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ABSTRACT

This study focuses on the essential oiEotalyptus camendulenstentrol by
physico-chemical characteristics allowing to highti the quality of this oil, is
characterized by an acid index and physical andnada properties similar to those

obtained by the literature concerning the esseatiglin general.

Our study aimed to better know the Eucalgptamendulensis through the study
of its aromatic fraction (HE-HA). We showed thae tssential oil of this species is
yellow, with a pleasant smell and a characterisgte. The yield of essential oll

obtained by hydrodistillation of the plant Eucalypitamendulensis is 0.99%.

Due to its chromatographic profile by (6®1S) allowed to classify this oil in
(Chemotype Benzene, 1-methyl-4- (1-methylethyl) Tdteer, known for its richness
in monoterpeneiques
compounds (42.57%) and sesquiterpenic alcollique, highly appreciated in

perfumery.

The other objective was to study the contjmmsand properties of a secondary
product of hydrodistillation, the hydrolat. Its f@ifent biological activity. In addition
to its antimicrobial and antifungal potential chedkon standard germs gelose
medium, and in the vapor phase, the oily fractias &n undeniable anti-antimicrobial

action.

For better industrial operation, it is iéfere necessary to extract the essential
oil from the leaves of Eucalyptus camaldulensisradt week of drying after harvest,
since the essential oil content is at its maximBeyond this period, they lose their

essential oils quantitatively.

Key-Words: Eucalyptus camaldulensiEssential Oils, Hydrolat, microbial activity,
chromatographic.



RESUME

La présente étude s'intéresse au contdiheile essentielle ducalyptus
camendulensipar les caractéristiques physico-chimiques qui pérde mettre en
evidence la qualité de cette huile, se distingueupaindice d’acide et des propriétés
physiques et chimiques comparables a ceux obtesukapittérature concernant les
huiles essentielles d’'une fagcon générale.

Notre étude avait pour but de mieux citn@d Eucalyptus camendulensis
travers I'étude de sa fraction aromatique (EO-HYQus avons pu montrer que I'huile
essentielle de cette essence est de couleur jauee,une odeur agréable et un gout
caractéristique. Le rendement en huile essentditenu par I'hydrodistillation de la

planteEucalyptus camendulensst de 0,99%.

De part son profil chromatographique par (GC/M§)eamis de classer cette
huile en (Chémotype Benzene,1-methyl-4-(1-methylgtiCelle-ci, reconnue pour sa
richesse en composés monoterpeneiques (42.57%gestuiterpeniques alcollique,

sont tres appréciées en parfumerie.

L’autre objectif était I'étude de la compositiendes propriétés d’'un produit
secondaire de I'hydrodistillation, I'nydrolat. Sactivité biologique différente. Outre
ses potentialités antimicrobiennes et antifongiquesifiées sur des germes
standardisés en milieu gélosé et en phase vapedradtion huileuse possede une

action anti-antimicrobienne indéniable.

Pour une meilleure exploitation industrielle, ilnetent donc d'extraire I'huile
essentielle des feuillesHlicalyptus camaldulensiaprés une semaine de séchage
apres leur récolte, puisque la teneur en huilesnéiefles serait a son maximum. Au

dela de cette période, elles perdent quantitatinehears huiles essentielles.

Mots clés: Eucalyptus camaldulensisHuiles essentielles, Hydrolats, activité

microbienne, chromatographique.
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Introduction

Il'y a environ 500 000 plantes surrdger 10 000 d’entre elles environ,
possédent des propriétés médicinales. sont dexpluantes présentées dans l'ordre
alphabétique de leur nom latin, sont étudiées tlampsrtie consacré aux principales
plantes médicinales. La plupart de ces planteskdentconnues et traditionnellement
utilisées dans le monde entier, comme la Camoriikenande Chamomilla recutita)
ou Gingembre4ingiber officinale)Les autres tel que le Neezadirachta hindicg)
originaire d’Asie, sont surtout utilisées dans lekgion d'origine. La majorité de ces
plantes ont fait I'objet de recherche et agisséitazement sur la santé (ISEREN
al., 2001).

Il est reconnu dans le monde sciepntdi que les produits d’origines
naturelles sont une source importante d’agentsapleétiques des maladies
microbiennes qui font un grand nombre de victimedegmes de taux de mortalité
(HART et al, 1997), tel que les composés antimicrobiens fr ke plantes peuvent
inhiber la croissance bactérienne par des mécanidifiérents.

Les plantes médicinales constituent vouge numeériquement vaste de
plantes économique importantes. Elles offrent umdution d'alternatif aux
médicaments et contiennent des composants actiitagts de métabolite secondaire
produits a partir de métabolisme des nutrimentsqunt utilisés par 'homme dans son
arsenal thérapeutique. Ces composants actifs Segdient par plusieurs catégories
tels que les alcaloides, les flavonoides, les sares huiles essentielles et d'autres
composées (STARY, 1992; CHERI&t al, 1995 ; PERROTI, 1999).

L'usage thérapeutique des plantédicmales remonte, en Afrique, aux
temps les plus reculés. Les écrits égyptiens aoefit que I'herboristerie était, depuis
des millénaires, tenue en grande estime. Le paBiass, un des plus anciens textes
meédicaux conserves, recense plus de 870 presagpab préparations, 700 plantes
meédicinales, dont la gentiane jaune, l'aloés epdsot. Il traite des affections

bronchiques aux morsures de crocodile. Les tecksiaguédicales mentionnées dans



les différents manuscrits égyptiens constituent dases de la pratique médicale
classique en Gréce, a Rome et dans le monde &ah# (ISERINet al, 2001).

Selon KAABECHE (2007), les potenti@ditque recéle la Flore d'Algérie
(4125 plantes vasculaires réparties en 123 Fanbli¢sniques), dans le domaine de
valorisation et de domestication des plantes meéales sont remarquables. La
méthodologie utilisée prend en compte une doublerompe : d'une part, une
approche botanique systématique (les plantes sodtakcaloides qui se développent
dans cette partie du territoire Algérien sont idegs puis classées selon les regles de
la taxonomie végétale), dans une seconde étapegldates sont classées selon la
nature chimique de leurs principales substancesyithétisées, enfin, une approche
ethnobotanique (reconnaissance des plantes ddjaéesi dans la pharmacopée

populaire.

Depuis I'Antiquité, les extraits arontptes des plantes ont été utilisés
dans différentes formulations, comme pour les médicaseat la parfumerie
(HEATH, 1981). Les huiles essentielles ont été whrées comme les agents
antimicrobiens les plus efficaces présents dans pgesites. Les qualités
antimicrobiennes des plantes aromatiques et nnétkks sont connues depuis
'antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre |€lut du 20ieme siécle pour que les
scientifiqgues commencent a s’y intéresser.

Mais la tendance actuelle desnsommateurs a rechercher une
alimentation plus naturelle, a entrainé un megdlintérét des scientifiques pour
ces substances (ESSAWt al, 2000). Depuis deux décennies, des études ont été
menées sur le développement de nouvelles applsatiet I'exploitation des
propriétés naturelles des huiles essentielles adsmaine alimentaire. Les effets
antimicrobiens de différentes especes d’herbes 'dticds sont connus depuis
longtemps et mis a profit pour augmenter la dude vie des aliments. Ainsi,
les huiles essentielles, actuellement employés eomandmes alimentaires sont
également connus pour posséder des activités antiniennes et pourraient donc
servir d’agents de conservation alimentaires, eed@utant plus qu’ils sont pour

la plupart classés “généralement reconnus comims’q&enerally Recognized As



Safe GRAS), ou approuves comradditifs alimentaires par la Food and Drug
Administration (EL KALAMOUNI et al., 2010).

Les huiles essentielles ont un spectre d'acties lkarge puisqu’elles inhibent
aussi bien la croissance des bactéries aqedle des moisissures et des
levures. Leur activité antimicrobienne estnpipalement fonction de leur
composition chimique, et en particulier de la natate leurs composés volatils
majeurs (SIPAILIENEet al, 2006).

L’activité antimicrobienne des huiles essdigge ont fait I'objet d’un
grand nombre de publications a I'échelle inteomale. Cependant, la majorité
des travaux cités dans ces publications ¢&rté au niveau de la mise en
evidence de lactivité antimicrobienne de ceslesuessentielles. Les études sur
les mécanismes d'action de cette activité somt nembre peu important.
Jusqu’a présent, il n'existe pas d'étude pouvarnisndonner une idée claire et
précise sur le mode d’action des huiles essergiel¢ant donné la complexité de
leur composition chimique, tout laisse a penser geemode d’action est assez
complexe et difficile a cerner du point de vue noalaire (EL KALAMOUNI et
al., 2010).

Ce travail fait apparaitre des molécules « arajoatibioactive» issues d'une
plante a parfum, Eucalyptus camendulensi€ette plante est référencée par la
médecine traditionnelle (AMEESt al, 1968; BARRERQet al, 2005 ; ZRIRAet al,
2005). Ce dernier fait partie d’un long et impottare de recherche dont le but est de
valoriser davantage nos ressources locales, notamihdilisation des plantes
aromatiques et médicinales dans plusieurs domapzes)i les quels la technologie
agro-alimentaire, I'amélioration des différentesalifgés des aliments ainsi que leur
conservation. Dans cet axe, nous continouns leaitrasur I'une des plantes
aromatiques utilisée, qui estElicalyptus camendulensidont nous continuons
toujours a mettre en évidence leurs valeurs ; rdaiss notre étude, nous nous
sommes intéresées a poursuivre le travail sur pittdge qui a révélé des atouts et des

caractéristiques assez intéressantes.



Avec lintérét croissant du grand publia d retour a la nature », du bio «
manger sain, vivre sain » ceci nous a amené a pensher de viser les objectifs

suivants :

» Extraction, caractérisation chimique et physiqud’ludgle essentielle (HE) et
de [I'hydrolat (HA) dEucalyptus camendulensisssu de [I'agriculture

biologique ;

» Détermination de la composition chimique par laoomatographie en phase
gazeuse couplé a la spectrométrie de masse ddellessentielle (HE)
d’Eucalyptus camendulensis

» Deétermination de chimiotype de lhuile essentie(lHE) d’Eucalyptus

camendulensijs

» Deétermination de I'effet de séchage sur la teneuea&u et sur la teneur en

huiles essentielles ;

> Evaluation de I'efficacité antimicrobienne et aotifique de I'huile essentielle
et de I'hydrolatin vitro vis-a-vis des souches microbiennes et des souches

fongiques de référence.



Etude bibliographique



Chapitre I: Etude bibliographique

1. Les plantes et la Médecine

1.1. Historique

Des plantes médicinales ont été emplopéeslant des siecles comme remedes
pour les maladies humaines parce qu'elles contitnthes composants de valeur
thérapeutique. Récemment, l'acceptation de la né@é@ditionnelle comme forme
alternative de santé et le développement de lastadgie microbienne aux
antibiotiques disponibles a mené des auteurs deétliactivité antimicrobienne des
plantes médicinales (NOSTRE& al, 2000) et en raison d'une conscience croissante
des effets secondaires négatifs infligés par leguks modernes, beaucoup cherchent
les remedes normaux sans effets secondaires etshiecodt €levé de médecine
conventionnelle (SCHNAUBELT, 1998).

Depuis toujours les plantes ont constituésource majeure de médicaments
grace a la richesse de ce qu'on appelle le mésabelisecondaire. Cependant,
'homme n'a découvert les vertus bénéfiques destgdaque par une approche
progressive, facilitée par lI'organisation des rafgpsociaux, en particulier a partir du
néolithique (8000 ans av. J.C.). L'observation #idexpérience et la transmission des
informations glanées au cours du temps font queéaiosr hommes deviennent
capables de poser un diagnostic, de retrouverdatglqui soigne et finalement de
guérir le malade (FOUCHEt al, 2000).

Dans les civilisations chinoise, indierfme&decine ayurvédique) ou azteque, on
trouve la trace d'utilisations meédicinales tresiemues.Le premier livre de matiere
médicale, le Shen Nung Ben Cao jing ("Traité desmtgs médicinales de lI'empereur
Shen Nung"), fut rédigé vers 2900 avant J.-C. 4808 avant J.-C., les populations
babyloniennes et sumériennes utilisaient les ptaptaur se soigner: 600 tablettes
d'argiles mentionnent 1000 plantes pour leurs sestuatives et plus de 800 remedes
sont décrits par les Egyptiens (FOUCHIEaL, 2000). Le soin de la peau a commencé
3.000 ans avant naissance du Christ, quand lestiEggpont enregistré en forme
hiéroglyphique le soin de la peau sur des peintdesnur de temple (DWECK,
2002).



Les grands médecins grecs, dont le pélsbre est Hippocrate (5esiecle av.
J.C.), utilisaient couramment les narcotiques)dgatifs ou des émétiques (vomitifs).
Théophraste (370-285 av. J.-C.) classe les pladws son ouvrage Historia
plantarum (FOUCHEet al, 2000).

A l'apogée de I'empire arabe (donfrestiéres allaient de I'Inde a I'Espagne),
tous les documents écrits furent réunis a Bagdad aplus grande bibliothéque de
I'époque (entre le 7eet 9esieécle). Les Arabes maivaessi leurs spécialistes en
médecine et en pharmacie : Abu Bakr al-Razi ou Bh§265-925), fut I'un des grand
médecins de son temps et aussi le précurseurgig/¢hothérapie. Il fut suivi par lbn
Sina ou Avicenne (980-1037) qui écrivit le "Cananld médecine". Ce livre servira
de base a l'enseignement de la médecine dans iesrsiiés de Louvain et de
Montpellier jusqu'aux environs de 1650. Ibn al Bayt1197-1248) rédigea le tres
complet Somme des Simples : ce livre contenait liste de 1400 préparations et
plantes médicinales dont un millier étaient conndes auteurs grecs (FOUCHIE
al., 2000).

2. Plantes médicinales

D’apres la gme édition de la Pharmacopée francaise, les plantes
médicinales "sont des drogues végétales au sera Blarmacopée européenne
dont au moins une partie possede des propriétéxaméehteuses”. Ces plantes
médicinales peuvent également avoir des usage®rahines, condimentaires ou

hygiéniques.

En d'autres termes nous pouvons dire qu’plaate meédicinale est une
plante dont un des organes, par exemple la feoilldécorce, possede des vertus
curatives lorsqu’il est utilisé a un certain dosajed’une maniere précise. Au
Moyen Age, on parlait de "simplesDEBUIGNE, 1974).

Dans le Code de la Santé Publiqu€gitiste pas de définition leégale d'une

plante médicinale au sens juridiQuMM@QREAU, 2003). C’est une plante, non



mentionnée en tant que médicinale, qui est en \dméepar les pharmaciens.

2.1. Domaines d’'application des plantes médicinales

Les substances naturelles issues dedaiggont des intéréts multiples mis a
profit dans l'industrie : en alimentation, en cosohggieet en pharmacie. Parmi ces
composés on retrouve dans une grande mesure labatitss secondaires qui se sont
surtout illustrés en thérapeutique. La pharmadiesetencore une forte proportion de
médicaments d’origine végétale et la recherchevealnez les plantes des molécules
actives nouvelles, ou des matieres premieres powemi synthese (BAHORUN,
1997).

Il'y a eu donc un réveil vers un intgéogressif dans l'utilisation des plantes
meédicinales dans les pays développés comme dgres/tesn voie de développement,
parce que les herbes fines guérissent sans effendare défavorable. Ainsi, une
recherche de nouvelles drogues est un choix norn(@CIENTIFIC
CORRESPONDENCE, 2003).

2.1.1. Utilisation en médecines

e en tant que médicament pour 'homme ; exemple uretogie, dermatologie,
gastrites aigues, toux, ulcéres d’estomac, laxastsmmeil et désordres
nerveux, (SVOBODA et HAMPSON, 1999).

» systemes cardiovasculaires, ex : Flavoce est uncar@dnt constitué par la
flavone non substitué en combinaison avec la rwinisoquercetine est utile
dans le traitement de I'athérosclérose (NARAYARtal, 2001).

» drogues immunostimulantes, antispasmodiques etrdlaimmatoires
(Melaleuca alternifoligEchinacea angustifolighrysantenum partheniym
Achillea millefolium...etc.) (SVOBODA et HAMPSON, 1999 ; PEDNEAULT
et al, 2001 ; AMJAD HOSSAIN, 2005).



contre le diabeteAzadirachta indicga (AMJAD HOSSAIN, 2005).

les maladies du stress, des activités antioxydargissle thé noir, le thé vert et
le cacao sont riches en composé phénoliques, dasqguels theaflavine, le
resveratrol, le gallate et epigallocathechine panayine, tresétudié en raison
de leur réle en tant qu'agent chemopreventifs bamés leurs capacités
antioxydantes (LEEt al, 2003).

D’excellentes capacités a inhiber les réactionsdatiyes ont été mises en
evidence pour les huiles essentielles de Romarug& Thym, Origan,
Sarriette, Clou de girofle, Gingembre et Curcum&VELIER et al, 1990,
1992,1996)

Activité antimicrobienne, antivirale, antiparasitai Les produits naturels des
plantes depuis des périodes tres anciennes ontujpuéle important dans la
découverte de nouveaux agents thérapeutiques ggxiniae obtenue a partir
du quinquina "Cinchona" a été avec succes emplppée traiter le malaria
(DASTIDAR et al, 2004), I'arbre de théVelaleuca alternifolid est renommeé
pour ses propriétés: antibactériennes, anti-irdagti antifongiques, antivirales
(SVOBODA et HAMPSON, 1999), aussi comme antivirdéizddirachta
indica, Aloe vera Andrographis paniculataWithania somniferaAstragalus
membranaceyLurcuma longa.etc.) (AMJAD HOSSAIN, 2005 ; LYONS et
NAMBIAR, 2005) mais aucune plante n’est aussi effe que les
médicaments antirétroviraux pour arréter la régbheadu VIH (LYONS et
NAMBIAR, 2005), antibacterienne Agadirachta indica), antifongiques
(Adenocalyma alleaceynAllium ampeloprasumAllium ramosum Allium
sativum,Tulbaghia violacea, Capsicum annuum, Capsic chinense,
Capsicum frutescen$WILSON et al, 1997).



2.1.2. En Agriculture

Exemple : I'arbrAzadirachta indicaqui se développe dans tout le subcontinent
indien, est une des plantes médicinales les plpsri@ntes au Bangladesh, de 12 a 18
metres de hauteur avec un périmeétre atteignant’pudgd a 2,4 metres. Les huiles de
cet arbre ont des utilisations dans l'agricultuaesdle contréle de divers insectes et
nématodes (vers parasites) (AMJAD HOSSAIN, 2005).

2.1.3. En alimentation assaisonnements

(SVOBODA et HAMPSON, 1999 ; PORTER, 2001) d@es composés
aromatiques (SMALLFIELD, 2001). Les épices et lesbles aromatiques utilisées
dans l'alimentation sont pour une bonne part respoles des plaisirs de la table
(DELAVEAU, 1987), considérées comme condimentsreiates. La popularité des

épices et herbes aromatiques a été et resteéeca leurs propriétés organoleptiques.

La notion de flaveur des épices et arematecouvre l'ensemble des
perceptions olfacto-gustatives. Cesperceptionsltefgude stimuli générés par une
multitude de composés organiques dont certains\smatils et constituent ce qu’'on
appelle en général l'huile essentielle, les autmsn volatils, sont plus
particulierement responsables de la saveur et deukeur (RICHARD et MULTON,
1992 ; TAKEOKA, 1998 ; BELITZ et GROSCH, 1999).

2.1.4. En cosmétiques

Produits de beauté, parfums et artictless toilette, produits d'hygiene
(PORTER, 2001). Des suppléments diététiques (SMAELD, 2001).



3. Généralité sur les huiles essentielles
3.1. Historiques

Depuis la plus haute antiquité les parfuehdes arébmes forment parmi les
premiers signes de connaissance qui marquent ladege hommes. lls furent
étroitement associés a la vie spirituelle de I'hamfEgypte- Inde), ainsi qu'a
I'histoire de la médecine (Grec, Empire RomainErmpire arabe).

Au début de XVI siécle, Parascelsusn Hohenheim, médecin Suisse
considéré comme le péere de la pharmacochimie étlakgaction de « L'ame »
des végétaux sous forme de quintessencie ou cmguéssence dont laguelle on
donnera le nom «desprit» et puis «dessencest»finalement « huile
essentielle » (BERNARD, 1988). Il existe aujourd’lapproximativement 3000
huiles essentielles, dont environ 300 sontefent commercialisées, destinées
principalement a l'industrie des arébmes et desupasf (ESSAWIletal., 2000).

3.2. Définition des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mémnde composés aromatiques des
plantes, qui sont extraites par distillation par Vapeur ou des solvants
(SMALLFIELD, 2001). Pour la 8™ édition de la pharmacopée francaise (1965), les
huiles essentielles (= essences = huiles volasies) : « des produits de composition
généralement assez complexe renfermant les pracipéatils contenu dans les
végétaux et plus ou moins modifiés au cours derépgration. » (BRUNETON,
1993).

La Pharmacopée francaise (edition de 1965) doneeadéfinition officielle des

huiles essentielles:

« Produits de composition généralement assez complexe rentfermant 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 deau de plantes a essences ou de certains de leurs

organes, et celui par expression ».

Depuis la neuviéme édition (1972)Rtarmacopée n'utilise plus que le terme
« d’huile essentielle ». En octobre 1987, 'AFNORsqociation Francaise de la

Normalisation) propose une autre définition :

« Produit obtenu 4 partir d’une matiére premiére végétale, soif par entrainement 4 la
vapeur d'eau, soif par des procédés mécaniques 4 partir de I'épicarpe des Citrus, soif
par distillation a sec. L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par

des procédés physiques.».

Cette définition parait encore restrietoar elle exclut de nombreux procédés
d’extraction tres utilisés sur les marchés de karplacie, de I'industrie cosmétique et

agroalimentaire. Une définition encore plus larg®ac été donnée :

« Nom générique pour fous les produits lipophiles, volatils, préexistant dans une
plante ou une drogue végétale. Une huile essentielle est constifuée de nombreuses
substances chimiques peu solubles dans leau. Dans la plante, celles-ci résultent
pour la plupart du métabolisme des ferpénes et sont localisées dans des organes ou
elles sont biosynthétisées (papilles, cellules et poils, poches, canaux). Les huiles
essentielles sont obtenues par distillation a la vapeur, par hydrodistillation
(entrainement a la vapeur deau) ou encore dans des cas particuliers, par pression
mécanique (ex: agrumes) par dissolution dans des lipides (erfleurage pour des

organes délicats tels que lafleur de Jasmin) et plus fréquemment maintenant dans



des gaz supercritiques (dioxyde de carbone). I'extraction par dissolution dans des
solvants fournit une fraction chargée de divers constituants liposolubles (cires,
hydrocarbures...); aprés élimination du solvant ou du dioxyde de carbone, on
obtient une ‘'concréte" que Ilon prive des constifuants indésirables par
refroidissement a la fempérature du réfrigérateur (glacage), suivi de décantation ct

defiltration. » (BUDAVARI et al,1996).

3.3. Localisation ou répartition des huiles essemtiies

Les huiles essentielles sont trés répondues danegdgee végétal, on les
rencontre surtout dans les phanérogames, maisuggelyyptogames en renferment

€galement.

Dans la plupart des cas, les essencegoswent toutes formés dans les
différents organes, elles sont alors localisédsdswis les glandes des poils sécréteurs,
soit dans des réservoirs intracellulaires ayanfolane des canaux (DANIELLE
HUARD, 1999).

Les huiles essentielles peuvent étre sesldans tous les organes végétaux
feuilles, fleurs, écorces, bois, racines, des s fruits et des graines. La synthése
et l'accumulation sont généralement associées aprigsence de structures
histologiques spécialisées , souvent localisée®sa proximité de la surface de la
plante : cellules a I'huile essentielles des Laea&cou des Zingiberaceae, poils
sécréteurs des Lamiacées, des poches seécrétriseNlydtaceae ou des Rutaceae,

canaux sécréteurs des Apiaceae ou des AsteracRaIN@BTON, 1993).

Les trichomes glandulaires sont les sitemaires de la biosynthése d'huile
essentielle, et les plantes qui manquent de tsltestures spécialisées synthétisent et
amassent seulement des traces de monoterpenesnEéguence, la dynamique du
développement de ces structures ainsi que le m®esécréteur dhuile et le
mécanisme(s) ont une incidence directe avec laygtmh de I'huile/ le potentiel du
systeme producteur (SHARMét al,, 2003).



Toutes les parties des plantes aromatiques pecgwaitnir de I'huileessentielle.

* Fleurs: Oranger, Rose, Lavande ; le bouton flo@Gtafle) ou les bractées
(Ylang-ylang)

* Feuilles: Eucalyptus, Menthe, Thym, Laurier, S&td, Sauge, Aiguilles
de pin et sapin

* Organes souterrains, exemples : racines (Vétivdrlzomes (Gingembre,
Acore)

e Fruits: Fenouil, Anis, épicarpes des Citrus

* Graines: Noix de muscade, Coriandre.

* Bois et les écorces: Cannelle, Santal, bois de .Rose

3.4. Facteurs influencant la composition des huilesssentielles

Une huile essentielle est tres fluctuante dans aaposition dans laquelle,

intervient un grand nombre de parameétres, qu'ilsrgo

3.4.1. D’ordre naturel

3.4.1.1. Intrinseque

Génétique, localisation et maturité eéfiet au cours d’'un cycle végétale, des
modifications importantes dans la composition deseleces peuvent étre relevées.
(GARNERO, 1985), cité a titre d’exemple gu’au dédet sa maturation, le carvi
comporte une forte proportion de terpéne dontug thminue peu a peu alors que la
chaine carbonique augmente. Les différentes padlteln plante (cas de l'orange
amer). Les parties fleuries de la Sauge, par exerapteune huile essentielle plus

riche en certains terpénes que les feuilles (PERRAL, 1999).

le cycle de la plante (des poussées msyfmthése engendrent une
accumulation plus ou moins importante de certaingstituants des chaines
métaboliques au cours des saisons, des mois, dedrgournées. Le profil chimique

de l'huile essentielle de menthe, par exemple, g different au cours de la



joumée( WICHTL et al,1999). Citons également le cas de la Sauge duuntel
essentielle est plus riche en thuyone (terpeneur)agm automne ou en hiver qu’en
été lors de la floraison (PERReY al.,1999).

Le chimiotype (par exemple, la fenahorterpene proche du camphre,
s'accumule dans I'huile essentielle de Fenouil arers que le Fenouil doux offre
deux chimiotypes différents: I'un a anéthole, ll@uh estragol, sans pour autant que
des caractéres morphologiques différenciés puisétnat décelés ( WICHTLet
al.,1999).

3.4.1.2. Extrinséque

» Facteurs géographiques (altitude, latitude) ;
e Nature du sol ;

* Climat (ensoleillement, température, pluviométrie).

Ces facteurs expliquent les diffeesn de composition en fonction du
terrain dans lequel sont cultivées les plantesFiamce par exemple, il existe une
appellation d’origine controlée pour I'huile essel de lavande. Le décret du 24
octobre 1997 fixe toutes les conditions d’obtentien’huile essentielle de lavande
de Haute- Provence. Seules les sommités fleuriésneindula angustifolid.Miler
sont utilisables. La fonction de ces huiles essked dans la plante reste obscure.
on pense qu’elles ont un role écologique. Leur dilghibiteur de la gennination a
été prouvé expérimentalement ainsi que leur rolesda protection contre les
prédateurs et I'attraction des pollinisateurs (BREI®N, 1993).

3.4.2. De I'ordre considéré

Ainsi la racine, I'écorce et les feusll@les plantes produisent trois huiles
essentielles différentes.



3.4.3. De l'ordre technologique

Lié au mode d’exploitation du matériglgétale, une huile essentielle peut
subir de profondes modifications lors de son exalmn. Lors de I'hydrodistillation,
plusieurs perturbations peuvent apparaitre enquaigr sous I'effet de la température
et de la durée d’extraction. La chaleur provoque mleenomenes d’hydrolyses sur les
essences fragiles telles que la Rose et le Jashendéemps de distillation reste
cependant le facteur déterminant dans la mesuréa azinétique d’extraction de
chacun des composants varie selon sa structureseprspriétés physico-chimique
(BERNARD et al, 1988).

3.5. Procédés d’obtention des huiles essentielles

Divers procédés sont actuellement utiligesir I'extraction des produits
aromatiques des végétaux. Selon la techniqueédili®extraction des produits permet
d’obtenir des huiles essentielles, des pommades, cdacretes, des absolues,des

résinoides ou des infusions.

Les principales propriétés physiques mises ceuvre dans les opérations
fondamentales d’extraction des matiéres naturaliesatiques sont :

e Lavolatilité ;
e La solubilité ;

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

3.5.1. La distillation

Il est communément admis que la vapeur pénés tissus de la plante et
vaporise toutes les substances volatiles. Danduitrie des huiles essentielles une
terminologie distingue trois types de distillation
» Distillation a I'eau ou hydrodistillation ;

» Distillation mixte ;

» Distillation a la vapeur.
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Figure N° 01: Montage d’extraction par distillation (Elec 1)

3.5.2. Hydrodistillation

Elle consiste a émergé directement la matiere aéga traiter dans un
alambic rempli d’eau qui est ensuite porté a I'ébaih, les vapeurs hétérogenes sont
condensées sur la premiere surface et les huilssnislles sont séparées par
différences de densité (BRUNETON, 1987).

Meharni M ourna

Figure N° 02: Montage d’extraction par hydrodistillation (Meeti, 2014)



3.5.3. Distillation mixte

La distillation mixte est un processus couplanhtfainement a la vapeur
d’eau et I'hydrodistillation. Au cours de I'extrémt, la matiére végétale baignant
dans l'eau bouillante est traversée par un coudentvapeur d’eau. Les divers
phénomenes d’extraction se trouvent combinés. ibée que ce procédé a pour
principal avantage de diminuer les réactions segioesl subies par I'huile essentielle
sous I'action de I'eau acide (VONROCHEMBERG, 1910).

3.5.4. Distillation a la vapeur d’eau saturé

Le végétal est supporté dans l'alang@c une plague perforée située a une
certaine distance au dessus du fond rempli d’eawégétal est en contact avec la
vapeur d’eau bouillante. Cette méthode est sunésgrvée a I'obtention d’huiles
essentielles a partir des épices, des plantes &icpaa et médicinales (LAYADét
al., 1999).
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Figure N° 03: Montage d’extraction par distillation
a la vapeur d’eau saturé (Elec 2)



3.5.5. Extraction des huiles essentielles a 'aidies solvants
3.5.5.1. Extraction au moyen des solvants volatils

L’extraction par solvant volatil congishd la mise en contact de la matiere
végeétale, avec un solvant qui dissout et extraictstituants solubles contenus dans
la plante. Le solvant évacué, I'opération peut @&nmeouvelée plusieurs fois sur la
méme charge de matiére végétale. Le solvant clfarigéella) est ensuite évaporé et
récupéré. Le produit d’extraction est alors récapér peut subir des traitements
ultérieurs comme des lavages a l'alcool a 95°, pmhtenir une absolue dont, les

caractéristiques olfactives proches de celles dgétaf sont tres recherchées
(BANTHORPE et CHARWOOD, 1972).
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Figure N° 04 :Montage d’extraction par solvants (Elec 3)



3.5.5.2. Extraction par des solvants non volatils

3.5.5.2.1. Sans emploi de la chaleur (enfleurage)

L’enfleurage se base sur la propriété posséde la graisse et les huiles grasse

d’absorber et de retenir 'essence ainsi produite.

L’enfleurage de chéssis, c'est-a-didreae bois ayant 5 cm de haut et 50 a 80
cm de coté servant de support pour une plaguerde, seir les deux faces de celle-ci,
nous étalons une couche de graisse environ 3mnaid&gur, sur ces couches de
graisse nous déposons ensuite les pétales des f@nfteuré). Le parfum élaboré par
les fleurs (pétale) est alors absorbé, a mesusagwoduction, par la matiere grasse.
Nous laissons les fleurs sue les chassis pendamyps variable selon leurs especes
(GILDEMEISTER et HOFFMANN, 1912).
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Figure N° 05: Montage d’extraction par enfleurage (Elec 4)



3.5.5.2.2. A chaud (la macération)

A l'inverse de I'enfleurage ou I'exttamm se fait a température ambiante, la
macération utilise les méme graisses mais a chaudui a pour effet d’augmenter
leur pouvoir absorbant. Cette opération a doncabdage d’étre rapide, de sorte
gu’elle s’applique préférentiellement aux fleursi qoessent leurs activités

physiologiques du développement au moment de lidlette

L’extraction se fait par immersion deufidraichement cueilles et constamment
renouvelées, dans un bac de graisse chaude jusguieation de cette derniére. Un
épuisement a l'alcool absolu est généralement teffesur cette graisse saturée. Ce
procédé fut longtemps utilisé pour I'obtention darfpm de rose et de violette, avant
'événement du procédé d’extraction au moyen deaswlvolatils (NAVES, 1974).
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Figure N° 06: Montage d’extraction par macération (Elec 5)

3.5.5.3. Extraction par dioxyde de carbone C@liquide supercritique

L’extraction par le dioxyde de carbgermet d’obtenir un extrait rappelant
organoleptiguement tres fidélement la nat@ela est vraisemblablement du au fait

gue cette technique évite les phénomenes d’hydrplydoxydation et de



réarrangements thermiques, les réactions de nuhilfgrénomene bien connus qui
altérent la représentation olfactive ou gustatieela plante par modification de la

constitution de certains de ses composés, d'aattecps extraits :

Sont exempts de toute trace de solvant organique ;

Peuvent étre enrichis en principe actifs caradiguss ;

Ces principales caractéristiques fons de [I'extoactipar le CQ@ un outil
particulierement adapté a l'obtention d’extrait deande qualité, répondant aux
exigences nouvelles tout au consommateur que dsidésr (PELLERIN, 1992).
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Figure N° 07: Montage d’extraction par dioxyde de carbone,CO
liquide supercritique (Elec 6)

3.5.5.4. L’expression

L’expression a froid est la plus simple ces méthodes, classiquement
appliguée au écorce d’agrume en présence d’ea,pelimet de recueillir I'huile
essentielles surnagent au dessus de la phase aggausune simple décantation
(GIROD-QUILAIN et GRUNDSCHOBRR, 1999).

Dite a I'éponge, lorsque la récupératie I'essence contenue dans les petites

cellules oléiferes de zest est effectuée manuetignogl les essences machines pour



les quelles, I'éclatement des cellules et la rératpn de I'essence sont mécanisées
au maximum (PEYRON, 1076).
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Figure N° 08: Montage d’extraction par expression (Elec 7)

3.5.5.5. L'extraction au Forane 113

Selon BERNARDet al (1998), le protocole opératoire de ce procédé
d’extraction au Forane 113 est simple dans sontipe (figure n°1), il se décompose

en trois étapes :

* L’extraction proprement dit qui permet une doub#dovisation du végétale en une
seule étape ;
* Le recyclage de solvant ;

» Laréecupération d’huile essentielle.
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3.5.6. Extraction par micro-ondes

Le procédé d'extraction par micro-ondmspelée Yacuum Microwave
HydroDistillation) (VMHD) consiste a extraire l'huile esgielle a l'aide d'un
rayonnement micro-ondes d'énergie constante et daguence de mise sous vide.
Seule l'eau de constitution de la matiere végéiaitée entre dans le processus

d'extraction des essences.

Sous l'effet conjugué du chauffage sélelets micro-ondes et de la pression
réduite de facon séquentielle dans I'enceinteedé&rdiction, I'eau de constitution de la
matiére végétale fraiche entre brutalement en iébuoll Le contenu des cellules est
donc plus aisément transféré vers I'extérieur sButbiologique, et I'essence est alors
mise en ceuvre par la condensation, le refroidisserdes vapeurs et puis la

décantation des condensats. Cette technique pedesnavantages suivants: rapidité,

économie du temps d'énergie et d'eau, extrait deépale solvant résiduel. (BRIAN,
1995 et MOMPON, 1994).
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Figure N° 10: Montage d’extraction par micro-ondes (Elec 8)



3.6. Composition chimique des huiles essentielles

Les plantes aromatiques ont la particularitératdermer au sein de leurs
organessécréteurs, des cellules génératrices de métbol#econdaires ou il
apparait clairement comment les molécules tréstied sont synthétisées a
partir d’'unités méthyl-2-buta-1,3-diene (isopreeepu les réactions d’addition de
ces unités conduisent aux terpénes, sesquiterpéitespenes et leurs produits
d'oxydation tels que les alcools, aldéhydesétones, éthers et esters
terpéniques. L'ensemble de ces produits sont ad@smuans des cellules
sécrétrices offrant a la plante une odeur caratigue (HEINRICHet al, 1983).

CH,
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Figure N° 11: Structure chimique d’isopréne 4d),

Les terpénes constituent une familled@posés largement répandus dans le
regne végeétal. Leur particularité structurale laspimportante est la présence dans
leur squelette d'une unité isoprénique a 5 atoneesadbone (€Hs) reconnue par
Wallach des 1887. Cet isoprene (I) est a la baseodaept de la "regle isoprénique”
enoncée en 1953 par Ruzicka et complétée par Lghexi (1958) et Blochet al
(1959) (MOHAMMEDI, 2006). Cette régle consideredghosphate d'isopentényle
(1), désigné sous le nom d'isopréneactif, commevéeitable précurseur de la
molécule terpénique ; d'ou le nom d'isoprénoidess slequel on les désigne
egalement. Les terpénoides sont classés selonnidraod’unités isoprene en une

série de structures homologues : hemiterpéene€l @nité isopréne), monoterpénes



Cio (2 unites isoprenes), sesquiterpengs (@ unités isoprenes), diterpenesy ¢4
unités isoprenes), triterpénesod6 unités isoprene), tetraterpenago 8 unités
isopréne), polyterpénes {\a ou n peut étre 9-30 (MOHAMMEDI, 2006).
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Figure N° 12 : Structure chimiques de quelques composés d’hsderdielle

La composition chimique des plantes aromasq@st complexe est
constituée de deux fractions. La premiere fraction dite vddat(COV) est
présente dans différents organes de la planten deldamille ; cette fraction est

composée de métabolites secondaires qui coerstitinuile essentielle.

La deuxieme fraction dite norolatile de la plante, composés
organiques non volatils (CONV), est composéessentiellement  de
coumarines, flavonoides (Cisowski, 1985), posgés acétyléniques ainsi de
lactones sesquiterpéniques phénols ou polyphéaoni un réle fondamental dans
I'activité biologique de la plante (MOHAMMEDI, 2006



3.6.1. Monoterpenes

Les carbures sont presque toujourseptéslls peuvent etre acycliques
(myrcéne, ocimene...), monocycliqgues €t B-terpéne,a-cymene) ou bicycliques
(pinenes, 3-carene, camphére, sabinene...) condtijperfiois plus que de 90%
d’huile essentielle, notamment chez les citrusaefamille des térébenthines. La
réactivité des cations intermédiaires justifie i&nce de nombreuses molécules
fonctionnalisées (BRUNETON, 1993).

Alcools, des éthérés oxydesbornéole, géraniol, citronillol, menthol et calé

1,8 (éther-oxyde) ou eucalyptol ;
* Phénol: thymol, cavacrol, eugénol et anéthol ;

* Aldéhydes: aldéhyde cuminique, aldéhyde cinnamique, aldéhymiasique et

citronellal ou citral ;
» Esters: acétate de linalyle et acétate de geranyle ;
» Cétone: thuyon, carvone et monthon ;
» Aldéhydesphénols : aldéhyde salicylique ou aldéhyde prdtadaque ;
* Acides: acide benzoique et acide cinnamique ;
» Lactone: ligustilide ;
» Composeés sulfurés isosulfocyanate.

3.6.2. Terpénoldes

Selon GUINARDet al (1985), les terpénes sont des dérivés de l'isepréiou
le nom d’isoprénoide, sous le quel ils sont partidsignés selon le nombre d'unités

isopréniques qui constituent les isoprénoides (BEUAN, 1993).

Les monoterpénes (7 les sesquiterpenes | les diterpénes (&), les

triterpenes (Gy) et les tetraterpenes {§ dans le cas des huiles essentielles, seuls



seront rencontrés ; les terpenes les plus volatdest-a-dire ceux dont la masse

moléculaire n’est pas trop €levée : Monoterpenssgjuiterpenes (MAZEN, 2002).

3.6.3. Sesquiterpénes

La variation structurale dans cette série est dmenBature que dans le cas
précédent : carbures, alcools et cétones, étaptusdréequents (BRUNETON, 1993).
Nous trouverons ci-dessous quelques exemples dgsitFpenes caractéristiques des
huiles essentielles :

. Carbures : B- bisobolenep-caryoohyllenes et longifoléne ;

. Alcools : farnésol, carotol, patchoulol gtsantatol ;

. Cétones :nootakatone, cis-longipinane-2,7 dion@-&itocone ;
. Aldéhydes :sininasale;

. Esters : acétate de cédryle.

3.6.4. Composeés odorants

Les dérivés phénylpropane €t G) sont beaucoup moins fréquents que les
précédents. Ce sont trés souvent des Allyles gtyph&noles, parfois des aldéhydes,
caractéristiques de certaines huilles essentiallepiaceae telle que: anéthol,
anisaldéhyde, apiol, methyl-chavicol, eugénol, stigcine et asorones
cinamaldéhyde. Les huiles essentielles renfermassiades composés odorants de
type « phynilpropanoide » qui empruntent une voiesynthétique dit shikimate,
conduisant essentiellement a la synthese de lmégBERNARDet al, 1988).

3.7. Mode de conservation des huiles essentielles

La relative instabilité des moléculemstitutives des huiles essentielles rend

leurs conservation difficile, les possibilités detgdadation sont nombreuses,



facilement objectivées par la mesure des indicewoiyde, réfraction ...), la
détermination des caractéres physiques (viscosiiggibilité a I'alcool et pouvoir
rotatoire...), 'analyse en chromatographie phasegse : photo isomérisation

(E—» Z anéthol). Photo cyclisation (citral)upure oxydative de propényl phénols,
péroxydation des carbures et de composition emesétet alcools (limonéene), thermo
isomération (citrals)... etc. il est possible de tanices dégradations (BRUNETON,
1993) :

Utilisation des flacons de faible voluee aluminium, en acier inoxydable ou
en verre brun, entierement remplis et fermés denfagtanche, stockage a basse

température, conservation sous atmosphére d’'aBRENETON, 1993).

3.8. Propriétés des huiles essentielles

Nombreux sont les facteurs susceptibesodifier les essences natives de la
plantes qui sont des substances trés altérables rehferment en effet presque toutes
des terpenes et des aldéhydes etc.... Corps souxatdlides sous I'action de l'air et
de la lumiere. lls se résinifient et modifient aloprofondément le parfum des
essences, leur saveur ainsi que leurs constangsgjpbs et chimiques, en les rendant
par fois inutilisables. Ceux-ci ont induit un besaiormalisation (NAZLI, 2003). Les

normes AFNOR (2000), sont en nombre de douze quiezoent principalement :

. Les propriétés organoleptiques : couleur, aspendetr ;

. Les caractéristiques physiques : densité, pouetdtaire indice de
réfraction, point de congélation esddubilité dans I'éthanol ;

. Les caractéristiques chimiques : indices d'aciddexter ;

. Le profil chromatographique et la quantificatiotatere des différents

Constituants (NAZLI, 2003).



3.8.1. Propriétés organoleptiques

Les huiles essentielles généralement sont incolmas on trouve quelque une
colorées en jaune, en rouge (essence de cannellelleu (huile volatile de
camomille) et en vert (huile volatile d’absinth&pes huiles volatiles donnent leur
coloration a une substance particuliére qui egulene GsHig de couleur bleu, elles
sont divisées en quatre classes (BRUNETON, 1993) :

. Huile incolore : sans azuléne ni résine ;

. Huile jaune : avec résine seulement ;

. Huile bleu : avec azulene ;

. Huile verte brune ou jaune verte : contenant daul@ne en proportion
variable.

3.8.2. Propriétés biologiques des huiles essentsl|

Les huiles sont employées pour leur saet¢uwdeur en industrie des produits
naturels et en industrie des parfums (SMALLFIELDQ2). Elles ont des propriétés
antiseptiques pour les poumons (Eucalyptus), dépasaou cicatrisantes (Lavande)
(CAILLARD, 2003), activité analgésique (Origan, Thy (SCHWAMMLE et al,
2001).

Terpénes ou terpenoides ont des effetsedegrbactéries, les myceétes, les virus
et les protozoaires. En 1977 a été signalé que @&&8dérivés des huile essentielle
examinés jusqu'au 1999 sont inhibiteurs de mycttedis que 30% inhibent les
bactéries. Le triterpénoide, I'acide betuliniquiedesjuste un de plusieurs terpenoides
qui ont montrés une action inhibitrice envers H\e mécanisme de l'action des
terpenes n'est pas entierement compris mais ore gpri$ s’'agit de la rupture de la

membrane par les composeés lipophiles (COWAN, 1999).

Le carvacrol et le thymol posséde une #étivantibactérienne, activité

antifongique contre les mycétes phytopathogéne BEMMLE et al, 2001),



egalement I'huile essentielle de la Menthe poudiott le composé majoritaire est la
R (+) Pulégone (82%) est dotée d’un fort pouvoitifangique contre Pénicilliumet
Mucor (BELGHAZI et al,, 2002).

Le nérolidol, un sesquiterpene actif delémfe de I' Amazon Viola surinamensis
possede une activité antimalaria, prouvé par ledest de LOPE®t al (1999), dont
I'huile essentielle cause l'inhibition a 100% dwealéppement de I'agent infectieux,

cette activité est liée a l'inhibition de la bio8yse des glycoprotéines.

3.8.3. Propriétés antioxydantes

la capacité antioxydante de I'huile vakatst étroitement liée a tout le contenu
phénol (STEFANOVITS-BANYAlIet al, 2003).

Le carvacrol est un des composants prncipdes huiles essentielles de
certaines labiaceae (lamiaceae), comme l'origaymtbont la teneur peut atteindre
jusqu'a 86%. L’activité antioxydante de ces hermsdd au carvacrol, thymol et un
autre phénol (SCHWAMMLEEt al, 2001). Ceci a été confirmé par un certain nombre
de travaux. JUKIC et MILOS (2005) ont montrés dans étude portant sur I'huile
essentielle de Thymu3igymus vulgarae.), que les chemotypes phénoliques (thymol
et carvacrol) et non phénoliques (linalool) sonpatde de réduire le radical 2,2'-
diphenyl-1-picrylhydrazyl, avec un effet pluséleggregistré pour les chemotypes
phénoliques. Ces observation, I'on expligué pacdlacentration élevéde thymol et

carvacrol dans ces derniers.

3.9. Réle écologique des huiles essentielles

Beaucoup de plantes produisent lelefigissentielles en tant que métabolites
secondaires, mais leur rble exact dans les progefssia vie de la plante est inconnu
(RAI et al,, 2003).

Réduction de la compétition des augsgeces de plante (allélopathie) par
inhibition chimique de la germination des graines, protection contre la flore

microbienne infectieuse par les propriétés fongsiet bactéricides, et contre les



herbivores par godt et effets défavorables suysteme nerveux (PORTER, 2001).
D’autres considérent I'huile comme source énergétidacilitant certaines réactions
chimiques, conservent I'humidité des plantes daes klimats désertiques
(BELAICHE, 1979).

Les huiles essentielles vont servir den@ix chimiques permettardt la
plante de contréler ou réguler son environnemebie (écologique): attraction des
insectes pollinisateurs, action répulsive sur peédateurs, inhibition de la
germination des graines, voire communication efdsevégétaux (émission de
signaux chimiques signalant la présence d'animarbivores par exemple). La
présence des huiles essentielles au niveau deesacdies ecorces du bois donne a la

plante un effet antiseptique vis-a-vis des parasaburigues (BRUNETON, 1993).

Ces huiles sont stockées dans des stasctellulaires spécialisées (cellules
a huile essentielle, poils sécréteurs (commes darmenthe), canaux sécréteurs)
et ont vraisemblablement un réle défensif : prabectu bois contre les insectes et
les champignons, action répulsive contre les annteubivores (HEINRICHet al,
1983).

3.10. Principales utilisations des huiles essentest

3.10.1. En pharmacie

L’objectif de la Pharmacopée européerstale participer a la protection de la
santé publique, en élaborant des spécifications coras destinées a tous les
professionnels de la santé, et principalementeilera la qualité des médicaments,
garantissant ainsi leur qualité pharmaceutiquesCHVIL et al,1999). I y a 7
huiles essentielles inscrites a la pharmacopégpéanme :

* huile essentielle d’anis
* huile essentielle d’eucalyptus
* huile essentielle de clou de girofle

* huile essentielle de fleur d’oranger amer



e huile essentielle de lavande
* huile essentielle de menthe poivrée

* huile essentielle de thym

Leurs propriétés pharmacologiques leumsférent une utilisation médicale.

Les huiles essentielles ont en effet :

» Pouvoir antiseptique

Contre des bactéries variées ainsi que des chaomnsget levures. Citons les huiles
essentielles de thym, girofle, lavande, eucalygtaghymol, constituant principal de
I'huile essentielle de thym, est 20 fois plus agigue que le phénol (BRUNETON,
1993). L’huile essentielle de Melaleuca a prouvidiguement son action antiseptique,
antimicrobienne et antioxydan8ALLER et al,1998).

* Propriétés spasmolytiques et sédatives

Certaines drogues a huiles essentielles (menthesine) sont réputées efficaces pour
diminuer les spasmes gastro-intestinaux. L'améiimnade certaines insomnies et de

troubles psychosomatiques divers est égalemeng (BEBUNETON, 1993).

* Propriétés irritantes

de nombreuses cremes, pommades a base d’huilestiebss, sont destinées a

soulager entorses, courbatures ou claquages missulan effet, par voie extene,

certaines huiles essentielles (ex: oléorésine dangrébenthine) augmentent la
microcirculation, induisent une sensation de chadgudans certains cas une légere
anesthésie locale (BRUNETON, 1993).

Ces huiles essentielles constituenteégent le support de I' aromathérapie

traitement des maladies par des essences de plantes



3.10.2. En parfumerie

C’est le principal débouché des huileseatielles. La cosmétologie et le
secteur des produits d’hygiéne sont aussi consoeursatmeme si le cout élevé des
produits naturels conduit a privilégier parfois lgsroduits synthétiques
(BRUNETON, 1993). Elles sont intégrées dans dedgésajues pour la peau, les
produits solaires ainsi que de nombreux produitanttiance comme les liquides
pour pots-pourris (RICHARDSONL999).

On les retrouve aussi dans des prapaspour bains (bains « calmants »
ou « relaxants » avec possibilité d’absorptioncpemée de ces constituants
(BRUNETON, 1993). Intégrées aux huiles de massager, teneur ne doit pas
dépasser 3 a 4%. Il y a alors possibilité d’absonppercutanédLIS-BALCHIN,
1999).

Le menthol, par exemple, trouve unésation variée dans des produits tels
que les dentifrices, mousses nettoyantes, alimemdsrettes et des preparations
pharmaceutiques orales. La production mondiale datime a été estimée a 3500
tonnes en 1984 et est certainement augmentée laoteet. L’huile de menthe
poivrée est la troisiérme saveur mondiale, derrlese saveurs vanille et citron
(GELAL et al,1999).

3.10.3. En industries agro-alimentaires

Certaines drogues sont utilisées a@aregepices et aromates), d’autres sous
forme d’huiles essentielles ou de resinoides dsgserencapsulés ou complexés. Si la
refrigération et d’autres moyens de conservatiols®# substitues aux epices pour
assurer la conservation des aliments, le developperme nouvelles pratiques
culinaires (plats prépareés, surgelés), le gout pexotisme et les qualités gustatives,
conduisent a une rapide augmentation de la constiomde ce type de produits. On
note leur integration dans : les boissons non é&mees, les confiseries, les produits
laitiers ou carnés, les soupes, les sauces, leksni@s boulangeries, ainsi que la
nutrition animale (BRUNETON, 1993).



3.10.4. En diverses industries

Ce sont surtout des industries chiraggqui utilisent des isolats (substances
pures isolées des huiles éssentielles) comme mstpFemieres pour la synthese de
principes actifs médicamenteux, de vitamines, déstamces odorantes, etc...
(BRUNETON, 1993).

Citons ainsi l'utilisation des isolaténalool, D-limoneme dans des
shampoings et sprays insecticides pour les chés ehiens (HOOSER1990).

L’huile de Melaleuca, issue de latidation de feuilles d'un arbre
Australien, le « Australien tea-tree », a une fartdéisation dans ce pays. Elle est
integrée a des produits de lavage et utilisee comgredient pour des preparations a
but thérapeutique. Traitement d’allergies, piqui@ssectes, boutons, irritations. Elle
est incorporée a des désodorisants et des anitpaessexternes. Elle a démontré des
propriétes antibactériennes et antifongiques. EHe également incorporee a des
vaporisateurs pour inhalation et a des produitygidne buccale (KNIGHTet al,
1994).

4. Description et domaine d’utilisation dEucalyptus

Le genr&ucalyptusest originaire de Tasmanie en Australie. Il faitte de la
famille des Myrtacées, son nom a pour origine lessngrecs: eu «bien» et kaluptos
«couvert». |l fut décrit et baptisé en 1788 pavdéaniste francais L'HERITIER, aprés
gu'il eut examiné des échantillonsEdtalyptus obliqua, parmi les plantes
Australiennes récoltées par NELSON. Dix neuf espedEucalyptusavaient été
nommées en 1800 et 28 en 1820. En 1840, 71 espg&aegslyptusavaient recu des
noms et 149 en 1890. Depuis lors, des savants ibt#arse sont succédés dans la
description des espéceskEdcalyptuset W. F. BLAKELY, assistant de MAIDEN,
décrivait 500 espéces dont 138 variétés en 193BERDAKO, 2004).

Le nombre d’'espéces Edicalyptus introduites dans différents pays est
supérieur a 150, moins d’'une trentaine sont exgdsitde facon significative en

plantation et quatre espécels.damaldulensiskE. globulus E. tereticornis et E.



grandig occupaient, a la fin des années quatre-vingtss gé la moitié des surfaces
plantées (ELDRIDGEet al, 1993).

Son introduction en Algérie fut par kancais en 1860. L'espece pionniére
semble étre E.camaldulensismais d’autres espéces furent introduites dans des
placettes d’essais notamment a Reghaia, Boucha&iiAdia dans la région d’Alger.
Cette zone d’introduction a été tellement favorajl®n a assisté a des croissements
naturels qui ont donnés des hybrides dont [I'Eustaly «Algériensis». Dans les
années 40 et 50 les Eucalyptus furent introduitss dB8 arboretums couvrant les
étapes bioclimatiques humides et semi-arides. D@ngadre pas moins de 130
especes ont été plantés sur le territoire natidhahdant les années 60 a 70, les
reboisements a baseHlicalyptusont concernés notamment I'Est (El-Kala, Annaba,
Skikda), le centre (Tizi-Ouzou, Bainem ) et I'Ouéslostaganem) et ceci afin de

répondre aux besoins nationaux en produits ligmetypapetiers (INRF, 1996).

Photo N° 01 :Eucalyptus camendulensis
4.1. Classification
La classification scientifique réaliséar g’AGP (Angiosperms Phylogeny

Groupe) sur le genr&ucalyptusa permis de déterminer la systématique suivante
(GUIGNARD, 2001).



Régne:Plantae

Sous regne Angiosperms
Classe:Eudicots

Ordre : Myrtales

Famille: Myrtaceae

Genre: Eucalyptus
Espéce:Eucalyptus camadulensis.

4.2. Domaines d’utilisation

LesEucalyptuspossédent toute une gamme de mécanismes d’adapéiti
ont une croissance rapide, c’est ce qui leur a igediétre la premiére espéce ligneuse
angiosperme de reboisement industriel dans le mdrete plantations &ucalyptus
ont connu un développement rapide dans les zormsdek du globe au cours des
dernieres décennies (BROWAYlal ., 1999).

Les feuilles contiennent 0,1-0,4 % déassentielle, dont 77% est cineol Il ya
guelques Cuminal, phellandréne, aromadendren (amadendral), et certains
valerylaldehyde, le géraniol, le cymeéene, et pheltah (C.S.I.R. 1948-1976). Les
feuilles contiennent 5-11 % de tanin. Le kino centide I'acide kinotannique de 45%
ainsi que kino rouge, un glucoside, le catéchgbyebcatechol. Les feuilles et les
fruits de tester positif pour les flavonoides étrais. L'écorce contient 2.5-16 % de
tanin, le bois 2-14 %, et le kino 46,2 a 76,7 (Véatil, 1962).

La vocation de la quasi-totalité de plsitations est la production de bois. Le
bois dEucalyptusprésente des caractéristiques technologiquesegggntes pour la
production de pate a papier (fibres courtes) qastitue le débouché principal de la
majorité des reboisements industriels dans le m@@AMPINHOS, 1999). Il est
également apprécié pour la production de panneayadicules ou de viscose. Dans
les zones périurbaines, de nombreux pays en déerognt utilisent le bois
d’Eucalyptus pour la production du charbon de BBSUVET, 1999).

Comme les autres membres de la famikks dyrtacées, les feuilles

d'Eucalyptussont couvertes de glandes a huile. L'abondantduption d'huile est une



caractéristique importante de ce genre. Les hudssentielles &ucalyptus
commercialisées dans le monde trouvent des applsadiverses en fonction de

leurs compositions chimiques.

4.2.1. Les huiles médicinales

Grace a sa composition chimique etramcipe-actif qui est le 1.8 cinéole,
I'HE d’Eucalyptuspossede des vertus considérables, elle est therohée pour son
action antiseptique et cicatrisante. Antibiotiquetunel, elle est surtout utilisée pour
soigner certaines maladies broncho-pulmonaires @targrippe, la toux, la sinusite,
la bronchite et la rhino-pharyngite tandis qu’ennaologie, on s’en sert pour traiter
'acné, entre autres. Son action est particuliergmmemarquable au niveau du
poumon par sécrétion d’un mucus antiseptique. Beur qui ont des probléemes de
fievre persistante, c’est un excellent fébrifugae qula propriété de faire tomber
rapidement la fievre et de réguler la températwrearps. En outre, de hombreuses
maladies gastro-intestinales peuvent égalementséuagées par I'huile essentielle
d’'Eucalyptusgrace a ses propriétés anti-infectieuses et anébannes (CANDY G,
1977).

On lui préte aussi des propriétés balgami(pour préparer des baumes),
hypoglycémiante (pour faire diminuer la concentraten sucre) (MARIE-CLAUDE
et al, 1992). La qualité médicinale d’'une huile essdigtiest soumise aux normes
définies par les pharmacopées. Dans le cas des 'BHcalyptus une teneur
supérieure a 70% en 1,8 cinéole ainsi qu’'une teimééneure ou égale a 0.1% eret
B phéllandrene sont exigées. Il est rapporté comnesthésique , antiseptique ,
astringent, le red gum est un reméede populaire lesuhumes , les coliques , la toux
, la diarrhée , la dysenterie , I'hnémorragie, lgalgia , laryngite, pharyngite , angine,

spasme, trachalgia et blessures ( DU£LIL, 1981).
4.2.2. Les huiles industrielles
Les huiles essentielles Edtalyptus riches en phellandréne sont

exclusivement utilisées pour parfumer les désiafest bon marché et les savons

liquides industriels. Ld et pinéne sont des composeés utilisés dans la manugact



des peintures et aussi comme peinture a I'huile, fconnue sous le nom de la
«térébenthine végétale». Les HEdtalyptusriches en cuminal, en phellandral et en
cryptone étaient autre fois utilisées dans la &aion des germicides. Celles riches
en pipéritone sont utilisées dans la fabricatiomgdhts odoriférants (menthol
synthétique). La pipéritone est aussi une matieeenjere dans la manufacture des
fongicides (thymol synthétique), elle est égalemaiiisée comme additif dans de

nombreuses préparations meédicinales (BOLANRL, 1991).

4.2.3. Les huiles de la parfumerie et des flaveurs

En parfumerie, 'HEHKlicalyptusentre dans la composition de certaines eaux
de Cologne et dans de nombreuses lotions apréegesasille donne un parfum fort
agréable aux sachets d'odeur. Le citronellal esv@wuutilisé dans la production des
parfums de haute gamme.Hucalyptusstaigeriana est exploité pour sa richesse en
citral, ce dernier est utilisé dans la compositienla saveur citron (LASSAK, 1988).
Certaines especesHiicalyptustelles que E.olida fournissent des HE riches en E-
methyl-cinnamate qui est directement exploité conaahditif aromatique (CURTIS,
1990). L'a et B pinéne sont utilisés dans la synthése de nombmgmvés

terpéniques,utilisés dans les industries de laipzefie et des arébmes.



Matériels et Méthodes



Chapitre Il : MATERIEL ET METHODES

1. Choix et description de station de récolte

Une station d’étude est une circonsaipti’étendue quelconque, représentant
un ensemble complet et définit des conditions d¥exice nécessaires aux especes qui
I'occupent (DAGET et GODRON, 1982). Le choix destisins d’étude est dicté par

la nature du milieu, gu'il soit naturel ou anthreéi

1.1. Situation géographique de station de récolte

La station de récolte est située dans la régeo@dargla, partie Nord-Est du
Sahara Septentrional Algérien (5° 19" longitude , ES1L°57" latitude Nord)
(ROUVILLOI-BRIGOL, 1975 et DUBOST, 1991). selon ROWLOIS-BRIGOL
(1975), la région de Ouargla se trouve a une dtitde 157 m. Elle couvre au total
une superficie de 163 230 kise située dans la partie Sud- Est de I'Algériec EBt
limitée: au Nord par les wilayas de Djelfa et Beskau Sud par lllizi et Tamanrasset

al’Est, par la El Oued et a I'Ouest par Ghardaia.

Biskra

AISINNL

Ghardaia

Illizi

Figure N° 13 : Carte géographique représentative
de la région de Ouargla (Elec 09)



1.2. Géomorphologie, géologie et pédologie

Au Sahara, la couverture pédologiqus@nte une grande hétérogénéité et se
compose des classes suivantes : sols minéraux, saots peu évolués, sols
halomorphes et sols hydromorphes: la fraction naieéest constituée dans sa quasi-
totalité de sable. La fraction organique est tegblé (inférieure a 1%) et ne permet
pas une bonne agrégation. Ces sols squelettignesrés stériles car leur rétention en
eau est trés faible, environ 8% en volume d'eguodible (DAOUD efal., 1994).

1.3. Hydrogéologie

Les formations géologiques de la régionQdrmargla contiennent deux grands
ensembles de formation aquifere: le continentaraatlaire a la base et le complexe
terminal au sommet. Une troisieme formation d'intgooce plus modeste s'ajoute aux

deux précédentes : La nappe phréatique ou nappefisigile (IDDER, 1998).

1.4. Synthése climatique

Le climat joue un rble fondamental dansdiatribution des étres vivants
(FAURIE etal., 1980). Parmi les facteurs climatiques, nous aiterla température,
les précipitations, I'humidité relative de l'aired vents et l'insolation. Le climat
d’'Ouargla est particulierement contrasté malgré Il@atitude relativement
septentrionale. Il est caractérisé par une faiblets précipitations, une luminosité
intense, une forte évaporation et un grand écartatapératures avec la sécheresse de
I'air (ROUVILLOIS-BRIGOL, 1975).

1.5. Température

La température est importante pour les étres Bvars variations agissent sur
le comportement des différentes especes. Selod@2ZA1970), Les limites des aires
de répartition sont souvent déterminées par la éeatpre qui agit comme un facteur
limitant. La région de Ouargla est caractérisée ges températures maximales

élevées qui peuvent dépasser 40° C. En 2010, lemneydes températures du mois le



plus froid est enregistrée en décembre (13,6 d)s que le mois le plus chaud est
juillet (36,7 °C.) (TUTIEMPO, 2010).

1.6. Vents

Le vent agit soit directement par uneiomctmécanique sur le sol et les
végétaux, soit indirectement en modifiant 'humédit la température (OZENDA,
1982). D’autre part, le vent a une action indirestieles étres vivants et il joue le role
de facteur de mortalité vis a vis des oiseaux,idesctes et des végétaux (DAJOZ,
1983).

D’aprés les données de TUTIEMPO (2010),viexsts sont fréquents sur toute
l'année 2010 avec une vitesse moyenne annuelle4d@8 lkm/h et une vitesse
maximale de 20,4 km/h pour Ouargla. Les vents ddessoufflent notamment au
printemps, du Nord-Est et du Sud-Ou@gdUVILLOIS-BRIGOL, 1975).

Les vents soufflent du Nord-Ouest verSuiel-Est (Dahraoui), particulierement
au printemps. Le vent d’orientation Est-Nord (Bahse manifeste de fin Aodt a mi-
Octobre, le plus frequemment (NAJAH, 1971). Tamglie les vents du sirocco ou
(chuhili) apparaissent pendant la période estigalme direction Sud-Nord et Sud -

Ouest, il se manifeste par des chaleurs excessives.

1.7. Humidité

L’humidité relative agit sur la densitésdpopulations en provoquant une
diminution du nombre d’individus (DAJOZ, 1983).Gartes especes sont trés
sensibles aux variations d’humidité relative. L'dir Sahara est trés sec. L’humidité
moyenne annuelle est de 43,9 % pour Ouargla, beddwmidité varie d’'une saison
a une autre. Le maximum d’humidité est enregistreaamt le mois de Janvier pour
Ouargla est de 51,2% et le minimum au cours du omiduillet est de 26,9% a cause

des fortes évaporations et des vents chauds duganois.



1.8. Précipitations

Les précipitations constituent un factécologique d’'importance fondamentale
pour le fonctionnement et la répartition des écasyss terrestres (RAMADE, 1984).
Comme dans la majeure partie des régions sahasiedes précipitations sont
marquées par leur caractere faible et irreguli@RILLOIS — BRIGOL, 1975).

Des sorties sur terrain ont été préatable effectuées, pour récolter les feuilles
d’arbre adultes choisis au hasard mais situéeesmnéime pied d’arbre, ce site (ITAS)
est réputé comme un site favorable pour la crotssde Eucalyptus. En effet, pour le
choix de site de récolte nous avons pris en coratidé la disponibilité et le bon etat

de I'espéce végétale.

2. Matériel

2.1. Matériel végétal

Pour la présente étude, il est utilisénce matériel végétal Eucalyptus
camndulensigécoltés a Ouargla (ITAS). L'age des arbres eshwion 32 ans .
L'identification de cette essence a été réalisddnatitut National de Recherche
Forestiere de Bainem (INRF) Algerie. Les échanmtdlale I'essence forestiére a été
cueillis au printemps, durant les mois Mars et Awra récolte a été réalisée le matin,

elle concerne seulement les feuillets d’arbre aduthoisis au hasard.

Les feuillets fraichement récoltées sonthééca I'abri de la lumiere et de
'’humidité a température ambiante du laboratoireetderche Génie des Procédés a
la faculté des sciences de la téchnologies et cetede la matiére a l'université de
Kasdi Merbah Ouargla. Elles sont conservés danssdes propres pour éliminer

toutes impurtés.



2.2. Choix du matériel végétal

Le matériel ou I'organe végétal chdians la présente étude est représenté par
les feuilles séches deElicalyptus camendulensiBarmi les critéres de choix de cette
plante, figurent leur utilisation déja dans I'assaminement de certains aliments et
médicaments (donc non toxiques) d’'une part et leque de travaux de recherche sur
les propriétés biologiques en particulier et legppiétés physiques et chimiques de

leurs huiles essentielles d’autre part.

3. Méthodes

L’extraction et I'étude physiques etroijues de 'huile essentielle des feuilles
d’Eucalyptusont été réalisées au sein du laboratoire de relcbeBénie des Procédés
a la faculté des sciences de la technologie ehsesede la matiére a l'université de
Kasdi Merbah Ouargla. Le laboratoire s'occupe edrfction, la caractérisation et
'analyse des huiles essentielles et extraits atgéties plantes aromatiques ainsi que

la détermination de l'activité biologique.

Cependant, I'étude de l'activité bigique a été réalisée au laboratoire de
Microbiologie du département des sciences de laetiale la nature université
d’Ouargla. Pour s’assurer du bon déroulement dis expérimentaux, les essais sont
répétés plusieurs fois. En outre, I'activité fongicp été réalisé au sien de laboratoire
de centre de recherche en Italie. En revancheahakyses chromatographiques en
phase gazeuse couplé a la spectrométrie de mas¥®I8p ont été effectué au

laboratoire de chimie analytique université de ©aia.

Le schéma général adopté pour lkseten de ce travail est résumé par la

figure N° 14 ci-dessous:
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Figure N° 14 :Diagramme général de la procédure expérimentale



3.1. Extraction d’huile essentielle des feuilles Bucalyptus

3.1.1. Dispositif d’extraction par hydrodistillation type Clevenger

L’extraction de [I'huile essentielle EH des feuilles ducalyptus
camendulensisau laboratoire de recherche Génie des Procéddé fite par un
hydrodistillateur de type Clevenger (1928). Il esnstitué d’'un chauffe ballon, un
ballon de capacité de 2 L ou I'on place le matérégétal et de I'eau, d’une colonne
de condensation de la vapeur (réfrigérant) quitviknl’échauffement de ballon une
ampoule a décanter qui recoit les extraits de délldtion et d’'un thermometre pour

contrbler la température et éviter le surchaufidigeire N° 3).

Photo N° 02 :Montage d’extraction par hydrodistillation type
clevenger



3.1.2. Dispositif proposé d’extraction par hydrodisllation

Pour la présente étude, nous avons adopté un neoptaghydrodistillation
proposé pour extraire une grande quantitie d’heslsentielle qui a été constitué par
une cocotte a minute en aluminium de 15 L de cépade 25 cm de diametre et de
22 cm de hauteur ou I'on place 700 g de matérigétad et de 4 L d’eau; il est placé
sur un chauffage a gaz naturel, et surmonté d'urapleeau” qui le relie au
condenseur. Ce dernier est formé d'un serpentioudge plongé dans un bac de
refroidissement ou circule de l'eau fraiche en peence, 'ensemble est porté a
ébullition aprés 15 min, les vapeurs chargées Ehessentielle traversant le tube de
cuivre (condenseur) se condensent et chutent densmpoule a décanter, en fin de
décantation on obtient deux phase (huile essantichydrolat) , I'eau et I'huile se

séparent par différence de densité (Figure N°).

tubeencuivre

L refrigerant

ampoule &
décanter

5 plaque
chautfante

Figure N° 15: Montage proposé pour I'extraction d’'HE



3.1.3. Récupération, conditionnement et conservatiad’huile essentielle

La conservation de [I'huile essentiellexige certaines précautions
indispensables (BURT, 2004). C'est polinuile essentielle d’Eucalyptus est
conditionnée dans un flacon en verre fumeé, hermeétrgent fermé pour éviter tout
risque d’altération d’huile essentielle par la lénei et 'oxygene de l'air. Les flacons
sont conservés a une température de 4°C jusquibisktion de cette huile essentielle

pour différentes analyses.

3.2. Détermination du rendement

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en hesigentielle (Re), est
défini comme étant le rapport entre la masse deil€hessentielle obtenue aprés
extraction (m HE) et la masse de la matiere vegattlisée (rp M). Il est donné par

la formule suivante :

Rt(%)= (m HE / mgM vs) X 100

R : Rendement en huile essentielle

m HE : masse d’Huile Essentielle

moM vs : masse de Matiere végétal séche



3.3. Détermination de l'effet de séchage sur la tenr en eau et en huiles
essentielles

3.3.1. Effet de séchage sur la teneur en eau

Afin de déterminer la teneur en eau (talixumidité) de chaque lot, une
guantité de feuilles fraiches de masse=M.00 g + 0,01g a été séchée dans une étuve
a 105 °C pendant 24 heures (jusqu'a un poids authstaa masse des feuilles séchées
(Ms) a été déterminée a l'aide d'une balance mréci8,01g et la teneur en eau est

donnée par la formule ci-dessous

Mf_Ms
T gau = — X 100

3.3.2. Effet de séchage sur la teneur en huiles esselles

L'extraction de [l'huile essentielle a étéalisée journalierement par
hydrodistillation de 100g d’échantillons, dans uppareil de type Clevenger
(Clevenger, 1928). La distillation dure trois heusprés l'apparition de la premiére
goutte de distillat a la sortie du tube de condémsale la vapeur. L'huile essentielle a

été stockée a 4°C a l'obscurité.

La teneur en huile essentielle, expriméengndu distillat par 100 g de

matiere séche, est exprimée par la relation sugvant




Tue : Teneur en huiles essentielles
V : Volume d'huiles essentielles recueilli (ml)
AV : Erreur sur la lecture
Ms : Masse végétale seche (Q)
3.4. Détermination des constantes physico chimiques

Les constantes physico chimiques déteenila nature d’huiles et le degré de
pureté, on les nomme les constantes d’huiles (CHXNBE et al, 2001 ; DJEBILIlet
al., 2006 et SOUNDOUSS, 1998) et qui sont :
3.4.1. La densité a 20°C @)

C’est le rapport du poids d’'un certain volume dibuau poids du méme
volume d’eau distillée a la température 20°C.

On péese 2 ml d’huile essentielle étedél’aide d’'un pycnometre taré d'un
densimétre électronique type DMA35N marque AntoarPa

d*°=de + (0 - 20) X 0,00068

de : Densité a température ambiante

0 : Température ambiante

d?° : Densité a 20°C

0,00068 :Variation de la densité quand la température \agi&°C.



Photo N° 04 :Densimétre (DMA 3R).

3.4.2. L'indice de réfraction (I.R) (ISO 280 : 199975-112)(AFNOR., 2000)

Il s’agit du rapport entre la vitesse de la lumidens le vide et celle dans le
milieu étudié, ainsi I'indice de réfraction est uoaction de la longueur d’'onde de la
lumiére incidente et de la température. L'appaceil sert a mesurer l'indice de
réfraction des liquides est le réfractométre d’Abbea un usage assez recommandé.

Pour calculer I'indice de réfractigfip, on applique la formule suivante :

Ir-n*%-n %+ (6 — 20) X 0,00045

%% . Indice de réfraction & une température a 20°C ;

n° b Indice de réfraction & une températire

0 : Température a la quelle la substance soit liquide ;

D : Raie de Sodiunfde longueur d’'onde 589,6mm) ;

0,00045 :Variation d’'indice de réfraction quand la temperatvarie de 1°C.



Source [Mehani Monuna

Photo N° 05 :Réfractometre (Pi).

3.4.3. Mesure de pH

3.4.3.1. Définition

pH I'abréviation de potentiel d’hydrogemmesure I'activité chimique des ions

hydrogénes (B (Appelés aussi couramment protons) en solution.

Plus couramment, le pH mesure I'aciditéla basicité d’'une solution. Il s'agit
d'un coefficient permettant de savoir si une sotugst acide, basique ou neutre : elle
est acide si son pH est inférieur a 7, neutreestiégal a 7, basique s'il est supérieur a
7 (MOHAMDI, 2006).



3.4.3.2. Méthode de mesure

Les mesures ont été effectuées a l'aide d’'un pHemet

Photo N° 06 :pH métre (HANNA Hi 4221).

3.4.4. Indice d’acide (I.A) (NF ISO 1242 :1999 (T5103)(AFNOR, 2000)

C’est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de psiiam (KOH) nécessaire
a la neutralisation des acides libres contenus darggamme d’huile. A 0,2 g d’huile
dissoute dans 10 ml d’hexane, on ajoute 2 a 3 goudiit phénophtaléine. La solution
ainsi obtenue est tirée par une solution de KOH1M) dans I'éthanol jusqu'a
'apparition d’'une coloration rose Pale. La teneamr acides libres des corps gras
augmente avec le temps, lindice d'acide pedoac de juger de leur état de
détérioration. L’indice d'acide est calculé parftamule suivante (CHABANNEet
al., 2001):

la = N.V.56,1/m




N : Normalité de KOH ;

V : Volume en millilitre de la solution de KOH uté ;

m : masse en gramme de la prise d’essai ;

56,1: Masse molaire de KOH.

Source Mefrarni Wounal

Photo N° 07 :Dispositif de mesure d’indice d’acide

3.5. Analyses de la composition chimique de I'huilessentielle par GC/MS

Les analyses de la composition chimique de I'hesigsentielle dEucalyptus
camendulensia été réalisée par chromatographie en phase gazewsié a la
spectrométrie de masse pour la détermination decteguposition chimique et

I'identification de leur chimiotype.
3.5.1. Principe de la Chromatographie phase gazeus&pectrométrie de masse
En chromatographie en phase gazeuse (CPG), I'éttioantest vaporisé et

injecté au sommet de la colonne, I'élution est @spar un flux de gaz inerte qui sert
de phase mobile (LAVERDIEREt al, 1999).



Le principe de séparation repose sur ufférdnce de répartition des composés
d’'un mélange entre deux phases, la phase statrenfraprégné dans la colonne). Les
composants du mélange injecté dans la colonnemssés dans celle-ci par le gaz
vecteur interagissent differement avec la phaséostaire et de ce fait leur
progression dans la colonne ne se fera pas a laemétesse. Ce phénomene
d’interaction provoque ainsi la séparation des ttuats du mélange. Un systeme de
détection adéquate en sortie de colonne permetéd® an signal qui est enregistré
sous forme dé pics chromatographiqués

En soumettant une HE a la GC/MS, nous déclenchormacessus a plusieurs

étapes :

e ionisation des molécules qui se volatilisent solsffet de la haute

température ;

» accélération des ions formés qui se dirigent \edidpositif de séparation ;

» traitement du signal de sortie de I'appareil ce @pnduit au spectre de masse
qui constitue la représentation conventionnellel'aleondance des ions en

fonction de leurs rapports m/z.

La comparaison informatique du spectre d’'un piomm avec une ou plusieurs
« banques de données » de référence permet sdifiecdéion (DE MAACK et al,
1997).
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Figure N° 16. Schéma général d'un GC/MS

3.5.2. Elaboration des profils chromatographiquesNF ISO 11024-1 : 1999)
(AFNOR, 2000)

3.5.2.1. Préparation des échantillons pour essai

Une quantité de 0.2ul d'HE est prélevée et injedides I'appareillage pour
déclencher les procédures d'analyse.

3.5.2.2. Conditions opératoires de la GC/ MS

Les analyses chromatographiques des HE omfi@&uées sur un CPG type

HP (Agilent technologies) 6800 plus couplé aveSih (Agilent technologies) MSD
5973).

La fragmentation est effectuée par impact adeaque a 70 eV. La colonne
utilisée est une colonne capillaire hp-5 MS (30 25 mm), épaisseur film 0,25 um.
La température de la colonne est programmée de250 &C a raison de 4 °C.nfin



Le gaz vecteur est I'hélium pureté N6 dont Ibid&V est fixé & 0,5 ml.mih
L’appareil est relie a un systéme informatique geétme bibliotheque de spectre de
masseNIST 98 et piloté par un logiciel <HP ChemStation». Ceci permettra
I'identification des constituants aromatiques d¢H:

3.6. Etude de l'activité antimicrobienne de I'huileessentielle et de I'nydrolat

3.6.1. Souches microbiennes étudiées

Les souches microbiennes utilisées dans notde &nt été choisies pour leurs
fréquences élevées dans les contaminations humahesoviennent du laboratoire
de microbiologie de I'hdpital Mohamed Boudiaf OuarfAlgérie). Ces bactéries font
partie de deux groupes des microorganismes, qui s@s microorganismes
pathogenes et des microorganismes contaminantss Datne travail nous avons

retenu les espéeces suivantes :
3.6.1.1. Cocci Gram positif
3.6.1.1.1 Enterococcus feacalis

Bactérie commensale a Gram positif daraille Enterococcaceae, il se trouve
dans le tube digestif humains et d’autre mammifécaaser des infections mortelles
chez 'homme et le singe, particulierement dansenvironnement hospitalier. Elle
peut aussi déclencher des inflammations chronidads$ntestin (Netl).
3.6.1.2. Bacilles a Gram Négatif
3.6.1.2.1 Escherichia coli

Bacille a Gram négatif apparentant a la famille de¥érobactériaceae

(HART et SHARAS, 2002), h6te normale du tube digest 'lhomme et des animaux

(CHAKOU et al, 2007), responsable des infections urinaires,icgapte méningite
du nourrisson, de plaies opératoires et gastroétes (HART et SHARAS, 2002).



3.6.1.2.2Enterobacter cloaceai

Bacilles a gram négatif de famille Entérobactéma@cemobile, non sporulés
présent dans I'environnement mails il est aussi mensal du tube digestif de
’homme et de I'animal, responsable de l'infectiorinaire, bactériémie, infection
respiratoire, suppurations diverse et I'infectissulaire apres une plaie souillée par
de la terre, il est souvent associBaxillus cereugDANIELLE CLAVE, 2011).

3.6.1.2.3Klebsiella pneumoniae

Genre de bactérie, non mobiles de farhilieérobactériaceae, capsulés avec des
colonies a aspect de muqueuses (GARBONNEELEI, 1987). Elle se trouve dans
les matiéres fécales de 'homme et de I'animag ptbvoque les bronchites, broncho-

pneumonies, pleurésies, infection urinaire et séptie (NATHALIE, 2006).

3.6.1.2.4Proteus microsilis

Bacilles a gram négatif, mobiles de ifnEntérobactériaceae, trouvant dans
le sol, 'eau d'égouts et font partie de la florécdle normale provoquent des
infections urinaires, plaies, méningites et septieBEERNESHet al, 1996).

3.6.1.2.5Pseudomonas aeruginosa

C'est une Bacille a gram négatif, mobdeciliature polaire monotriche,
caractérisé par la pigmentation bleu, vert, spoautempérature optimale 30 & 43°C
repandue dans la nature, il vit dans I'eau et swsdl. Nous le trouvons aussi dans
'environnement hospitalier, surtout dans les eitsdrbumides : siphon de lavabos,
savons liquides, humidificateur, solutions d’antisgues (chlorhexidine chlorure de

benzelkonium et cétrimide).

Pseudomonas aeruginogait partie de la flore de transit de 'lhomme, ada
trouvons dans le tube digestif et plus raremens dasaline (FAUCHERE et AVRIL,
2002). Elle peut provoquer des infections, parfeésres chez les sujets dont les
défenses sont amoindries. Elle peut provoquer mfestions urinaires, bronchiques
(AUCIEL et VILDE, 2005). Responsable dinfectionsutanées (impétigo,



furoncles...etc.), d’'infection de la sphére ORL (sites, otites... etc.) et infection
divers (DELARRAS, 2007).

Les souches bactériennes sont des lots de I'ATAIGerican Type Culture

Collection). Leurs caractéristiques sont regroupiaes le tableau n°01 comme suit :

Tableau N° 01 caractéristiques des différents micro-organismes

Souches testes Gram ATCC
Proteus microsilis Bacille G ATCC49452
Enterococcus feacalis Cocci G+ ATCC29212
Enterobacter cloaceai Bacille G ATCC13047
Klebsiella pneumoniae Bacille G ATCC700603
Pseudomonas aeruginosa Bacille G ATCC27853
Escherichia coli Bacille G ATCC25922

ATCC : American Type Culture Collection

3.6.2. Souches fongiques etudiées

Les souches fongiques utilisées dans notre é&uteté choisies pour leurs
fréquences élevées dans les contaminations, eiepr@nt du laboratoire de I'Institue
de I'Entomologie et Pathologie végétale, Universitattolica del Sacro Cuore di

Piacenza, Italy. Dans notre travail nous avonsitetes espéces suivantes :



3.6.2.1.Fusarium sporotrichioide

C’est une souche fongique de la famillgpétreaceae productrice de
mycotoxine caractérisé par la présence des Mycéhldnien, Sporodochia et des
Chlamydospores (ANONYME, 2008).

LeFusarium sporotrichioideest trés répandue sur les plantes et dans le sol
dans les régions froides et fraiches du monde (KUdtl al., 2004), peuvent infecter
les épis, les tiges et les racines du mais du semaisécolte. Entrainent des pertes de
rendement et contaminent la récolte avec des swdestatoxiques (DORNMet al,
2007).

3.6.2.2 Fusarium graminearum

Le nom de Fusarium vient de fusus Jajin signifie une broche, Fusarium est
un grand genre de champignons filamenteux largemistribués dans le sol et en
association avec des plantes. La plupart des ess&re saprobes inoffensives, et
sont membres relativement abondantes de la comr@naicrobienne du sol.
Certaines especes produisent des mycotoxines @snsultures de céréales qui
peuvent affecter la santé humaine et animale @se#ntrent dans la chaine
alimentaire. Les principales toxines produites ges especes de Fusarium sont les

fumonisines et les trichothécénes.

Le genre comprend un certain hombespdces pathogénes des plantes
economiquement importantelSsusarium graminearuninfecte couramment orge s'il
ya pluie en fin de saison. Qu'il est de lI'impadr@mique de l'industrie de brassicole,
ainsi que l'orge fourragére. La contamination desafium dans l'orge peut se
provoguer en épi, et les contaminations extrémes)'atge peut apparaitre rose
(BREWING).



3.7. Milieux de culture et Produits actifs

Nous avons utiliske milieu de Mueller Hinton (gélose riche en comgms
d’infusion de viande de bceuf, hydrolysat acide ame et amidon de mais) pour les
bactéries, et avec le milieu de pomme de terrerdextagar PDA (pomme de terre,
glucose, agar et eau distillé) pour les levuresuiEa verser aseptiquement (devant le
bec benzéne) une couche de 10 ml dans les boitggtde laissé refroidir sur la
paillasse.

Lors de nos essais, nous avons testé aussi bietivita antimicrobienne de

I'HE que celle de I'HA deEucalyptus camendulensis

3.8. Tests d’activité antibactérienne

L'évaluation de l'activité antibag@ne de I'huile essentielle d’Eucalyptus est
réalisée d’'abord par la méthode de diffusion degudis, en raison de sa simplicité et
son efficacité pour tester la sensibilité des béedé Les concentrations minimales
inhibitrice (CMI) sont estimées par la méthode detidn d’agar. Cette méthode nous
permet également de savoir la nature de l'actiaitébactérienne d’huile essentielle
(bactériostatique ou bactéricide).

3.9. Protocoles d’étude
3.9.1. Technique en milieu solide
3.9.1.1. Méthode des aromatogrammes

L’aromatogramme est basée sur une techniguiséetien bactériologie
meédicale, appelée antibiogramme (SATRANRL, 2007 ; BENLILALI et al, 1986).
Elle a 'avantage d’étre d’'une grande souplesse #iachoix des produits a tester et

de s’appliguer a un grand nombre d’especes bactérse(PIBIR12005).

Cette méthode consiste a mettre en évidence unatu&lle activité

antimicrobienne de I'extrait des plantes recenseprésence des germes tests. Des



disques absorbants stériles, imprégnés d’'une déaditxtrait et disposés sur une
gélose inoculée avec les souches. La diffusionedgrdit dans la gélose permet de
suivre l'inhibition et la croissance des germes sgitraduira par une zone claire

autour de disque dite zone d’inhibition.

Baite de Petri
Souches test

Milieu de culture gelose
{Agar)

Diz que imhbibé
d'huile
ezsentiells

Croissance
micr aobienne

Figure N° 17: lllustration de la méthode des aromatogrammes
sur boite de Pétri (PIBIRR005S).



3.9.1.1.1. Suivi de l'activité des extraits

Source Mehani Mouna

Photo N° 08:Milieu culture Muller-Hinton

» Préparation de l'inoculum

A partir d'une culture jeune, en prélevant 3 a foeies pures bien isolées de
chaque espéce étudie qui sont diluées dans 9 Al ial Id’eau physiologique

stérile. L’enrichissement dure pendant 2 a 3 heures

A : Prélévement des colonies B: Déchargement dans I'eau
physiologique



C : L'enrichissement

Photo N° 09 :Préparation d’inoculum

= Préparation des disques

Pour la réalisation de I'antibiogramme, les disqsest faits a partir du papier
Wathman n°3, ce dernier a été découpé en disquee lla 6 mm. Aprés leur
stérilisation au four pasteur pendants 20 mn a @60&s disques ont été
imprégnés dans les solutions préparées auparagastiite, ils ont été placés
dans des boites de pétri.

= Ensemencement

A l'aide d’'une micropipette nous prélevons 1 a 2 dd Chaque suspension ,
contenant des colonies bacteriennes étalé enrom@fen nappe sur la surface de la
boite contenant la gélose solidifiée (Muller Hintotiexcés du liquide et aspiré a
'aide d’'une pipette pasteur et rejeté dans un dieeu de javel. Les boites ainsi
ensemenceées ont été mises a sécher pendant 13#@.a



Photo N° 10 :Ensemencement des souches

Dép6t des disques

A l'aide d’'une pince stérile, nous prélevons lesgdies qui sont imbibés avec
I'extrait brut de la plante jusqu'a imprégnatiotatalu disque. Les disques ainsi
traités sont déposés sur la face de la gélose Mulieton inoculée en les

appuyant légérement a I'aide d’'une pince stérdissbns diffuser, puis incuber a

37°C a I'étuve pendant 24 heures pour les bactétid8 heures pour les levures.

Photo N° 11:Dép6t des disques des dilutions



= Expression des résultats

La mesure du diameétre des halos d’itibibbiest souvent transcrite dans
différents symboles proportionnels &ti\dté (tableau N° 02) (LIS-
BALCHINet al, 1998).

Tableau N° 02: Transcription des diametres d’'inhibition des desgjimprégnés.

(LIS-BALCHIN et al, 1998)

Diametres de la zone d’inhibition | nscriptionTra | Sensibilité du germe
0 0 Résistant
0,5cm + Peu sensible
lcm + Sensible
2a3cm ++ Assezsensible
>3 cm +++ Tres sensible

Pour chaque boite la mesure de la zdnkikition indique la sensibilité de ces

germes, nous avons deux actions proposées a sgrprod

» Soit une action bactéricide (fongicide) ou nousremarguons aucune

croissance microbienne autour des disques ;

» Soit une action bactériostatique (fongistatique)ntdil y'a des zones
d’inhibition autour des disques disposés sur ldasar de milieu de

culture.

Pour confirmer les résultats, nousligéas trois répétitions pour chaque
boite, le diluant utilisés durant les différentégpes de ce Protocol expérimental peut
confondre nos résultats (peut avoir un effet swertassance des microorganismes),
pour cela nous procédons a réaliser un témoin imégal est négatif ca veut dire que

toute zone d’inhibition apparente est attribuéex@ttait appliqué avec certitude.



Les bactéries montrant une sensikditéhuile essentielle sont sélectionnées
pour déterminer la concentration minimale inhibiri(CMI) (DERWICH et al,
2010).

3.9.2. Méthode de dilution d’agar

Cette technique donne un intervallevdieurs des concentrations minimales
inhibitrices (CMI) des souches qui présenteront semsibilité. Cette technique est
economique puisque elle nous permet de testerepitsssouches bactériennes dans la
méme boite. Pour déterminer ces concentrationthdiel essentielle d’Eucalyptus,
nous avons employé la méthode de dilution d’agppoetée par HAMMERet al
(1999) et MAYACHIEW & DEVAHASTIN (2008).

3.9.2.1. Préparation des dilutions d’huile essentle

Pour pouvoir obtenir differentes concations de I'huile essentielle des
feuilles d’Eucalyptus, nous l'avons diluée dansDISO (diméthylsulfoxide). Ce
choix a été fait, parce que, le DMSO est le sol@pférable pour la majorité des
auteurs, notamment, GACHKA& al (2006) qui ont prouvé que le DMSO n'a aucun

pouvoir antibactérien puissant.

3.9.2.1.1. Détermination de CMI (Concentration miimal Inhibitrice)

C’est une méthode de référence pouurse$activité d’'une huile essentielle,
vis-a-vis d’'une souche bactérienne donnée, congigtegterminer dans des conditions
bien standardisées (de milieu et d’incubation), dancentration minimale
d’antibiotique capable d’inhiber la croissance Baenne. Pour ce faire se réalise une
gamme de dilution soit en milieu liquide soit enlieu solide dont: 6.75, 3.375,
1.687, 0.843, 0.421, 0.210, 0.105 et 0.0525 uglret differentes dilutions sont
ensemencées avec la bactérie étudiée et peut détempres 18 heures d’incubation,
ou se situe la CMI (NAUCIELlet al, 2005).



» Lorsque la CMI est basse et tres inférieure a laceotration
d’antibiotique qu’on obtient chez les patients akscposologies usuelles,
c’est-a-dire CMI est inférieur a la concentratiottigue inférieure, nous

considérons que la bactérie est sensible a I'antitjoie.

» Au contraire, lorsque la CMI est égal ou supériauconcentrations
obtenues chez les patients, c'est-a-dire la CMI sgbérieur a la
concentration critigue supérieure, nous considéiqus la bactérie est
résistante (NAUCIELet al, 2005).

» La bactérie est dite intermédiaire si la CMI esimpdse entre la
concentration critigue supérieure et la concemmatiritique inférieure
(JOFFIN, 2001).

La détermination de la CMI n'est @ifle en pratique que pour des cas
particuliers. En routine nous utilisons une méthogéus approximative,
'antibiogramme (NAUCIELet al, 2005).

Dilution d"HE 4°Encalypius camendulensis

Tube
1 mL _
3 4 5 & T 8 fhl!'"
vy
imlL
mal
Slubon mém
HE+DMS0 Diuant 1 mlL
13ng/ml

Somrce MWefrani Afonuria

Figure N° 18: Reéalisation de la gamme de dilution d’'HE



3.10. Activité antifongique

Pour la réalisation de I'activité aatifjique on a adopté la méthode de contact
direct. Pour préparer les différentes concentration a prélevé des différentes
concentrations d’huile essentielle (HE) d’Eucalgtusavoir (50, 10, 5, 2.5, 1.25,
ul) et ajuster a 20 ml par PDA puis on agite peh@minute pour homogéneser le

milieu de PDA avec I'huile essentielle.

5 ml de mélange (PDA + HE+ Tween a (,3%&té coulé dans des boites de
Pétri, Apres le refroidissement et la solidificatide ce mélange sur la paillasse des
disques mycélien de diametre de 5mm de diametue ide la marge d’'une culture
agée deFusarium sporotrichioidegt Fusariumgraminearumont été prélevée avec
un emporte piéce et inoculé au centre de chaque fadisque/boite) (Photo N° 10).
Chaque concentration est répéter trois fois. Légdasont incubées dans I'obscurité a
température de 20 + 20C ; Les témoins (PDA+ Fusaet PDA+ Tween a 0,5%+
Fusarium) sont réalisés dans les mémes conditians huile essentielles et les

mesures sont prélevées aprés 72 h d’'incubation ZTERal, 2014).

L Source Mehani Moting

Photo N° 12 Inoculum des disques mycéliens



3.10.1. Evaluation de la croissance myceélienne

La croissance mycélienne a été éeatoétes les 24 heures en mesurant la
moyenne de trois diamétres perpendiculaires pagsante milieu de la rondelle.
Cette lecture est toujours réalisée en comparaisen les cultures témoins qu’ils ont
démarré le méme jour et dans les mémes condititmge pousse méme légére de
champignon sera considéré comme action négatiwe @&'dire que I'huile essentielle
en question n'est pas inhibitrice vis-a-vis de taissance fongique (TERZt al,
2014).

3.10.2. Détermination de l'indice antifongique

Aprés l'incubation en tenant compeela croissance de témoin, on calcule

l'indice antifongique qui est déterminé par la fotmsuivante (CHANGt al, 1999):

IA = (1-Da/Db) x100

Da: diametre de la zone de croissance de I'essai.

Db: diameétre de la zone de croissance du témoin.

3.10.3. Détermination de la vitesse de croissancgoélienne (VC)

VC = [D1/Tel]+[(D2-D1) / Te2]+ [(D3-D2) / Te3]+... 4(Dn-Dn-1) / Ten]

D: Diameétre de la zone de croissance du chaque jour.

Te: Jour d'incubation.



Résultats et Discussions



Chapitre 11l : Résultats et discussions

3.1. Extraction de la fraction aromatique dEucalyptus camendulensis

3.1.1. Extraction et rendement en huile essentielle

L’hydrodistillation de la partie aérienne de plafit&iche a été réalisée avec le
dispositif de Clevenger. Le rendement moyen en KiEde 0,99 %. Ainsi et pour
chaque extraction, nous avons pu récupérer unditpude 0,99 ml d'HE pour 100 g

de matiére végétale séche.

Cependant, ce rendement en HE est relativement éevnparé a ceux
rapportés par BAALOUIAMER en 1985 (0,8 - 0,7 %).

En Algérie, le rendement en HE peut varier d'ungioié a l'autre selon les
facteurs pédoclimatiques. Une étude de BOUFERKA$396 a rapporté un taux de
(0,68-0,21%) en HE extraite des plantes cultiveessda plaine de Mitidja. Ce taux
est tres en dessous du rendement obtenu au conos @xtractions. Ceci peut étre lié

aux influences pédologiques (texture, compositamosité et pH du sol).

D’un autre c6té, certains auteurs SIN@Hal en 1989, PARAKASHet al en
1972, NAKASHIMA en 1985 et ZRIRAet al en 1992 ont obtenu un rendement
Iégérement supérieur au notre qui est respectivenghbl, 2,83, 3,8 et 2,12%. Ceci
peut, éventuellement, étre attribué a un déficit ammendements minéraux. Ces
derniers contribuent a 'augmentation de la massgetale et a la quantité d’HE

extraite.

En résumé, plusieurs études ont confirmé que lesuthtions observées dans le
rendement en HE peuvent étre attribuées non sentaemiérigine de la plante mais
également a l'imbrication d'une multitude de fateibiotique et abiotique). Parmi
ces facteurs, nous pouvons citer la températunemidité relative, la durée totale
d’insolation et le régime des vents, apport degasgrganiques et/ou minéraux) et
aux meéthodes d'extraction. Ce dernier exerce uifgeirce directe chez les especes

végetales.



3.2. Détermination de l'effet de séchage sur la tenr en eau et en huiles
essentielles

3.2.1. Effet de séchage sur la teneur en eau

Cette étude nous a permis de suivre et d’évaleffet’ de la durée de séchage

sur la teneur en eau des feuilleEdcalyptus camendulensiBlle est présentée dans
la figure N° 20.
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Figure N° 20 : Evolution de la teneur en eau des feuilles

d’'Eucalyptus camendulensis

Au cours du séchage L'analyse déglare n°20 montre qu'au cours de
séchage, la teneur en eau diminue progressivemeist gevient pratiquement
constante pratiguement constant a la fin de laogérde séchage. Ainsi, elle passe
pour le séchage de 100 a 0,006 %. Sur ce grapbigueconnait deux phases :

- La phase | : du début du séchage jusqu'au @nwijour;



- La phase Il : du cinquiéme jour jusqu’au dixiejoer.

Le niveau d'’humidité souhaitable payure la concentration en huiles
essentielles soit a son maximum, Il serait d'emvii® %.

3.2.2. Effet de séchage sur la teneur en huiles esselles

Les résultats obtenus de I'évolution ld teneur en huile essentielle des

feuilles dEucalyptus camendulenss cours du séchage sont présentés dans la figure
N° 21.
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Figure N° 21 : Evolution de la teneur en huile essentielle dailés

d’Eucalyptus camendulensasl cours du séchage



La figure N° 21 représente la vammatde la teneur en huiles essentielles en
fonction du temps du séchage. La concentrationutleshessentielles augmente en
fonction des jours de séchage, puis elle chute pandre a se stabiliser a la fin du
séchage. L'augmentation de la teneur en huilestesiges pendant les premiers jours

de séchage est proportionnelle a la diminutiorad t'humidité.

Le maximum de la teneur en huilegetslles est obtenu au huitieme jour,
dont la valeur enregistrée est de 1,43 % + 0,0IN@us constatons donc que le

rendement en huiles essentielles varie avec laedigé&échage.

La variation de la teneur en haigssentielles des feuilles Becalyptus
camendulensiavant la distillation en fonction de la duré delsfge est similaire a ce
qui a été trouvé pour plusieurs autres especesadigpms, telles queBucalyptus
camaldulensis(ZRIRA et al, 1992), la verveine (EDDAAOUIREt al, 1993),
'ammivisnaga (ISMAILI ALAOUI et al, 1995) et le romarin (ELAMRANEt al,
1995).

L'augmentation de la concentratiorhailes essentielles exprimée en poids
de matiére seche pendant les premiers jours dageédexpliquerait par une activité
physiologique importante.

La biosynthese des huiles esseasiglbntinue et s'accélére apres la récolte
du matériel végétal en réponse au stress hydrigaediminution aprés sept et neuf
jours respectivement de séchage serait due a lactiéd ou l'arrét de l'activité

enzymatique causant la mort des cellules suiteedante déshydratation.

Les résultats concernant |'effet dchage sur la qualité chimique des huiles
essentielles des feuillesEdicalyptus camaldulensissont comparables avec ceux

trouvés pour Eucalyptus camaldulenstki Maroc.

Pour une exploitation industeellii convient donc d'extraire I'huile
essentielle des feuillesHlcalyptus camaldulensisnviron une semaine aprées leur
récolte, puisque la teneur en huiles essentiefies son maximum. Au dela de cette

période, elles perdent quantitativement leurs Bugkesentielles.



3.3. Etude analytique de I'huile essentielle

3.3.1. Caractéristiques organoleptiques

L’huile essentielle obtenue par hylistllation du matériel végétal
d’Eucalyptus camendulensest de couleur jaune. Elle présente une odeurfdrés
pénétrante et prononcée fraiche, caractéristigiewsalyptol (1,8-cinéole). Quand a
I'HA, d’aspect transparent, il a une odeur moins pror&nce

Photo N° 13: Huile essentielle ducalyptus camendulensis

Les paramétres organoleptiques de I'HE sont en rdc@vec ceux
répertoriés dans les normes AFNOR (Tableau N° 03).



Tableau N° 03 :Caractéristiques organoleptiques

Caractéristiques Aspect Couleur Odeur
organoleptiques
Liquide Presque incolore Caractéristique fraiche, plus ¢
L’AFNOR mobile, a jaune pale moins Eucalyptolée selon l'origine
limpide
Huile essentielle| Liquide, Jaune claire Fraiche Eucalyptolée
étudiée limpide

3.4. Caractéristiques physico-chimiques

Les constantes physico-chimiques de I'HE ont étéerdénées selon des

méthodes normalisées. Les résultats de ces mesomeésegroupés dans le tableau

suivant N° 04.

Tableau N° 04 Caractéristiques physico-chimiques de I'HE.

Parameétres physico-chimiques

Indice Densité Indice de
d’Acide a 20°C Réfraction a pH
20°C
Résultats 1,176 0.9035 1.4769
obtenus 6
Normes 0.84-3.74  0,9060 - 1,460 - 1,4760
AFNOR 0,9250 4-6

Nous remarquons que les parametres physico-ghési de I'HE sont en

accord avec qui sont mentionnés par les normes.



Pour les constantes chimiques, l'indice d'a@iledonne une idée sur le taux
d'acides libres (KANKCet al, 2004). Un IA inférieur a 2 est une preuve denmon
conservation de I'HE, Cet indice est certes dagsnlermes, Inversement a un IA

demeure relativement élevé.

L’indice de réfraction varie essentiellement@isgeteneur en monoterpenes et
en dérivés oxygénés (KOBét al, 2003). Une forte teneur en monoterpenes donnera
un indice élevé ce qui est le cas de I'HE de nétuee.

Plusieurs études ont démontré que les paramghsesco-chimiques des HE
sont influencés par les conditions édaphiquesietatiques, selon SINGHt al en
1989, ont montré que l'indice d’acide pour I'Eugalys (Inde) a des valeurs plus
faible que ceux calculé dans ce travail qui est @®9. Par contre les autre indices
sont en conformité aux normes, dont : la dens2®°& est de 0,9642 et I'indice de
réfraction enregistre une valeur de 1,4648.

En revanche, BOUFERKA& al en 1996, ont enregistré une valeur d’indice
d’acide élevée a celle des normes qui de 4,2075cddre, ont obtenu des valeurs
des indices physiques (densité, indice de réfractiai se situent dans l'intervalle des

valeurs obtenues dans les normes, qui sont regpewnt : 0,9245 et 1,4911.

Vu le nombre important de parametres pouvaetenir dans la composition
de huile essentielle, gu’il soit d'ordre naturelyaamt une origine intrinseque
(génétique, localisation etc....), ou extrinsequel, (sdimat, etc...) ou dordre
technologique, c'est-a-dire lié au mode d’extractibes rendements et les indices
physico-chimiques ne sont qu’'une premiére caraettton des essences Algériennes
et une étape nécessaire mais demeure non suffipantecaractériser I'HE. Il sera

primordial de déterminer le profil chromatograpleqgie I'HE.



3.5. Analyses chromatographiques de la fraction aromatige

Les analayses chromatographiques en pjamause couplé a la spectrométrie

de masse (GC/MS) ont été effectué au laboratoirehdaie analytique université de

Catalonia sont extraites de la plafiacalyptuscamendulensislans des conditions

opératoires suivantes :

* Injecteur

Température : 250°C

Mode d’injection : Split

Volume injecté : 0,2l

e« Colonne

Type : hp-5MS

Dimension : long 30 m, D int 0,25 mm, épaisseun fil,25um

Phase stationnaire : 5% Phenyl 95% dimethylpolyaie.

Température du four : 50°C pendant 8 mn, polier/@itCjusqu’a 250°C.

Gaz vecteur (GV) : Hélium pureté : N 6

Débit Gaz vecteur (GV) : 0,5 ml/min

» Détecteur de masse

Mode d’analyse : Scan (de34 a 450)



Solvant utilisé : Heptane

Délai du solvant : 3min

Température de l'interface : 280°C

Type d’ionisation : impact électronique

Intensité du filament : 70 év

Type de I'analyseur de masse : Quadripdle

Température du Quadripble : 150°C

Température de la source : 230°C

3.5.1. Composition chimique d’huile essentielle

Les résultats de l'analyse par GC/MsSlal Composition chimiqued’huile

essentielle Eucalytuscamendulensisont présentés dans le tableau suivant N° 05.



TableauN° 05 :Composition chimiquel’huile essentielle

1
o

N° TR Quantité Composés CAS
(%)

01 |14.12 0.38 2,4(10)- thujadien 000000-00-0
02 |14.72 0.03 Verbenene 000000-00-0
03 |16.17 0.46 Sabinene 003387-41-b
04 |16.29 | 0.23 Bicyclo[3.1.1]heptane 018172-6743
05 |17.64 0.71 Beta-myrcene 000123-35-3
06 |18.45 | 0.82 1-phellandrene 000099-8342
07 |18.84 | 0.21 Delta.3-carene 013466-78+9
08 |[19.40 | 0.44 Alpha.terpinene 000099-86-5
09 |22.04 | 0.09 1,3,6-octatriene 003779-6141
10 | 22.71 0.70 Gamma-terpinene 000099-85t4
11 | 23.36 0.03 Trans sabinene hydrate 017699-16
12 | 23.63 0.02 6-hydroxy-hexan-2-one 000000-0010
13 | 24.80 0.21 Alpha-terpinolene 000586-62-9
14 | 24.93 0.17 Benzene,1-methyl-4(1methylethen) 026143+8-
15 | 25.68 0.03 Alloocimene 000673-84-1
16 | 26.06 0.83 1,6-octadien-3-ol 000078-70-b
17 | 26.25 0.03 1-methoxy3(2hydroxyethyl)nonane 000000
18 | 26.33 0.07 Phytol 000150-86-7
19 |26.70 | 0.06 Cyclohexene 001453-24-8
20 |26.93 0.26 Beta-thujone 000471-15-8
21 | 2741 0.58 p-menth-2-en-1-ol 000000-00-0




23 [27.64 | 0.13 2,3,3-trimethyl-3-cyclopentene 000006300
24 |28.23 | 0.04 Cyclobutene 003642-14-6
25 |28.59 0.19 Cyclohexene 003983-08-2
26 |28.62 | 0.03 Cyclohexene 003983-08-2
27 |28.82 0.69 1-terpineol 000586-82-3
28 |29.33 | 0.55 Cyclohexanol 004621-04-9
29 |29.47 | 0.35 Cyclobutane 001528-22-9
30 |29.80 | 0.08 Benzenemethanol 000100-51+6
31 |30.01 | 0.27 4- isopropylcyclohexanone 005432-85-9
32 |30.26 | 0.11 Bicyclo[2,2,1]heptan-3-one 016812-40t1
33 |30.70 | 0.13 2,4- hexadiene 000764-1316
34 (3099 | 011 2,4- hexadiene 000764-1316
35 [31.20 | 0.08 2,6-dimethyl-1,3,6-heptatriene 000928671
36 | 3292 | 0.28 2-cyclohexen-1-ol 016721-38-3
37 [33.36 | 0.09 Bicyclo[3,1,0] hexan-3-ol 003310-02-9
38 [33.81 0.30 Piperitol isomer |l 000000-00-0
39 |34.13 0.15 Acetic acid 000103-09-3
40 | 34.78 0.06 Trans-carveol 001197-07-b
41 | 3543 | 0.04 bicyclo[5,1,0]octane 054166-47-1
42 |36.29 | 0.37 Phenol,4-(1-methylethyl)- 000099-8918
43 | 36.58 | 0.07 Phenol,3-(1-methylethyl) 000618-45{1
44 |36.95 | 0.36 2-Cyclohexen-1-one 000089-8116
45 | 37.68 0.05 8-Acetyl-3,3-epoxymethano-6,6,7(r091186-43-5
46 |38.95 | 0.17 Alpha-Thujenal 000000-00-0




47 [39.80 | 0.58 Benzenmethanol 000536-6017
48 |40.04 | 0.20 Benzenmethanol,4(1-methylethyl)  00053G-6
49 |40.44 | 0.09 Phenol,5-methyl-2-(1methylethyl 000@398
50 |41.36 | 0.11 4-Hydroxy-3-methylacetophenone  000878-02
51 |42.46 | 0.10 2-Amino-4-methyl-3-pyridinol 000000-00-0
52 |42.62 0.03 1H-Indene 056324-70-0
53 |43.30 | 0.06 Bicyclo[2.2.1]hept-2-ene 000464-1745
54 144.40 0.04 LAVANDULYL ACETATE 025905-14-0
55 |45.66 0.03 2,6- Octadien-1-ol 016409-44-2
56 |45.91 0.06 Beta-elemene 000515-1319
57 | 47.55 0.08 Trans-caryophyllene 000087-4415
58 |48.53 | 0.13 Gamma-Elemene 003242-08t8
59 |48.76 0.10 1H-Cycloprop[e]azulene 000489-39t4
60 |49.71 0.05 DEHYDROAROMADENDRENE| 000000-00-(
61 |50.13 0.45 1H-Cycloprop[e]azulene 025246-2719
62 |51.39 | 0.06 Germacrene D 023986-74+5
63 |51.68 0.03 Ledene 021747-46-6
64 |51.87 0.37 Naphthalene 021693-54-9
65 |52.13 | 0.14 1H-Indole,2,3-dihydro-1,3,3-trime¢  000HUIB7
66 |52.34 | 0.16 Bicyclogermacrene 100762-46+7
66 |53.99 | 0.03 Delta- Cadinene 000483-7641
67 |54.30 | 0.10 1,3- Benzodioxole 000607-91-0
68 |55.01 0.02 (3E,5E,82)-3,7,11-Trimethyl-1,3,5073368-16-8
Globulol
69 | 55.68 0.02 Humulen 000000-00-(




70 |55.89 0.35 Germacrene B (CAS) 015423-57t1
71 |56.27 | 0.47 Alloaromadendrene 025246-27:9
72 | 56.55 0.14 Ledene 021747-46-6
73 |56.85 | 0.09 (2)-4-2',6',6'-Trimethyl-2-cycloh | 0935779-2
74 |57.02 | 0.12 (+)-trans- Isolimonene 005113-87¢1
75 |57.83 | 0.84 (+) spathulenol 077171-55-p
76 |58.45 0.43 Veridiflorol 000552-02-3
77 |58.66 | 0.33 1H-Cycloprop[e]azulen-7-ol 006750-6013
78 |58.93 0.71 Ledol 000577-27-3
79 |59.31 | 0.74 1H-Cycloprop[e]azulen-7-ol 006750-6013
80 |59.55 | 0.05 2,6,9,11- Dodecatetraenal 017909-77-2
81 |59.56 0.08 Cyclohexane 000515-13-P
82 159.90 0.10 1- cycloheptene 000000-0010
83 |60.26 0.18 1 S-CIS-CALAMENENE 000483-77-2
84 |60.38 0.02 Isocaryophyllen 000118-65-D
85 |60.82 0.38 Isospayhulenol 000000-00-0
86 |60.96 | 0.24 Alpha-Amorphene 023515-88-0
87 |61.40 | 0.34 3,4-Nonadien-6-yne 061227-88¢1
88 |61.69 0.62 t-Muurolol 019912-62-0
89 |62.11 | 0.24 7-amino-3-methylpyrimido(4,5- | 074482-47-6
c)pyr
90 |62.52 0.33 Ledene 021747-46-6
91 |[65.08 | 0.15 5.alpha-Hydroxy-4.alpha.,8,10,11000000-00-0
isospathulenol
92 [65.34 | 0.09 Pentacyclo 000000-00-D
93 |66.50 0.06 Ledene oxide- (I1) 000000-00-p




94 |67.13 0.47 Lepidozenal 074033-93-5

95 |67.53 0.09 Megastigma-4,6(2),8 (E) —triene 0514688

96 |74.22 | 0.03 Trans-2-methyl-5-(1- 099495-37-1
methylethenyl)

Au total, 120 composés ont été tifiés dans I'huile essentielle de
Eucalyptus camendulensi® qui correspond a un pourcentage de 94,179 % par

rapport a I'ensemble des constituants isolés.

3.5.2. Classes bhiochimiques des composés identsiélans 'HE

Les résultats de l'analyse de differentlEsses biochimiques identifiant
dans I'huile essentielle’'Eucalyptus camendulenspgar la chromatographie en phase
gazeuse couplé a la spectrométrie de masse (GCAd8) présentés dans le graphe

suivant N° 22.
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Figure N ° 22 : Classes biochimigues des composés identifiées|tharis
essentielle Eucalyptus Camendulensis

Les résultats de l'analyse par CG/SM de differentéasses biochimiques
identifiantes de I'HE cEucalyptus camendulenssont présentés dans le tableau
suivant N° 6 Les composés majoritaires sont listigant I'ordre de prédominance.



Tableau N° 06:Classes biochimiques des composeés identifiees|téns

Classes chimiques Quantities
(%)

Monoterpéne 42.57
Sesquiterpene alcollique 24.69
Monoterpéne Alcoolique 7.83
Ether 4.13
Monoterpéne cétonique 3.35
Monoterpéne aldehyde 2.18
Diene acyclique 1.08
Hydrocarbures aromatiques polycycliques 0.45
Ether cyclique 0.13
Diterpene 0.07
Phénylpropénes 0.10
Pyrimidone 0.10
Aldehyde 0.13
Alcool 0.07
Cétone 0.11
Cétone acyclique 0.02

D’aprés le graphe N° 22 et le tableat 08 qui représente les classes
biochimiques nous constatons que 'huile esseat@Eucalyptus camendulensis est
composée essentiellement de monoterpéne (43%). Sesgjuiterpene alcollique
forment un pool a moins de 25% suivis des MonotegpAlcoolique (7%). Les
Sesquiterpene sont a un taux assez important (6%).

Enfin, les composés minoritaires appartiennent a famille des
Phénylpropénes, Ether cyclique, Pyrimidone, Alcaalyclique, alcool cyclique,
Aldehyde, Ester carboxylique et Cétone.



3.5.3. Composition chimique majoritaire d’huile esentielle

Les résultats de I'analyse par GC/MSadComposition chimique majoritaire

d’huile essentielle dEucalytuscamendulensisont présentés dans le tableau N°07.

Les composés majoritaires sont listés suivant tede prédominance.

Tableau N° 07 :Composés majoritairesklicalyptus camendulensis

N° | TR | Quantité Composés Formule Cas
(%)

01 |1294 | 1.24 Thujene Ci0 Hie 002867-05-2
02 | 13.42 | 2.73 Alfa- pinene CioH16 000080-56-8
03 | 2042 | 9.91 Benzene,1-methyl-2-(1-methylethyif,oH14 000527-84-4
04 | 20.89 | 19.96 Benzene,1-methyl-2-(1-methylethyl};oH14 000527-84-4
05 | 21.02 | 4.36 Sabinene, Bicyclo[3,1,0]hexan CioH16 003387-41-5
06 [21.09 | 1.77 1,8-cineole CioHigO | 000470-82-6
07 | 31.67 | 3.02 3-cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-mCyoH.50 | 020126-76-5
08 |32.47 | 4.13 2-cyclohexen-1-one, 4-(1-methylethtgH,,0 000500-02-7
09 |32.72 | 1.19 Alpha. TERPINEOL CioH180 | 000098-55-5
10 | 36.15 | 2.88 Benzaldehyde, 4-(1- methylethyl) | C;0H;,0 | 000122-03-2
11 | 38.44 | 1.96 PHELLANDRAL CioH160 | 023963-70-4
12 | 40.94 | 1.03 Phenol, 2-methyl-5-(1- methylethyl),oH,,0 | 000499-75-2
13 | 57.66 | 6.22 (-)- spathulenol CisHsO | 077171-55-2
14 | 57.76 | 2.17 (-)- Allospathulenol CisHsO | 077171-55-2
15 | 57.80 | 1.04 (+) spathulenol CisHysO | 077171-55-2
16 | 57.89 | 1.41 (+) spathulenol CisHysO | 077171-55-2




17 | 57.95 | 2.03 (+) spathulenol CisHysO | 077171-55-2
18 | 57.99 | 1.34 (+) spathulenol CisHysO | 077171-55-2
19 | 58.04 | 1.73 (+) spathulenol CisHysO | 077171-55-2
20 |58.11 | 3.28 (+) spathulenol CisHysO | 077171-55-2
21 |58.24 | 1.50 Bicyclo[7,2,0]Jundec-4-ene CisHya 000118-65-0
23 |66.05 | 1.34 LONGIPINOCARVONE CisH,,0 | 000000-00-0

Les compositions chimiques majoritaires de I'hwelesentielle dEucalyptus

camendulensisst représenté dans le graphe suivant N° 23
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compositions chimiques majoritaires de HE

Figure N° 23 : compositions chimiques majoritaires d’huile esisiiat

d’Eucalyptus camendulensis

Le Benzene,1l-methyl-4-(1-methylethyl) apparait canha constituant
majoritaire de I'HE (19.96%), suivi du (+) spatmde (17,05%), du Sabinene,




Bicyclo [3,1,0] hexane (4.36%), du 2-cyclohexenfie@d-(1methyleth (4.13%) et de

3-cyclohexen-1-ol (3.02). Par contre le 1,8-cingelgrésente un taux de 1.77%.

CH HiC
I:/I_\ HaC CHa3 HBCJI,“ g $ }—CHa CH3
3 $ o)
\[ﬁ £ \) € > CH3
CHs ;

T CHy He HsC

Thujene a- pinene Benzene, 1-methyl-4-  abiSene, Bicyclo 1,8-cineole
(1-methylethyl) [3,)hexane
H H
0 <
— OH L

o= H

3-cyclohexen 2-cyclohexen-1-one a.terpineol Benzaldehyde, PHELLANDRAL
-1-ol 4-(Imethyle 4-(1- imgethyl)

Phenol, 2-methyl-5- 1H-cycloprop[e]azulen- ¢ppthulenol caryophyllene LORBIOCARVONE
(1- methylethyl)

Figure N° 24: Structure chimique des compositions majoritaitésiile essentielle

d’'Eucalyptus camendulensis

Cette HE est composé essentielénd® monoterpéne (42.57%). Les
Sesquiterpene alcollique forment un pool & moin24169% suivis des Monoterpéne
Alcoolique (7.83%) puis les sesquiterpéne (5.69 és Ether sont a un taux assez
important (4.13%) mais constituées uniquement deychbhexen-1-one, 4-(1-
methyleth. Le monoterpéne cétonique représenteaux de (3.35%), en outre les
Monoterpéne aldehyde (2.18%).



Enfin, les composés minoritaires appartiennent afalaille des Ester
carboxyligue, Cétone, aldéhydes et alcools, Pyoméld Phénylpropénes,
hydrocarbures dditerpene

Le profil chromatographique de lamge aromatique étudiée (graphe 3.6)
montre que son HE possede tous les constituanesseices pour faire d’elle un
"chémotype Benzene,1-methyl-4-(1-methylethyl)". EH¢st marquée par un taux de

Benzene,1-methyl-4-(1-methylethyl) plus important.

Les chromatographes suivants (Figltel?2) permettent de constater les
différences entre les différentes compositions daies de I'HE dEucalyptus

camendulensis
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Figure N° 25: Chromatogramme Mélange d’alcanes-Cog
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Figure N° 26: Chromatogramme Huile essentielle diEalyptus camendulensis




Les compositions chimiques des huiles de feuileediderses Especes d'eucalyptus
ont été signalées par SING# al (2000), Le composant principal était 1,8 cinéole,
mais un principal contributeur a la bioactivité ésta-terpinéol, qui présente une
activité de huit fois supérieures a 1,8 cinéoletmB. aureus. Le 1,8-cinéole n'avait
pas été déclarée en tant que principe actif dangrds huiles d'Eucalyptus (INOUYE
et al, 2001).

Ces résultats sont différents de ceux obtenus gsar BARZOUG et al
(2011) qui ont examiné la composition chimique kbedes essentielles d’Eucalyptus
collectées de la region du Sud de la Tunisie. nistmuvé 83 constituants avec une
prédominance de-eudesmol (25%), Spathulenol (16.1%), p-cymene6@), 1,8-
cineole (8.7%), p-cymen-8-ol (4.4%), cis-sabinol284), p-cymen-7-ol (4.0%) and
verbenone (3.7%). Avec une dominance des sesqgeéatgues (44.3%) et la présence

des monoterpénes (28.7%).

BEN MERZOUG et al (2011) ont comparé La composition chimique de
I'huile essentielle de feuilles Elicalyptuscultivées dans le Sud de la Tunisie et
recueillies en automne avec I'Eucalyptus colleetésviars 2007 (Printemps). lls ont
noté une importante variatiom-pinéne (21,8%), le 1,8-cinéole (41,2%), trans-
pinocarveol (5,7%), le p-cymene (3,3%), limonenel¥d ety-eudesmol (5,3%)
étaient les principaux composés de feuilles dedfane collection de Eucalyptus,
tandis que les principaux composés de feuillesoresmlultes étaient spathulenol
(16,1%) ety-eudesmol (15,0%). Le pourcentage-pinene et le 1,8-cinéol contenu
dans les feuilles adultes de Eucalyptus était iedéra celui des feuilles collectées en
Octobre 2007. Spathulenol n'a pas été trouvé dhadel essentielle d’Eucalyptus.
récolté en automne. En outre, le pourcentage-dedesmol (5,3%) contenu dans
I'huile essentielle de feuilleB. oleosarecueilli en Octobre 2007 est inférieur aux

feuilles adultes.

Par contre ELAISSEt al (2007), ont noté que la composition chimique
d’Eucalyptus cultivé dans le centre de la Tunise @gédominante par 1,8-cineole
(26.1%),0-Pinéne (12.3%) et limonéne (12.1%).



L'huile essentielle d’Eucalyptde I'Ouest de I'Australie a été rapportée
par BARTON et al (1989), ont trouvé qu’ils contiennent tepinene (2%), le p-
cymene (2,5%), le 1,8-cinéole (75,5%). Une difféenemarquable a également été

trouvée entre notre travail et celui de Bar¢ébmal

L'huile essentielle d’Eucalyptusisiralien a montré un pourcentage plus
élevé de monoterpenes oxygéneés, principalement agsorr de la proportion
importante de 1,8-cinéole (75,5%). Sesquiterpénggémés sont prédominants dans
I'huile essentielle, en raison des proportions rgoebles de spathulenol (16,1%) et
y-eudesmol (15,0%).

D’apres ces résultats, on remamue la composition chimique de I'huile
essentielle de I'espédeucalyptus camendulensisiltivée a Ouargla est différente de
celle obtenue dans de nombreux travaux sur la mé&spece dans les différentes
régions dans le monde, avec une prédominance d@sosés monoterpéniques dans

la plupart des cas mais a des proportions diffésent

Ces différences qualitatives et digaiives dans la composition chimique
des huiles essentielles peuvent étre attribuédsséeprs facteurs tels que la situation
géographique, les effets climatiques des plardesaison de la récolte, de la nature du
sol, de I'age des parties de plantes (jeunes dteajju'état du matériel végétal utilisé
(fraiches ou séchées), la partie de la planteséd]ile temps de collecte, le lieu de
séchage, la température et la durée de séchagepaesites et la méthode

d’extraction.

Par ailleurs, SILOWet al (2002) et ROGERet al (2007), travaillant
respectivement sur les feuillesEdicalyptus citriodoraet les feuilles @cimum
basilicum L., ont rapporté que le séchage a nettement imfida composition

chimique des huiles essentielles de ces espedesitsiéss composeés majoritaires.



3.6. Activité antimicrobienne de la fraction aromatque

L'étude du pouvoir antibactéries @gtraits deucalyptus camadulensigr
la méthode de diffusion sur gélose ou la méthoddisiyue absorbant. La mesure du
diametre des zones d'inhibition y compris le dis(fuenm) permettent de déterminer

cette activité antimicrobienne de cette planteitrov

Tableau N° 08 Activité antimicrobienne des HE et HAElIcalyptus camendulensis

Souches microbiennes AromatogrammeAromatogramme
HE (cm) HA (cm)
Proteus microsilis 1,3 1,2
Enterococcus feacalis 1,4 0,83
Enterobacter cloaceai 1,55 0,97
Klebsiella pneumoniae 0,8 0,9
Pseudomonas aeruginosa 0,55 1,1
Escherichia coli 1,45 0,73




La figure suivante N° 27 indiques lgésultats issus de [l'activité
antimicrobienne de I'HE et de 'HA (méthode clasgqde diffusion) de la plante
Eucalyptus sur les souches bactérienResteus microsilis Enterococcus feacalis
Enterobacter cloaceai Klebsiella pneumonige Pseudomonas aeruginosat

Escherichia coli

“”i

P.microsilis ~ E.feacalis E.cloaceai  K.pneumoni P.aeruginosa
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Figure N° 27 Activité antimicrobienne des HE et HA

d’Eucalyptus camendulensis

L'HE présentein vitro une activité inhibitrice sur les germes testés.
Cependant, les microorganismes étudiés n'ont pasfeste de la méme sensibilité

vis-a-vis de I'HA.

En prenant en considération les diamétrezhiition, I'HE est active sur
E.coli, P.microsilis E. feacalis et E.cloaceai avec respectivement une surface
d’inhibition de 1,45, 1,3, 1,4 et 1,55 cm. Au camte, elle est moins active vis-a-vis

deK.pneumonetP.aeruginosg0,8 et 0,55 cm).



Au contraire cheP.aeruginosaet P.microsilis ont montré une sensibilité
vis a vis de I'HA avec des valeurs égale a 1,1,2tcin. En outreE.coli, E.feacalis
E.cloaceaiet K.pneumonimarquent des valeurs proches avec une zone dtionib
respectivement égale a 0,73, 0,83, 0,97 et 0,9tarexhuiles essentielles n'ont pas

une grande action inhibitrice sur les souches §esisible) sur dEucalyptus

Des résultats similaires ont éfgpratés par ALITONOUet al (2004). lIs
montrent que I'huile essentielld&dcalyptus tereticorniSm.a, un assez large pouvoir
inhibiteur a I'égard des micro-organismes étudasssi SOHOUNHLOUEet al
(1999) ont montré que les huiles essentiellesClirusena anisataEucalyptus
camadulensiset Ocimum basilicumont une activité biologique sur les micro-

organismes.

Nos résultats concordent avec ceppartés par : KESBidt al en 2011qui
a démontré que L’Eucalyptus est doué d'une actibitlogique efficace sur les

microorganismes.

3.6.1. Détermination des CMI

Avant d'utiliser une molécule antibaiei®ne comme conservateur dans un
aliment, la concentration minimale inhibitrice (QMdoit étre estimée. Il est
intolérable quand les doses antibactériennes eéfadépassent les niveaux
acceptables organoleptiques. Par conséquent, oegerdoations sont mesurées dans
le but de définir les frontieres de I'acceptabilisensorielle et [I'efficacité
antibactérienne des huile essentielle (TIWARAEL, 2009).

Malgré I'existence des zones d’inhdf relativement sensible, nos résultats
prouvent I'existence d’activité antibactérienne tcerles six souches testés, qui sont
des microbes pathogenes impliqués dans les intisaalimentaires. Donc, il est

intéressant d’estimer les CMI.



Les valeurs de CMI de [l'huile essdiieextraite d’Eucalyptus sont
déterminées par la méthode de dilution d’agarsedlent présentées dans le tableau
suivant N°09.

Tableau N° 09: Intervalles de CMI (concentration minimale ibikiice)

Les souches utilisées CMI

Enterobacter cloaceai | 0.210 < CMI < 0.421 ug/ml

Proteus microsilis 1.687 < CMI < 3.375 ug/ml

Enterococcus faecalis | 0.105 < CMI < 0.525 ug/ml

Klebseilla pneumoni 0.421 < CMI < 0.843 ug/ml

Escherichia coli CMI < 0.0525 ug/ml

D’aprés ces résultats, on constate plus la concentration de I'huile
essentielle augmente plus le développement desegestaffaiblit, tel que le montre
le cas de la concentration de 3,375 ug/ml d’husseatielle d’Eucalyptus, ou la
soucheProteus microsilis est presque la seul qui a pu se développer dates ce
concentration. Par contre les autres souches mte concentration de 3,375ug/ml

on remarque que ont été inhibé par cette huilentietle.

Enfin pour le cas de la concentrat®id5 ug/ml, on ne remarque aucun
développement des germes car cette concentratidnopsélevée par rapport autres

concentrations.



Nous constatons dteterococcus faecalisst une bactérie plus sensibles,
avec un intervalle de CMI égale a 0.105 < CMI <26.;ug/ml. Ceci pourrait étre
expliqué par le fait que les bactéries & @@ssédent des dispositifs structuraux qui
sont plus susceptibles aux huiles essentielles ABBAHMAN et al, 2010).

Dans la présente étude, les hiastér Gram négatiProteus microsilisse
sont avérées les plus résistantes, elles montemntveleurs de CMI trop élevées
équivalentes a 3.375 ug/ml. Plusieurs travaux notant ceux de OUATTARAet al
(1997); HAMMER et al. (1999); DE BILLERBECKet al, (2002); SOUZAet al.
(2006a); AHMAD et al (2006b); AGAOGLUet al (2007); DERWICHet al (2010)
et BARet al (2010) ont confirmé la grande résistante desdbiast G par rapport aux
G'. Ce constat peut étre di a l'action de certaimaposés volatiles de [I"huile
essentielle étudiée d’'une part et a la présenase ddouche de lipopolysaccharide
(LPS) chez les bactéries Gui pourrait fonctionner comme barriere efficacatee
nimporte quelle biomolécule entrant dautre paiNQUYE et al, 2001;
BAGAMBOULA et al, 2004 ; UPADHYAYet al, 2010).

E. coliATCC 25922 s’est avérée sensible par la méthoa®latton, malgré
gu’elle est Gram négatif. Il est postulé que leféints composants des huiles
essentielles montrent différents degrés d'acticibfitre des bactéries Gt G
(DORMAN et DEANS, 2000) et que la composition clgoe des huiles essentielles
peut varier selon plusieurs facteurs intrinsequexeinseque (LAHLOU, 2004). Il est
connu aussi que les especes bactériennes n’oégpbsment la méme sensibilité vis-

a-vis d'un agent antibactérien.

De méme dans une population bactéeeil peut exister des différences
individuelles de sensibilité. Ainsi, I'action ardidiérienne est parfois partielle et apres

une diminution du nombre de bactéries, il y'a usgrise de la croissance bactérienne.



La plus petite CMI de 'huile esselle d’Eucalyptus est celle constatée
chez E. coli ATCC 25922 (0.0525 pg/ml).

Les différentes valeurs de CMI obies nous permettent de constater que
I'activité antibactérienne est en fonction de latbae, ce qui confirme que le type de

microorganismes est un parametre important détammitactivité antibactérienne.

Nos résultats concordent avec cewx plusieurs auteurs notamment
FRIEDMAN et al (2002), LO CANTOREet al (2004) et AGAOGLUet al (2007)
qui ont trouvé une faible activité. En revanche sibpposent aux résultats de SINGH
et al (2002); OZKANet al (2003); DADALIOGLU et EVRENDILEK (2004) qui
ont démontré une activité considérable coRseherichia coli

Comme contrdle négatif, le DMSQ pgas affecté la croissance des
souches bactériennes aux concentrations utilisges cette étude, comme le montre
la figure 10. Ces résultats sont comparable avag obtenus par GACHKARt al
(2006).

Les interactions entre les agentsilgifiants et dissolvants (Tween 80 et
DMSO), et les constituants des huiles essentiedipsesentent un facteur important
pour la mesure de leur activité antimicrobienne atbas peuvent diminuer I'activité

antimicrobienne.

D'’ORES et DEJA, ces résultats et autresatrav(LIS-BALCHIN et al,

1996)laissent entrevoir la réalité de I'action anti ictfeuse de la fraction aromatique.

La majorité des travaux s’arrétent au nivelaula mise en évidence de
l'activité antimicrobienne des HE. Les études ss mécanismes d’action sont en

nombre peu important.



L’activité antimicrobienne de I'HEst due principalement a son profil
chimique. Ce dernier est caractérisé par une terteur en Le Benzene,1-methyl-4-
(1-methylethyl) apparait comme le constituant megoe de I'HE, suivi du (+)
spathulenol, du Sabinene, Bicyclo [3,1,0] hexan8.98, 17,05 % et 4.36 %
respectivement). Ces monoterpenes et sesquiterpame réputés pour avoir une

grande action antibactérienne.

L’ensemble des composées chimiques présemdms I'HE augmente
I'activité bactéricide du cette huile contie. coli P.microsilis E. feacalis et

E.cloaceaien agissant en synergie.

D’aprés DURAFFOURL2t al (2002), il est cependant probable que les
composeés minoritaires agissent de maniére synexgigel cette facon, la valeur d’'une

HE tient a son « totum », c’est a dire a l'intéijéatle ses composants.

En résumé, I'activité biologique d’'une HE asmettre en relation avec sa
composition chimique, les groupes fonctionnels desiposés majoritaires ont un

effet synergique entre leurs constituants.

3.6.2. Activité antifongique

3.6.2.1. Evaluation de la croissance mycélienne

L’activité antifongique est révélée par I'absence ka présence de la
croissance mycelienne. Les résultats de diameétrBadevité antifongique d’huile
essentielle ducalyptus camendulenssont présentés dans le graphe n°13. Elles
varient entre 13 et 55 mm (y compris le diametrediégue) chez ldrusarium
sporotrichioideset pour leFusarium graminearunia croissance mycélienne est

variée entre 11 et 55 mm.



Le Graphe N° 28 indique la Cromsa myceélienne (mm) dBusarium
sporotrichioideset Fusarium graminearunen fonction du temps d’incubation et la

concentration d’huile essentielleEicalyptus camendulensis

Activité antifongique Fusarium sporotrichioides

||¢| il'l iili

P 1.25 2.5 5 10

Figure N° 28 ‘Activité antifongique dé-usarium sporotrichioides

Avec les différentes concentrations dhuile essdleti extraite
d’Eucalyptus, on observe que la croissance mya@ierst remarquable apres 72 h
pour le témoin et les différentes concentratiotilite essentielle d’Eucalyptus a
savoir 1.25, 2.5, 5 et 10 pl par contre a 25 plotwserve aucune croissance

mycélienne dé-usarium sporotrichioides

D’aprés le graphe N° 28 on remarqu’il y a une augmentation de la
croissance mycélienne avec le temps d’incubatibexaeption la concentration 25 pl
gu’elle ne présente aucune croissance mycélieraraeRanche, une diminution de la



croissance myceélenne avec l'augmentation de laerdration en huile essentielle

d’Eucalyptus.

D’aprés le graphe N° 29 qui représdiaiivité antifonguique dé-usarium
graminearumen fonction du temps d’incubation et la concentratide huile
essentielle dEucalyptus camendulensi® remarque qu’il y a une augmentation de la
croissance mycélienne avec le temps d’incubatiolfexception la concentration
50ul/20 ml de PDA gu’elle ne présente aucune caoiss mycélienne deusarium

graminearum

Activite antifongique de Fusarium graminearum
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Figure N° 29 ‘Activité antifongique dé-usarium graminearum



En outre, une diminution de la csaisce mycélenne dé&usarium
graminearum avec laugmentation de la concentration en huileseeselle

d’Eucalyptus.

N

=
- ,.
_—

. II /

i

Source :Mehani Mouna

Source :Mehani Mouna

Photo N° 14:Fusarium graminearum Photo N°15: Fusarium sporotrichioides

3.6.2.2. Indice antifongiques (I1A)

L'indice antifongique est la concentrati@ui inhibe 50% la croissance
mycélienne le graphe suivant N° 30 présente l'iediongique en fonction de la

concentration d’huile essentielleEdicalyptus



Indice antifongique en %

® F.sporotrichioides
® F.graminearum

P+T 1.25 25 5 10

Concentration de HE en pl/ 20ml de PDA

Figure N° 30 Indice de la croissance mycélienne

Selon le graphe N° 30, on reraarque toutes les concentrations d’huile
essentielle ducalyptus camendulensiappliquées ont empéché partiellement la

croissance des souches fongigques testées.

L'indice antifongique est augn&ntavec laugmentation de la
concentration d’huile Essentielle d’Eucalyptus,i®arentre 0 % et 34,09 % chez
Fusarium sporotrichioide®t entre 29,09% et 41,81% chieasarium graminearum
gu’il a été remarquée par I'application d’une cartcation de d’huile essentielle de
10 ul/20 ml de PDA.



3.6.2.3. Vitesse de la croissance mycélienne HBesarium sporotrichioides et

Fusarium graminearum

La vitesse de la croissance mycélienne des deugcespfongiques a savoir
Fusarium sporotrichioidegt Fusarium graminearunen fonction de la concentration
d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensispeésentée dans le graphe N° 31

suivant :

1.8 i —e— F.sporotrichioides
@ F.graminearum

Vitesse de croissance en cm/h
)
*0

P P+T 1.25 2.5 5 10
Concentration de HE en «1/20ml de PDA

Figure N° 31:vitesse de la croissance mycéliennd-dsarium sporotrichioide

et Fusariumgraminearum

Selon Les résultats de la figure N° 31 on obseme diminution de la
vitesse de la croissance mycélienne par 'augmentate la concentration d’huile
essentielle d’Eucalyptus chez les deux espéecesqoegFusarium sporotrichioides

et Fusarium graminearum



Dont, La plus haute vitesse dessance myceélienne est registrer a 0% en
absence d’huile essentielle d’Eucalyptus avec uibesse de 1,5 cm/jour chez
Fusarium sporotrichioidest de I'ordre de 1,47 cm/jour chdzusarium graminearum
puis la vitesse se décroitre avec 'augmentatiolad@®ncentration de huile essentielle
d’Eucalyptus jusqu’a linhibition partielle (0,8cm/jour chez dedeux especes

fongiques) dont la concentration de huile essdatedt de 10 pul/ 20 ml de PDA.

La technique de contact direct &iesa mettre en contact I'huile
essentielle et les micro-organismes, puis a obsdaveroissance de ces derniers.
L’huile essentielle dEucalyptus camendulensis exercé une importante activité
inhibitrice vis-a-vis du champignonFusarium sporotrichioideset Fusarium
graminearum les diameétres , la vitesse et I'indice antifongicde la croissance de
mycélium diminue a chaque fois qu’on augmente lzceatration d’ huile essentielle
jusqu’a la non germination du disque atteinte aul (3@ pl/ 20 ml de PDA ) cela est
confirmé par les travaux de (GACEM, 2011) sur ltaits méthanolique et aqueux

appliquer suAspergillus fumigatus

L’étude de l'effet inhibiteur d’heilessentiel drtimesia herba albasur
deux souches deusarium oxysporurpar KOLAI et al (2012) montré que l'activité
antifongique est due uniquement aux substancesrra@és dans les extrais de I'huile

essentiel dArtimesia herba alba

La difficulté de développer une gwlle antifongique est liée, d'une part a
l'ultrastructure de la cellule fongique qui préseois barrieres: la paroi cellulaire
chitineuse, les ergostérols membranaires et le ineyraryote (CHAMI, 2005) et
d’autre part, les molécules antifongiques elles-e€mui peuvent engendrer des
résistances (PRASABL al, 2004).

Le pouvoir antifongique d’huile esBelle d’Eucalyptus camendulensis
pourrait étre attribué a la présence de composemifengique classé dans la liste des

constituants a activité antifongique (DUKE, 200®ist que: le myristicine, le

curcumene, le caryophyllene, I'élemicine, le pineleeterpinéne et le terpinolene a



différentes proportions. De méme CHU et KEMPER @@Qfignalent que le pouvoir
antifongique d’huile essentielle duavandula stoechagst lié aux:p-pinene, p-
ciméne, 1,8 cinéole at-pinéne. Les composés majoritaires ou mineurs pguve

augmenter I'activité antifongique.

L’activité antifongique d’huile esgeelle, peut étre expliquée par I'effet
synergique entre les différents composés d’huitemtelle. En effet, les composés
majoritaires sont souvent responsables de l'aétiahtifongique de cette huile

essentielle (GIORDANEt al., 2008).

Les concentrations dhuile esselgtield’Eucalyptus camendulensis
appliguées ont empéché, partiellement (1,25 a 10 20 ml de PDA ) ou
completement (50 pl/ 20 ml de PDA) la croissancesdeche, ces résultats sont
comparable a ceux de URIBEt al en (1985) qui ont énoncé que les faibles
concentrations en huile essentielle de certainsi€ant un effet inhibiteur partiel du
fait que la respiration est inhibée et la perméabiles cellules altérée tandis que des

fortes concentrations en huile essentielle provogues dommages membranaires

séveres et une perte d’homéostasie d’ou la mddiaee ou l'inhibition totale.



Conclusion



CONCLUSION

Un grand nombre des plantes aromatiqaetsennent des composés chimiques
ayant des propriétés antimicrobiennes. Plusieavatrx de recherche ont été focalisés

sur les huiles essentielles extraites de ces @gamtenatiques.

La recherche de nouvelles plantes aromatiquesractéae thérapeutique a
surtout servi a montré le bien fondé de leursaatiions par les tradipraticiens. Elle a
démontré aussi que notre pays recele une biomasgeale riche et variée. Celle-ci
constitue une source incommensurable pour I'éldlooraet la mise au point de

nouvelles molécules actives a visé thérapeutique.

L'utilisation des formulations volatiles Base des plantes aromatiques et
meédicinales peut présenter des nombreux avantagesapport aux produits de

synthéses actuels.

Le contréle de I'huile essentielle par les carasti@ues physiques et chimiques

permet de mettre en évidence la qualité de cetile,hse distingue par un indice

d’acide et des propriétés physiques et chimiquespanables a ceux obtenus par la
littérature concernant les huiles essentiellesalfagon générale. Les réultats de notre
travail nous permis de s’assurer de la pureté die d¢mile essentielle. La bonne

mescibilité de cette huile esentielle montre la sgobté de ['utiliser dans la

préparation pharmaceutique.

Notre étude avait pour but de mieux ci@tn@d Eucalyptus camendulensis
travers I'étude de sa fraction aromatique (HE-HM9Qus avons pu montrer que I'huile
essentielle de cette essence est de couleur jauee,une odeur agréable et un gout
caractéristique. Le rendement en huile essentaitenu par I'’hydrodistillation de

plante est important, comparé avec le rendemehuies essentielles d’autre plantes.

De part son profil chromatographique (Chémotymnzgne,1-methyl-4-(1-
methylethyl), I'huile essentielle extraite par hydistillation posséde des propriétés

organoleptiques tres appréciées en parfumerie.



L’autre objectif était I'étude de la compositiendes propriétés d’'un produit

secondaire de I'hydrodistillation, I'hydrolat. Sawtivité biologique différente.

Outre ses potentialités antimicrobiennes et amgigues vérifiées sur des
germes standardisés en milieu gélosé et en phgssuwala fraction aromatique
posséde une action anti-antimicrobienne indéniable.ce fait, elle pourra étre
proposée, éventuellement, comme un principe aeti€htbix dans le traitement local

des inflammations.

Pour une meilleure exploitation industrielle, dnwient donc d'extraire I'huile
essentielle des feuillesHlicalyptus camaldulensiaprés une semaine de séchage
apres leur récolte, puisque la teneur en huilesnéigfles serait a son maximum. Au

dela de cette période, elles perdent quantitatineheears huiles essentielles.

Au niveau économique, cette étude a permis deigalocette plante a parfum
et de trouver de nouvelles applications dans plusisecteurs de pointe comme la
pharmacopée. Les résultats de cette rechercheagnitriavoir, a moyen terme, une

incidence sur le développement durable du pays.

En somme, les potentialités Hlicalyptus camendulensigtant a peine
entrevues. Elles ouvrent d'intéressantes persgsctie recherche pour les années a
venir. C’est aux biotechnologies végétales quesl@wrombe la mission de mener des

études supplémentaires afin de compléter le dépetopnt phytopharmaceutique.

En perspective, il serait intéressant, lors desrddidtillations, de récupérer
I'hydrolat et d’analyser sa composition et son piéé pharmacologique. N'ayant pas
fait I'objet d’études scientifigues approfondiegsceaux aromatiques constituent un
créneau de recherche intéressant et d'approfaslinVestigations phytochimiques et
biologiques sur ces plantes, notamment la puriboaét I'identification via I'étude
photochimique et les analyses spectrales des ®xtoditenus afin d'isoler les
molécules responsables des activités antimicrobgnoe qui permettra d'élargir
I'arsenal thérapeutique des médicaments a bagaatdss et s’'intéréssé a la relation
intime qui lie la structure chimique et 'activities huiles essentielles qui constitue le

fondement de I'aromathérapie scientifique et doi étudier dans d’autre travaux, tel



gue l'application pratique dans l'industrie alim&né pour réduire les impacts
indésirables et de prolonger la durée de consenatiAinsi des études
complémentaires pourront étre envisagées dans eplgsdomaines, dont, la
composition chimique des résidus d’hydrodistitin devrait étre caractérisée

pour connaitre les composeés responsables de ltacimtioxydante de la plante.

nous recommandons les populations a titisation raisonnable des plantes
médicinales, car un usage abusif des ces planteduta sans doute a des effets

secondaires néfastes pour la santé humaine.

Il existe dans la nature des ressourt&supconnées qui seront les solutions
de demain, et c’est I'affaire de tous de les prégeNous terminerons en rappelant
que, malgré ces progrés en matiére de médicamemseade plantes, il reste a
'hnomme beaucoup a découvrir sur ce sujet. Le gbjphe francais Jean- Jacques
Rousseau l'a d’ailleurs si bien écrit dans son ager inachevé intituld_es
réveries du promeneur solitaire"Les plantes semblent avoir été semées avec
profusion sur la terre, comme les étoiles dansiét @our inviter I'homme par

I'attrait du plaisir et de la curiosité a I'étudeeda naturé.
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APPENDICE A

» Appareillage, verrerie et consommables

Bl. Liste des appareillages :

Balance de précision (SCALTEC SBC 31)

Plaque chauffante

Chauffe ballon

Bain marie

Evaporateur rotatif (Stuart RE300)

Autoclave

Etuve bactériologique (25°C, 35°C, 42°C)

Loupe binoculaire avec caméra

Microscope photonique avec caméra

Centrifugeuse de paillasse

Chromatographe en phase gazeuse couplée a unospett de masse
Hydrodistillateur type Clevenger

pH-metre

Rampe de filtration a 6 postes (Sartorius ; type 15824)

Réfractometre d'Abbe de précision 3T (Référencad @y



B2. Liste de la verrerie et consommables

- Béchers : 100 ml, 250 ml, 500 ml

- Erlenmeyer 100 ml, 250 ml

- Ballon a fond plat a col rodé

- Ampoules a décanter

- Tubes a essai

- Pipettes graduées stériles

- Burette 20 ml

- Pinces

- Anse de platine

- Lames en verre et lamelles

- Ecouvillons Stériles

- Boites de pétri stériles de 90 mm de diameétre

- Disques d’antibiogramme Stériles de 0,9cm de diemdSensi-
DiscTM)

- Spatule inox

- Pipettes Pasteurs

- Lames de rasoir

- Papier filtre WHATMAN

- Seringues (1ml, 5 ml)

- Bec bunsen

- Compte-gouttes



APPENDICE B

» Milieux de culture utilisés :

= Milieu de Muller Hinton
= Milieu de PDA

= Eau physiologique

» Liste des solutions et réactifs utilisés :

- Eau distillée

- Ethanol 95° et 70°

- Hydroxyde de potassium (KOH) : 0,02 mol/l et 0,5//ino
- Acide chlorhydrique (HCI) : 0,5 mol/l

- Myristate d’isopropyle

- Rouge de phénol : 0,4 g/l

- Eau distillée



APPENDICE C

» Photos de quelques appareils et tests biologiques :

Séparation d’huile essentille

Huile essentielle (gauche) et hydrolat

Deux especes fongiques
d’Eucalyptus camendulensis



Appareil GC/MS

Aromatogramme de I'huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis sur
quelques
souches bactériennes et fongiques.



Préparation de I'inoculum

Boite pétri coulée en milieu de culture



Dépot des disques

col de cygne

condenseur &

chapitean

essencier on
vase floventin

cucurbite : siphon de cohobage

Hydrodistillation traditionnelle.

Hydrodistillateur par clyvenger
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» LEXIQUE

ABSOLUE : Les essences absolues sont obtenues a partir adeetssn ou de

résinoides. Pour éliminer les cires, on dilue laccete dans de l'alcool puis on glace
le mélange pour séparer les cires des huiles ésléemnt Ces dernieres sont ensuite
concentrées par distillation sous pression rédafited'éliminer I'alcool. Les essences
absolues ainsi obtenues sont des matieres de grarftesse pour composer les

parfums.

ACCORD : Effet obtenu par le mélange de deux ou plusieurtsenes premieres ou
notes simples. La qualité de lI'accord dépend deilibre des proportions et de leur

volatilité.

ALAMBIC : Appareil utilisé pour la distillation composé d'uneve dans laquelle on

chauffe de I'eau sous des grilles ou les matiengarfam sont disposées. Un col de
cygne surmonte cette cuve et conduit la vapeurudezargée des molécules
parfumées vers un condenseur (réfrigérateur) @usella liquéfiée. L'eau et les huiles
essentielles se séparent par difference de dedaité un récipient hommease

florentin.

ALDEHYDES : Produits de synthése donnant au parfum un puigsamtoir de

diffusion.



AMBRE : Se dit d'un parfum & note douce, vanillé ou poudré.

ANOSMIE : Absence d'odorat.

AROMATIQUE : Caractérise une odeur agréable provenant de roestaspeces

végetales.

BASE : Structure olfactive élémentaire. Elle constitue é@lément préfabriqué

facilitant le travail du créateur dans |'élabomatébun parfum.

BAUME : Substance résineuse et odorante que secretenhsemdgétaux.

BOUQUET : Senteurs rassemblées en une seule.

CHROMATOGRAPHIE : Technique de séparation des différents constguant

chimiques des matiéres premiéeres parfumées.

COMPOSITION : Mélange de produits naturels ou synthétiques. Désapssi le

produit obtenu a l'issue du travail de création.

CONCENTRE : Produit de la composition réalisée par le "neztj@tsera ensuite
plus ou moins dilué dans un produit comme l'alcselon la formule souhaitée
(parfum, eau de parfum, eau de toilette...).

CONCENTRER: Accroitre I'effet des éléments odorants d'un parfum

CONCRETE : Produit solide ou semi-solide obtenu en distillal#ts matiéres

parfumées naturelles par des solvants volatils.

COSMETIQUE : Produits de toilette, de soins, de beauté destinésttoyer,

soigner, a entretenir et a embellir les partiesres du corps humain.

CONTRETYPE : Plagiat ou reproduction d'une composition de pagiten



DIFFUSION : Propagation d'une odeur dans l'atmosphere.

DILUER : Diminuer la concentration d'un produit odorant grutant par exemple
de l'alcool.
DISSOUDRE: Introduire dans un liquide des éléements solubles @groduit solide

ou semi-solide pour élaborer une solution.

DISTILLATION : Procédé traditionnel d'entrainement par la vapéeauddes
principes odorants de certaines matieres premiayesodistillation). On obtient ainsi

des huiles essentielles.

DISTILLATION MOLECULAIRE : C'est une distillation fractionnée sous vide,

avec solvant approprié, permettant d'isoler la@antéressante d'une essence.

DOMINANTE : Caractéristigue de la note la plus perceptibldesptan olfactif dans

une composition. Ex : une note florale & domingasenin.

DOSER : Déterminer, en cours de création, les plus justepgstions des différents

constituants d'un mélange pour obtenir le meilsmaord olfactif.

EAU DE ROSE : Eau qui a servi a la distillation de la fleur dseo

EFFLUVE: (nom masculin). Odeur qui se dégage spontanémearg domposition.
EMBAUMER : Dégager une odeur balsamique.

ENFLEURAGE : Méthode ancienne d'extraction a froid des prodidtsux, mise
au point a Grasse, utilisant la propriété qu'onmtagees graisses d'absorber et de
retenir les éléments odorants. Cette méthoded#gitconnue dans l'antiquité grecque
pour la fabrication des baumes et des pommadesuatdorPar la suite, ces graisses
parfumées ou pommades furent ensuite lavées adlgbour donner les absolues de

pommade.

ESSENCE :Synonyme d'huile essentielle.



EVAPORATION: Passage de l'état liquide a I'état gazeux, s'acagnamt d'un
dégagement odorant ; la vitesse de I'évaporatiperdé du caractere plus ou moins

volatil de la substance considérée.

EXPRESSION : Technigue d'extraction des huiles essentiellesreaspnt a froid,

par exemple, les zestes des agrumes.

EXTRAIT: Elément parfumé isolé parmi plusieurs constitugmas distillation,
dissolution, expression, enfleurage etc. Jus é¢ lesisentielle sont ensuite séparés par

centrifugation.

FAMILLE : Les parfums ont été classés par les professiorarelsept familles

différenciées.

FORMULE : Proportion avec trés grande précision de la contipasid'un parfum.
Elle est connue du seul parfumeur. Comme le dépdt ldtevet d'invention pour un
parfum ne peut encore étre effectué, les contefiaet ont encore un champ

relativement libre. La formule se doit d'étre d'gnande confidentialité.

FRACTIONNER : Séparer par distillation les parties de volatitii&érente d'une

huile essentielle.

FRAGRANCE : Odeurplaisante que dégage un produit parfumé.

GALBANUM : Gomme résine tirée de la plante du méme nom.

GAMME : Organisation thématique des odeurs par rapport ea alassification
olfactive commune a la profession. Désigne ausssé€mble des matieres premiéres
dont dispose le "nez".

HALENEE : Bouffée de parfum.

HEAD SPACE : Cloche de verre placée sur un élément naturelligetieur, fruit) et

parcourue par un gaz neutre qui va se charger delgécubes odorantes qui



caractérisent le parfum du végétal choisi. Le "meificiel* permettra d'analyser
ensuite le gaz chargé et déterminera la cartentiidenoléculaire de la fragrance du

végétal laissé dans son environnement et étudi€udré choisie par le spécialiste.

Homéopathie :trouve son origine dans l'utilisation de plantesdhes servant a la
préparation de teintures meéres par macérationakahialcool et constituant des

souches homéopathiques. Des souches d’origine Bnguaninérale sont également.

HUILE ESSENTIELLE (ou Essence): Désigne les produits aromatiques et volatils

extraits des végeétaux, soit par distillation, gait expression.

INFUSION : Opération consistant a mettre en contact prolopgér six mois au
minimum, une matiére premiere solide ou pateuses da l'alcool éthylique afin d'en
dissoudre a froid les principes essentiels. EXusion de musc, d'ambre, de civette,

de castoréum, de mousse de chéne, etc.

JUS : Terme désignant la solution alcoolique d'un conéea¢ parfum.

LIGNE : Ensemble des produits dérivés d'une méme fragrdeckextrait a I'eau de

toilette et commercialisés sous la méme appellation

MACERATION : Opération qui consiste a laisser en contact pgglpde quelques
jours a quelgues mois, le concentré dans de I'alcoo

MATIERES PREMIERES : E léments simples d'une formule de parfumerie.
MOUILLETTE (ou TOUCHE) : Lamelle de papier absorbant utilisée pour tester le
parfums en trés petite quantité. En les utilisdéatpublic peut aussi apprécier le

parfum commercialisé.

MYRRHE : Gomme résine au parfum capiteux issue du basalrigginaire
d'Abyssinie.



NEROLI : Nom de I'huile essentielle de la fleur d'orangeeaiient du nom de la

duchesse Flavio Orsini, princesse de Néroli.

NOTE : Caractéristique de l'odeur d'une matiéres parfurRéer exemple, :note

florale, note chyprée, note ambrée.

NOTES : De téte, de cceur, de fond, elles caractérisertl&iité d'un parfum.

ONGUENT : Autrefois synonyme de parfum. Aujourd’hui, sortepdenmade.

ORGUE A PARFUM : Meuble regroupant des centaines d'échantillonsileu

essentielles autrefois utilisées par les créateurs.

OSMOLOGIE : Science des odeurs.

PHARMACOPEE EUROPEENNE : un recueil de normes communes, a I'échelle
européenne, destinées au contréle de la qualitéhddgcaments usage humain ou
vétérinaire et des substances qui entrent dansdeposition.

PALETTE : Ensemble de matiéres premiéres fréquemment ypiéisén créateur.

PARFUM : Aboutissement du travail de création d'un parfunoeéateur. Le parfum

(ou extrait) désigne également le produit le pluscentré d'une ligne.

PARFUMEUR-CREATEUR : Compositeur chargé de la création du parfum.

Phylothérapie: Utilise des plantes médicinales en I'état, d&parations galéniques
qui en résultent et des médicaments a base deeplant

PRODUIT NATUREL : Produit existant dans la nature, d'origine végétale

animale.



PRODUIT DE SYNTHESE : Produit obtenu par réaction chimique de corps qui
peuvent étre eux-mémes issus d'essences natwel@autres matieres sans rapport

apparent avec la parfumerie.

PYRAMIDFE OLFACTIVE : Eventail de la volatilité des parfums classé ertéso
de téte" légeres et tres volatiles, fraiches cortamdiespéridés, en "notes de cceur”,
moins volatiles plus voluptueuses, souvent dedasd des florales, enfin les "notes de
fond" plus lourdes et plus tenaces, a senteursad@ou €picées.

RECTIFIER : Par distillation, débarrasser de ses impuretésnatgre premiere.
RESINE : Exsudation solidifiée qui survient chez certaiégétaux.

RESINOIDE : Produit résineux obtenu par le traitement aux asulv volatils de
certains baumes, gommes, résines ou parties seédkesproduits naturels.
Généralement utilisé comme élément de la note mid fo

SILLAGE : Senteur laissée apres le passage d'une personaetgarfum.

SPECTROMETRIE : Méthode demesure et d'analyse physique complémentaire de

la chromatographie pour étudier et contréler déméhts utilisés en parfumerie.

TEINTURE : Infusion.

TOTUM: Ensemble des constituants de la plante supposis, agissant en
synergie et par complémentarité pour moduler, mevdén renforcer l'activité de la

drogue.

VETIVER : Plante de I'Inde aux racines trés odorantes. liessge vétiver provient

des racines séchées. Peut constituer la note dednertains parfums féminins.

VIRE : Se dit d'un parfum lorsque son odeur et sa couteiginelles se sont
désagréablement dégradées a la suite d'actionggpbgsou chimiques provoquées

par l'air (oxydation), la lumiére, la chaleur owieillissement.



APPENDICE G

» Listes des communications nationaux

= Communication affichée « lutte antimicrobienne lgarhuiles essentielles de
plante médicinale Algérienndentha rotundifolia» Colloque national sur la santé
végétale et environnement, le 03 et 04 Mai 201tuké& des Sciences de la Nature

et de la Vie, Université de Mascara.

= Communication affichée « Antimicrobial effect ofsestial oils of the plant
Mentha rotundifolizon some pathogenic bacteria $™2 journée d'étude sur
| ‘écosystéme saharien, 24 Mai 2011, Institue dasr8es de la Nature et de la

Vie, Centre Universitaire de Ghardaia.

= Communication orale « Antimicrobial effect of ess&noils of the plant

trigonilla foncnumon some pathogenic bacteria » SIPAM, 2012 Ouargla.

» Listes des communications internationaux

= Communication orale « De la plante a la pratiquérapeutique » 4 éme
Symposium International sur les Plante AromatigeieMédicinales —SIPAM 4-
12 et 13 Mai 2011, FST- Mohammedia, Maroc.

= Communication affichée « Antimicrobial effect okestial oils of the plant
Eucalyptus gomphociphalan some pathogenic bacteria », Work Shop on
Biotechnologie Industrial, 20 et 21 Juillet, CerdeeConférence, Université de

Caire Egypte.

= Communication orale « Antimicrobial effect of ess&noils of the plant
Eucalyptus camendulengis some pathogenic bacteria » International contere
on Biology, Environment and Chemistry (ICBE 20128 et 30 Decembre 2011,
Dubai.



" Communication orale « Jordanie « Antibacterial\atgtiof Essential oil of a
medicinal PlantScinus molle> The 3 rd International symposium on Medicinal

plants, Their Cultivation and Aspcets of uses, 223 Novembre 2012, Petra, Jordan

. Communication orale « Antimicrobial Effect of Esseh oil of Plant

Trigonella focnum greacuron some Bacteria Pathogens » International camdere
on agricultural,Biotechnologie, Biological and Bystems Engineering ( ICABBBE
2012), International Scientific Research and Experital Development, 22 et 23

Aout, Paris, France.

. Communication orale « Antimicrobial Effect of Essah oil of Plant
Eucalyptus on some Bacteria Pathogens » International caméere on
Agricultural,Biotechnologie, Biological and Biosgsis Engineering ( ICABBBE
2013), International Scientific Research and Expental Development, 29 et 30

Aout, Paris, France.

. Communication orale « Antimicrobial Effect of EssahOil of PlantSchinus
molle on Some Bacteria Pathogems International conference on Bioscience
Engineeringand Technology (ICBET 2013), International ScieatiResearch and
Experimental Development 05 et 06 December, Istaffhukey.

. Communication orale «Antibacterial and Antifungadti&ity of Essential Oil
of Eucalyptuscamendulensisn a Few Bacteria and Fungi » International carfee
on Agroforestry and food Security (ICAFS 2014) megional Scientific Research
and Experimental Development 18 et 19 Aout, Baerel&pain.



