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Effet d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis sur I’activité bactérienne

et fongique
Résumé

L’objectif de notre étude est de tester ’huile essentielle des feuilles de la plante Eucalyptus
camendulensis, extraites par la méthode d’hydrodistillation comme des biobactéricides et

biofongicides.

L’efficacité d huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis pour différentes concentrations
(5, 2.5, 1.25 ul), sur quatre souches bactériennes a savoir (Staphylococcus vitilincus,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus blanc et  Enterobacter cloacae), et a des
concentrations (60, 120, 240 ), sur deux souches fongiques a savoir: Fusarium
graminearum et Fusarium colmurum,est estimée par la détermination du taux d’inhibition des

bactéries et des champignons testés.

Les résultats montrent que ’huile essentielle d 'Eucalyptus camendulensis possede une
faible activité contre les souches bactériennes avec les différentes concentrations, dont les
diamétres d’inhibition ne dépassent pas (5mm), par contre il a un bon effet antifongique par ce

qu’elle a montré une dose inhibitrice totale de 240 pl.

Mots clés : Eucalyptus camendulensis, Huile essentielle, Activité antibactérienne, Activité

antifongique, Extraction.



Effect the essential oil of Eucalyptus camendulensis on bacterial and

fungal activity

Abstract

The aim of our study is to test the essential oil of the leaves of the plant Ecalyptus
camendulensis, it was extracted by the hydrodistillation method as bio bactericides and bio

fungicides.

The effectiveness of each essential oil of Eucalyptus camendulensis at different concentrations
(5, 2.5, 1.25 pl), on four bacterial strains belongs to : (Staphylococcus vitilincus, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus blanc and Enterobacter cloacae), and has concentrations (60, 120, 240
ul), on two the fungal strains belongs to: (Fusarium graminearum et Fusarium colmurum was

estimated by determining the rate of growth inhibition of bacteria and the fungus tested.

Our study indicates the lowliness activity of essential oil of Eucalyptus camendulensis
against bacterial strains with all different concentrations, in which inhibition diameter do not

exceed (5 mm), However a good antifungal effect manifested by the total inhibitory dose of 240 ul.

Key Words : Eucalyptus camendulensis, Essential oil, Antibacterial activity, Antifungal

activity, Extraction.
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Introduction

Introduction

La protection des cultures joue un role essentiel pour assurer la sécurité et la salubrité
des aliments en évidence que les maladies sont probablement la plus grande contrainte a
augmenter la production et le rendement globale de la récolte et un du facteur majeur qui

limite leur qualité (Morcia et al., 2015).

Un grand nombre de plantes (aromatiques, médicinales des plantes-épices et autres)
Possedent des propriétés biologiques trés intéressantes qui trouvent dans divers domaines, a
savoir en meédecine, pharmacie, cosmétique et agriculture. Cependant 1’évaluation des
propriétés phytopharmaceutiques, antioxydantes et antimicrobiennes demeure une tache trés
intéressante et utile, en particulier pour les plantes d’une utilisation rare ou moins fréquente
ou non connue dans la médecine et les traditions médicinales folkloriques, ces plantes

représentent une nouvelle source de composés actifs (Teixixeira, 2004).

Les bactéries peuplent notre environnement. Elles assurent a la surface du globe, sur le
sol et dans les eaux d'innombrables fonctions; elles exercent des actions bénéfiques (ex:
bactéries fertilisantes du sol), mais d'autres peuvent provoquer des infections chez les plantes,

les animaux et également chez I'hnomme (Khiati, 1998).

Les plantes peuvent étre contaminés par nombreux pathogenes fongiques, tel que
Aspergillus, Alternaria, Penicillium et Fusarium; I’origine de cette contamination est difficile
de préciser (champ, transport, lieu de stockage...). Selon Molinie et Pfohl-Leszkowicz,
I’origine est mal connue, mais les spores disséminées par I’air peuvent provenir du champ ou

de la poussiere présente dans les infrastructures de stockage (Molinie et al., 2013).

La médecine par les plantes est I'une des plus vieilles médecines du monde. Elle
représente une alternative intéressante pour traiter et soigner sans créer de nouvelles maladies
(Belkacem, 2009).

Le traitement a base de plante, revient au premier plan car également utilisées pour
leur propriété antibactérienne et antifongique. Cependant, en tant que sources de
médicaments, les plantes restent encore sous exploitées surtout dans le domaine de la

microbiologie médicale (Belkacem, 2009).




Introduction

L’utilisation des huiles essentielles remonte aux plus anciennes civilisations : tous
d’abord dans I’orient et le moyen orient et par la suite au Nord d’Afrique et en Europe
(Franchomme et al., 1990). Les huiles essentielles représentent un groupe tres intéressant de
ces métabolites qui sont dotés de propriétés antimicrobiennes les rendant intéressants en
raison de son efficacité et d’application facile et pratique, 1’utilisation des produits chimiques
constitue a I’heure actuelle la technique la plus utilisée pour lutter contre les moisissures
nuisibles (Magan et al., 2004). Cependant, I’emploi intensif et inconsidéré de ces produits a
provoqué une contamination de la biosphére et de la chaine alimentaire, une éradication des
especes non cibles telles que la faune auxiliaire et I’apparition des microorganismes résistants.
Ces dangers ont conduit I’OMS 4 interdire 1’'usage de certains fongicides chimiques, d’autres

vont étre prohibés dans un futur proche (Khelil, 1977).

Pour cela, le retour vers la nature est devenu indispensable et doit suivre certaines
conditions en vue de son utilisation dans le monde vaste des anti-infectieux, qui s'élargit d'un
jour a l'autre avec des substances plus puissantes, plus toxiques et plus colteuses. La
condition principale pour ce regain, est une étude scientifique rigoureuse et rationnelle de

I'activité antimicrobienne des différents extraits naturels (Benzeggouta., 2004).

Notre recherche vise a étudier 1’activité biologique ainsi que l’activité fongique
d’huile essentielle de la plante médicinale Eucalyptus camendulensis choisie en fonction de
leur caractéristique thérapeutique en médecine traditionnelle. L’objectif de ce travail est de
déterminer le pouvoir antimicrobien et antifongique de diverses concentrations d’huile
essentielle d’Eucalyptus camendulensis sur quatre espéces bactériennes et deux souches

fongiques.
Notre travail est réparti en deux parties :

-Une partie relative a une synthese bibliographique sur la plante d’Eucalyptus camendulensis.
-Une seconde partie sur 1’é¢tude expérimentale comprenant les méthodes et techniques

utilisées puis la présentation des résultats obtenus et discussion.
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Chapitre I : Synthese bibliographique

1. Plantes médicinales
1.1. Définitions

Les plantes médicinales qui sont trouvées dans le Sahara par exemple: Vulnéraires
Panicumis turgidum, Antivenimeneux, cucumis pustulatus et Cleome arabica...ctc. Les
parties utilisées sont respectivement les feuilles, les tiges, les fruits, les racines et les
inflorescences (Ozenda., 1991).

Les plantes médicinales renferment de nombreux actifs (plus de 250) qui ont des activités
thérapeutiques complémentaires ou synergiques. Ces actifs ont été etudiés et reproduits
chimiquement pour étre incorporés de nos jours dans de nombreux médicaments. (Institue

Européenne des Substances Végétales., 2016).

1.2. Historique

1.2.1. Dans le monde

L'utilisation des plantes pour guérir les maladies ou la phytothérapie, a été connue
depuis l'antiquité (Ibn khaldoun, 1958), dans son Introduction dit que «I'homme est le fils de
son environnement », par conséquent I'nomme serait influencé par les composantes de son
environnement, cette influence s'appuie sur ses comportements, ses traditions sa culture etc...
Et en plus, I'nomme se trouve obligé d'utiliser les techniques et les ressources existantes
autour de lui pour subvenir a ses besoins. Cependant, a l'antiquité, les techniques étaient
inexistantes mais en contre partie il y en a plusieurs ressources, qui ont servi les étre vivants ;
seul parmi eux, I'nomme a songé qu'il existe des ressources qui S'épuisent ou non
renouvelables. Parmi ces derniers nous trouvons les ressources végétales (notre souci), d'ou
avec son intelligence assignée par ses observations et ses hypothéses, I'homme et en
particulier le savant a réussi de les régir ces a son profit, Et entre autre pour ses
besoins sanitaires. Tous ¢a avaient contribuée a dresser une longue histoire d'utilisation des

plantes a des fins médicinales (Ref. Elec 01).
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1.2.2. En Algérie

Selon (Mokkadem, 1999), I'Algérie comprenait plus de 600 especes de plantes

médicinales et aromatiques.

Chaque culture a une histoire d’utilisation des plantes médicinales pour guérir les
maladies. En Algérie 1’'usage de plantes médicinales est une tradition de mille ans. Les
premiers écrits sur les plantes médicinales ont été faits au IXéme si¢cle par Isha-BenAmran et
Abdallah-Ben-Lounés né a Oran, et qui décrit I’usage de beaucoup de plantes médicinales,
mais la plus grande production de livres a été réalisée au dix-septieme et au dix-huitieme
siecle (Mokkadem, 1999).

Méme pendant le colonialisme Francais de 1830 a 1962 les botanistes ont réussi a
cataloguer un grand nombre d’espéces comme médicinales et un livre sur les plantes
médicinales et aromatiques d’Algérie a été publié en 1942 par Fourment et Roques ou ils ont
mentionné décrit et étudié 200 especes. La plupart d’entre elles étaient du Nord de 1’ Algérie et

seulement 6 especes ont été localisées au Sahara (Baba Aissa, 1999 ; Beloued, 2005).

L’ Algérie couvre une surface de 2,381.741 km2 est c’est le deuxiéme plus grand pays
d’Afrique aprés le Soudan. Deux chaines montagneuses importantes, 1’Atlas Tellien au Nord
et I’Atlas Saharien au Sud, séparent le pays en trois types de milieu qui se distinguent par leur
relief et leur morphologie, donnant lieu a une importante diversité biologique (Baba Aissa,
1999 ; Beloued, 2005).

1.3. Présentation d'Eucalyptus

La famille Myrtacée est une famille des plantes dicotylédones, elle est répartie en
environ trois mille espéces réparties en 134 genres environ. Le genre Eucalyptus est
endémique en Australie et en Tasmanie. Il est cultivé de nos jours dans quelques régions
subtropicales d’Afrique, d’Asie, Chine, Inde, Indonésie et d’Amérique du Sud ainsi qu’en

Europe méridionale et aux Etats-Unis (Bouamer, 2004).

Les especes appartenant a ce genre sont utilisées pour assécher certaines zones
marécageuses et se sont acclimatées a la region méditerranéenne, Son introduction en Algérie
fut par les frangais en 1860, Pendant les années 60 a 70, le reboisement a base d’Eucalyptus

ont concernés notamment 1’Est (El-Kala, Annaba, Skikda), le centre (Tizi-Ouzou, Bainem) et

4



Chapitre | Synthese bibliographique

I’Ouest (Mostaganem) et ceci afin de répondre aux besoins nationaux en produits ligneux et

papetiers (Belkou, 2005; Goet et al., 2012).
1.3.1. Systématique d'Eucalyptus

Reégne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Dicotylédones
Ordre : Myrtales
Famille : Myrtaceae
Genre : Eucalyptus

Le nom vernaculaire : Calitouss « le nom le plus connue en Algérie », Calibtus, Kafor.

Ces noms sont les plus populaires en Algérie qui sont utilisés dans différentes régions.
1.3.2. Description botanique d'Eucalyptus

Plantes ligneuses de toutes tailles, de I’arbrisseau au géant du régne végétal, pouvant
atteindre 100 métres dans leurs pays d’origine (40 m environ pour E globulus, 25 m environ
pour E radiata) Croissance rapide (plusieurs metres par an) Arbres au feuillage persistant
(Sandrine, 2006).

Les capsules florales sont insérées a 1’aisselle des feuilles, au nombre de 7 a 11 ou plus. Sa
culture est trés répandue en raison de sa croissance rapide et sa tolérance pour les milieux salés. Il est

utilisé principalement pour le bois d’ceuvre et son ombrage (Gilles M, 2008).

1.3.3. Huile essentielle d’Eucalyptus

La famille Myrtacées comme d’autres familles de plantes médicinales, cette famille se

caractérise par la richesse en huile essentielle.

Les Eucalyptus sont aussi extrémement intéressants pour leurs tanins, résines et huiles
essentielles que renferment les feuilles, les tiges et méme 1’écorce et qui ont des applications

tres importantes en medecine (Bigendako, 2004).
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L’huile essentielle d’Eucalyptus contient environ 70% en eucalyptol (1,8- cinéole) et
ce dernier considérer comme un composé majoritaire dans plusieurs éspeces d’Eucalyptus

(Eucalyptus viridis et Eucalyptus salubris...ctc (Sroka, 2005).
1.3.4. Propriétés biologiques d’Eucalyptus

L’huiles essenticlles d’Eucalyptus est un antiseptique des voies respiratoires,
expectorante, analgésique (Kehrl et al., 2004), en usage interne et externe, décongestionnant,
hypoglycémiante, une action détoxifiante des toxines diphtérique et tétanique, antimicrobien
sur les bactéries Gram®, antifongique, anti-inflammatoire, améliore les épreuves
fonctionnelles respiratoires, mucolytique, antispasmodique bronchique, fébrifuge, tropisme

broncho-pulmonaire tres marqué, asséchante en forte proportion (Kehrl et al., 2004).
1.3.5. Propriétés médicinales d'Eucalyptus

Propriétés médicinales d'Eucalyptus sont surtout attribuables a l'eucalyptol (aussi
appelé 1,8-cinéole) que renferment ses feuilles. S’est révélé étre efficace pour réduire la dose
de corticostéroides utilisée par des sujets souffrant d’asthme (Juergens, 2003), et pour
combattre le rhume (Tesche et al., 2008). Cette huile possede un effet rafraichissant
indéniable sur la température du corps. Elle est utilisée dans de nombreuses spécialités
pharmaceutiques pour ses multiples vertus sur I'arbre respiratoire. Elle Facilite la dissolution
et I'élimination des glaires bronchiques (balsamique, fluidifiant), anti-infectieux vis-a-vis des
bactéries et virus. Antiseptique pour les voies urinaires, elle est aussi antirhumatismale,

stimulante et tonifiante (Tesche et al., 2008).

1.3.6. Propriétés pharmacologiques d'Eucalyptus

e L effet antiseptique bactéricide est surtout lié a la présence du 1,8-cinéole.

o [’effet de I’huile essenticlle est supérieur a celui du 1,8-cinéol utilisé seul.une partie
d’huile essentielle est éliminée par le rein et la voie urinaire. Elle agit sur les
Escherichiae, Proteus, Staphylococcus aureus...etc.

e [’effet expectorant est dii a une stimulation directe des cellules sécrétrices de la

muqueuse bronchique.
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o [’effet antispasmodique se vérifie dans son action antitussive (Boukef, 1986 ; Grover et

al, 2002; Tohidpour et al., 2010).
1.3.7. Usage des huiles essentielles d'Eucalyptus

Les huiles essentielles permettent aux plantes de s'adapter a leur environnement et assurer
leur ultime défense, elles jouent plusieurs roles écologiques:
-Interaction plante-plante (inhibition de la germination et de la croissance).
-Interaction plante animale, pour leur protection contre les prédateurs (Ormeno, 2007;Fouché
et al., 2008).

L'utilisation des huiles essentielles a base de menthe, de thym et d’Eucalyptus en
inhalations ou sous forme de pommade; pour soigner un rhume provoqué par des virus
rhinovirus, (Sandrine, 2006).

L’Eucalyptus est parmi les plantes médicinales (la mauve, la réglisse) qui ont montré
une efficacité contre la toux. Les gens utilisaient également les feuilles pour aider a soulager
la fievre et divers autres maux. Elles sont également utilisées comme bois d’ceuvre et de
chauffage. Leurs huiles essentielles sont utilisées dans les industries pharmaceutiques et

cosmétiques pour la fabrication de différents produits (Sandrine, 2006).

2. Huiles essentielles
2.1. Définition

Les huiles essentielles sont généralement des mélanges des principes volatils contenus
dans les végétaux (Bruneton, 1999). La définition donnée par (Afnor, 2000), est la suivante :
(les huiles essentielles sont des produits obtenus a partir d’'une matiére premiere d’origine
végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques, SOit par

distillation seche (Afnor, 2000).

Les huiles essentielles sont des extraits végétaux volatiles et odorants appelés également
substances organiques aromatiques liquides, gu'on trouve naturellement dans diverses parties
des arbres, des plantes et des épices, elles sont volatiles et sensibles a I'effet de la chaleur,

elles ne contiennent pas de corps gras (Yahyaoui, 2005).
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2.2. Localisation des huiles essentielles dans la plante

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Elles sont
produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en générale dans des
cellules glandulaires spécialisées. Ensuite, elles sont stockees dans des cellules dites cellules a
huiles essentielles (Lauraceae), dans des poiles sécréteurs (Lamiaceae), dans des poches
sécretrices (Myrtaceae), dans des cannaux secréteurs (Astraceae). Elles peuvent étre stockées
dans divers organes végétaux : les fleurs (Bergamotier, Rose,..) les feuilles (Citronnelle,
Eucalyptus,...), les racines (Vétiver), les rhizomes (Curcuma, Gingember,...), les fruits (Anis,
Badiane,...), le bois (Bois de rose, Santal,...), ou graines (Muscade,...) (Oussala, 2006). Si
tous les organes d’une méme espece peuvent renfermer une huile essentielle, la composition

de cette derniere peut varier selon sa localisation (Belkou, 2005).
2.3. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont avant tout des composeés terpéniques. Du strict point de vue
chimique, les terpénes apparaissent comme des polyméres d’un carbure d’hydrogéne

diéthylénique, 1’isopréne (figure n 01).

CH3\

/( CH=—=CH2
CHZ

Figure n 01 : Formule chimique de I’isopréne (Benayad, 2008)

Selon le nombre de résidus isoprénes que groupent les composés terpéniques,
On distingue :
e Terpenes simples, formes de deux isopréenes CioHjs.
e Sesquiterpénes, formés de trois isoprénes CisHa,.
e Di terpenes, formés de quatre isoprénes CooHas,.
e Triterpenes, formés de six isoprénes CzoHao.

e Tétraterpénes, formés de six isoprénes C4Hag.
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On trouve aussi les polyterpénes (n isoprénes) qui comprennent par exemple le

caoutchouc et la gutta-percha (Benayad, 2008).

Les trois premiers groupes sont a 1’origine de trés nombreuses essences qui sont dotées

de certaines activités résumées dans le tableau n 01 :

Tableau n 01 : Activités biologiques de certains composés terpéniques (Bekhechi, 2008).

Familles Exemples Propriétés
Fongistatique
Bactériostatique
Hydrocarbure Limonéne (carvi, pin), a et | Insecticide
Aliphatique B-pinéne (sapin) Nématicide

Mono terpénes

Antimutagenique
Herbicide

Stimulation général

Sesquiterpénes

Bisaboléme, alpha
humuleme, bita-

Caryophylléne (pin)

Calmants
Anti-inflammatoire
Antiallergique

Antibactériens etantifongique

Antioxydant

Thymol (thym), Stimulantes
Phénols Carvacrol (origan), Toniques
Eugénol (clou de girofle) Antiseptiques
Bacteéricides
Fongicides
Antivirale
Antiparasitaires
Irritantes
Anti-inflammatoire
Linalol (bois de rose), Antiseptiques
Alcool Gerniol (palmarosa) Bactéricides
Fongicides
Monoterpeniques, Antivirale
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Antiallergique

Menthol (menthe poivrée),
Citrnellol (citronelle)

Immunostimulants

Neurotoxiques

Alcool sesquiterpéniques

Bisabolol (matricaire),
Viridiflorol (niaouli),

Cadrol (cyprés)

Toniques et stimulants
Généraux
Décongestionnants

veineux et lymphatiques

Aldéhydes

Terpéniques

Citral (mélisse citronnée),
Citronellal (citronnelle
Eucalyptus citronne),
Géraniale (verveine

Citronnée)

Antifongique
Sporicidas
Insecticide

Anti hypertensifs

Anti-inflammatoire

Cétones

Carvone (carvi),
Menthone (menthe poivrée),
Camphre (romarin),

Thuyone (sauge)

Calmantes
Antivirales
Antifongiques
Neurotoxiques
Antiépileptique

Dépresseurs a dose élevées

(Bekhechi, 2008)

10



Chapitre 11
Matériel et Méethodes



Chapitre 11 Matériels et méthodes

Chapitre 11 : Matériel et Méthodes

L’objectif de ce travail est de teste ’activité biologique de la plante Eucalyptus

camendulensis sur des souches bactériennes et fongiques pathogenes.

1. Matériels

1.1. Présentation de la région d’étude

La wilaya de Ghardaia a issue du dernier découpage administratif, est située a 600 km
au Sud de la capitale d’Alger, (figure n 02) et s’intégre dans la partie septentrionale de la
plateforme Saharienne aux portes du désert a 32° 30°de latitude Nord et a 3° 45°de longitude.
(Agence Nationale de Ressources Hydrique, 2007).

"

WILAYA DE GHARDAIA N
LIMITES ADMINISTRATIVES
WILAYA }
ot o

WILAYA
EL-BAYADH

—
= Wikava
OUARGLA
WILAYA
D'ADRAR
Limite Wilaya —
Limte Daar o
1 remite | eomomieme
WILAY A et Bew de Wikine -
el Bow de Duabr
TAMANRASSEY CMMQ(; :

Figure n 02 : Limite administratives de la wilaya de Ghardaia (ATLAS, 2005).
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Le territoire de la wilaya de Ghardaia abrite 309.740 habitants répartis sur 86.560 Km?
de surface, elle compte 9 dairas et 13communes (Agence Nationale de Ressources Hydrique.,
2007).Ses principales agglomérations sont Berriane, Guerrara, Ghardaia, Zelfana, Metlili,
Hassi F’Hel et El-Goléa (Zergoun, 1994).La wilaya du Ghardaia est appelée le role de

jonction entre la zone des hauts plateaux et le grand Sud (Ben Semaoune, 2008).

1.2. Matériel et produits du laboratoire

Les verreries et I’appareillage, les milieux de culture ainsi que le solvant utilisé au

cours de la réalisation de ce travail sont résumés dans le tableau n02 :

Tableau n 02 : verreries et "appareillage, milieux de culture, solvants utilisés au laboratoire

verreries et appareillage milieux de culture solvant utilisés

Ampoule a décanter
Autoclave
Ance stérile

Gélose Mueller Hinton
(MH)
Gélose pomme de terre

Eau distillée
Eau physiologique

Balance analytique
Béchers

Boites de pétri
Erlenmeyer
Epindrofes stériles
Etuve de 37°C et 25°C
Hydrodistillateur
Hotte

Pipettes pasteur
Pince a platine
Réfrigérateur
Tubes a essali

glucosée et gélosée (PDA)

1.3. Matériel végétale

Pour la présente étude, il est utilisé comme matériel végétal I’Eucalyptus camendulensis

récoltés a Ghardaia, en date 2017, 1’age des arbres est presque 14 ans.

L’identification de cette essence a ¢té réalisée a I’Institut National de Recherche
Forestiere de Bainem (INRF) Algérie. Les échantillons de 1’essence forestiere ont été cueillis
au printemps, durant les mois Mars et Avril. La récolte a été réalisée le matin, elle concerne

seulement les feuillets d’arbre adultes choisis au hasard.
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Les feuilles fraichement récoltées sont séchées a 1’abri de la lumiére et de I’humidité a
température ambiante du laboratoire de recherche Génie des Procédes a la faculte des sciences
de la technologie et sciences de la matiére a I’université de Kasdi Merbah Ouargla. Elles sont

conservées dans des sacs propres pour éliminer toutes impurtés.

(Source : Dahou, 2017)

Photo n 01 : plante d’Eucalyptus camendulensis a la région de Ghardaia
1.2.1. Choix du matériel végétal

Le matériel ou I’organe végétal choisi dans la présente étude est représenté par les
feuilles seches d’Eucalyptus camendulensis. Parmi les critéeres de choix de cette plante,
figurent leur utilisation déja dans 1’assaisonnement de certains aliments et médicaments (donc
non toxiques) d’une part et le manque de travaux de recherche sur les propriétés biologiques

en particulier et les propriétés physiques et chimiques de leurs huiles essentielles d’autre part.
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Photo n 02 : Feuilles d’Eucalyptus camendulensis

1.3. Matériel biologique

Les souches microbiennes utilisées dans notre étude ont été choisies pour leurs
fréguences élevées dans les contaminations humaines, et proviennent 1’isolement, purification
et identification de la plante de fraisier au laboratoire de microbiologie de 1’université de
Porto. Et autres souches bactériennes ont été proviennent du laboratoire de microbiologie de
I’hopital du Sidi- abaz & Ghardaia le 13 février.

Ces bactéries font partie de deux groupes de microorganismes. Les tests de 1’activité
biologique ont été réalisés au niveau de laboratoire de 1’université de Ghardaia, dont nous

avons retenu les espéces suivantes :
1.3.1. Staphylococcus vitulinus

Staphylococcus vitulinus est un staphylocoque coagulase-négatif dans la famille
Staphylococcaceae. Ce rapport décrit la séquence du génome du génome de Staphylococcus
vitulinus F1028, qui a été isolée d'un aliment de soja coréen traditionnel (meju). Cette
séquence de génome de 2,56 Mbp est le premier génome de Staphylococcus vitulinus d'une

souche isolée a partir d'un produit de soja fermenté (Ref. Elec 02).

1.3.2. Staphylococcus aureus
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Staphlocoques sont des cocci a gram positif qui tendent a se grouper en amas. Une
espéce, Staphylococcus aureus (staphylocoque doré), tien une place tres importante dans les
infections communautaires (Cambers, 1997). Staphylococcus aureus est un germe aérobie-
anaérobie facultatif (Avril, 2000).

1.3.3. Staphylococcus blanc

Staphylocoque blanc ou albus est une bactériea coque de la famille des
Staphylocoques. Contrairement  au Staphylococcus  aureus, il présente
une coagulase négative. Il est naturellement présent sur la peau de I'étre humain (presque
100% des individus en sont porteurs) ou il fait partie de la flore naturelle. Cependant, en cas
de déficit immunitaire ou d'implantation d'un matériel (prothese chirurgicale, cardiaque...), il
peut devenir dangereux et provoquer des infections dites opportunistes (Peirrick Horde,
2014).

1.3.4. Enterobacter cloacae

Bacille a gram négatif de famille Enterobacteraceae, mobiles non sporulés présent
dans I’environnement mais il est aussi commensal du tube digestif de I’homme et des
animaux, responsable de I’infection urinaire, bactériémie, infection respiratoire, suppurations

diverses et I’infection tissulaire aprés une plaie souillée par de la terre (Danielle, 2011).

2. Méthodes

2.1. Protocole d’extraction d’huiles essentielles

L’extraction d’huile essentielle des feuilles d’Eucalyptus est réalisée au sein du
laboratoire de recherche Génie des Procédés a la faculté des sciences de la technologie et
sciences de la matiere a ’université de Kasdi Merbah Ouargla. Le laboratoire s'occupe de
l'extraction, la caractérisation et 1’analyse des huiles essentielles et extraits végétaux des

plantes aromatiques ainsi que la détermination de 1’activité biologique.

Cependant, 1’étude de I’activité antibactérienne qui a éte réalisée au laboratoire de
Microbiologie du département des sciences de la vie et de la nature d’université de Ghardaia.
Pour s’assurer du bon déroulement des tests expérimentaux, les essais sont répétés plusieurs
fois. En outre, I’activité antifongique a été réalisée au sien de laboratoire de de Bioresseursse

saharienne a Ouargla.
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2.1.1. Extraction d’huile essentielle des feuilles d’Eucalyptus camendulensis

2.1.1.1. Dispositif d’extraction par hydrodistillation type Clevenger

L’extraction de I’huile essentielle (HE) des feuilles d’Eucalyptus camendulensis au
laboratoire de recherche Génie des Procédés a été faite par un hydrodistillateur de type
Clevenger (1928). 11 est constitué¢ d’un chauffe ballon, un ballon de capacité de 2 L ou nous
plagons 200 g du matériel végétal et de I’eau, d’une colonne de condensation de la vapeur
(réfrigérant) qui vient de 1’échauffement de ballon une ampoule a décanter qui recoit les
extraits de la distillation et d’un thermométre pour contréler la température et éviter le

surchauffage (photo n 03).

Photo n 03: Montage d’hydrodistilateur (Clevenger, 1928)

2.1.1.2. Conservation d’huile essentielle obtenue

La conservation des huiles essentielles exige certaines précautions indispensables.
C'est pour cela nous les avons conservées a une température voisine de 4 °C, dans un tube en

verre brun fermé hermétiquement pour la préserver de l'air et de la lumiére (Burt, 2004).
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2.1.1.3. Détermination d'activité antimicrobienne des huiles essentielles

Les techniques de détermination du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles, a
une grande influence sur les résultats. Les difficultés pratiques viennent de I'insolubilité des
constituants des huiles essentielles dans I'eau, de leur volatilité, de la nécessité de les tester a
de faibles concentrations et des problémes de standardisation des méthodes (Bousbia, 2004).

2.2. Technique en milieu solide

2.2.1. Méthode d’aromatogramme

L’aromatogramme est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale,
appelée antiiogramme , (Satrani et al., 2007 ; Benjilali, 1986). Elle a I’avantage d’étre d’une
grande souplesse dans le choix des produits a tester et de s’appliquer a un grand nombre

d’espéces bactériennes (Pibiri, 2005).

Cette methode consiste & mettre en évidence une éventuelle activité antimicrobienne
d’huile essentielle de plantes recensée, en présence des germes testés. Des disques absorbants
stériles, imprégnés d’une quantité d’huile essentielle et disposes sur une gélose inoculée avec

les souches.

La diffusion d’huile essentielle dans la gélose permet de suivre I’inhibition et la
croissance des germes qui se traduira par une zone claire autour de disque dite zone
d’inhibition (figure n 03).
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Figure n 03 : Illustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri (Zaika, 1988)
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2.2.1.1. Préparation de Milieu de culture MULLER-HINTON

Nous avons utilisé un milieu de culture Mueller Hinton qui un milieu le plus
employé pour les tests de sensibilité aux agents antibactériens. C’est une Gélose riche en
composés d’infusion de viande de beeuf, hydrolysat acide de caséine et amidon de mais

(Mayachiew et al., 2008).
2.2.1.2. Préparations de I'inoculum

A partir des boites contenants les germes testés, nous préparons des suspensions
microbiennes de Chacune (Photo n 04). Pour cela nous prenons avec une pipette pasteur une
ou deux colonies et les mettre dans un tube stérile contenant 9 ml d’eau physiologique, nous
’agitons et nous le laissons pendant 30 minutes pour les utiliser lors de 1’ensemencement par
inondation des boites qui hébergeront les disques imbibés dans des différentes extraits ainsi
obtenus (Photo n 05).

Photo n 04 : Inoculum des bactéries
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Photo n 05 : Boites pétri coulées par milieu de culture

2.2.1.3. Ensemencement

Le milieu de culture utilisé est Muller — Hinton, qui est le milieu le plus employé pour
les tests de sensibilité aux agents antibactériens. La suspension microbienne préparée a été
coulée sur gélose de Muller-Hinton par les écouvillons (photo n 06). Les boites ainsi

ensemencées ont été mises a sécher pendant 5 min.

Photos n 06 : Méthode d’ensemencement
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2.2.1.4. Préparation des disques

Les disques sont fabriques a partir du papier filtres, ensuite ils sont mis dans un tube a
essai (ou plus si nécessaire), et stérilisés a l'autoclave. Une fois le gélose Mueller — Hinton
sont collés dans les boites, on a prélevé des différentes concentrations d’huile essentielle (HE)

d’Eucalyptus camendulensis a savoir (5, 2.5, 1.25 pl).

Les disques imbibés chaque fois a déférente concentration d’huile essenticlle
d’Eucalyptus camendulensis sont disposés sur la surface de la gélose a l'aide d'une pince

stérilisée au bec bunsen (photo n 07).

Photo n 07 : Dépdt des disques

Notre travaille sur I’activité d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis sur les
quatres souches bactériennes a savoir : Sataphylococcus vitulinus, Sataphylococcus aureus,
Sataphylococcus blanc et Enterobacter cloacae, sont résumeées selon le protocole

expérimental suivant (figure n 04) :
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MH

BSv BSh BSa BEnN

Préparation des précultures

Aprés 48 h l d’incubation
10 ml d’Eph stérile dans chaque tube a éssai

|

+ colonie de BSv + colonie de BSb + colonie de BSa + colonie de BEn

Préparation des suspensions bactériennes

— — — —

—

Ensemencement

v
Dépots des disques imbibés par L’HE

v
Incubation a 37C° (24 heures)

Figure n 04 : Protocole expérimentale de 1’activité antibactérienne d’huile
essentielle d’Eucalyptus camendulensis
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B : Bactérie, Sv : Staphylococcus vitilincus, Sb : Staphylococcus aureus,

Sa : Staphylococcus blanc, En : Enterobacter cloacae, Eph : Eau physiologique

2.2.1.5. Incubation et Lecture

Pendant 18 a 24 heures a 37°C, pour toutes les boites, et a température ambiante
(température de la chambre) pour les boites qui contiennent des disques imbibés des huiles
essentielles. Les résultats sont observés le lendemain des expériences, en mesurant les

diametres des halos clairs tout autour des disques, ou zones d'inhibition.

Selon (Remdane, 2009), le résultat s'effectue par la mesure des diamétres d'inhibition

comme suivant :

e Diametre < 5Smm: absence d'activité biologique ;
e Diametre entre 5 et 10 mm: activité biologique faible ;
e Diametre entre 10 et 16 mm: activité biologique moyenne ;

e Diametre > 16 mm: activité biologique tres forte.

2.3. Test Antifongique

2.3.1. Souches fongiques étudiées

Les souches fongiques utilisées dans notre étude ont été choisies pour leurs fréquences
élevées dans les contaminations, et proviennent du laboratoire de I’Institue de I’Entomologie
et Pathologie végétale, Université Cattolica del Sacro Cuore di Piacenza, Italie. Dans notre
travail nous avons retenu les souches suivantes: Fusarium graminearum et Fusarium

culmorum.
2.3.1.1. Fusarium graminearum ITEM 6477

Le nom de Fusarium vient de fusus latin, qui signifie une broche, Fusarium est un
grand genre de champignons filamenteux largement distribués dans le sol et en association
avec des plantes. La plupart des espéces sont saprobes inoffensives, et sont membres
relativement abondantes de la communauté microbienne du sol. Certaines espéces produisent
des mycotoxines dans les cultures de céréales qui peuvent affecter la santé humaine et

animale si elles entrent dans la chaine alimentaire (Mehani, 2015).
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Fusarium graminearum infecte couramment 1’orge s'il ya une pluie en fin de saison.
Qu'il est de I'impact économique de I'industrie de brassicole, ainsi que I'orge fourragere. La
contamination de Fusarium dans l'orge peut se provoquer en épi, et les contaminations

extrémes, de I'orge peut apparaitre rose (Mehani, 2015).

‘_' (Source : (Dahou, 2017)

Photo n 08 : Souche fongique Fusarium graminearum

2.3.1.2. Fusarium culmorum MPVP/71\\VV

Fusarium culmorum est une esspése de champignons ascomycetes de blé famille des
Nectriaceae. . C'est un agent phytopathogeéne, responsable de divers symptémes tels que fonte
des semis, pourriture racinaire, fusariose de I'épi, pourriture de la tige etc..., chez de
nombreuses espéces de plantes dicotylédones, en particulier chez les céréales. C'est I'un des

champignons responsables de la pourriture seche du tubercule de la pomme de terre (Elec 03).
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¢ 4
(Source : Dahou, 20

Photo n 09 : Souche fongique Fusarium culmorum

Pour effectuer le test antifongique, nous avons adopté la méthode de contact direct. Ce
test est réalisé au niveau du laboratoire pédagogique de la faculté de microbiologie. Pour
évaluer Iactivité antifongique, nous avons préparé le milieu PDA (Potato Dextrose Agar ou
pomme de Terre glucosée et gélosée): 39g de poudre PDA dans un 1L d’eau, stérilisé¢ a
I’autoclave a 120° C pendant 15 min (Terzi et al., 2014).

2.3.2. Activité antifongique

Pour la réalisation de ’activité antifongique on a adopté la méthode de contact direct.
Pour préparer les différentes concentrations on a prélevé des différentes concentrations
D’huile essentielle (HE) d’Eucalyptus a savoir (0, 60, 120, 240 pl) et ajuster a 60 ml par
PDA puis on agite pendant 5 minute pour homogénéiser le milieu de PDA avec I’huile

essentielles (Tableau n 03).

Tableau n03 : Valeurs des dilutions utilisées

HE ul /50ml PDA 0 1 2 4

Concentrations d’HE (ul) 0 60 120 240
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7ml de mélange (PDA + HE+ Tween a 0,5%) a été coulé dans des boites de Pétri,
Apres le refroidissement et la solidification de ce mélange sur la paillasse des disques
mycélien de diamétre de 8mm de diamétre issue de la marge d’une culture agée de Fusarium
graminearum et Fusarium culmorum ont été prélevé avec un emporte piéce et inoculé au
Centre de chaque boite (1disque/boite) (Photo n 10). Chaque concentration est répétée trois
fois. Les boites sont incubées dans I’obscurité a température de 25 + 2C° ; Les témoins (PDA
+ Fusarium et PDA + Tween a 0,5% + Fusarium) sont réalises dans les mémes conditions

sans huile essenticlle et les mesures sont prélevées aprés 72 h d’incubation (Terzi et al.,
2014).

Photo n 10 : Dépots des disques mycéliens

Notre travaille sur I’activit¢ d’huile essentielle d’Eucalyptus camendelensis sur les
deux souches fongiques soit Fusarium graminearum et Fusarium culmorum sont résumées selon

le protocole suivant (figure n 05) :
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PDA

I I

Témoin+Tween
0.5% (5 ul)

Témoin
Tween+20

—J —J l

— — ,

— — I I I 7

0 ul 60 pl 120l 240 pl
= &= = =3
Dépot des disques du fusarium @ @ @ @
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O ul 60 pl 120 ul - 240 pl
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Dépot des disques du fusarium Ce) C=oJ =] C=
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Incubation a25+2C° pendant 7 jours

Figure n 05 : Protocole expérimental de I’activité antifongique d’huile essentielle
d ’Eucalyptus camendulensis
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2.4. Expression des résultats

2.4.1. Croissance mycélienne

La croissance mycélienne a été évaluée a la fin de 1’expérience, a savoir au bout de
168 h (7 jours) d’incubation, en mesurant la moyenne de trois diamétres sans prendre en
compte le diametre du disque. Cette lecture est toujours réalisée en comparaison avec les

cultures témoins ayant démarré le méme jour et dans les mémes conditions (Benouaer, 2016)
2.4.2. Détermination de Taux d’inhibition

Pour cette méthode, la technique consiste & mesurer les diamétres des différentes

colonies de champignons apres le temps d’incubation requis puis résoudre 1’équation (Kordali

et al., 2003).

T1 (%) =100 x (dC-dE)/dC

T1(%) : Taux d’inhibition exprimé en pourcentage

dC : Diamétre de colonies dans les boites « témoins »
dE : Diamétre de colonies dans les boites contenant I’extrait de plante
2.4.3. Détermination de la vitesse de croissance mycélienne (VC)

Selon (Cahagnier et al,. 1998), la vitesse de la croissance mycélienne de chaque

concentration est déterminée par la formule suivante :

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

VC : Vitesse de croissance mycélienne exprimée en mm/h
D: Diamétre de la zone de croissance du chaque jour.

Te: Jour d’incubation.
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Chapitre 111 : Résultats et discussions
1. Résultats

Dans ce travail, nous avons effectu¢ l'extraction d’huile essentielle de la partie
aérienne d’eucalyptus camendulensis dont le rendement en huile essentielle est de bonne
quelité qui  dépend de plusieurs facteurs tels que : ’espéce, la géographie, la période de
récolte, les pratiques culturales, la technique d’extraction....etc. Nous avons appliqué I'huile
essentielle d’Eucalyptus camendulensis sur les germes utilisées a partir de la méthode de

I'aromatogramme pour les bactéries et par la méthode de contact direct pour les champignons.

1.1. Activité antibactérien

1.1.1. Sensibilité des bactéries a I’huile essentielle d'Eucalyptus camendulensis

La méthode de diffusion des disques nous a permis de mettre en évidence le pouvoir
Antibactérien d’huile essenticlle d’Eucalyptus camendulensis vis-a-vis de quatre bactéries

Qui sont présentés dans le tableau n 04 suivant :

Tableau n 04 : Diametres des zones d’inhibition (mm) d 'Eucalyptus camendulensis

Diamétre de la zone Sensibilité a I’huile essentielle
Souches bactériennes d’inhibition (mm) d’Eucalyptus Camendulensis
(5,2.5,1.25 pl)

Stahpylococcus vitilincus 5mm -
Stahpylococcus aureus 5mm -
Stahpylococcus blanc 5mm -
Enterobacter cloacae Smm -

(++) : Tres sensible, (+) : sensible, (-) : résistant

A lissue des résultats mentionnés dans le tableau n 04, nous constatons que les
déférentes souches bactériennes étudiées reagissent de méme réaction avec les différentes
concentrations d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis testé, qui enregistrent un

diametre de zone d’inhibition qui ne dépassent pas 5mm.
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1.2. Activité antifongique

L’activité antifongique est révélée par I’absence ou la présence de la croissance
mycélienne pour les différentes concentrations d’huile essentielle d’Eucalyptus

camendulensis et les deux souches fongiques Fusarium graminearum et Fusarium culmorum.

Les résultats indiquent que la croissance mycelienne journaliere pour le témoin est

importante mais avec des diametres différents qui dépendent du temps d’incubation.
1.2.1. Effet d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis sur Fusarium graminearum

La croissance mycélienne final a été mesurée aprés 168 h (7éme jour) d’incubation et

les résultats sont maintenus dans la Figure n 06 :
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Figure n 06 : Effet d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis sur la Croissance mycélienne de

Fusarium graminearum

La figure n 06 présente I’effet d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis sur la
Croissance mycélienne de Fusarium graminearum, nous constatons que cette derniére a été
démarrée aprés 72 h d’incubation dont le témoin négatif enregistre un diamétre de 18.3 mm
jusqu’a 59.9 mm aprés 168 h. En outre, nous remarquons que 1’effet Effet d’huile essentielle
d’Eucalyptus camendulensis a 60 pl enregistre un diamétre de 11.5 mm a 96 h  jusqu’a 24
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mm aprées 168 h et a 120 ul enregistre un diamétre de 5 a 10 mm apres 168 h. Par contre
aucun effet d’huile essenticlle d’Eucalyptus camendulensis sur la Croissance mycelienne a
240 pl.

1.2.2. Effet d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis sur Fusarium

culmorum

Les résultats de I’effet Effet d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis sur la

croissance mycélienne de Fusarium culmorum sont présentés dans le Figure n 07.

90 ~

80 -

70 -~

60 -

50 ET0
40 - H60 pL
30 - 120 plL
20 - 240 pL
10

0 0000 0000

72 h 96 h 120 h 144 h 168 h
Temps d'incubation (h)

croissance mycélienne (mm)

Figure n 07 : Effet d’huile essentielle d ' Eucalyptus camendulensis sur la croissance mycélienne de

Fusarium culmorum

La figure n 08 presente effet d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis sur la
croissance mycélienne de Fusarium culmorum, nous constatons que cette derniére a été
démarrée apres 72 h d’incubation dont le témoin a 0 pl enregistre un diametre de 31.1 mm
jusqu’a 80 mm apres 168h. En outre, nous remarquons que l’effet d’huile essentielle
d’Eucalyptus camendulensis a 60 pl enregistre un diamétre de 12.6 mm a 96 h jusqu’a 25.8
mm apres 168 h. Par contre aucun effet d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis sur la

croissance myceélienne a 120 pl et 240 pl.
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1.2.3. Effet de différentes concentrations d’huile essentielle d’Eucalyptus

camendulensis sur la croissance mycélienne

Les résultats de I’effet de différentes concentrations d’huile essentielle d’Eucalyptus
camendulensis sur la croissance mycélienne finale de Fusarium graminearum et Fusarium

culmorum sont présentés dans le Figure n 08.
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Figure n 08 : Effet d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis sur la croissance mycélienne finale

de Fusarium graminearum et Fusarium culmorum

Les résultats de 1’effet d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis sur la
croissance mycélienne finale (apres 168 h), présente que le plus grand diameétre de croissance
mycélienne a été enregistré dans le témoin (sans traitement) a 59.9 mm pour Fusarium
graminearum et a 80mm pour Fusarium culmorum. En outre, nous remarquons a la
concentration 60 pl le diamétre de croissance mycélienne a été de 24mm et 25.8mm pour

Fusarium graminearum et le Fusarium culmorum successivement.

L’effet d’huile essentielle a la concentration de 120 pl a éte tres efficace pour inhiber
la souche fongique Fusarium culmorum. Par contre chez la souche fongique Fusarium

graminearum qui enregistre un diameétre de 10 mm. En outre, nous remarquons que I’effet
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inhibiteur d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis a été observé chez les deux souches

testées a la concentration 240 pl par rapport au témoin.

Les croissances mycéliennes sont réduites avec 1’augmentation de la concentration
d’Eucalyptus camendulensis par rapport au témoin 0 ul. A partir de 60 pl, on note un début
d’efficacité notamment pour le Fusarium graminearum avec une légére reprise de croissance
mycélienne apres 96 h a 120 pl et a 240 pl on note que 1’absence totale c’est pour Fusarium

graminearum et Fusarium culmorum.

1.2.3.1. Taux d’inhibition (T1%)

Le taux d’inhibition d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis chez les souches

fongiques présenté dans la figure n 09.

100 100 100

H Fusarium graminearum

# Fusarium culmorum

Taux d’inhibition(%)

60 pL 120 pL 240 uL

Concentration d’huile essentielle d’ Eucalyptus camendulencis (ul)

Figure n 09 : Effet d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis sur le taux d’inhibition chez

Fusarium graminearum et Fusarium culmorum

La figure n 09 montre que I’huile essenticlle d’Eucalyptus camendulensis, présente
une activité inhibitrice différente, dont I’effet fongicide est de 100% (une inhibition totale) qui
a été marquée par I’application d’une concentration de 240 ul contre les deux souches

fongiques testées a savoir Fusarium graminearum et Fusarium culmorum.
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Selon les résultats enregistres dans la figure n 09, nous trouvons que la concentration
minimale inhibitrice (CMI) d’Eucalyptus camendulensis est entre > 60 ul < 120 ul pour le

Fusarium graminearum, et entre >120 pl < 240 pl pour le Fusarium culmorum.

La Photo n 11 et la photo n 12 montrent qu’il y’a une différence et modifications
morphologiques et un changement de couleur. Par contre Chez les deux souches fongique
testés pour le témoin (sans traitement), la couleur est rouge orangé. Pour la concentration
d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis & 60 pl est de couleur blanche, ainsi que
remarquable chez Fusarium graminearum a 120 pl. En outre, & la concentration 240 pl, nous
remarquons 1’absence de coloration qu’est due a 1’absence de croissance myceélienne chez les

deux souches fongiques testés Fusarium graminearum et Fusarium culmorum.

Fusarium culmorum

Photo n 12: Morphologie de la croissance mycélienne du Fusarium graminearum aprés 07 jours

d’incubation

Fusarium graminearum

Photo n 13 : Morphologie de la croissance mycélienne du Fusarium culmorum apres 07

jours d’incubation
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1.2.3.2. Vitesse de croissance myceélienne
Les résultats d’Effet d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis sur la vitesse de la

croissance mycélienne du Fusarium graminearum et Fusarium culmorum, sont présentés
dans le Figure n 10.
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Figure n 10 : Effet d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis sur la vitesse de la

croissance mycélienne du Fusarium graminearum et Fusarium culmorum

La figure n 10 présente la vitesse de la croissance mycélienne du Fusarium
graminearum et Fusarium culmorum en fonction de la concentration d’huile essentielle
d’Eucalyptus camendulensis, nous remarquons que la plus haute vitesse de croissance
mycélienne est enregistrée en absence d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis
(ttémoin) chez les deux souches fongiques avec une vitesse de 0.54 mm/h pour Fusarium
graminearum et 0.88 mm/ h pour Fusarium culmorum. La vitesse de la croissance mycélienne
diminue avec 1’augmentation de la concentration d’huile essentielle Eucalyptus
camendulensis jusqu’a 0.08 mm/h pour Fusarium graminearum et 0.22mm/ h pour Fusarium

culmorum.
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2. Discussions

En effet, le contrdle biologique a travers I'usage d'alternatives naturelles a donné
beaucoup d'intérét. Beaucoup de chercheurs ont noté que la possibilité d'utiliser 1’huile

essentille de la plante comme une alternative naturelle efficace.

Dans la présente d’étude, nous avons testé uniquement I’huile essentielle d’Eucalyptus
camendulensis. Généralement, les huiles essentielles sont médiocrement solubles dans I’eau,
ce qui pose beaucoup de problémes pour étudier leur activité antibactérienne, ceci a été déja
rapporté par (Southwell et al,. 1993).

La méthode de 1’aromatogramme nous a permis de mettre en évidence le pouvoir
antibactérien d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis vis-a-vis des bactéries testées.
Les mesures du diamétre d’inhibition de notre huile essentielle ont effectuées a 1’aide d’une
régle ; la souche est dite sensible, lorsqu’une la zone d’inhibition circulaire se forme autour du
disque, si la souche est résistante, le diamétre de cette zone diminuera jusqu’a une valeur
nulle ou nous pouvons remarquer une poussée de germes entourant le disque. Le résultat peut
étre symbolisé par des signes d’aprés la sensibilité des souches vis-a-vis d’huile essentielle

(Ponce et al., 2003).

Les données indiquent que les 4 souches présentent une résistance trés forte vis-a-vis

a cette huile essentielle avec un diametre d’inhibition qui ne dépasse pas Smm

Des résultats similaires ont été rapportés par (Mehani, 2015). Montre que chez les
souches bactériennes : P.aeruginosa et P.microsilis ont une sensibilité vis a vis de 1’huile
essentielle d’Eucalyptus avec des valeurs égale a 11 et 12 mm. En outre, E.coli, E.feacalis,
E.cloaceai et K.pneumoni marquent des valeurs proches avec une zone d’inhibition
respectivement égale a 7, 8 et 9 mm, et ces souches n’ont pas une grande action inhibitrice
(peu sensible) sur I’huile essentielle d’Eucalyptus. Par contre, notre huile essentielle
d’Eucalyptus camendulensis a un effet tres faible qui est de (5mm) sur les souches
bactériennes étudiées. Staphylococcus aureus, Staphylococcus vitilincus, Staphylococcus
blanc sont .A partir de ces comparaisons on peut dire que notre huile essentiel a une activité

trés faible.
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La recherche des effets antifongiques sur les souches rencontrées dans les champs de céréales
a révélé une efficacité des huiles essentielles des plantes sur les souches fongiques testées a
savoire Fusarium graminearum et Fusarium culmorum, ce qui confirme que les substances
bioactives des plantes sont considérées comme des composés potentiellement efficaces contre

les champignons pathogenes (Prabavathy et al., 2006 ; Chang et al,. 2008).

D’aprés (Goudjil et al., 2016), montrent que l'activité antifongique d’huile essentielle
d’Artemisia herba-alba sur Fusarium moniliforme, Fusarium solani, Fusarium oxysporum
and Stemphylium solani est révélée par lI'absence ou présence de croissance mycélienne.
L’augmentation de la croissance mycélienne était signe dans les concentrations qui
correspondent I'absence d'huile essentielle (témoin), par contre la croissance mycélienne elle
est diminue lorsque la concentration de huile essentielle augmente jusqu’a I’inhibition totale
dans la concentration 0.75%. Par contre, dans notre expérience nous remarquons que
I’inhibition totale d'huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis sur Fusarium
graminearum a la concentration de 240 pl par contre chez le Fusarium culmorum est dans la

concentration 120 pl.

Notre étude sur les souches fongiques d'huile essenticlle d’Eucalyptus camendulensis
sur Fusarium graminearum et Fusarium culmorum montre que la vitesse de la croissance de
mycélium s’augmente avec 1’absence d'huile essentielle (témoin), par contre la croissance
mycélienne elle se diminue lorsque la concentration d’huile essentielle s’augmente jusqu’a

I’inhibition totale & une concentration de 240 pl chez les deux souches fongiques testées.

D’apreés les résultats ont été rapportés par (Mehani, 2015). Montre que le diametre de
I’activité antifongique d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis, elle est de 55 mm (y
compris le diamétre de disque), chez le Fusarium sporotrichioide qu’il a été remarqué par
’application d’une concentration de d’huile essentielle de 10 pl. Par contre, dans notre travail
sur Fusarium graminearum et Fusarium culmorum elle est de 59.9 et 80 mm (y compris le
diametre de disque), qu’il a été remarqué par 1’application d’une concentration de 60 pl

d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis.

D’aprés Mohammedi et al,. 2005. I’huile essenticlle de Ciste a été testée contre sept
moisissures: Rhizopus, Mucor, Alternaria, Fusarium, Pénicillium, Trichoderma et
Aspergillus, montré que cette huile est tres active sur toutes les souches. Cependant cette

activité dépend de la concentration d’huile et de la souche fongique. L’huile essentielle a
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manifesté un bon pouvoir antifongique. Les souches fongiques ont montré une sensibilité
accrue a I’augmentation du volume de I’huile dans leur milieu de culture ou le diamétre de la
colonie se réduit a chaque fois qu’on augmente la dose de 1’huile jusqu’a une inhibition totale

oU aucune croissance est observée.
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Conclusion

L’objectif de ce travail est de testes 1’activité biologique et I’activité antifongique de

la plante Eucalyptus camendulensis sur des souches bactériennes et fongiques pathogenes.

A l'issue de ce travail, visant a vérifier expérimentalement le bien fondé de I'extraction
D’huile essentielle de la plante étudiée Eucalyptus camendulensis a été réalisée dans le
présent travail une seule méthode est préconisée hydrodistillation. C’est la méthode la plus

utilisée et la plus simple.

D'apres les résultats trouvés, nous constatons que I’activité biologique de notre huile
essentielle d’Eucalyptus Camendulensis vis-a-vis de quatre souches bactériennes est faible.
Stahpylococcus vitilincus, Stahpylococcus aureus, Stahpylococcus blanc et Enterobacter
cloacae, sont relativement résistants avec des zones d’inhibition ne dépassent pas le diamétre

de 5mm.

La méthode de contact direct nous a permis de mettre en évidence le pouvoir
antifongique d’huile essentielle d’eucalyptus camendulensis vis-a-vis des souches fongiques a

savoir : Fusarium graminearum et Fusarium culmorum.

A partir de nos résultats enregistrés, nous trouvons que la concentration minimale
inhibitrice (CMI) d’Eucalyptus camendulensis est entre > 60 ul < 120 pl pour le Fusarium

graminearum, et entre >120 pl < 240 ul pour le Fusarium culmorum.

L’activité antifongique d’huile essentielle de la plante étudiée est averé un agent
antifongique efficace contre les deux souches. Cette activité antifongique peut étre attribuée a

la composition chimique d’huile essentielle.

L’activité antifongique croit au fur et a mesure avec 1’augmentation de la concentration
d’huile essentielle ce qui induit a la régression de la croissance mycélienne. Ceci a été

observé a I’ceil nu par une diminution des diamétres.

Nous avons noté que I’effet d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis est trés
efficace contre les souches fongiques testées au contraire qu’il y a une activité faible chez les

souches bactériennes.
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Conclusion

Enfin, nos résultats indiquent que I’huile essentielle étudiée d’Eucalyptus camendulensis
montre de bonnes activités antifongiques, capable de réduire la croissance mycélienne
responsable d’altérations chez le blé. Ces résultats préliminaires peuvent étre complétés par
d’autres études plus approfondies (tests antioxydants, rendements, détermination de la
concentration minimale inhibitrice des souches fongiques, mode d’application, cofit, essai sur

d’autres souches microbiennes, etc...).

En perspectives pour I’avenir, cette étude permet encore une fois la mise en valeur de
L’exploitation d’huile essentielle dans un projet d’utilisation de « Biofongicides » en
agriculture en vue de préserver la santé humaine et contribuer a la protection de

I’environnement.
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Annexe |
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Séparation d’huile essentielle d’Eucalyptus Huile essentielle d’Eucalyptus
camendulensis camendulensis

Préparation des disques mycéliens

Autoclavage des milieux de culture Tween
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Annexe 11
72 h 96h 120 h 144h 168h
Témoin 27.2 25 34.4 51.5 64.6
60 ul 1 115 18.6 23 24
Fusarium
graminearum 120 pl 0 3 3 3 10
240 nl 0 0 0 0 0
Témoin 31.3 60.2 80 80 80
Fusarium 60 nl 1 12.8 13.3 14.8 25.8
culmorum
120 pl 0 0 0 0 0
240 pl 0 0 0 0 0

Croissance mycélienne (mm) du Fusarium graminearum et Fusarium culmorum en fonction du temps
(h) d’incubation et de la concentration d’huile essentielle d'Eucalyptus camendulensis (ul)
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Annexe |11
60 nl 120 pul 240 nl
Fusarium graminearum
59.6 80 100
Fusarium culmorum
61.2 100 100

Taux d’inhibitionde la

camendulensis (ul)

croissance mycélienne (%) du Fusarium graminearum et Fusarium
culmorum en fonction du temps d’incubation et de la concentration d’huile essentielle d'Eucalyptus

Témoin 60 pl 120 pl 240 pl
Fusarium graminearum
0.54 0.20 0.08 0
Fusarium culmorum
0.88 0.22 0 0

Vitesse de la croissance mycélienne (mm/h) du Fusarium graminearum et Fusarium culmorum en
fonction du temps d’incubation et de la concentration d’huile essentielle d'Eucalyptus camendulensis (ul)
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Effet d’huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis sur I’ activité bactérienne et fongique

Résumé : L’objectif de notre étude est de tester I’huile essentielle des feuilles de la plante Eucalyptus camendulensis, extraites par la

méthode d’hydrodistillation comme des biobactéricides et biofongicides.

L’efficacité d huile essentielle d’Eucalyptus camendulensis pour différentes concentrations (5, 2.5, 1.25 pl), sur quatre souches
bactériennes a savoir (Staphylococcus vitilincus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus blanc, Enterobacter cloacae), et a des
concentrations (60, 120, 240 pl), sur deux souches fongiques a savoir : Fusarium graminearum et Fusarium colmurum, est estimée par la

détermination du taux d’inhibition des bactéries et des champignons testés.

Les résultats montrent que I’huile essentielle d 'Eucalyptus camendulensis posséde une faible activité contre les souches bactériennes
avec les différentes concentrations, dont les diamétres d’inhibition ne dépassent pas (5Smm), par contre il a un bon effet antifongique par ce

qu’elle a montré une dose inhibitrice totale de 240 pl.

Mots clés : Eucalyptus camendulensis, Huile essentielle, Activité antibactérienne, Activité antifongique, Extraction.

Effect the essential oil of Eucalyptus camendulensis on bacterial and fungal activity

Abstract : The aim of our study is to test essential oil of the leaves of the plant Eucalyptus camendulensis, it Was extracted by the

extraction method as bio bactericides and biofungicides pathogens.

The effectiveness of each essential oil of Eucalyptus camendulensis at different concentrations (5, 2.5, 1.25 pl), on four bacterial
strains belong to :(Staphylococcus vitilincus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus blanc, Enterobacter cloacae), and has concentrations
(60, 120, 240 pl), on two the fungal strains belong to: (Fusarium graminearum et Fusarium colmurum. was estimated by determining the
rate of growth inhibition of bacteria and of the fungus tested.

Our study indicates the lowliness activity of essential oil of Eucalyptus camendulensis against bacterial strains with all different
concentrations, in which inhibition diameter do not exceed (5 mm), However a good antifungal effect manifested by a the total inhibitory

dose of 240 pl.

Key words : Eucalyptus camendulensis, Essential oil, Antibacterial activity, Antifungal activity, Extraction.
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