

Les terpénoides sont une vaste famille de composés naturels pres de 15000 de
molécules différentes et de caractére généralement lipophiles. Leurs grande diversité est due
au nombre de base qui constituent la chaine principale de formule (CsHg) n, selon la variation
du nombre n, on a les composés monoterpenes, sesquiterpénes, diterpénes,
triterpénes....(Wichtll et Anton, 2009). Ces molécules se présentent sous forme d’huiles
essentielles ; parfums et goQt des plantes, pigments (caroténe), hormones (acide abscissique)
et stérols (cholestérol) (Hopkins, 2003).
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Test utilisé pour détecter la présence des terpenes

On ajoute a I’extrait 0,5 ml d’anhydride acétique puis 0,5 ml de chloroforme, aprés
dissolution, la solution est transformée dans un tube a essai auquel est ajouté 1ml d’acide
sulfurique concentré. La réaction est effectuée a froid, la formation d’un anneau rouge
brunatre ou violet avec coloration de la couche surnageante de vert ou de violet indique la

présence des terpénes (Crete ; 1965 ; Hegnnauer, 1964).
I- Protéines

Les protéines sont des macromolécules biologiques présentes dans toutes les cellules
vivantes. Elles sont formées d’une ou de plusieurs chaines polypeptidiques. Chacune de ces
chaines est constituée de 1’enchainement de résidus d’acides aminés liés entre eux par des

liaisons peptidiques.

Test utilisé pour détecter la présence des protéines

Test de Biuret

Quelques mg de I’extrait sont mis dans de 1’eau a laquelle on ajoute 1 ml de sulfate de
cuivre (CuSOy) a 4%. L’apparition de la couleur violet claire a rose indique la présence de

protéines (Test de Biuret: sites.ensfea.fr).
11-8 Etude de P’activité antibactérienne des huiles essentielles

11-8-1 Méthode de diffusion sur milieu gélosé (Aromatogramme)

L’aromatogramme est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des
HEs. Cet examen est I’équivalent d’un antibiogramme ou les antibiotiques sont remplacés par
des HEs. Elle a ’avantage d’étre d’une grande souplesse dans le choix des produits a tester et
de s’appliquer a un grand nombre des espéces bactériennes (Mehani, 2015). Cette méthode
nous a permis de déterminer [I’activité antibactérienne de [I’huile essentielle

d’E. camaldulensis en présences des bactéries testées.

Des disques absorbants stériles, imprégnés d’une quantité d’huiles sont placés sur une gélose
inoculée avec les souches bactériennes. La diffusion de I'huile dans la gélose permet de
suivre I'inhibition et la croissance des bactéries, ce qui va creer une zone claire appelée zone

d'inhibition autour du disque.
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11-8-2 Préparation des disques

Le papier Whatman n°1 est utilisé pour la préparation de nos disques de 6 mm de
diametre (Figure 17). Une fois prépares les disques sont placés dans un flacon en verre et auto
clavé a une temperature de 120°C pendant 20 min pour éviter tous types de contamination

(Le Minor et Veron, 1989).

Figure 17 : Préparations des disques

(Photos personnelles, 2022)

11-8-3 Préparation des boites de pétri

On a procéde a la liquéfaction de la gélose Mueller-Hilton & 1’aide d’un bain marie a
120°C pendant 15-20 min, nous avons coulé aseptiquement une couche de 4 mm d’épaisseur
dans les boites de pétri qui ont été séchées durant 30 min a température ambiante (Figure 18).
L’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de 1’inoculum

(Ericsson et Sherris, 1971).
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Figure 18 : La gélose de Mueller Hinton stérile est coulée dans des boites de pétri
(Photos personnelles, 2022)

11-8-4 Préparation des différentes concentrations de I’huile essentielle d’E.camaldulensis

Les concentrations de 1’HE utilisées sont :

Dilution Concentration Quantité

1ére dilution 5% 50 pl HE+ 950 ul DMSO
2éme dilution 10% 100 pL HE +900 ul DMSO
3éme dilution 50% 500 pl HE+500 ul DMSO
4éme dilution (HE pure) 100% 1000 pl HE+ 0 ul DMSO

Figure 19 : Préparation des dilutions (photos personnelles, 2022)
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11-8-5 Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture jeune (18 a 24 h) et pure sur milieu d’isolement nous avons
raclés a 1’aide d’une pipette pasteur stérile quelques colonies (cing colonies) bien isoler et
parfaitement identiques (Figure 20 a). Ensuite nous avons déchargé la pipette pasteur dans
5 ml d’eau physiologique 0.9% (Figure 20 b). Enfin, nous avons bien homogénéisé cette

derniére afin d’avoir une solution équivalente a 0.5 Mc Farland.

Figure 20 : Préparation de I’inoculum
(photos personnelles, 2022)

11-8-6 Ensemencement et dép6t des disques

Apreés solidification des milieux de culture et préparation des suspensions, on a réalisé
un ensemencement par stries serrés a I’aide d’un écouvillon ou d’une pipette pasteur trempée
dans la suspension. L’opération doit se faire 3 fois en tournant la boite de pétri d’un angle de
60° a chaque fois (Figure 21 a).

On a numérote la base de chaque boite de pétri avec des humérotations convenant au
nombre de dilution (Figure 21 b). Pour chaque souche testée on a déposé des disques de
papier Whatman de 6 mm de diametre sur la surface des boites de pétri a 1’aide d’une pince
stérilisée au bec bunsen (Figure 21 c), puis a 1’aide d’une micropipette on a prélevé 10 ul de

chaque dilution d’HE qu’on a mis sur les disques de papier Whatman.

Enfin, Les boites de pétri sont mises dans 1’étuve a température 37°C pendant 24
heures (Figure 21 d).
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(a) Préparation des matériels nécessaires (b) Faire I’ensemencement a I’aide d’une

pipette pasteur

(c) Numérotation des boites de pétri (d) Placement des disques dans les boites

(e) Placement des boites dans 1’étuve pendant 24h a 37 °C

Figure 21 : Ensemencement sur milieu solide
(photos personnelles, 2022)
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11-8-7 Expression des résultats

La lecture se fait par la mesure précise du diametre (D) de la zone d’inhibition a I’aide
d’une regle qui permet de classer I’activité antibactérienne des huiles essentielles dans 1’une

des catégories ci-dessous :

X/
L X4

Extrémement sensible (+++) : plus de 20 mm

s Treés sensibles (++) : de 15 mm a 19 mm

o
S

*

Sensibles (+) : 8 mm a 14 mm

X/
L X4

Nom sensibles (-) : moins de 8 mm. (Poncé et al., 2003).

Plus la zone d’inhibition mesurée est grande, plus le germe est sensible
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I11-1 Détermination du rendement et de la densité de ’HE

d’E.camaldulensis

111-1-1 Rendement

Le rendement en huile essentielle est exprimé en pourcentage de la matiere végétale

séche. Il est variable selon différents facteurs comme le séchage de la matiere végetale, le

broyage et la durée d’extraction. Le rendement de I’huile essentielle de notre espece est

indiqué dans le tableau 4.

Tableau 4 : Rendement de ’huile essentielle d’E.camaldulensis

Espéce me:\t/:glizevcejgél?ale Masse de I’huile | Rendements
1 [0)
séche (q) essentielle (g) (%)
E. camaldulensis 1035 15,2982 1,47

Le rendement enregistré pour ’huile essentielle de ’espéce E.camaldulensis dans différentes

régions d’Algérie est donné dans le tableau 5.

Tableau 5 : Rendement d’E.camaldulensis dans différentes
régions d’Algérie

Rendements Origines Références

(%)

1,47 Algérie (Constantine) | Notre travail

0,99 Algérie (Ouargla) Mehani, 2015
Algérie

0,68-0,21 (Mitidja, Alger) Bouferkas et al., 1996

0,42 Algérie (Tizi Ouzou) | Nait Achour, 2012
Algérie .

0,6 (Ain Timouchent) Salemkour et Rahaoui, 2019

0,7 Algerl_e Benayache et al., 2001

(constantine)

0,33 Algerie (Bainem, | £ 4it_cherif, 1991
Alger)

0.84 Algérie Ghalem et Benali, 2014

’ (sidi Bel Abas)

0,98 Algérie (Tébessa) Djebbari et Barki, 2021
Algérie .

1,92 (AinTimouchent) Belbachir,2019
Algérie N~

0,2-2.6 (Guelma) Hadjadji et Chemlel, 2018

Les rendements rapportés dans la littérature dans différentes régions d’Algérie de I’'HE

d’E.camaldulensis varient entre 0,2% et 2,6%,

les deux valeurs caractérisent 1’espéce de

Guelma (Tableau 5). Une étude de Bouferkas en 1996 a rapporté un taux de (0,68% - 0,21%)
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en HE extraite des plantes cultivées dans la plaine de Mitidja. Ce taux est trés en dessous du
rendement obtenu au cours de notre extraction (Constantine) ceci peut étre lié aux influences
pédologiques (texture, composition, porosité et pH du sol). Toutefois, notre rendement est
proche de celui enregistré par I’espéce d’Ain Timouchent qui est de 1,92% selon Belbachir,
2019.

La figure 22 montre la variation du rendement de 1’espece Eucalyptus camaldulensis

dans différentes région d’Algérie.

Rendement (%)

Ain Timouchent Guelma

Tebéssa

0,7 -1,47

Sidi Bel Abas .
Constantine

Tizi Ouzou

Alger

Ouargla

Figure 22 : Le rendement d’E.camaldulensis dans différentes régions d’Algérie

(Photo personnelle)

Par ailleurs, certains auteurs Oyedeji et al., en 1999 au Nigéria et Zrira et Benjilali en
1991 au Maroc ont obtenu un rendement de 0,26% et 3,8% respectivement. Le premier étend
faible par rapport au rendement donnée par notre espéce et le second supérieur. Singh et al.,
en1989, Parakash et al., en 1972, Nakashima en 1985 et Zrira et al, en 1992 ont obtenu un
rendement Iégérement supérieur au notre qui est respectivement de : 2,51, 2,83, 3,8 et 2,12%.
Ceci peut éventuellement, étre attribué a un déficit en amendements minéraux, ces derniers
contribuent a 1’augmentation de la masse végétale et a la quantit¢ d’HE extraite.
En revanche notre résultat reste relativement proche de celui trouvé par Jemaa et al en 2013
(1,42%) en Tunisie et celui de Hmiri et al en 2011(1,40%) au Maroc.

En résumé, plusieurs études ont confirmé que les fluctuations observées dans le
rendement en HE peuvent étre attribuées non seulement a I’origine de la plante mais
également a l'imbrication d'une multitude de facteurs (biotique et abiotique). Parmi ces

facteurs, nous pouvons citer la température, 1’humidité relative, la durée totale d’insolation,
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le régime des vents, 1’apport des engrais organiques et/ou minéraux) et aux méthodes
d'extraction. Ce dernier exerce une influence directe chez les espéces végétales. Le tableau 6
regroupe les rendements enregistrés chez ’espéce E.camaldulensis dans différentes régions
du monde.

Tableau 6 : Rendements de ’HE d’E.camaldulensis
dans différentes régions du monde
(Koreichi et Benlatreche, 2019)

Rendements Origines Références
(%)
o Jemaa et al .,2012
0,76-1,42 Tunisie
Jemaa et al .,2013
0,84 Maroc Addellah et al., 2002
2,12-3.8 Maroc Zrira et Benjilali, 1991
1,40 Maroc Hmiri et al., 2011
) Luciaetal .,2008
0,38 Argentine
Toloza et al .,2008
. Batista-Pereira et al .,2006
0,63 Brésil ) )
Batista-Pereira et al .,2008
3,00 Brésil Filomeno et al., 2008
0,3 RD Congo Cimanga et al.,2002
1,97 Inde Debbarma et al., 2013
2,51 Inde Singh et al., 1989
0,26 Nigéria Oyedeji et al.,1999
1,90 Pakistan Ghaffar et al.,2015
0,71 Espagne Verdeguer et al .,2009
3,48 Taiwan Su et al.,2006
0,57 Taiwan Cheng et al., 2009

I11-1-2 Propriétés organoleptiques

Les propriétés organoleptiques (aspect, couleur et odeur) constituent un moyen de
vérification et de contrdle de la qualit¢ de ’'HE. Les propriétés organoleptiques de notre

espece sont indiquées dans le tableau 7 et sur la figure 23.
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Tableau 7 : Propriétés organoleptiques de 1’huile essentielle d'E. camaldulensis

Aspect Couleur Odeur Références
Liquide, mobile, | Presque incolore | Fraiche, plus ou AFNOR, 2000
limpide. a jaune péle moins Eucalyptolée

selon I’origine.
Liquide, mobile Jaune Fraiche, puissante, Notre résultat, 2022
épicée et agréable.
Liquide, mobile. | Jaune foncé Fraiche Eucalyptolée Djebbari et al., 2021
Liquide, limpide. | Jaune claire. Fraiche et épicée. Bouderbala et al., 2020
Liquide, limpide. | Jaune claire. Fraiche Eucalyptolée. Grid et Methanni, 2016
Liquide, limpide. | Jaune claire. Fraiche Eucalyptolée Mehani, 2015
-

.

-

Figure 23 : I’huile essentielle d’E.camaldulensis
(Photo personnelle, 2022)

111-1-3 Densité

Chaque HE est caractérisée par différentes constantes physiques permettant de
I’identifier et de controler son origine géographique ainsi que son absence de falsification ou
sa pureté. Ces critéres sont déterminés selon la pharmacopée Européenne, les normes ISO et
AFNOR.

La densité est une caractéristique physique de I’huile essentielle selon la norme
(Norme NFT 75 -111. 2000). Elle sert a convertir les masses en volumes et inversement. La
densité qui caractérise 1’huile essentielle d’E.camaldulensis étudiée et I’'HE de la méme

espece en Algérie et dans différentes régions du monde est indiquée dans le tableau 8.

44



Chapitre 111 Résultats et discussion

Tableau 8 : Densité de I’huile essentielle d’E.camaldulensis

Densité a 20°C Régions Références
0,9060 - 0,9250 AFNOR
1,069 C("A”féiflté;‘e Notre travail, 2022
0,9035 Algérie Mehani, 2015
0,9642 Inde Singh et al., 1989
0,9245 Algérie Bouferkas et al., 1996

On remarque que la densité enregistrée par notre espece est un peu supérieure aux
normes, ceci est du a différents facteurs on citera: ’origine de la plante, la méthode
d’extraction, 1’état du matériel végétal et son stockage avant la distillation (Bruneton, 1999 ;
Benini, 2007).

11 — 2 Résultat du screening phytochimique

Le screening phytochimique des deux extraits méthanolique et aqueux a permis,
qualitativement, la mise en évidence des différentes classes des métabolites secondaires de

I’espece E.camaldulensis dont les résultats sont rassemblés dans les tableaux 9 et 10.

Tableau 9: Résultats du screening chimique de I’extrait méthanolique

Métabolites Observations Résultats
secondaires Avant | Aprés
Flavonoides

Test de Shinoda

Lh
| §. B
Anthraquinones N
| +
Terpénes ' U
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Tableau 9: Résultats du screening chimique de
I’extrait méthanolique (suite)

Protéines

Test de Biuret

Stérols

Test de Salkowski

Alcaloides

Tanins

Test au chlorure
de fer

Test a I’acétate
de plomb

Saponosides

Test de la mousse

Composés
réducteurs
(sucres)

Test de Fehling

++
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Tableau 10: Résultats du screening chimique de I’extrait aqueux

Meétabolites
secondaires

Observations

Avant | Aprés

Résultats

Flavonoides

Test de Shinoda

Anthraquinones

Terpenes

Protéines

Test de Biuret

Stérols

Test de Salkowski

Alcaloides

Saponosides

Test de la mousse
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Tableau 10: Résultats du screening chimique de ’extrait
aqueux (suite)

Tanins

Test au chlorure de
fer

Test a I’acétate de
plomb

Composés
réducteurs
Sucres

Test de Fehling

L’analyse des résultats du test phytochimique des extraits méthanolique et aqueux
d’E.camaldulensis indique la présence de tous les métabolites secondaires testés dans les deux

extraits sauf les protéines.

Les alcaloides, les tanins, les flavonoides les terpénes et les composés réducteurs sont
présents dans les deux extraits en quantités variables. Ce résultat est en accord avec le travail
de (Belbachir, 2019) pour I’espéce d’Ain Timouchent en Algérie qui a noté la présence de
ces métabolites. Par contre les saponosides présents dans notre espéce sont absents chez
I’espéce de (Belbachir, 2019).

La présence des saponosides et 1’absence des protéines dans notre espéce est en
accord avec les travaux de (Shubhreet et al., 2019) pour I’Eucalyptus de 1’inde qui ont trouvé
les mémes résultats. En plus cette espéce contient les flavonoides et les tanins qu’on a

identifiés dans notre plante.

Enfin, les stérols et les anthraguinones sont présents en quantités variables dans les

deux extraits d’E.camaldulensis.

Cette étude phytochimique réalisée sur I’espéce E.camaldulensis a montré des
résultats qui sont confirmés avec d’autres travaux, a savoir la présence de certaines familles
chimiques. Par contre, on constate qu’il y absence d’autres familles chimiques. Cette

variabilite dans les résultats peut étre expliqué par une différence au niveau de plusieurs
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parametres soient biologiques, géographiques ou physicochimiques tels que : I’influence du
stade végétatif, I’organe de la plante étudié la différence du site de récolte y compris
I’environnement de la plante, la lumiére, les précipitations, les conditions édaphiques, la
période de récolte, le patrimoine génétique et la procédure d'extraction utilisée (Benini,
2007 ; Bruneton, 1999).

11l —3 Résultat de ’activité antibactérienne

Une huile possedant une activité antibactérienne, prévient ou combat les bactéries, et
I'infection bactérienne. Une bactérie est un micro-organisme unicellulaire procaryote.
Certaines sont bénéfiques, voire indispensable a la vie, quand d’autres sont dangereuses, voire
mortelles, en causant des maladies. Les bactéries sont les organismes les plus abondants de
notre planete en nombre. 1l existe principalement deux grands types de bactéries : les bactéries
a Gram positif (paroi épaisse de peptidoglycane mais sans membrane externe) et celles a

Gram négatif (a paroi cellulaire mince mais avec membrane externe).

L’HE d'Eucalyptus a été évalué par rapport a plusieurs souches bactériennes a Gram
positif et a Gram négatif par la méthode de diffusion sur disque. Cette méthode est la méthode
de référence pour I’évaluation de D’activité antibactérienne des huiles essentielles selon
plusieurs auteurs (Benjilali et al., 1986 ; Billerbeck et al., 2002 ; Mehani et Ladjel, 2014 ;
Pibiri et al., 2005 ; Satrani et al., 2007), car elle permet a I'HE d'entrer en contact direct
avec les bactéries testées. Le DMSO (diméthyl sulfoxide) solvant utilisé pour préparer les

différentes dilutions de I’HE est sans effet sur la croissance des bactéries.

Les valeurs des zones d’inhibition sont exprimées en moyenne de trois essais + écart
type et les diamétres obtenus lors de cette étude vont de 8mm a >30mm (Tableau 11). Pour
estimer I’activité antimicrobienne de notre plante, on a suivi 1’échelle de Poncé et al., 2003
qui ont classé les diameétres des zones d'inhibition (D) de la croissance bactérienne en 4

classes :

Extrémement sensible (+++) : plus de 20 mm
Tres sensibles (++) : de 15 mm a 19 mm
Sensibles (+) : 8 mm a 14 mm

Nom sensibles(-) : moins de 8 mm.
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Les résultats de l'activité antibactérienne de I'HE d'Eucalyptus camaldulensis de la
région de Constantine sont présentés dans le tableau 11.

Tableau 11 : Diamétres des zones d’inhibitions des HEs d’Eucalyptus camaldulensis

Dilution N1 | Dilution (N2) |Dilution (N3)| Dilution (N4) | DMSO
Souches 5ul 10 pl 50 pl 100 pl
Bactériennes Diamétres (mm)
Sensibilité
E.coli 7 mm 11 mm 12 mm 17,5 mm
0 mm
G- ) (+) (+) (++)
S. aureus 8 mm 13(2)"“ 2?+T)m (ifi))mm
G+ ) 0 mm
K. pneumoniae 6 mm 11 mm 13,5 mm 15 mm 0mm
G- Q) (+) (+) (++)
P aerudinosa 8,5 mm 10 mm 14,5 mm 20 mm
b (+) (+) (+) (++) | Omm

G+: Gram+, G- : Gram —, (++) : Tres sensibles, (+): Sensibles, (-) : Non sensibles

La dilution 5%: I’HE d’E.camaldulensis n’a enregistré aucun effet antibactérien sur les
bactéries E.coli et K. pneumoniae. Par contre, les bactéries S. aureus et P.aeruginosa ont
donné un effet antibactérien faible avec des diamétres d’inhibition de 8§ mm et 8,5 mm
respectivement.

La dilution 10% : I’'HE d’Eucalyptus camaldulensis a montré un effet inhibiteur moyen sur
toutes les souches bactériennes testées.

La dilution 50% : L’huile a enregistré un trés bon effet antibactérien sur les souches
bactériennes & Gram positif, avec des zones d’inhibitions de 20 mm pour S. aureus. Pour les
souches bactériennes a Gram négatif notamment, E. coli, P. aeruginosa et K. pneumoniae
un bon effet antibactérien a été noté avec des diameétres d’inhibitions variant
entre 12 et 14,5 mm.

Dilution 100% : L’huile a montré une excellente activité sur les quatre souches bactériennes
testées en effet, la bactérie a Gram positif S. aureus était extrémement sensible a 1’huile pure

donnant la plus grande valeur du diamétre de la zone d’inhibition > 30mm (Figures 24, 25).
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Ces résultats nous permettent de conclure que I’accroissement du volume de 1’huile
essentielle induit 1’amélioration de son pouvoir inhibiteur. Ceci peut étre expliqué par
I’augmentation du pourcentage des molécules bioactives responsables de son effet

antibactérien (Kheyar et al., 2014).

S. aureus

K. pneumoniae

P. aeruginosa

Figure 24: Activité antibactérienne de différentes concentrations de I’huile essentielle
d’Eucalyptus camaldulensis sur les quatre souches bactériennes testées.
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Diamétre en mm

N2

Dilution

m E.coli
u S.aureus
K.pneumonie

m P.gerogenosa

Figure 25 : Activité antibactérienne de I'HE d'Eucalyptus camaldulensis
de la région de Constantine (Photo personnelle)

Les huiles essentielles d’Eucalyptus camaldulensis en Algérie et dans le monde ont été

testées contre plusieurs souches bactériennes, et ont présenté une activité antibactérienne

variable selon différentes études, cette activité est décrite dans le tableau 12.

Tableau 12 : Action d’Eucalyptus camaldulensis sur différentes bactéries
en Algérie et dans le monde

Bactéries Composition chimique Origines Références
Staphylococcus aureus (+)
Escherichia coli (-) Algérie

Klebsiella pneumoniae (-)

Constantine

Notre travail,

Pseudomonas aeruginose 2022
()
Enterococcus feacalis (+) Benzene,1-methyl-4-
Escherichia coli (-) (1-methylethyl) (19,96%) Algérie Mehani, 2015
Pseudomonas aeruginosa | Spathulenol (17,05%) Ouargla
O] Sabinene, Bicyclo [3,1,0]
Klebsiella pneumoniae (-) hexane (4.36%)
Enterobacter cloaceai (-) 2-cyclohexen-1-one,4-
Proteus microsilis (-) (1methylethyl) (4.13%)
Enterococcus faecalis (+)
Staphylococcus aureus (+) Algérie Djebbari et
Escherichiacoli(-) | . (Tébessa) Barki, 2021
Klebsiella pneumoniae (-)
Staphylococcus aureus (+)
Escherichiacoli(-) | = o Algérie Ghalem et
(Sidi Bel Benali, 2014
Abbas)
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Tableau 12 : Activité antibactérienne d’Eucalyptus camaldulensis
en Algérie et dans le monde (suite)

Staphylococcus aureus
(2 Algérie Salemkour et
Escherichia coli (-) (Ain Rahaoui, 2019
Pseudomonas Timouchent)
aeruginosa (-)
Pseudomonas
aeruginose (1) | eemeemeeeen Mehani et
Eschceorliichia coli (-) Nord Ouest de Segni, 2014
Proteus (-) I’ Algérie
Antirobactere (-)
Enterococcus hiare (+) | spathulenol (32,88%)
Baccilus licheniformis 1.8-cineole (16,31 %)
+) 4-terpineol (4,22 %) Tunisie Limam et al.,
Staphyllococcus aureus allo-spathulenol (2,23%) 2020
(+)
Pseudomonas
aeruginosa (-)
Serratia marcescens (-)
Escherchia coli (-)
Escherichia coli (-)
Enterococcus faecalis |  ceceeeeeeeo Amadi et al.,
(+) Mali 2020
Klebsiella pneumoniae
()
Proteus mirabilis (-)
Staphylococcus aureus | 1,8-cinéole (55.2%)
+) Béta-selinene(6.88%)
Escherichia coli (-) Allo-aromadendréne Iran Asiaei et al.,
Acinetobacter (4.62%) 2018
baumannii (-) 3-carene-Sigma (4.04%)
Proteus vulgaris (-) Gama-terpinéne (3.94%)
Shigella sonnei (-)
Pseudomonas
aeruginosa (-)
Klebsiella pneumoniae
)
Salmonella typhi (-)
Staphylococcus aureus | 1,8-cineole (23%)
(+) g-terpinene (18%) Thailande Sapit et al.,
Streptococcus pyogenes p-cymene (14%) 2022
(+) a-terpinyl acetate (9%)
Bacillus cereus (+)
Listeria monocytogenes
(+)
Escherichia coli (-)
Salmonella typhi (-)
Pseudomonas
aeruginosa (-)
Enterobacter aerogenes

()
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Des résultats similaires a notre étude ont été rapportés par Djebbari et Barki, 2021,
qui ont montré que I’espeéce de Tébessa a un pourvoir inhibiteur a I'égard des micros -
organismes ¢étudiés dont la plus grande sensibilité est pour 1’espéce S.aureus et une sensibilité
moyenne et égale pour les autres espéces étudiés. Par contre Mehani, 2015 a trouvé que I'HE
d’E camaldulensis de la région de Ouargla a été active sur E.coli, P.microsilis, E. feacalis et
E.cloaceai avec respectivement une surface d’inhibition de 14,5 ; 13; 14 et 155 mm, et
moins active vis-a-vis de K.pneumoni et P.aeruginosa (8 et 5,5 mm) (Tableau 12).

Enfin, Mehani et Segni, 2014 ont montré que ’espéce du Nord Ouest d’Algérie n’a pas
d’effet sur la souche P.aeroginosa et un effet égale pour le reste des bactéries.

L’extrait éthanolique a différentes concentrations de 1’huile de I’espeéce de Ain
Timouchent testé sur P.aeruginosa, E. coli et S. aureus a provogué une inhibition
significative pour P.aeruginosa et S. aureus avec une surface d’inhibition respective de 31mm
et 24mm. Par contre aucun effet n’a été décelé contre E.coli qui a donné un diametre de 7mm
(Salemkour et Rahaoui, 2019) (Tableau 12).

L’HE de I’espece de Sidi Bel Abbas, possede un effet antibactérien important contre
les deux souches bactériennes Escherichia coli et Staphylococcus aureus. La zone de
I'inhibition des deux souches bactériennes testées variait entre 10 mm et 31 mm (Ghalem et
Benali, 2014) (Tableau 12).

Selon Asiaei et al, 2018 I’huile d’E. camaldulensis d’Iran dont le produit majoritaire
est le 1,8 cinéole (52,2%) exerce un effet bactéricide principalement sur les souches a gram
positive. Par contre I’espéce de Thailande qui contient 23% de 1,8- cinéole agit beaucoup
plus sur les souches a gram négative (Sapit et al., 2022). Enfin I’espéce du Mali et de la
Tunisie ont un effet égal sur les deux types de bactéries (Amadi et al, 2020 ; Limam et al.,
2020) (Tableau 12).

Par ailleurs, on a relevé que I’espéce Eucalyptus camaldulensis d’Algérie montre un
degré variable de sensibilité antibactérienne contre les quatre souches bactériennes qui ont été
testées (Tableau 13).
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Tableau 13: Comparaison de la sensibilité des quatre souches
bactériennes testées dans différentes régions d’ Algérie

Souches bactériennes

Régions P. aeruginosa | K. pneumoniae S. aureus E. coli

G- G- G+ G-
Tébessa NT + ot +
Constantine } + ot o+
Ouargla } + NT +
Nord Ouest ) NT NT +
Sidi Bel Abbas NT NT ot F++
Ain Timouchent ot NT " -

G+: Gram+, G- : Gram —, (++) : Tres sensibles, (+): Sensibles, (-) : Non sensibles NT : non testée

E. coli : La bactérie E. coli (Gram-) est Extrémement sensible a I’huile d’E. camaldulensis
de la région de Constantine et de Sidi Bel Abbas donnant le plus grand diamétre (30mm) pour
une concentration de (100%), par contre elle est résistante a huile de la région de Ouargla,
Tébessa et le Nord Ouest d’Algérie.

S. aureus : La bactérie staphylococcus aureus (Gram+) est trés sensible a I’huile, dans la

région de Sidi Bel Abbas, Constantine et Tébessa et d’Ain Timouchent.

K. pneumoniae : La bactérie Klebsiella pneumoniae (Gram-) est trés sensible a I’huile de

I’espece de Constantine, contrairement a 1’espece des autres régions qui sont moins sensibles.

P. aeruginosa : L’huile d’E.camaldulensis est inactive envers cette bactérie a Gram négatif

dans les différentes régions testées en Algérie.

Les HEs ont montré différents degrés d’efficacité contre les espéces évaluées. Parmi
les souches bactériennes, le Gram positif pathogéne Staphylococcus aureus était le plus
sensible aux HEs provenant de plusieurs espéces d'Eucalyptus. Selon les données
bibliographiques, Pseudomonas aeruginosa correspondait aux especes bactériennes les plus

résistantes (Barbosa et al., 2016).
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Plusieurs études testant ’activité inhibitrice des HEs confirment que les bactéries
Gram (+) sont plus sensibles aux HEs que les bactéries Gram (-) .Cette résistance est liée a la
complexité de leur enveloppe cellulaire qui contient une double membrane (Burt, 2004 ;
Busatta et al., 2008 ; Poole, 2001) qui présente une perméabilité sélective, Par ailleurs,
Moreira et al., 2005 ont montré que les bactéries Gram (-) peuvent étre sensibles a 1’action
des HEs, en effet cette sensibilité dépend aussi des propriétés de I’HE dont I’action inhibitrice

et bactéricide est due a leur richesse en molécules actives (Satrani et al., 2001).

La différence de composition chimique des huiles essentielles attribuée aux eéléments
précédemment mentionnés (géo climatiques, génetiques et épi génétiques), pourrait étre la
raison de cette différence dans diverses études, puisque les activités biologiques et
thérapeutiques des huiles d'Eucalyptus dépendent de leur teneur en composition chimique.
On peut dire alors que 1’effet antibactérien d’une HE dépend de sa composition chimique et

du type de bactéries testées (Chahomchuen et al., 2020 ; Sabo et Knezevic , 2019 )

En résumé, Dactivit¢ biologique d’'une HE est a mettre en relation avec sa
composition chimique, les groupes fonctionnels des composés majoritaires ont un effet
synergique entre leurs constituants (Kalema et Kunicha, 2003 ; Oussou et al., 2008 ;
Oussou et al., 2010 ; Saint T'aimer et al., 2003).
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Conclusion générale

Le travail que nous avons entrepris porte sur I’é¢tude phytochimique et
I’activité antibactérienne de 1’espéce Eucalyptus camaldulensis d’Algérie.
Une comparaison entre notre espeéce et celle des autres régions d’Algérie et de
difféerentes régions du monde en termes de rendement, densité, propriétés

organoleptiques et de composition chimique a éeté realisée.

L’Eucalyptus camaldulensis de Constantine posséde un rendement de 1,47%
comparable a celui trouvé chez la méme espéce des autres régions d’Algérie qui varie
entre 0,2% et 1,92%. Ces rendements sont différents de ceux enregistrés chez la

méme espece dans différentes régions du monde allant de 0,3 % a 3,8 %.

Les propriétés organoleptiques et la densité sont en général conformes aux

exigences de la norme AFNOR.

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle d’E.camaldulensis a été testée
par la méthode de diffusion vis-a-vis de quatre souches bactériennes (Escherichia
coli, Pseudomanas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Klebsiella pneumoniae).
L’huile a montré un effet inhibiteur variable sur toutes les bactéries aux différentes
concentrations, la bactérie S. aureus était extrémement sensible a I’huile pure donnant

la plus grande valeur du diamétre de la zone d’inhibition (> 30 mm).

Le screening chimique réalisé sur cette plante a montré la richesse de cette
espece en métabolites secondaires notamment les flavonoides, tanins, alcaloides et

terpenes avec des concentrations appréciables

Les résultats obtenus sont prometteurs dans 1’élargissement de [’arsenal
thérapeutique des plantes dotées de propriétés antibactériennes, ils  montrent
I’importance de 1’espéce Eucalyptus camaldulensis dans les domaines de

I’agriculture, de I’industrie alimentaire, chimique et pharmaceutique.

Il serait donc intéressant de faire des études plus approfondies de 1’espece
Eucalyptus camaldulensis d’ Algérie, et de détailler expérimentalement ses différentes

propriétés chimiques et biologiques.
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Résumeé

Notre travail repose sur I’étude phytochimique et I’activité antibactérienne
d’Eucalyptus camaldulensis de la région de Constantine. Nos investigations
phytochimiques ont portés sur les deux extraits méthanolique et aqueux de cette
plante. Le screening phytochimique a mis en évidence la présence de quelques classes
de métabolites secondaires telles que les flavonoides, les tanins, les alcaloides et les
terpénes.

Le rendement enregistré par cette espece est de 1,47%. Les propriétés
organoleptiques et la densité sont en générale en accord avec les normes AFNOR, ce

qui rend I’huile de cette espéce de bonne qualité.

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle d’E.camaldulensis a été testée
par la méthode de diffusion vis-a-vis de quatre souches bactériennes (E.coli,
P.aeruginosa, S.aureus et K. pneumoniae). L’huile a montré un effet inhibiteur
variable sur toutes les bactéries aux différentes concentrations, la bactérie S. aureus
était extrémement sensible a 1’huile pure donnant la plus grande valeur du diamétre de

la zone d’inhibition (> 30 mm).

Enfin, I’huile essentielle d’E.camaldulensis est typique pour produire les
huiles essentielles médicinales, ce qui confirme son importance en agriculture, en

industrie alimentaire et en pharmacie.

Mots clés : Eucalyptus camaldulensis, Screening phytochimique, Activité

antibactérienne



Abstract

Our work is based on the phytochemical study and antibacterial activity of
Eucalyptus camaldulensis from the Constantine region. Our phytochemical research

focused on the two methanolique and aqueous extracts of this plant.

The phytochemical screening highlighted the presence of some classes of
secondary metabolites such as flavonoids, tannins, alkaloids and terpenes. The yield

recorded by this species is 1.47%.

The organoleptic properties and density are generally in accordance with

AFNOR standards, which makes the oil of the species of good quality.

The antibacterial activity of the essential oil of E.camaldulensis was tested by
the diffusion method against four bacterial strains (E.coli, P.aeruginosa, S.aureus and
K. pneumoniae). The oil showed a variable inhibitory effect on all bacteria at different
concentrations, the S. aureus bacterium was extremely sensitive to pure oil giving the

largest value of the diameter of the diameter of the zone of inhibition (> 30mm).

Finally, the essential oil of E.camaldulensis is typical for producing medicinal
essential oils, which confirms its importance in agriculture, food industry and

pharmacy.

Key words: Eucalyptus camaldulensis, Phytochemical screening, Antibacterial

activity.
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Résumeé

Notre travail repose sur 1’étude phytochimique et 1’activité antibactérienne d’Eucalyptus camaldulensis de la
région de Constantine. Nos investigations phytochimiques ont portés sur les deux extraits méthanolique et
aqueux de cette plante.

Le screening phytochimique a mis en évidence la présence de quelques classes de meétabolites secondaires
telles que les flavonoides, les tanins, les alcaloides et les terpénes.

Le rendement enregistré par cette espéce est de 1,47%. Les propriétés organoleptiques et la densité sont en
générale en accord avec les normes AFNOR, ce qui rend I’huile de cette espece de bonne qualité.

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle d’E.camaldulensis a été testée par la méthode de diffusion
vis-a-vis de quatre souches bactériennes (E.coli, P.aeruginosa, S.aureus et K. pneumoniae). L’huile a
montré un effet inhibiteur variable sur toutes les bactéries aux différentes concentrations, la bactérie
S. aureus était extrémement sensible a 1’huile pure donnant la plus grande valeur du diameétre de la zone
d’inhibition (> 30 mm).

Enfin, I’huile essentielle d’E.camaldulensis est typique pour produire les huiles essentielles médicinales, ce

qui confirme son importance en agriculture, en industrie alimentaire et en pharmacie.
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