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Introduction 

 
Le lait, destiné à l’alimentation humaine, est le produit  intégral de la traite totale et 

ininterrompue d’une femelle laitière bien portante, bien nourrie et non surmenée.Contaminé, 

il peut être un vecteur de transmission de germes pathogènes à l’homme et peut présenter un 

risque pour la santé humaine (Ghazi et  Niar, 2011) 

Les mammites constituent une pathologie majeure de l’élevage laitier elles sont à 

l’origine de la mauvaise qualitéphysique, biochimique et  microbiologique du lait.  Leur 

importance économique et sanitaire n’est guère négligeable (Ghazi et  Niar, 2011). 

 La conséquence de telle situation est, le besoin de plus en plus croissant aux 

méthodes de prévention, ainsi qu’aux moyens de traitement. La thérapeutique antibiotique ou 

antibiothérapie constitue un des moyens les plus souvent  mis en œuvre (Amarti et al., 2010). 

Actuellement et avec  le développement de la résistance microbienne l’utilisation de 

l’antibiotique n’est pas toujours la solution idéale  outre les problèmes qu’elles engendrent  au 

niveau de lait (retrait, contamination par les résidus d’antibiotiques). 

A côté des antibiotiques connus, différentes plantes aromatiques sont caractérisées 

par la synthèse de molécules odorantes qui constituent ce qu’on appelle les huiles essentielles 

ou essences connues depuis longtemps pour leur activité antiseptique et leur activité 

thérapeutique dans la médecin populaire (Siddiqui et al., 2003). 

L’Algérie de part sa situation géographique et son climat exceptionnel, abrite un 

grand nombre de plantes médicinales et aromatiques dont la plupart est exploité dans des 

conditions artisanales et marginales par rapport aux modalités modernes de production et de 

valorisation.  

Dans ce contexte et notamment dans le cadre du programme de recherche lancé par 

notre laboratoire sur les plantes médicinales, notre choix s’est porté sur : Eucalyptus globulus 

(Myrtaceae). L’Eucalyptus est l'une des plantes médicinales les plus utilisées à travers le 

monde(Boubrit et Boussad, 2007). 

D’un autre côté, l’usage extensif des agents antibactériens chimiques dans la 

médication humaine ainsi que dans les élevages animaux conduit à la de souches bactériennes 

résistantes (Boubrit et Boussad, 2007).C’est pourquoi nous nous sommes intéressés à étudier 

les feuilles d’eucalyptus globulus de la région de Tiaret. 
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Ce travail vise les objectifs  suivants : 

 Valorisation des feuilles d’Eucalyptus par extraction des huiles essentielles en utilisant  

la méthode d’Hydrodistillation. 

 Détermination des indices physicochimiques des huiles essentielles obtenues ; 

 L'effet antibactérien de l’huile  essentielle extraite ; 

 Comparaison entre l’antibiogramme et l’aromatogramme. 
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I. 1. Les mammites 

I.1.1. définition  

La mammite est une inflammation de la glande mammaire se traduisant par la 

présence dans le lait de germes pathogènes et des cellules d'origine sanguine ou mammaire, 

ainsi que par des modifications physiques, chimiques et biochimiques du lait  

(Marcel, 2007). 

I.1.2. Classification des mammites 

 D’après (Gabli, 2005), on distingue deux types de mammite :  

I.1.2.1.Mammites cliniques 

La mammite clinique est définie comme une glande mammaire ayants des sécrétions 

lactées modifiées. Elle est  considérée aigué ou suraiguë dans la situation de changements 

soudain, et chronique lorsque la situation est récurrente ou continue. Elle peut aussi être 

qualifiée de mammite clinique bénigne ( sécrétions lactées modifiées sans inflammation du 

pis) ou modérée (sécrétion lactées modifiées avec inflammation du pis) .Lorsque la mammite 

cause des signes cliniques en dehors de la glande mammaire (tels que la fièvre , une 

déshydratation de l’animal , une baisse ou un arrêt de l’appétit , de la faiblesse , ect.) , ces 

symptômes sont généralement considérée comme une mammite clinique aigué ou suraiguë 

sévère et toxique (Erskine , 2004). 

I.1.2.2.Mammites sub- cliniques 

Les mammites sub-cliniques sont plus fréquentes que les mammites cliniques ; elles 

représentent 15-40 cas pour un cas de mammite clinique (Laadjama et coll, 2011), soit 95- 

98% des infections (Medefouni et Bendib, 2006). La mammite sub-clinique est pratiquement 

"invisible" et elle est donc difficile à détecter. Il n'y a pas de signes apparents : la vache 

apparaît en bonne santé, le pis et le lait ne présentent aucune modification macroscopique. Le 

seul signe d'infection est la présence dans le lait d'un nombre élevé de micro-organismes et de 

cellules blanches du sang (cellules somatiques). Les numérations cellulaires peuvent être 

supérieures à 200.000 cellules/ ml dans le lait (Bergonier et coll., 2006). Ce type de mammite 

résulte de l'évolution des foyers infectés au sein du parenchyme, créés par des germes dont 

l'organisme n'arrive pas à s'en débarrasser. (Heleili, 2003). 
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I.1.3. Microorganismes responsables des mammites 

  Les espèces bactériennes impliquées dans les infections mammaires de la vache sont 

présentes sur et chez l'animal lui-même ou dans son environnement. Par ailleurs, Les bactéries 

responsables de mammites sont toutes capables de se multiplier dans le lait qui est un milieu 

nutritif suffisamment riche pour assurer leur développement (Descoteaux et Roy, 2004). 

Le tableau n° 1 présente les germes majeurs, mineurs, environnementaux et contagieux 

impliqués dans la mammite clinique et subclinique. 

Tableau n°1 : Germes responsables des mammites  (Descoteaux et Roy, 2004; Gabli, 2005). 

Type de mammite Germes majeurs Germes mineurs 
Germes 

environnementaux 

Clinique 

Staphylococcus aureus Staphylocoques à 

coagulase négative 
Escherichia Coli 

Streptocoque 

Escherichia Coli Pasteurella      
hemolytica 

Streptococcus uberis 

 Mycoplasmabovis 

Sub- clinique 

Staphylococcus aureus staphylocoques à 

coagulase négative 
Escherichia Coli 

Streptocoque 

Escherichia Coli 
Corynébactériumbovis Streptococcus uberis 

Bacillus cereus 

 

I.1.4.  Incidence des mammites sur la qualité du lait 

I.1.4.1. au niveau du transformateur 

La mammite induit une diminution d'environ 1 % des substances sèches du lait par 

changement de sa composition (les graisses, la caséine et le lactose) et une augmentation du 

taux des protéines et chlorures ainsi que le pH. Ces changements résultent en la perturbation 

des fermentations bactériennes utilisées pour la fabrication de produits laitiers fermentés. 

(Medefouni et Bendib, 2006). 

I.1.4.2. au niveau du consommateur 

Certains germes, qui sont à l'origine de mammites, peuvent également être pathogènes 

pour l'homme (Medefouni et Bendib, 2006) (voir Tableau n°2). 
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Tableau n°2 : Risques des microorganismes impliquent dans la mammite pour l'homme                                                        

(Gabli, 2005). 

Microorganisme impliqué dans la mammite Risques pour l'homme 

Mycobacterium bovins Tuberculose 

Brucella sp Brucellose 

Coxiellaburnetii. Fièvre Q 

Staphylococcus aureus Toxi-infections 

Listéria monocytogène Listériose 

Escherichia coli 
Troubles digestifs 

Campylobacterjejuni 

Cryptococcusneoformans Cryptococcose 

Streptococcus agalactie Endocardite et de méningite 

 

I.2. Antibiothérapie des mammites   

Antibiothérapie ou thérapeutique-antibiotique, consiste en l‘administration d’un 

principe actif (antibiotique) à un organisme dont l’état sanitaire a été affecté, suite à une 

infection par un ou plusieurs agents bactériens (Duval et Soussy, 1990). 

Les antibiotiques sont des molécules à activité antibactérienne. Ils sont soit d’origine 

biologique (lactamines, aminosides, macrolides, polypeptides), semi synthétique ou 

synthétique (sulfamides, quinolones) (Seghieret al ., 2009). 

I.2.1. Classification 

D’après Yala et al., (2001), les antibiotiques peuvent être classés selon plusieurs 

critères :l’origine , la nature chimique , le mécanisme d’action et le spectre d’action. 

Les grandes familles des antibiotiques, selon la classification de Cohen (1997) ; François  

et al ., (2003), sont : 

- Bétalactamine : Pénicilline et céphalosporine ; 

- Aminosides : Streptomycine, gentamycine ; 

- Chloramphénicol et thiamphenicol : Cycline, Tétracycline, dexcycline,…...etc ; 

- Macrolides et apparentes : Erythromycine , oléandomycine ; 
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- Polypeptides cyclines :polymyxine ; 

- Rifamycines : rifampicine et antibiotiques divers. 

I.2.2. Mode d’action des antibiotiques 

Les antibiotiques ont pour  rôle  d'empêcher la multiplication des bactéries (bactériostase) ou 

d’entraîner leur destruction (bactéricide) par une action au niveau d'une ou plusieurs étapes 

métaboliques indispensables à la vie de la bactérie (Houssniet al., 2011). 

Tableau n°3 : Antibiotiques bactériostatiques et bactéricides (Van Bambekeet al., 2007). 

Antibiotiques bactériostatiques Antibiotiques bactéricides 

Macrolides 
sulfamidés 
tétracyclines 
lincosamides 
nitrofuranes 
phénicolés 
ethambutol 
cyclosérine 

β-lactames 
fluoroquinolones 
aminoglycosides 
nitroimidazoles 
glycopeptides (bactéricidie lente) 
polymyxines 
synergistines 
ansamycines 
acide fusidique 
isoniazide 

 

� Bactériostase : consiste en un ralentissement de la croissance de la population 

bactérienne pouvant aller jusqu’à une absence de croissance. L’effet (ou activité) 

bactériostatique d’un antibiotique sur la population d’une souche bactérienne est indiquée par 

la détermination de la CMI (concentration minimale inhibitrice) (Seghieret al., 2009). 

� CMI : C'estla  plus faible concentration d'antibiotique donné, pouvant arrêter dans un 

milieu, et à des concentrations déterminées, toute croissance visible d’une souche bactérienne 

donnée (Delarras, 2010). 

I.2. 3. Sensibilité des bactéries aux antibiotiques  

La sensibilité bactérienne se définit comme étant la réaction d'une bactérie vis á 

visd'un antibiotique donné. Pour l'étudier nous disposons de technique appelée 

antibiogramme. 

Celle-ci a pour but de prédire la sensibilité d'une bactérie á un ou plusieurs 

antibiotiques, grâce á la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) 

(Khadidjatou, 2008). 
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I.2. 4. Résistance des bactéries aux antibiotiques   

      Une quantité grandissante d’antibiotiques perdent leur efficacité à cause de la résistance 

que leur montre les bactéries. Par exemple, 95% des staphylocoques sont, depuis la 

découverte de la pénicilline en 1929, devenus résistants à cette dernière (Campbellet Reece, 

2007). 

Un micro-organisme est considéré « résistant » lorsque sa concentration minimale inhibitrice 

(CMI) est plus élevée que celle qui inhibe le développement de la majoritédes autres souches 

de la même espèce(Sylvie,2009). 

I.2. 4.1. Résistance naturelle  

C’est un caractère présent chez toutes les souches appartenant à la même espèce 

(Perez-Tralleroet al., 2001), il s'agit d'un caractère chromosomique pouvant être retenu 

comme critère d'identification (phénotype de résistance) (Maurin et al., 1995). Elle est censée 

préexister à l’usage des antibiotiques. Elle constitue donc, une caractéristique propre à 

l’espèce et délimite en fait le spectre d’activité des antibiotiques (Mesaroset al., 2005). 

I.2. 4.2. Résistance acquise  

La résistance acquise survient lorsque, seules, quelques souches d’une même 

espèce,normalement sensibles à un antibiotique, deviennent résistantes. Cette résistance peut 

êtreacquise par mutation ou par transfert de gènes (Singh et Barrett, 2006), c’est le résultat 

de modifications génétiques, soit sur le noyau de la cellule(résistanceacquise 

chromosomique), soit apportées par un plasmide(résistance acquise plasmidique) (Ljungh et 

al., 1985). 

� Mécanismes de résistance bactérienne  

      D’après Schaechteret al. (1999), les mécanismes de résistance sont les suivants : 

-Suppression de l’accès au site d’action par inhibition de la captation de l’antibiotique ou 

augmentation de son excrétion ; 

-Modification de la cible ; 

-Réduction de l’importance physiologique de la cible ; 

-Liaison compétitive de l’antibiotique ; 

-Synthèse d’une enzyme qui inactive l’antibiotique (c’est le plus répandu). 

• Modification de cible  

La modification de la cible d’un antibiotique est un mécanisme commun de résistance. 

Elle est la conséquence d’une mutation spontanée au niveau d’un gène bactérien ou de 

l’acquisition du gène de résistance, par conjugaison, transduction ou transformation.                                                 
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Les changements occasionnés doivent inhiber l’action des antibiotiques tout en 

maintenant la fonction cellulaire de la cible. La modification peut toucher la structure de la 

cible mais aussi sa concentration (Singh et Barrett, 2006). 

 

• Résistance par diminution de la pénétration ou par augmentation de l’excrétion 

d’un antibiotique 

La diminution de la pénétration de l’antibiotique peut être la conséquence de 

différentes « stratégies » bactériennes. Certaines bactéries sont capsulées (Klebsiella, 

Streptocoques...) ou peuvent sécréter une zooglée qui les protège de l'action des antibiotiques 

par effet de barrière ou par modification de leur charge externe. Le passage à travers  la 

membrane cytoplasmique nécessite parfois des enzymes appelées perméases « énergie-

dépendantes ». Si le potentiel de membrane et/ou le transfert d’électron sont trop faibles, alors 

ces perméases, ne sont pas fonctionnelles, et l’antibiotique ne peut pas pénétrer dans la 

bactérie (Koterbaet al., 1986). 

• La  multi résistance 

Les bactéries sont dites multi résistantes (BMR) aux antibiotiques lorsque, du fait de 

l'accumulation de résistances acquises à plusieurs familles d'antibiotiques. Elles ne sont plus 

sensibles qu'à un petit nombre d'antibiotiques utilisables en thérapeutique (Delière-Baronet 

al., 1996). 
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II.1. Les Eucalyptus 

II.1. 1. Historique 

Le genre  Eucalyptus est originaire de Tasmanie en Australie. Il fait partie de la 

famille des Myrtacées, son nom a pour origine les mots grecs : eu « bien » et kaluptos 

« couvert »(Bigendako, 2004). 

Son introduction en Algérie fut par les française en 1860. L’espèce pionnière semble 

être l’E.camaldulensis, Bouchaoui et El-Alia dans la région d’Alger. Cette zone 

d’introduction a été tellement favorable qu’on a assisté à des croissements naturels qui ont 

donnés des hybrides dont l’eucalyptus « Algériensis ». Pendant les années 60 et 70, les 

reboisements à base d’eucalyptus ont concernés notamment l’Est (El-Kala, Annaba, Skikda), 

le centre (Tizi-Ouzou, Bainem) et l’Ouest (Mostaganem) et ceci afin de répondre aux besoins 

nationaux en produits ligneux et papetiers (La forêt algérienne, 1996). 

II.1. 2. Classification 

Le genre eucalyptus a permis de déterminer la systématique figurant sur le tableau 

n°4(Guignard, 2001). 

Tableau n°4 : Classification taxonomique du genre eucalyptus (Guignard, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°01 : Dessin des feuilles, 

fleurs et fruits d’Eucalyptus 

(D’après Guignard, 2001). 

 

Classification Espèce 

Règne Végétales 

Embranchement Phanérogames 

S /Embranchement Angiospermes 

Classe Dicotylédone 

S/Classe Dialypétales 

Série Calicifores 

S/Série Diplo-mérist émones 

Ordre Mytales 

Famille Myrtacées 

Tribu Leptospermées 

Genre Eucalyptus 
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II.1. 3.Caractères généraux 

Les eucalyptus présentent souvent un dimorphisme foliaire .Chez l’E. Globules le très jeune 

pied à une tige verte, quadrangulaire, portant des feuilles dépourvues de pétiole(Becker et al 

., 1983). 

 Opposées .A limbe droit, horizontal. Le parenchyme palissadique se localise 

uniquement sous l’épiderme supérieur .Sur les pieds plus âgés, les feuilles sont alternes, 

pétiolées et à limbe plus ou moins falciforme .Perdant virginalement, les deux faces sont par 

suite toutes deux pourvues de tissu plastique. Chez les eucalyptus, les fleurs 4-5 sépales très 

réduits, presque inexistants par fois 4-5 pétales soudés en un capiton caduque protégeant les 

jeunes étamines. L’ovair triloculaire ou quadri loculaire se transforme en une capsule, 

déhiscente au sommet (Crete ,1965). Fruit : capsule lignifiée qui s’ouvre au sommet et libéré 

des graines petites et nombreuses (Becker et al ., 1983). 

 

Figure n°02 : Eucalyptus  globulus(D’après Guignard, 2001). 

II.1. 4. Domaines d’utilisations 

La vocation de la quasi-totalité de ces plantations est la production de bois. Le bois 

d’eucalyptus présente des caractéristiques technologiques intéressantes pour la production de 

pâte à papier (fibres courtes) qui constitue la débouché principal de la majorité de 

reboisements industriels dans le monde (Campinhos , 1999) .Il est également apprécié pour 

la production de panneaux de particules (MDF) ou de viscose. Ils utilisaient également les 

feuilles pour aider à soulager la fièvre et divers autres maux. Les pharmacopées chinoise, 

indienne et gréco-européenne ont rapidement intégré les usages médicinaux des feuilles 

d'eucalyptus. Au XIXe siècle, on utilisait l'huile essentielle pour désinfecter les cathéters 

urinaux dans les hôpitaux anglais. De nos jours, elle entre dans la fabrication de rince-bouche 
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et de dentifrices, de nombreuses préparations destinées à apaiser les voies respiratoires et dans 

des produits d’entretien, notamment comme dégraissant industriel(Bouvet, 1999). 

II.1.5. Composition chimique d’ H.E d’Eucalyptus globulus 

L’huile essentielle d’Eucalyptus globulusest 100% naturelle et non diluée. D’une 

couleur claire, elle dégage une odeur forte et camphrée. Ses principaux composants sont les 

Monoterpènes (limonène, para-cymène, alpha-pinène, et béta-pinène), l’Oxyde terpénique 

(1,8-cinéole), les Monoterpénols (alpha-terpinéol) et les sesquiterpènes (aromadendrène). Elle 

se révèle efficace pour l’hygiène buccale. Cette essence s’utilise pour les bains, dans la 

cuisine, en inhalation, pour un massage mais aussi pour un soin. Elle sert également à 

parfumer les produits de nettoyage (Guignard, 2001). 

Cette huile possède un effet rafraîchissant indéniable sur la température du corps. C'est 

un fébrifuge. Elle Facilite la dissolution et l'élimination des glaires bronchiques (balsamique, 

fluidifiant, expectorant), anti-infectieux vis-à-vis des bactéries et virus ; En outre, c'est un 

excellent antibiotique naturel (Guignard, 2001). 

II.2. les huiles essentielles 

II.2.1. Définition  

Les huiles essentielles, ou essences aromatiques végétales, sont des substances 

odorantes, volatiles, huileuses donc de nature  hydrophobe, et totalement solubles dans les 

alcools (l’éther) et dans les huiles végétales et minérales. Lorsqu’elles sont pures, elles ne 

contiennent aucun corps gras : elles sont uniquement constituées de molécules aromatiques 

volatiles (Bachelot et al, 2006). 

Ces essences peuvent être regroupées en cinq classes : les alcools, les esters, les 

aldéhydes, les cétones et les lactones oxydes.Elles sont souvent colorées : du jaune pâle au 

rouge foncé voire brun, ou encore bleu. Les huiles essentielles sont obtenues par différentes 

techniques d’extraction (Bachelot et al, 2006). 

II.2.2. Propriétés biologiques  

Les principales propriétés biologiques des huiles essentielles sont présentées dans le 

tableau suivant : 

 

 

 

 



Chapitre II                                       Eucalyptus et les huiles essentielles 

 

12 
 

Tableau n°5 : propriétés biologiques des huiles essentielles. 

Activité 

antiseptiques 

Pour les poumons (eucalyptus), dépuratives ou cicatrisantes (lavande) 

(Cremieux , 1990). 

Activité 

antiparasitaire 

Les terpènes ou terpénoides ont des effets contre les bactéries, les 

mycètes, les virus et les protozoaires .le mécanisme de l’action des 

terpènes n’est pas entièrement compris mais on pense qu’il s’agit de 

la rupture de la membrane par les composés lipophiles (Cowan 

,1999). 

Activité 

antifongique 

Le carvacrol, le thymol possède une activité antifongique contre les 

mycètes phytopathogénes(Schwammleet al .,2001). 

Activité 

antioxydant 

La capacité antioxydant de l’huile volatile est étroitement liée à tout 

le contenu phénol (Jiaet al .,2010). 

Le carvacrol est un des composants principaux des huiles essentielles 

de certaines labiaceae, comme l’origan, thym dont la teneur peut 

atteindre jusqu'à 86%.l’activité antioxydant de ces herbes est dû au 

carvacrol, thymol et un autre phénol ; ceci a été confirmé par un 

certain nombre de travaux  

Jiaet al (2010)ont montré dans une étude portant sur l’H.E de 

Thymus (Thymus vulgarae L) que les chemotypes phénoliques 

(thymol et carvacrol) et non phénoliques (linalool) sont capables de 

réduire le radical 2,2-dyphenyl-1-picrylhydrazyl , avec un effet plus 

élevé enregistré pour les chemotypesphénolyques. 

 

II. 2.3. Activité antibactérienne 

LesHEs les plus étudiées pour leurs propriétés antibactériennes appartiennent 

auxLabiatae : origan, thym, sauge, romarin, clou de girofle qui est d'autant de plantes 

aromatiques à HEs riches en composés phénoliques comme l'eugénol, le thymol et le 

carvacrol. Ces composés ont un effet antimicrobien contre un large spectre de bactéries: E. 

coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocyogeneset. Clostridium Spp 

(Pauli, 2001).  
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III.1.Objectifs du travail 

Le but de notre étude est : 

- L’extraction des HE des feuilles d’Eucalyptus globulus  par la méthode d’hydro 

distillation et l’évaluation ˝in vitro˝de son activité antibactériennevis-à-vis des 

souches impliquées dans les infections mammaire (S.aureus et E.coli). 

- Etude comparative entre l’aromatogramme  et  l’antibiogramme. 

 Pour ce faire plusieurs objectifs sont fixés : 

 Extraction des huiles essentielles à partir  des feuilles d’Eucalyptus globulus  en 

utilisant la  méthode de l’Hydrodistillation. 

 Caractérisation  des paramètres physico-chimique del’huile extraite (Indice de 

réfraction, indice d'acide et indice d’ester). 

 Evaluation i̋n vitro˝ de l’activité antibactérienne d’huile  extraite d’Eucalyptus 

globulus sur gélose vis-à-vis des souches impliquées dans les infections mammaires 

(S.aureus et E. coli). 

III.2. Lieu et période d'étude 

Notre étude expérimentale  a été réalisée dans les laboratoires de « Technologie 

Alimentaire », « laboratoire de Biochimie » et « laboratoire de Microbiologie  », au niveau  de 

la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et « laboratoire d’hygiène et pathologie 

animale » Utma –Institut des sciences vétérinaires – Tiaret, durant une période qui s’étale du 

01 Janvier au 09 Mars 2015. 

III.3. Matériel 

III.3.1.Matière Végétale 

Dons notre étude, nous avons utilisé les feuilles d’Eucalyptus globulus (voir Figure 

n°03) qui ont été récoltéesdans  la région de Tiaret (Voir Figure n °04) au mois de Janvier 

2015,et son identification a été effectuée par Mr Ait Hammou, au niveau du laboratoire 

d’écologie végétale de l’université d’Ibn Khaldoun de Tiaret. 



Chapitre III                                                                                               

 

 

 

Figure n°

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°04: Carte géographique présentant la région de récolte de

Les feuilles  fraichement récoltés au hasard, sont 

avec des serviettes propres. 

Les feuilles   ont été découpées en petits morceaux. Une partie a été utilisée pour 

déterminer ses caractéristiques

l’obscurité (à l’abri de la lumière) (voir 
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Figure n°03 : les feuilles d’Eucalyptus globulus. 

Carte géographique présentant la région de récolte des feuilles étudiées

(www.Google earth.com). 

Les feuilles  fraichement récoltés au hasard, sont nettoyées, lavées,

Les feuilles   ont été découpées en petits morceaux. Une partie a été utilisée pour 

caractéristiques physicochimiques, et l’autre a été séchée à l’air libre et à 

mière) (voir Figure  n°05). 

 

Eucalyptus globulus 

Matériel et méthodes 

 

feuilles étudiées 

s, triées et essuyées 

Les feuilles   ont été découpées en petits morceaux. Une partie a été utilisée pour 

, et l’autre a été séchée à l’air libre et à 
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Figure n°05 

III.3.2. Souches bactériennes testées

Le choix des bactéries a été porté sur 

sont  fréquentes en pathologies 

leurs résistances naturellesà 

groupes de bactéries (Tableau 

� Des bactéries Gram négatif

� Des bactéries Gram positif

Tableau n° 6: Informations relatives aux souches testées

Souches 

E. coli (

S. aureus (
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 : Photos des  feuilles découpées après séchage.

Souches bactériennes testées 

Le choix des bactéries a été porté sur deux  souches isolées de lait mammiteux et qui 

fréquentes en pathologies animale et humaines, ces espèces sont souvent 

 divers agents antimicrobiens. Nous avons sélectionné deux 

(Tableau n°6) : 

Des bactéries Gram négatif : Escherichia coli 

Des bactéries Gram positif : Staphylococcus aureus. 

: Informations relatives aux souches testées. 

Provenance Forme

(isolé de lait mammiteux) suspension

(isolé de lait mammiteux) suspension

Matériel et méthodes 

 

séchage. 

isolées de lait mammiteux et qui 

ces espèces sont souvent connues par 

divers agents antimicrobiens. Nous avons sélectionné deux 

Forme Milieu de 

culture 

suspension Hecktoen 

suspension BP 
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III. 3.3. Matériels du laboratoire  

III.3.3.1.Verreries et appareillages 

Les différents verreries et appareillages utilisés sont mentionnés dans le Tableau n° 7: 

Tableau n° 7: Verreries et appareillages utilisés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Appareillages Verreries et autres 

Autoclave (SAMO Clave) 

Agitateur (RTC Basic) 

Bain marie (MEMMERT) 

Balance (SARTORIUS Basic) 

Centrifugeuse (SIGMA Laborzentrifigen) 

Conductimètre (PHYWE) 

Etuve (MEMMERT) 

Four à moufle (HERAEUS instruments) 

Four Pasteur (MEMMERT) 

Incubateur (MEMMERT) 

Moulinex 

Microscope optique (B-350 Optika) 

pH- mètre (SCHOTT GERATE CG-822) 

Refractomètre (ABBE) 

Spectrophotomètre (SHIMADZU UV-

1202) 

 

Ballons 

Béchers 

Boites de Pétri 

Burettes 

Capsules 

Creusets 

Eprouvettes 

Erlenmeyers 

Fioles jaugées 

Micropipette (1000 µl) 

Pipettes 

Pipettes Pasteur 

Tubes à essai 

Réfrigérants 

Dessiccateurs 

Entonnoirs 

Barreaux magnétiques 
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III.3.3.2.Produits et milieux de culture 

 Les produits et les milieux de culture utilisés sont mentionnés dans le tableau 

suivant : 

Tableau n°8: Produits et milieux de culture utilisés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NB : La composition des milieux de culture est donnée dans  l'annexe n°6. 

 

Produits Milieux de culture  

Acide sulfurique (H2SO4) 

Chlorure de sodium (Nacl) (0,1N) 

DMSO (0,5%), 

Eau distillée (H2O) 

Eau oxygénée (H2O2) 

Eau physiologique 

Ethanol (C2H5OH) (95%) 

Fuschine (C20H20ClN3) 

Hydroxyde de potassium (KOH) (0.1N) 

Hydroxyde de sodium (NaOH) (0.1N) 

Méthanol (CH3OH ) (95%) 

Phénol phtaléine (C20H14O4) (0,2%) 

Violet de gentiane (C25H30ClN3) 

Dihydrate de chlore de baryum (BaCl2) (1.175%) 

 

Baird parker; 

Hecktoen; 

Gélose nutritive; 

Mueller Hinton; 

Bouillon nutritif ; 

TSI ; 

Mannitol-Mobilité 
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III.4. Méthodes 

III.4.1. Protocole expérimental 

   Les étapes de réalisation de ce travail sont décrites dans le protocole expérimental 

présenté dans la figure  n°06. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°06 : Schéma représentatif des démarches expérimentales réalisées. 

Récolte des feuilles d’Eucalyptus globulus 

Lavage, triage, essayage des feuilles  

Découpage des feuilles en petitsmorceaux 

Feuilles  frais 

Analyses physico-chimiques  

pH 

Humidité 

Taux de cendre 

Acidité titrable 

Conductivité 

Extraction d’huile essentielle : Hydro distillation  

Détermination de rendement en  H.E 

Conservation d’ H.E  dans des flacons en verre à 
l’abri de la lumière et l’humidité (4°C) 

Paramètres  physico-chimiques d’ H.E 

Indice 
d'acide 

Indice 
d'ester 

Indice de 
réfraction 

Activité  antibactérienne d’HE vis à vis 

S .aureuset E. coli  

« Diffusion sur gélose : Détermination de 
la CMI » 

Isolement des bactéries  du  lait 
mammiteux : S.aureuset  E. coli 

   Purification des souches par  repiquage 
sur milieu sélectifs (BP, Hektoen) 

     Tests de confirmation  et 
identification biochimique des souches 

Préparation des aliquotes et 
conservation des souches à 4°C 

Standardisation de l'inoculum 
bactérien (S.aureus :107UFC/ml 

et  E. coli :106UFC/ml). 

Test 
d’antibiogramme 

Propriétés organoleptiques d’ H.E 

Aspec Couleur Odeur 
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III.4.1.1. Analyses physicochimiques des feuilles d’Eucalyptus. 

a. Détermination de la teneur en eau  

� Principe  

  La teneur en eau est mesurée en déterminant la perte de poids de l’échantillon après 

son séchage dans l’étuve (Andigie et al ., 1978). 

� Mode opératoire 

  Dans des creusets préalablement pesés et tarés, 5g du zeste du fruit frais découpés en 

petits morceaux ont été ajoutés puis ces creusets ont été placés dans l’étuve à 105 °C. Après  3 

heures de séchage, les creusets ont été retirés, placés dans un dessiccateur et pesés après 

refroidissement. L’opération a été répétée plusieurs fois jusqu’à l’obtention d’un poids 

constant (AOAC, 2000).  

� Expression des résultats  

 La teneur en eau est calculée selon la formule suivante (AOAC, 2000) : 

 

Dont : 

TE: Teneur en eau (%) ; 

 P0 : Poids de la prise d’essai (g); 

 P1 : Masse avant étuvage (g) ; 

 P2 : Masse après étuvage (g). 

b. Détermination du taux de  cendres 

� Principe  

  Les cendres sont le résidu de composés organiques après incinération d’un produit 

dans four à moufle à 600 C°jusqu'à l’obtention de cendres  blanchâtres (Linden,1981). 

� Mode opératoire 

  Dans des capsules en porcelaine, 10 g d'échantillon frais découpés en petits morceaux 

ont été pesés et placés dans un four à moufle à 600°C pendant 5 heures. Jusqu’à l’obtention 

d’une couleur grise, claire ou blanchâtre. Juste après calcination, les prises d’essais ont été 

placées dans un dessiccateur avant la pesée (AOAC, 2000). 

TE = [P1-P2/P0] × 100 
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� Expression des résultats  

Le taux de cendres est calculé par la différence de poids avant et après incinération par 

la formule suivante (AOAC, 2000) : 

 

Dont :  

TC : Taux de cendres (%) ; 

P0 : Poids de la prise d’essai (g); 

P1 : Poids des creusets vides (g) ; 

P2 : Poids des échantillons après incinération  avec creusets  (g). 

c. Détermination du pH 

� Principe 

  Le pH est mesuré par un pH-mètre dont sa valeur est en fonction de la concentration 

des ions hydronium présents dans la solution (Geoffrey, 2011). 

� Mode opératoire  

� Préparation de la solution à analyser  

  Pour la préparation de la solution à analyser, 100 ml d’eau distillée ont été ajoutés à 10 

g d'échantillon frais découpés en petits morceaux. Le tout a été agité pendant 5 minutes 

(AOAC, 2002). 

� Mesure du pH  

  La mesure a été réalisée en plongeant l’électrode du pH mètre dans la solution à tester 

(AOAC ,2002). 

� Expression des résultats  

  Pour déterminer la valeur moyenne du pH, plusieurs lectures ont été réalisées. 

d.Détermination de l’acidité titrable 

� Principe 

  L’acidité titrable est déterminée par neutralisation de l’acide présent dans une quantité 

connue (poids ou volume) d’échantillon en utilisant une base (NaOH). 

TC= [P2-P1/P0] × 100 
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  L’évaluation se fait par titrage en utilisant un indicateur de couleur phénol phtaléine 

(Nielsen, 2010). 

  Le volume du titrant ainsi que la normalité de la base et le volume ou le poids de 

l’échantillon sont utilisés pour calculer l’acidité titrable exprimé par l’acide organique 

prédominant (Nielsen, 2010). 

� Mode opératoire  

� Préparation de la solution à analyser  

  La solution obtenue préalablement pour le dosage du pH a été utilisée pour le dosage 

de l’acidité titrable. 

� Mesure de l’acidité 

  L’acidité a été mesurée par neutralisation de l’acidité totale libre contenue dans 25 ml 

d’extrait obtenu précédemment avec une solution de NaOH (0.1 N) jusqu’à atteindre un pH 

de 8,1 en présence de phénol phtaléine comme indicateur de couleur (AOAC, 2002). 

� Expression des résultats 

L’acidité titrable exprimée par rapport à la teneur en acide galliqueest calculée selon la 

formule suivante (Moufida et Marzouk, 2003) : 

 

Dont : 

Nb : Normalité de l’hydroxyde de sodium ; 

Vb : Volume de Na OH (chute de burette) (ml). 

M :  Masse moléculaire de l’acide. 

Va : Volume d'échantillon utilisé (ml). 

P : Nombre de protons portés par l’acide. 

e. Détermination de la conductivité électrique 

� Principe  

 La conductivité électrique exprime l’aptitude de la solution aqueuse électrique à 

conduire un courant électrique. Elle est en corrélation avec la teneur en sels solubles 

(Rodier,1997). 

Acidité titrable(g / l)= Nb × Vb ×M / Va ×P 
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� Mode opératoire 

  L’électrode de conductimètre a été plongée dans une solution à 20 % de matière sèche  

(Amellal ,2008). 

� Expression des résultats  

  La lecture de la conductivité a été faite directement sur l’afficheur du conductimètre 

(Amellal, 2008).  

III.4.1.2.Extraction d’huile essentielle (H. E) 

 L’extraction de l’H.E est effectuée selon la technique de  Bachelot et al (2006) ; 100 g 

de feuilles d’Eucalyptus broyés sont introduits dans un ballon contenant 500 ml d’eau 

distillée. L’ensemble est porté à l’ébullition pendent 3 à 4 heures (Voir Figure n°07), les 

vapeurs chargées de substances volatiles traversent le réfrigérant, se condensent puis elles 

sont récupérées dans une ampoule à décanter, l’eau et l’HE se séparent par différence de 

densité.  

 L’HE extraite est conservé à une température voisine de 4 C° dans des flacons en verre 

opaques, fermés hermétiquement pour les préserver de l’air, de la lumière et des variations de 

température qui sont les principaux agents de dégradation.        

 Lerendement en huile essentielle est estimé par le rapport entre le poids d’HE extraite 

et le poids de la biomasse végétale à traiter. Le résultat est exprimé en pourcentage (%) 

massique et calculé par la formule suivante (Bachelot et al, 2006)  

 

R: Rendement en huile  essentielle (%). 

Ph: Poids d'huile essentielle (g). 

PV: Poids de la biomasse végétale (g). 

 

 

 

 

 

   R= (Ph/pv) ×100 
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 Entré d’eau 

                       

 

 

 

 

                              Figure n° 07

III.4.1.3.Estimation des paramètres physicochimiques 

d’Eucalyptus globulus. 

a. Indice de réfraction 

� Principe 

  C’est la mesure de rapport entre le sinus de l’angle d’incidence de longueur d’onde 

déterminée, passant de l’air dans l’huile essentielle maintenue à une température constante 

(AFNOR, 2000). 

� Mode opératoire 

  L’indice de réfraction a été déterminé par un réfractomètre ABBE à une température 

fixée à 20°C, selon la méthode 

� Etalonner le réfractomètre avec l’eau distillée dont son indice de réfraction est égale à 

1,333 ; 

� Déposer entre les deux prismes de l’appareil quelques gouttes d’huile, ensuite ajuster les 

deux zones claire et sombre et lire directement l’indice de réfraction et le

de l’huile à l’aide de deux échelles.
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07: Photo du montage d'Hydro distillateur. 
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rapport entre le sinus de l’angle d’incidence de longueur d’onde 

déterminée, passant de l’air dans l’huile essentielle maintenue à une température constante 

L’indice de réfraction a été déterminé par un réfractomètre ABBE à une température 

fixée à 20°C, selon la méthode AFNOR (1986), qui consiste à : 

Etalonner le réfractomètre avec l’eau distillée dont son indice de réfraction est égale à 

les deux prismes de l’appareil quelques gouttes d’huile, ensuite ajuster les 

deux zones claire et sombre et lire directement l’indice de réfraction et le % en matière sèche 

de l’huile à l’aide de deux échelles. 
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b. Indice d'acide 

� Principe 

  Indice d’acide d’un corps gras est la quantité de potasse en milligrammes, nécessaire 

pour  neutraliser l’acidité contenue dans un gramme de corps gras (Gavrilovic et al ,1996). 

 La teneur en acides libres des corps gras (graisses, beurre, huiles) augmente avec le 

temps. L’indice d’acide est déterminé par le dosage direct ou indirect, à l’aide de potasse 

alcoolique de concentration connue, le corps gras étant mis en solution dans un solvant 

organique à une concentration voisine de 40g.dm-3(Gavrilovic et al ,1996). 

 

 

                    KOH en solution alcoolique O 

   R-C        +OH-   R-C  + H2O 

 OH                                                             O- 

 

           Acide gras                                               Ion carboxylate 

 Le dosage direct a lieu en présence de phénolphtaléine : virage de l’incolore vers le 

rose .Lors d’un dosage indirect, le corps gras est dissous dans un excès précis  de potasse 

alcoolique, l’excès est dosé par une solution d’acide chlorhydrique  à concentration connue, 

en présence de phénolphtaléine : virage du rose  à l’incolore (Gavrilovic et al, 1996). 

� Mode opératoire 

  Dans un ballon ou une fiole, on introduite la prise d'essai (2g±0,05), puis  on ajoute 

5ml d'éthanol (95%) et 5 gouttes de solution de phénolphtaléine (0,2%); le liquide  est 

neutralisé avec la solution éthanolique d'hydroxyde de potassium (0,1N) contenue dans une 

burette, jusqu'à obtention d'une couleur rose; on peut réserver éventuellement le ballon et son 

contenu pour la détermination de l'indice d'ester (AFNOR, 1986). 

� Expression des résultats:  

 L'indice est donc donné par la formule suivante:  

 

Dont : 

  IA  = 5,61 V/m 
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IA : Indice d’acidité. 

V : Levolume de la solution d'hydroxyde de potassium (ml), 

m : La masse de la prise d'essai (g). 

c.  Indice d'ester 

� Principe 

  L'indice d'ester est le nombre de milligrammes d'hydroxyde de potassium nécessaire à 

la neutralisation des acides libérés par l'hydrolyse des esters dans 1 g d'huile essentielle 

(Coutouly et al., 2006). 

� Mode opératoire 

  Dans un ballon contenant la solution utilisée pour la mesure d'indice d'acide, 25ml 

d'une solution d'hydroxyde de potassium à 0,5 N  ont été ajoutés, puis le réfrigérant  a été 

adapté  et placé sur le chauffe ballon .On laisse chauffer pendant une heure, on laisse refroidir, 

puis on démonte le réfrigérant. Après, 20 ml d'eau  ont été ajoutés avec 5 gouttes de la 

solution de phénolphtaléine à 20%. L'excès d'hydroxyde de potassium a été titré avec la 

solution d'acide chlorhydrique (0,5ml);parallèlement, un essai à blanc a été effectué dans les 

mêmes conditions, en remplaçant la solution provenue de l'indice d'acide par 5ml d'éthanol 

(AFNOR, 1986). 

� Expression des résultats:  

L'indice d’ester est calculé par la formule:     

Dont : 

 IE : Indice d’ester. 

V0 : Le volume de la solution d'acide chlorhydrique utilisé pour l'essai à blanc (ml). 

V1 : Le volume de la solution d'acide chlorhydrique utilisé (ml). 

m : La masse de la prise d'essai(g). 

IE  = 28,05/m (V0-V1) 
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III.4.1.4. Activité antibactérienne des feuilles d’Eucalyptus globulus 

III.4.1.4.1.Identification et confirmation des souches 

Une suspension bactérienne d’E. coli et de S. aureus et quelques colonies ont été 

ensemencés séparément dans des boites de Pétris contenant leurs milieux sélectifs (Hecktoen, 

Bp). Les boites ont été par la suite incubées à 37C° pendant 24 h. 

Nous avons tenu de vérifier la pureté des souches par des caractéristiques 

morphologique, et quelques tests biochimiques. 

Après ensemencement des bactéries sur leurs milieux sélectifs, elles sont incubées à 

37°C pendant 24 heures. 

L’étude des caractères morphologiques sont recherchés par la coloration de Gram et 

l’examen microscopique. 

� Coloration de Gram 

La coloration de Gram permet de diviser les bactéries en deux classes : Gram négatif 

et Gram positif. Elle permet l’observation du mode de regroupement, la forme des cellules 

bactériennes, et le type de paroi (Hellal, 2011). 

La coloration de Gram est réalisée selon la méthode décrite par Delarras, (2007) 

(Annexe n°02). 

Des tests biochimiques complémentaires ont été réalisés pour la confirmation des 

souches étudiées: 

� Test de catalase 

En présence d'oxygène moléculaire, certaines réactions métaboliques conduisent à 

laformation d'eau oxygénée. La catalase est une enzyme qui dégrade l'eau oxygénée en eau 

etoxygène. 

Cette activité a été réalisée selon le protocole expérimental décrit par Prescott et 

al(2003). Ce test consiste à mettre une colonie prélevée du milieu gélosé à l’aide d’une anse 

stérile sur une lame de verre contenant une ou deux gouttes d'eau oxygénée à 10 volumes. 

Le dégagement de bulles de gaz (d'oxygène) signifie qu’il y’a production de l’enzyme 

catalase et que le test est positif. 
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� Test de l’oxydase 

a. Principe  

  Le cytochrome oxydase assure la fixation de l’oxygène moléculaire sur le cytochrome 

réduit. La recherche de cette enzyme est faite en utilisant des disques commercialisés (ox), 

imprégnés d’oxalate de N-dimethylparaphenyléne diamine, oxydé par le cytochrome C, se 

transforme en composé violet foncé (Delarras, 2007). 

b. Technique 

 Le disque (ox) a été déposé sur une lame propre et imbibé avec une goutte d’eau 

distillée stérile. Une colonie a été prélevée à partir du milieu à l’aide d’une anse de platine 

puis déposée sur le disque (Delarras, 2007). 

c. Lecture 

  En présence de l’oxydase (dans le cas d’une bactérie oxydase positive), la coloration 

violet foncé apparait immédiatement ou en quelque secondes (Delarras, 2007). 

� Test du milieu TSI 

La gélose TSI (Triple SugarIron) permet la mise en évidence rapide de la fermentation du 

lactose, du glucose (avec ou sans production de gaz), du saccharose et de la production de 

sulfure d’hydrogène. Après ensemencement de culot par piqûre centrale et la surface inclinée 

par des stries serrées, l’incubation est réalisée à 37 °C pendant 24h (Marchal et Bourdon, 

1973). 

a. Lecture :  

� Fermentation du glucose : Glucose+ : culot jaune 

                                                 Glucose- : culot rouge 

� Fermentation du lactose : pente rouge (Lac, Sac-) 

                                       Pente jaune (Lac, Sac+) 

� Fermentation de H2S : production d’une coloration noire entre le culot et la pente 

(Marchal et Bourdon, 1973). 
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� Mannitol-mobilité 

a. Principe 

  Ce test est vérifié dans le milieu mannitol-mobilité, qui permet la rechercher de la 

mobilité et la fermentation du D-mannose par les bactéries, qui conduit à la formation 

d’acides à chaines très courtes (acide acétique, acide formique) (Marchal et al., 1982). 

b. Technique 

  Un ensemencement a été effectué par piqure centrale, à partir de culture en milieu 

semi-solide puis un étuvage a été réalisé à 37°C pendant 24 heures (Marchal et al., 1982). 

c. Lecture 

  Si la bactérie est mannitol (+), et mobilité est (+), on observe le jaunissement du 

milieu (Marchal et al., 1982). 

� Test de l’ONPG  

a. Principe  

  Ce test prouve l’existence d’une galactosidase chez la souche, donc la possibilité de 

la fermentation du lactose (Djalouat, 1990). 

b. Technique   

  On prépare une suspension bactérienne, on ajoute un disque d’un galactoside 

artificiel d’ONPG.  On incube jusqu'à 24h à 37°C (Benslimani, 2006).    

c.  Lecture   

 Test+ : production d’ONPG de couleur jaune (Benslimani, 2006).    

III.4.1.4.2. Préparation des aliquotes et conservation 

  A partir des souches  identifiées, nous avons fait des ensemencent dans des boites de 

Pétri contenant la gélose nutritive, ces dernières ont subit une incubation à 37°C pendant 24 

heures. 

  Les boites de pétri ensemencées seront conservées à 4 °C et les repiquages se feront 

tous les 15 jours. 

III.4.1.4.3. Standardisation de l’inoculum  

La standardisation de l’inoculum se réalise selon la Méthode décrite par Benzeggouta, 

(2005) et Bougandoura, (2011). 

- A partir d’une culture pure des bactéries à testersur milieu d’isolement (ayant au maximum 

24h), l’aide d’une anse de platine ou d’une pipette pasteur scellée, quelques colonies bien 
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isolées et parfaitement identiques ont été prélevées et mise en culture dans 10 ml de bouillon 

nutritif pendant 18 heures à  37 °C. 

- Nous avons effectué des dilutions de la suspension dans l’eau physiologique afin de 

standardiser l’inoculum .ce dernier doit être ajusté a une densité optique entre 0,08-0,1 à  625 

nm, Qui équivalente à  0,5McFarland. Cet  étalon se prépare en versant 0,5 ml d’une solution 

de BaCl2dihydraté à 1 % dans une éprouvette, et compléter à 100 ml avec du H2SO4à  1% 

ainsi l’étalon doit présenter un DO de 0,08 a 0,1 lue à 625 nm. 

- Ajuster l’inoculum, soit en ajoutant de la culture s’il est trop faible ou l’eau physiologique 

stérile, s’il est trop fort. 

- L’inoculum a environ 108 UFC/ml. Les dilutions de 1/10 pour S. aureus et E. coli ont été 

réalisées dans l’eau physiologique stérile pour obtenir successivement 107 UFC/ml et 

106UFC/ml. 

- L’ensemencement doit se faire en moins de 15 min après la préparation de 

l’inoculumstandardiser les suspensions bactériennes à 106germes / ml (Duraffourdet al, 

1990). 

III.4.1.4.4. Evaluation de l’activité antibactérienne de l’huile essentielle extraite  

d’Eucalyptus globulus 

L’activité antibactérienne de l’huile essentielle d’Eucalyptus est estimée en adoptant la 

technique de diffusion sur disques ; Elle consiste à déposer des disques imprégnés d’huile 

dans une gélose préalablement ensemencé par le germe testé (S. aureus ou E. coli). 

III.4.1.4.4.1.Préparation des dilutions des huiles essentielles 

Différentes dilutions d'huile essentielle étudié(½, ¼,1 /8) ont été préparées avec le 

méthanol. Ces dilutions d'huile essentielle et l'huile brute ont été testées sur les 02 souches 

bactériennes citées  précédemment. 

III .4.1.4. 4. 2.Réalisation de la méthode de diffusion sur disques 

 L’effet de l’huile sur les souches testés est apprécié par la mesure d’une zone 

d’inhibition et en fonction du diamètre d’inhibition, la souche sera qualifiée de sensible, 

d’intermédiaire ou résistante, due à la présence d’une compétition entre la croissance de la 

souche et la diffusion du produit à tester (Sqalli et al.,2007 et Zerroug et al., 2011 ). 
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L’ensemencement d’un inoculum de 1 ml (106UFC/ml) à partir d’une culture jeune 

(18h) est réalisé en surface du milieu solide (Mueller Hinton) préalablement coulé dans des 

boites de Pétri. 

Après avoir éliminé l’excès de l’inoculum, des disques stériles (6 mm de diamètre) 

imprégnés d’une quantité de 5µl d’échantillon (HE et ses dilutions) sont déposés. Les boites 

sont ensuite fermées pour permettre la diffusion de l’huile pendant 30 min à une température 

ambiante. Les boites sont ensuite   incubées à 37°C pendant 24 à 48 h (Benzegouta, 2005 ; 

Pibiri, 2006). Des boites témoins ont été préparées avec le même mode opératoire et le disque 

est imprégné du méthanol (Benzegouta, 2005 ; Pibiri, 2006 ; Sqalli et al., 2007 ; Hellal, 

2011). 

Après incubation, l’apparition d’un halo translucide autour de disque de même couleur 

que la gélose stérile et dont le diamètre est mesuré en mm cela veut dire l’absence de 

croissance bactérienne exprimant une activité antibactérienne positive. La sensibilité des 

différentes souches vis -à-vis d’ H.E étudiée est classéselon le diamètre d’inhibition 

(Benzeggouta, 2005 ; Pibiri, 2006).La lecture se fait par la mesure de diamètre de la zone 

d’inhibition autour de chaque disque à l’aide d’une règle (mm) et l’estimation du coefficient 

d’inhibition en appliquant la formule suivante :  

Non sensible (-) ou résistante : Ø<8 mm ; 

Sensible (+) : 9<Ø<14 mm ; 

Très sensible (++) : 15<Ø<19 mm ; 

Extrêmement sensible (+++) : Ø>20 mm ; 

Des disques d’antibiotiques de Métronidazole, de Colistin, de Ceftazidime et de 

Streptomycine ont été utilisés pour l’évaluation de la sensibilité des microorganismes testés 

dans ce travail. Cet examen se fait de la même manière avec la méthode  de diffusion des 

disques sur milieu gélosé, où l’huileest  remplacé par les antibiotiques (Leclec et al., 1983 ; 

Prescott et al., 2007). 

III .4.1.5.Détermination de Concentration Minimale Inhibitrice    

           La concentration minimale inhibitrice (CMI) correspond à la concentration nécessaire, 

pour inhiber  totalement la croissance d’un nombre déterminée de germes, Après un temps 

d’incubation donné (Hulin et al., 1998 et Guinoiseau, 2010). La détermination de la CMI est 

réalisée par le mode opératoire décrit par Mebarki (2010). 
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III.4.1.5.1. Préparation de la gamme des dilutions de l’HE d’ Eucalyptus globulus 

La figure n°08 présente  la gamme de 7dilutions (2, 1,0.5, 0.25, 0.125,0.06 et 0.03%) a 

été préparée pour  l’HE des feuilles d’Eucalyptus globulus. 

� Mode opératoire       

 A l’aide d’une pipette prélevé un volume de 0,5 ml de DMSO (0,5%), verse dans une 

éprouvette en verre et ajouter 1ml de l’HE d’eucalyptus , puis complète par le Mueller Hinton 

(M H) jusqu'à 50ml, cette quantité est divisé en deux, donc 25ml  est coulée dans les boites de 

2% et la quantité qui  reste (25ml) complète avec M H  jusqu'à 50ml puis divisé cette quantité  

en deux, 25ml  est coulée dans les boites de 1% et la quantité qui reste (25ml) complète avec 

50ml deM H, devise cette quantité en deux ,25ml (0,5%) coulée dans les boites et la partie qui 

est resté on fait les mêmes étapes pour obtenir les autres dilutions des HE. 

Un témoin négatif (DMSO) et réalisé. Incubationdesboites de Pétri se fait à 37 C° 

/24h. 

La lecture des résultats s’effectue visuellement par observation de la croissance ou 

l’inhibition de la croissance des microorganismes par rapport à leur développement sur les 

boites témoin. 
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                                         Compléter par le Mueller Hinton  jusqu'à 50ml 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°08: Préparation de la gamme des dilutions de l’HE d’Eucalyptus globulus. 

 

Dilution 2% (1000 µl/ml) 

25 ml de MH est coulée 
dans la boite (2%) 25 ml complète avec M H  jusqu' à 50 

ml pour obtenu 1% (500 µl/ml) 

25 ml de MH est coulée 
dans la boite (1%) 

25 ml complète avec M H  jusqu' à 50 
ml pour obtenu 0,5% (250 µl/ml) 

25 ml de MH est coulée 
dans la boite (0,5%) 

25 ml complète avec M H  jusqu' à 50 
ml pour obtenu 0,25% (125 µl/ml) 

25 ml de MH est coulée 
dans la boite (0,25%) 

25 ml complète avec M H  jusqu' à 50 
ml pour obtenu 0,125% (62µl/ml) 

25 ml de MH est coulée dans 
la boite (0,125%) 

25 ml complète avec M H  jusqu' à 50 
ml pour obtenu 0,06% (31µl/ml) 

25 ml de MH est coulée 
dans la boite (0,06%) 

25 ml complète avec M H  jusqu' à 50 ml 
pour obtenu 0,03% (10 µl/ml) 

0,5 ml de DMSO 
(0,5%) 

1 ml d’HE 
d’Eucalyptus 
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IV.1.Résultats des analyses physico-chimiquesdes feuilles d’Eucalyptus étudiées 

Les résultats des paramètres physico-chimiques (teneur en eau, acidité titrable, pH, la 

conductivité électrique) des feuilles d’Eucalyptus globulus sont résumés dans le tableau 

suivant : 

Tableau n°9: Résultats des analyses physico-chimiques des feuilles d’Eucalyptus. 

Paramètres Résultats 
            Eucalyptus globulus 

Teneur en eau (%) 
 

57,20 ±0,92 

Cendres (%) 
 

3,04 ± 0,15 

pH 
 

6,03±0,049 

Acidité titrable (g/l) 
 

0.60±0,013 

Conductivité électrique (mS/cm) 13,08±0,22 
 

 

IV.1.1.Teneur en Eau   

Les végétaux sont connus par leur richesse en eau, elle présente une partie majoritaire 

de leur composition Mohammedi(2006). Les analyses des feuilles d’eucalyptus globulus ont 

révélé un taux d’humidité important (57.20±0,92%) (Tableau n°9), cela signifie que plus de 

la moitié du poids des feuilles d’eucalyptus est constituée par l’eau et le reste représente la 

matière sèche Valent (2001). 

Notre étude a révélé un taux d’humidité 57.20%, cette valeur est inferieur par rapport à 

celle trouvée par (David et  Christopher, 2004) sur Eucalyptus globulus d’Australie  avec 

une teneur moyenne 86 %. 

Carvalho et al., (2005), ont déterminé le taux moyen d’humidité des feuilles de 

romarin, il est de 9,33%. Cette valeur est largement inférieure à celle obtenue dans notre 

étude. 

En effet Benarab (2006) a trouvé que le taux d’humidité de Myrtuscommunis est  

43,72% cette valeur est  inferieur a nos résultats. 

La variation de la teneur en eau est dûe aux différentes conditions telles que : diversité 

des espèces, expositions aux différentes conditions pédoclimatiques, stade de maturation et  

répartition géographique (Boudjellal, 2009).  
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D’après Athamena (2009), les facteurs qui peuvent influencer sur la teneur en eau sont : l’âge 

de la plante, la période du cycle végétatif, ou même des facteurs génétiques. 

IV.1.2. Taux de cendres 

La teneur en cendres est un indicateur de pourcentage de la teneur minérale valnet 

(2001). 

D’après les résultats présentés dans le tableau n° 9, le contenu minéral des feuilles 

étudiées est 3,04 ± 0,15%. 

Le taux de cendres obtenu dans E.globulus est  largement supérieur  à celui trouvé par 

(Del Rio et al.,2005)qui est 0,5% pour  l’E.globulus de l’Espagne . 

On comparant la teneur en cendre  de notre étude avec E. grandis avec une teneur 

moyenne 2.97(Dharm et Tyagi, 2011),nous constatons que cette dernière est presque 

similaire  à notre valeur. 

En effet (Goel et al.,2008) a trouvé que le taux de cendre de T. triangulaire est  14,20 

± 0,58%cette valeur est  supérieur a nos résultats. 

La variation de taux de cendre dans les plantes est fortement liée avec le type de sol, le 

climat, le stade de la maturité et la saison de la récolte (Lawrence et al.,2000). 

IV.1.3.pH  

 La détermination du pH, nous informe sur l’évolution de l’acidité du milieu (Ould el 

hadj et al.,2001). 

La physico-chimie des solutions permet souvent d’atteindre des 

grandeurssignificatives sans avoir à connaître la composition détaillée du milieu. C’est le 

casdu pH qui est déterminé sans connaître les concentrations soit des acides et desbases qui 

conditionnent sa valeur (Ribereau-Gayon,1968). 

Le pH des feuilles d’eucalyptus globulus est de 6,03±0,049 présenté dans le tableau 

n°9. 

Selon Kesbi  (2011), le pH d’eucalyptus globulus de la région d’Ouargla est 4.86. 

Cette valeur est pratiquement inférieure à celle de nos échantillons. 

On comparant le pH  de notre étude avec Eucalyptus saligna avec une teneur moyenne 

5.18 (Rhoades et Binkley , 1995)nous constatons que cette dernière est inferieure  par rapport 

à notre étude. 

En effet (Baber et al., 2006)a trouvé que le pH  d’Eucalyptus camaldulensis est  

8.39cette valeur est  supérieure à nos résultats. 
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D’après Messaid (2008), les différences notés sont tributaires d’un grand nombre de 

facteurs parmi lesquels le climat, les conditions de travail, les erreurs de manipulation, la 

variété utilisée. 

IV.1.4.Acidité titrable  

L’acidité titrable nous renseigne sur la quantité en acides organiques présents dans 

l’échantillon (Ferhoum, 2010) .Une forte acidité est souvent associée à une mauvaise qualité 

de la matière première. Comme il a été rapporté par Booij et al,(1992). 

Les feuilles étudiées  présentent une acidité de 0.60±0,013g/l (tableau n°9). 

On comparant la teneur de l’acidité   de notre étude avec Eucalyptus saligna avec une 

teneur moyenne 0,49±0,02 %(Rhoades et Binkley , 1995) nous constatons que cette dernière 

est inferieure  par rapport a nos résultats. 

La comparaison de l’acidité titrable des feuilles Aloevera qui est égale à 0,0723 ± 

0,001%(Thurre, 2007) à nos résultats reflète une différence appréciable    . 

La variation de l’acidité est due à la différence des conditions agro-climatiques (Iqbal 

et al.,2010). 

IV.1.5.Conductivité électrique 

La conductivité électrique exprime l’aptitude de la solution aqueuse à conduire un 

courant électrique. Elle est en corrélation positive avec la teneur en sels solubles. La teneur de 

ces derniers dans les solutions diluées, est proportionnelle à la conductivité (Amellal ,2008). 

La conductivité électrique des feuilles étudiées est13,08±0,22mS /cm(Tableau n°9). 

En comparant la valeur de la conductivité électrique des feuilles étudiées avec 

Rubiatinctorium L,(84,10 mS /cm)nous constatons que cette dernière  est largement 

supérieure à celle  de nos échantillons(Mastelic. 2001). 

Selon Karim et al(1977), la conductivité électrique de Carum carvi Lest 53 mS /cm. 

Cette valeur est pratiquement supérieure à nos résultats. 

Selon Rodier (1997), la conductivité électrique est influencée par le pH de la solution, la 

valence des ions et le degré d’ionisation. 

IV.2. Rendement en huile essentielle des feuilles d’eucalyptus 

Les résultats des rendements en H.E d’eucalyptus par la méthode d’hydro distillation 

sont présentés dans le tableau suivant : 
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Tableau n°10 : Résultats de rendement en H.E  

d’Hydrodistillation. 

 

L’hydrodistillation est réalisée sur les 

distillateur.  

Le rendement moyen des feuilles étudiées est (1.48

résultants que le rendement d’

à l’échelle du laboratoire pendant 4 heures (

(Kesbi, 2011) qui est 0.51%  pour la même espèce. 

 

Figure n°10:Rendement d

 

Hmiri et al.(2011) a 

résultat est nettement supérieur à celui trouvé dans notre étude. 

Emami et al. (2007) ont observés un rendement de 

Juniperus communis. Ce taux est nettement 
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: Résultats de rendement en H.E  d’eucalyptus 

est réalisée sur les feuilles d’eucalyptus globulus

Le rendement moyen des feuilles étudiées est (1.48±0.84%) (Voir

d’Eucalyptus globulus obtenue par la méthode d’Hydrodistillation 

à l’échelle du laboratoire pendant 4 heures (Figure n°10) est supérieur à celui trouvé par  

qui est 0.51%  pour la même espèce.  

 

Rendement d’H.E des feuilles étudiées obtenu par l'Hydrodistilation

a obtenu un rendement en HE de M.pulegium

résultat est nettement supérieur à celui trouvé dans notre étude.  

ont observés un rendement de 0,23 ± 0,02 % pour 

Ce taux est nettement inférieur à celui trouvé dans notre étude.

1,48±0.84

Eucalyptus globulus(%)

                     Résultats 

Eucalyptus globulus 
(Hydrodistillation)                      1.48±0.84 

Résultats et discussions 

d’eucalyptus par la méthode   

d’eucalyptus globulus placées dans un 

Voir  tableau n°10) .on 

obtenue par la méthode d’Hydrodistillation 

est supérieur à celui trouvé par  

 

Hydrodistilation. 

M.pulegium qui est 3.3%, ce 

0,23 ± 0,02 % pour les feuilles de 

à celui trouvé dans notre étude. 
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En comparant nos résultats avec celui obtenue par  Mohammedi (2006) sur les 

feuilles de Lavandula steochas de la région Oum Alo  qui est 2%. En constatons que cette 

dernière est supérieure par rapport à notre étude. 

Pour optimiser le rendement en HE, plusieurs études ont été réalisées sur des parties 

végétales fraiches et la concentration en eau du matériel végétal à été prise comme facteur de 

variation. Les résultats obtenus  ont démontré que les rendements obtenus sont très inférieurs 

chez les parties végétales fraiches. Ceci pourrait expliquer par une grande teneur en eau.     

Néanmoins, les rendements ont été optimisés pour les parties végétales qui ont été 

préalablement séchées pendent 15 jours. Toutes les extractions qui ont été réalisées pour les 

parties végétales séchées au-delà de cette période ont engendré des rendements 

significativement inferieurs. Ce problème est lié à l'évaporation des composés volatils lors 

d'un séchage prolongé (Bendimerad et al., 2005). 

Le rendement d’extraction en HE semble varier éventuellement au sein de la même 

espèce et d'un milieu à un autre et elle est sujette à de nombreuses variations ; plusieurs 

facteurs pourraient être à l'origine de ces variations: l'âge des feuilles, celui de l'arbre, la partie 

de la plante soumise à l’extraction, le degré de séchage du matériel végétal avant distillation  

et la période de récolte, la nature du sol et du climat, l'influence de ce dernier facteur a été 

observée dans le cas de plusieurs espèces(Bendimerad et al., 2005). 

De plus, cette différence de teneur en HE peut être liée à plusieurs facteurs tels que le 

stade de développement et la saison. La méthode d'extraction, le temps d'extraction et la 

nature des solvants utilisés pour l'extraction, peuvent avoir une influence sur le rendement 

d'extraction en HE (Khenaka, 2011). 

IV. 2.1.Caractéristiques organoleptiques  

Les caractères organoleptiques des H.Es des feuilles d’eucalyptus obtenu par 

l'Hydrodistillation sont présentés dans le tableau suivant : 
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Tableau n°11: Propriétés organoleptiques des H.Es des feuilles d’Eucalyptus 

obtenues par l’hydrodistillation. 

Méthode 
 

Espèces 

Hydrodistillation  

Aspect Couleur Odeur 

Eucalyptus 
globulus 

Liquide, limpide, 
fluide et mobile 

 

Transparent, jaune trés pale fraîche et épicée 

 

 

D'après le Tableau n°11,  on remarque que l'huile essentielle que nous avons extraite 

d’eucalyptus représente des caractéristiques organoleptiques comparables à celles signalées 

dans le recueil de normes françaises (AFNOR ,2000). 

Les caractères organoleptiques de l'HE d’eucalyptus, sont identiques à ceux obtenues 

par Kesbi (2011). 

IV.3. Indices physicochimiques des huiles essentielles 

Les résultats d’indice de réfraction, Indice d’ester, Indice d’acide sont présentés dans 

le tableau suivant :   

Tableau n°12 : Résultats des indices physico-chimiques des huiles essentielles des feuilles 

étudiées. 

 

IV.3.1. Indice de réfraction 

� Indice de réfraction  

 L'indice de réfraction c'est le rapport entre la célérité de la lumière dans le vide et la 

célérité de la lumière dans le milieu considéré. Ce rapport indique la capacité des H.Es à 

réfléchir la lumière. La valeur de L'indice de réfraction d’Eucalyptus correspondent aux 

Paramètres                                Résultats 

E.globulus 

          Indice réfraction  1,472±0.28 

Indice d’ester 14.025±0.5 

Indice d’acide 8.69±0.9 
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normes d'AFNOR (1,4700-1,4780).par contre elle est inférieur à celui obtenue par Kesbi 

(2011) qui est 1.4877 pour la même espèce. 

En comparant nos résultats avec celui obtenue par (Gildo, 2006) sur les feuilles de 

Glycyrrhizaglabra (L) qui est de 1. 4614. On constatant que ce dernier est inferieure par 

rapport à notre étude.  

L’indice de réfraction dépend de la composition chimique qui augmente en fonction 

des longueurs des chaines d’acides  ,de leur degrés d’instauration et de la température .Il varie 

essentiellement avec la teneur en monoterpènes et en dérivés oxygénés .Une forte teneur en 

monoterpènes donnera un indice élevé (Gildo, 2006). 

Le faible indice de réfraction de l'HE indique sa faible réfraction de la lumière ce qui pourrait 

favoriser son utilisation dans les produits cosmétiques. 

IV.3.2. Autres indices(indice d’acide, d’ester) 

L’indice d’acide, d’ester et l’indice d’iode sont déterminé par la norme internationale 

AFNOR(1986) et AFNOR(1995). 

Le Tableau n°12 représente les différents indices physico-chimiques d’HE 

d’eucalyptus.  

Concernant l’indice d’acide nos résultats sont dans l’ensemble conformes à la norme 

AFNOR (2000) qui est au maximum 10.mais elle est supérieure par rapport à celle trouvé par 

Kesbi(2011) qui est 1.96 pour la même espèce. 

En comparant nos résultats  à celui obtenue par (Farah et al.,2009) pour le Thymus fontanesii 

Boiss et Reut qui est 8.4,  on constate que cette dernière est presque similaire à notre étude. 

La valeurs de l’indice d’ester de nos H.E d’eucalyptus  globulus est 14.025, cette 

dernière est inférieureà celui obtenue par (Farah et al., 2009) pour le Thymus 

fontanesiiBoisset Reut qui est de 16.83.Et ainsi très faible par rapport à la valeur citée par la 

norme internationale AFNOR(2000)qui est de53-76. 

Selon Gildo, (2006),les paramètres physicochimiques sont influencés par les 

conditions édaphiques et climatiques ainsi que les conditions de culture des plantes ; cela fait 

partie aussi de la complexité de la notion de chémotype. 
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IV. 4.L’activité antibactérienne 

IV. 4.1. Pré-identification des souches utilisées. 

 Les résultats des tests de confirmation des trois souches bactériennes testées sont 

illustrés dans du tableau n°13. Ces résultats ont permet la confirmation des deux espèces 

bactériennes étudiées. 

Tableau n°13 :Résultats de la pré-identification. 
 Gram Forme  

Catalase Oxydase ONPG TSI Mannitol Mobilité 
S.aureus + Coques + - - + + - 
E. coli - Coccobacilles + - + - + + 

+ : Positif ; 
- : Négatif ; 

IV.4.2.Résultats d’antibiogramme 

Les résultats d’antibiogramme sont présentés dans le tableau n°14. 
 
 Tableau n°14 : Résultats des antibiotiques sur  les deux souches testées. 
 

 
S : Sensible 
R : résistante 
 

L'antibiogramme vise à rechercher la sensibilité des souches vis-à-vis des 

antibiotiques. Nous avons testé l'activité de quatre antibiotiques par la méthode standard des 

disques. Les mesures des zones d'inhibition figurant dans le Figure n°11. 

ATB Ceftazidime(CA30) Colistin 
(CL10) 

Streptomycine(S10) Métronidazole(MTZ
5) 

Bactéries Diamètres 
(mm) 

Résultats Diamètres 
(mm) 

Résultats Diamètres 
(mm) 

Résultats Diamètres 
(mm) 

Résultat
s 

S.aureus 20 Très 
Sensible 

18 Très  
Sensible 

12 S 13 S 

E.coli 15 S 12 S 13 S 8 R 
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Figure n°11 : Diamètres  des zones d’inhibition obtenus par l’antibiogramme sur 

D’après la figure n°1

enregistré avec ceftazidime et la colistine, dont les diamètres des auréoles d’inhibiti

respectivement de : 20 et 18 mm.

La meilleure activité antibactérienne des antibiotiques testés sur 

avec le Ceftazidime (CA30) où on a marqué un diamètre de 15mm

IV.4.3.Résultats de l’effet antibactérienne obtenue 

L'évaluation de  l'activité antibactérienne d’huile essentielle a été  faite sur deux  

bactéries isolées du lait mammiteux, en adoptant la méthode de diffusion sur gélose.

Les résultats de l’activité antibactérienne sont présentés da

figure n°12 : 

Tableau n° 15 : Diamètres des zones d'inhibition obtenus des différentes dilutions d'HE 

d’E.globulus selon la gamme 1 (1/2 ,1/4 et 1/8)
 

Dilutions 

HE DZI (mm)  obtenues sur 

½ 

¼ 

1�8 

Hb 

 

0

5

10

15

20

25

Streptomycine(S10)Colistin (CL
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Diamètres  des zones d’inhibition obtenus par l’antibiogramme sur 

E. coli 

la figure n°11, le meilleur effet antibactérien vis –à-vis 

enregistré avec ceftazidime et la colistine, dont les diamètres des auréoles d’inhibiti

: 20 et 18 mm. 

La meilleure activité antibactérienne des antibiotiques testés sur E. 

où on a marqué un diamètre de 15mm. 

Résultats de l’effet antibactérienne obtenue  d’H.E d’ Eucalyptus

L'évaluation de  l'activité antibactérienne d’huile essentielle a été  faite sur deux  

bactéries isolées du lait mammiteux, en adoptant la méthode de diffusion sur gélose.

Les résultats de l’activité antibactérienne sont présentés dans le tableau n°14 et la 

Diamètres des zones d'inhibition obtenus des différentes dilutions d'HE 

selon la gamme 1 (1/2 ,1/4 et 1/8)vis-à –vis S.aureus et E. coli

DZI (mm)  obtenues sur S.aureus DZI (mm)  obtenues sur 

19±1 17

16±0,28 15±0,54

10±0,029 10±0,28

22±0,5 22±0,38

Colistin (CL10) Ceftazidine (CA30) Metronidazole 
(MTZ5

Résultats et discussions 

 

Diamètres  des zones d’inhibition obtenus par l’antibiogramme sur S.aureus et 

vis S.aureus, a été 

enregistré avec ceftazidime et la colistine, dont les diamètres des auréoles d’inhibition sont 

 coli  est enregistrée 

ucalyptus (gamme 1) 

L'évaluation de  l'activité antibactérienne d’huile essentielle a été  faite sur deux  

bactéries isolées du lait mammiteux, en adoptant la méthode de diffusion sur gélose. 

ns le tableau n°14 et la 

Diamètres des zones d'inhibition obtenus des différentes dilutions d'HE 

coli. 

DZI (mm)  obtenues sur E. coli 

7±0,9 

±0,54 

10±0,28 

22±0,38 

Metronidazole 
(MTZ5)

S.aureus

E, coli
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Figure n°12 : Diamètres zones d’inhibition d’ H.E des feuilles étudié

D’après ces résultats, 

élevée que ses différentes dilutions (1/2, 1/4 et 1/8) (v/v)

Des DZI de 19 ±1, 16 

dilutions 1/2, 1/4 et 1/8 (v/v)sur 

Vis-à-vis E .coli, l’HE 

un effet inhibiteur plus intéressant. Ainsi les diamètres de différentes zones d’inhibition 

engendrés sont compris entre 17mm et 22mm

maximum d’inhibition est marqué avec la dilution 1/2  avec un diamètre de 17mm. 

revanche une faible activité a été obtenue dans  la dilution 1/8 avec un DZI de 10mm.

  Nos résultats montrent que 

activité inhibitrice vis-à-vis des germes testés. Cependant, les microorganismes étudiés n’ont 

pas montré la même sensibilité vis

antibactérienne plus importante vis

constatation confirme ce qui a été rapporté par plusieurs travaux 

Généralement l’analyse de profil de la résistance d’

peu sensible à l’action de l’huile essentielle 

du à leur potentiel de résistance très élevé. 

HEs est liée en partie à la complexi

contient une double membrane, contrairement à la structure simple des bactéries à Gram (+) 

(Poole, 2001). 
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Diamètres zones d’inhibition d’ H.E des feuilles étudiées sur 

testées (gamme 1). 

 on constate que l’HE brute exerce une activité inhibitrice plus 

élevée que ses différentes dilutions (1/2, 1/4 et 1/8) (v/v). 

6 ±0,28 et 10±0,029 mm ont étés obtenus respectivement pour les 

1/2, 1/4 et 1/8 (v/v)sur S.aureus. 

 d’E. globulus et les dilutions préparées ont montré en moyenne 

un effet inhibiteur plus intéressant. Ainsi les diamètres de différentes zones d’inhibition 

engendrés sont compris entre 17mm et 22mm ; Concernant les différentes dilutio

maximum d’inhibition est marqué avec la dilution 1/2  avec un diamètre de 17mm. 

revanche une faible activité a été obtenue dans  la dilution 1/8 avec un DZI de 10mm.

Nos résultats montrent que  l’huile essentielle d’E. globulus présente une bonne 

vis des germes testés. Cependant, les microorganismes étudiés n’ont 

la même sensibilité vis-à-vis de l’huile essentielle. L’HE a révélé une activité 

antibactérienne plus importante vis-à-vis S. aureus que celle obtenue vis

constatation confirme ce qui a été rapporté par plusieurs travaux (Franchomme

Généralement l’analyse de profil de la résistance d’E. coli montre que cette dernière 

peu sensible à l’action de l’huile essentielle d’eucalyptus globulus et ces dilutions

tiel de résistance très élevé. La grande résistance des bactéries à Gram (

HEs est liée en partie à la complexité de l‘enveloppe cellulaire de ces microorganismes qui 

contient une double membrane, contrairement à la structure simple des bactéries à Gram (+) 

16

10

22

15

10

22

¼ 1� 8 Hb

E.globulus

Résultats et discussions 

 

s sur les souches  

on constate que l’HE brute exerce une activité inhibitrice plus 

mm ont étés obtenus respectivement pour les 

montré en moyenne 

un effet inhibiteur plus intéressant. Ainsi les diamètres de différentes zones d’inhibition 

; Concernant les différentes dilutions, le 

maximum d’inhibition est marqué avec la dilution 1/2  avec un diamètre de 17mm. En 

revanche une faible activité a été obtenue dans  la dilution 1/8 avec un DZI de 10mm. 

présente une bonne 

vis des germes testés. Cependant, les microorganismes étudiés n’ont 

L’HE a révélé une activité 

que celle obtenue vis-à-vis E.coli. Cette 

Franchomme et al., 1990). 

montre que cette dernière 

et ces dilutions, ce qui est 

La grande résistance des bactéries à Gram (-) aux 

té de l‘enveloppe cellulaire de ces microorganismes qui 

contient une double membrane, contrairement à la structure simple des bactéries à Gram (+) 

S.aureus

E.coli
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L’huile essentielle d’Eucalyptus testées a une activité non négligeable contreles 

bactéries. Dans la littérature, des résultats similaires ont été obtenus pour des huiles 

essentielles d’Eucalyptus d’espèces différentes. Ainsi Oyedeji et al. (1999) ont démontré des 

activités antibactériennes considérables sur les bactéries à Gram positif et négatif, Elaissi et 

al. (2011) ont décrit que l’huile essentielle de l’Eucalyptusodorataest la plus active contre 

S. aureus. 

Nos résultats sont similaires aussi à ceux trouvés par Rota etal. (2008), qui ont montré 

que S. aureus est plus sensible comparant à E. coli pour le chémotype à thymol de Thymus 

zygisssp. Gracilis. Cependant, Kaloustian et al (2008) ont trouvé que E. coli est plus sensible 

que S.aureus aux HE d’origan et de thym, au thymol et au carvacrol. 

Pour le contrôle négatif : Nous avons constaté que le tween 80 et le tween 20 exercent 

une certaine répression sur la croissance des souches testées par contre l’inhibition est totale 

100 % avec le DMSO et  le méthanol. Ces résultats sont similaires avec ceux obtenus par 

Gachkar et al. (2006). D’après ces résultats, nous avons retenu le méthanol pour la 

préparation des dilutions de  d’HE. 

IV.4.4.Résultats de l’effet antibactérien obtenu de l’huile essentielle (gamme 2) 

 Le tableau suivant représente les diamètres des zones d’inhibitions obtenus d’H.b et 

ses dilutions selon la gamme 2 (Hb, 10%, 20% et 80%). 

Tableau n°16 : Diamètres des zones d’inhibitions des différentes dilutions ( 10% , 20% 80%) 

sur S.aureus et  E. coli. 

 

 

HE DZI (mm)  obtenues sur S.aureus DZI (mm)  obtenues sur E.coli 
10% 21±0,28 20±0,38 
20% 24±0,29 22±0,5 

80% 28±0,5 26±0,45 
Hb 32±0,5 30±0,25 
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Figure n°13 : Diamètres des zones d’inhibitions obtenues sur 

D'après ces résultats 

inhibitrice beaucoup  plus importante  

mm et 32 et 22 mm respectivement. Le maximum d’inhibition est enregistré avec l

où les DZI notées sont32 mm et 30 mm

ses différentes dilutions. 

 En comparant nos résultats aux différentes échelles fixées par  

concernant la sensibilité des souches, on constate que 

sensible à l’huile brute et ses dilutions. 

Nous constatons également que l’activité est proportionnelle à la concentration des 

huiles essentielles plus l’huile est concentrée plus que son activité antibactérienne est 

meilleure. La plus grande susceptibilité de 

E. coli s’expliquerait par une meilleure perméabilité d’un ou des composés actifs 

(Mebarki,2010).  D’après 

d’action sur les différentes souches bactériennes, mais d’une manière 

déroule en trois phases qui sont

augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires, acidification de 

l’intérieur de la cellule microbienne et la destruct

Les bactéries à Gram positif montrent des zones d’inhibition

observées  chez les bactéries à Gram négatif.
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Diamètres des zones d’inhibitions obtenues sur S.aureus 

(gamme 2). 

 ,il est clair que l'H.E brute d’E.globulus exerce une activité 

aucoup  plus importante  avec des DZI remarquables qui varient entre 30 et 21 

mm et 32 et 22 mm respectivement. Le maximum d’inhibition est enregistré avec l

où les DZI notées sont32 mm et 30 mm respectivement pour S. aureus et E

En comparant nos résultats aux différentes échelles fixées par  

concernant la sensibilité des souches, on constate que E. coli et S.aureus

sensible à l’huile brute et ses dilutions.  

Nous constatons également que l’activité est proportionnelle à la concentration des 

huiles essentielles plus l’huile est concentrée plus que son activité antibactérienne est 

meilleure. La plus grande susceptibilité de S.aureus vis-à –vis d’huile essentiell

s’expliquerait par une meilleure perméabilité d’un ou des composés actifs 

D’après Oussalah et al (2006), les HEs possèdent plusieurs modes 

d’action sur les différentes souches bactériennes, mais d’une manière générale leurs action se 

déroule en trois phases qui sont : attaque de la paroi cellulaire ce qui provoque une 

augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires, acidification de 

l’intérieur de la cellule microbienne et la destruction de matériel génétique.

Les bactéries à Gram positif montrent des zones d’inhibitions supérieures à celles 

observées  chez les bactéries à Gram négatif. 

24
28

32

22
26

30

20% 80% Hb

E.globulus
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 et  E. coli (mm) 

exerce une activité 

avec des DZI remarquables qui varient entre 30 et 21 

mm et 32 et 22 mm respectivement. Le maximum d’inhibition est enregistré avec l’HE brute 

E.coli  par rapport à 

En comparant nos résultats aux différentes échelles fixées par  Mebarki (2010) 

S.aureus sont extrêmement 

Nous constatons également que l’activité est proportionnelle à la concentration des 

huiles essentielles plus l’huile est concentrée plus que son activité antibactérienne est 

vis d’huile essentielle par rapport à 

s’expliquerait par une meilleure perméabilité d’un ou des composés actifs 

, les HEs possèdent plusieurs modes 

générale leurs action se 

: attaque de la paroi cellulaire ce qui provoque une 

augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires, acidification de 

ion de matériel génétique. 

supérieures à celles 

S.aureus

E.coli
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Plusieurs facteurs tels que le climat, l'âge de la plante, la méthode d'extraction des HEs 

et leur chimiotype pourrait expliquée ces résultats (Mebarki, 2010). 

En effet, Ipek et al(2005), ont attribué cette activité aux altérations des activités 

membranaires des cellules bactériennes, sous  l’effet de certains composés des HEs, ces 

altérations sont à l’origine de modification de la perméabilité cellulaire. 

Ces constatation montrent que les DZI de l'H.bd’eucalyptus globulus(32, 30mm) sont 

deux fois plus fort  par rapport à ceux obtenu par le Ceftazidime (CA30) vis –à-vis  

S.aureus20 mm etE.coli15mm. Il est évident de conclure que les souches bactériennes 

utilisées dans cette étude présentent des phénomènes de  résistance aux antibiotiques. 

IV.4.5. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) 

Le tableau ci-dessous résume la concentration minimale inhibitrice de l’HE  

d’E. globulus sur les bactéries testées. 

 Tableau n° 17: La concentration minimale inhibitrice des H.E d’E.globulus sur les bactéries 

testées. 

Souche 

          Espèce 

CMI (µl/ml) Pourcentage (%) 

Eucalyptus Eucalyptus 

S. aureus 500 µl/ml 1 % 

E .coli 1000 µl/ml 2 % 

 

D’après ces résultats, il est clair  qu’à partir une  concentration de 1% de l’huile 

essentielle d’Eucalyptus  la croissance de la souche S. aureus est totalement inhibé. En 

conséquence, la CMI de l’huile essentielle d’eucalyptus  sur la croissance in vitro de S. aureus 

est  500 µL/L (1%)  et de pour  E. coli est 1000 µL/L (2%).  

Une étude faite dernièrement, rapporte que les souches E. coli et S. aureus testées par 

l’HE d’E. globulus, ont présenté respectivement des zones d’inhibitions de (48.15 et 13.50 

mm) et des CMI de (0.15 et 0.75 mg/ml). (Mulyaningsih et al.,2010); ces valeurs sont 

proches à ceux décrits par d’autres chercheurs (Mulyaningsih et al.,2010). Ces résultats,  ne 

sont pas similaires avec les nôtres, les deux souches sont plus vulnérables à notre essence et 
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présentent des CMI plus inférieures (20 et 40 µg/ml), ceci est peut être attribué à la 

composition chimique de notre huile. 

Oussalah et al (2007), ont déterminé des CMI de plusieurs HEs vis- à-vis deS. aureus; ils ont 

rapporté  que parmi vingt-huit H.Es testées vingt-six exhibitantsparmis elles l’huile essentielle 

d’Eucalyptus  une CMI≤ 0.4% vis –à-vis de la bactérie cible. 

Les résultats des travaux de Sari et al (2006) ainsi que Bendahou et al (2008) 

montrent que la souche P. aeruginosa est  moins sensible à l’HE d’origan que S.aureus. 

La zone d'inhibition est interprété comme l’activité antibactérienne des huiles 

essentielles à partir des feuilles à la fois E. globulus. Cimanga et al (2002) ; 

d’autreschercheurs ont rapporté que l'activité antimicrobienne d'une huile essentielle est liée à 

sa composition chimique. Le groupe fonctionnels de certains composés trouvés dans la 

plupart Les matières végétales alcool, des phénols, des terpènes et cétones sont associés pour 

ses caractéristiques antimicrobiens (Farah et al., 2001;  Braca  et al., 2008). Pibiri (2006) a 

démontré dans sa thèse de doctorat thèse que les huiles essentielles testées de Satureia 

Montana, Thymus, Origanumvulgaris et d'écorce de cannelle dans phase gazeuse ont un effet 

létal sur deux souches de S. aureus et Pseudomonas aeruginosa, même en petites doses,  

 Les constituants d'huiles essentielles du genre Eucalyptus  (Myrtaceae) avait été bien 

caractérisé (Batista  et al.,2006). Espèces d'Eucalyptus produisent de nombreux composés 

volatile, en particulier les isoprénoïdes  , qui sont accumulés dans  les  glandes distribués dans 

tout le parenchyme foliaire et l'écorce (Rakotonirainy et Lavédrine, 2005). 

Le chimiotype d’Eucalyptus globulusest composé de1,8-cinéole (48,6%), α-pinène 

(9,7%) globulol (10,9 %), trans-pinocarveol (10,7 %) et α-terpineol (6,6%). 

 La majorité de ces composants sont des monoterpènes qui sont connus par leur 

célébrité d’activité antimicrobienne ; de plus les monoterpènes cycliques en raison de leurs 

caractères lipophiles ont de ce fait tendance à s’intégrer au niveau de la membrane cellulaire 

(Grundy et Stille,1985). Ceci a pour conséquence une expansion de la membrane et une 

augmentation de sa fluidité, permettant ainsi un efflux  

plus au moins important des composants intra-cytoplasmiques, la mort microbienne 

s’en suit (Sikkema et al., 1994). 
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Le pouvoir antimicrobien des composants majoritaires isolés ou associés confirment 

leur implication dans l’effet antiseptique de ces essences ; des essais in vitro rapportés par 

certains auteurs ont révélé un large spectre d’action aussi bien contre les bactéries Gram 

positif et négatif que contre les champignons, on citera à l’occurrence les effets synergiques et 

additifs des combinaisons suivantes: Limonène/1,8-cinéole (Van Vuuren , 2007) 1,8 

cinéole/aromadendrène (Mulyaningsih et al., 2010); cinnamaldéhyde; eugénol; thymol; 

eugénol; carvacrol; eugénol et thymol; carvacrol(Iten et al., 2009). 

 Des études antécédentes ont démontré que la majorité des HE testées pour leur 

propriétés antibactériennes ont un effet plus prononcé contre les Gram +. La résistance des 

Gram – est attribuée à leur membrane externe hydrophile qui peut bloquer la pénétration de 

composés hydrophobes dans la membrane cellulaire cible (Wan, 1998). L’action relative des 

thujones et de l’eucalyptol (ou 1,8-cinéole) a été associée à leur basse hydro solubilité et la 

capacité de former des liaisons hydrogènes, ce qui limite leur entrée dans les Gram – qui 

possèdent des voies hydrophobes inopérants dans la membrane externe (Faleiro, 2003). 

       Cette activité antibactérienne des HEs pourrait être expliquée par l’interaction 

moléculaire des groupements fonctionnels des composants des HE avec la paroi des bactéries 

ce qui provoque de profondes lésions. On peut conclure donc que cette activité peut être le 

résultat d’un effet synergique entre plusieurs composés de cette HE (Felice, 2004). 
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LLLLes deux souches E. coli et S.aureus sont à l’origine de plusieurs infections, et 

l’antibiothérapie est considérée comme l’une des solutions entamées pour faire face à leur 

agressions, les records à l’utilisation des HEs ni guerre négligeable.  

         DDDDans le présent travail, nous nous sommes intéressés  à extraire les huiles essentielles à 

partir des feuilles  d’Eucalyptus globulus dont le but de les valoriser  et de voir l’activité  

antibactérienne de cette  huile  vis-à-vis E. coli et S.aureus. 

                                LLLLes résultats des analyses physicochimiques des feuilles étudiées  ont révélé une 

humidité de 57,20 % ±0,92 et un taux de cendres qui est de l’ordre de 3,04% ± 0,15.  Les 

feuilles étudiées sont  moins acides étant donné que leurs pH est de 6,03±0,049 avec une 

acidité titrable de 0.60 g/l ±0,013. Leur valeur de la conductivité électrique est  de 13,08±0,22 

    mS /cm respectivement. 

         LLLLa valeur  de rendement en huile essentielle par la méthode d’Hydro distillation                     

est  1.48% ±0.84. Ce rendement  est  acceptable et peut être rentable à l'échelle industrielle. 

        LLLLes résultats des indices physicochimiques d’HE  des feuilles obtenus ;  sont :  

1,472 ±0.28 pour l'indice de réfraction  14.025 ±0.5 pour  l’indice d’ester, 8.69 ±0.9 pour  

l’indice d’acide  respectivement.  

         CCCConcernant l’effet antibactérien, l’Hb d’E.globulus  a exercé une importante activité 

antibactérienne vis-à-vis S.aureus et E.coli avec des DZI de 32±0,5 et 30±0,25mm 

respectivement.   

LLLLes DZI des differences concentrations d’ H E   obtenus contre les souches étudiées son 

superieurs à ceux obtenus   par Ceftazidime et Colistin. 

         LLLL’ H.E d’E.globulus à une  CMI qui est de 500 µl/ml vis-à-vis S. aureus. Mais 

concernant  E .coli, la CMI est de 1000 µl/ml. 

                DDDDe nombreuses perspectives peuvent être envisagées telles que : 

� Extraction des huiles essentielles à partir d’autres espèces d’eucalyptus. 

� Réalisation d’une étude in vivo sur un modèle animal pour confirmer les résultats 
obtenus in vitro. 
 

�  Extraction des huiles essentielles par d’autres méthodes sophistiquées 

(microondes, CO2 supercritique) et  détermination des facteurs influençant le 

rendement de cette huile. 
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� La mise en évidence  de l’effet antibactérien de la plante utilisé vis –à-vis  d’autres 

souches pathogènes. 

� Approfondir les recherches sur les produits naturels comme alternative aux 

antibiotiques. 

� Evaluation d’autres activités biologiques des extraits  d’eucalyptus  et leurs huiles 

essentielles  (activité antifongique, activité antiparasitaire, effet insecticide.. etc.). 

� Caractérisation des composés chimique d’huile essentielle par CPG ou HPLC. 
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Annexe n°01: H.E des d’Eucalyptus globulus 
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  Annexe  n°02 : Coloration de 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°09 : Schéma représentant les étapes de la coloration de Gram

 

Fixation des bactéries sur la lame

Coloration par le violet de Gentiane pendant 1 minute

Décoloration par l’alcool (30 secondes)

Coloration par la 

Traitement par le Lugol pendant 1 minute

Observation microscopique à l’objectif  (× 100)

Rinçage
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d’Eucalyptus globulus obtenus par l’Hydrodistillation

Coloration de Gram. 

 

 

représentant les étapes de la coloration de Gram (Delarras, 2007)

Fixation des bactéries sur la lame 

Coloration par le violet de Gentiane pendant 1 minute 

Décoloration par l’alcool (30 secondes) 

Coloration par la fuchsine pendant 1 minute 

Traitement par le Lugol pendant 1 minute 

Observation microscopique à l’objectif  (× 100) 

Rinçage et séchage de la lame 

                         
Annexes 

Hydrodistillation. 

(Delarras, 2007).  



 

 

   Annexes n°03: Les DZI d’ H.E 

Les dilutions des H.ES  (10%, 20%, 80%).

Annexe n°04 : Antibiogramme et la CMI.

Antibiogramme 

1/2     Hb 
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H.E d’Eucalyptus globulus  sur les deux  bactér
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LA CMI 

 

 

 

 

 

Annexe n°05 : Les témoins négatifs. 

 

2% 1% 0.5% 

           S.aureus 

2% 1% 0.5%

    E. coli 

E. S.aureus E. coli S.aureus 
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Annexes n°06: La composition des milieux de la culture utilisés. (Marchal et al ., 1973) 

Bouillon nutritif  

 Macération de viande……………………………………….   1 L 

                           (Ou eau distillé + extrait de viande q.a.) 

 Peptone trypsique…………………………………………...  15 g 

 Na Cl ou K Cl………………………………………………...   5 g 

Milieu de Baird-Parker  

 Tryptone……………………………………………………… 10g 

 Extrait de viande……………………………………………..   5g 

 Extrait de levure……………………………………………...   1g 

 Chlorure de lithium…………………………………………..   5g 

 Gélose………………………………………………………..   20g 

 Eau distillée q.s.p…………………………………………….   1,000ml 

                                                        pH= 7,2 

Milieu Muller Hinton liquide  

 Infusion de viande bovine………………………………….. 02,0g 

 Hydrolysat acide de caséine………………………………..  17,5g 

 Amidon soluble……………………………………………..  01,5g 

Milieu Muller Hinton gélosé  

 Infusion de viande bovine………………………………….  02,0g 

 Hydrolysat acide de caséine………………………………..  17,5g 

 Amidon soluble…………………………………………….  01,5g 

 Agar agar………………………………………...................  15,0g 

S.aureus E. coli 

S.aureus 
E. coli 
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    Gélose Hektoen (en grammes par litre d'eau purifiée filtrée)  

 Peptone de viande.................................................................  12,0  

 Extrait de levure ...............................................……………   3,0  

 Lactose..................................................................................   12,0  

 Sucrose .................................................................................   12,0 

 Salicine....................................................................................   2,0 

 Sels biliaires ............................................................................   9,0  

 Chlorure de sodium.................................................................   5,0  

 Citrate ferrique d'ammonium ...................................................  1,5  

 Thiosulfate de sodium..............................................................  5,0  

 Fuchsine acide .........................................................................   0,1  

 Bleu de bromothymol .............................................................    0,065  

 Gélose .....................................................................................    14,0 

                                pH =7 

 Gélose Chapman 

 La formule théorique de ce milieu de culture en g/L d'eau purifiée est : 

 Extrait de viande (bovin ou porcin) 01 ; 

 Peptone de caséine et de viande (bovin et porcin) .10 ; 

 Chlorure de sodium .75; 

 D-Mannitol ...10; 

 Agar 15; 

 Rouge de phénol 0,025. 

                  pH 7,4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

Annexes n°07: Matériels utilisés.
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Matériels utilisés. 

Spectrophotomètre                          Réfractomètre                                      Conductimètre
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Spectrophotomètre                          Réfractomètre                                      Conductimètre 

            Four à moufle     



Résumé :  

 Ce travail à évaluer l’effet antibactérien d’huile essentielle extraite d’Eucalyptus globulus 
provenant de la région de Tiaret. 

   Les diamètres de zones d’inhibition d’huile essentielle ont  été déterminéspar la méthode de 
diffusion des disques sur gélose  Mueller-Hinton .Ainsi la concentration minimale inhibitrice 
de cette  huile a été déterminé. 

  Les résultats de différentes analyses physicochimiques des feuilles d’eucalyptus  étudiées 
montrent qu’ils sont satisfaisants selon les normes internationales. 
L’extraction d’huile essentielle d’eucalyptus globulus  en utilisant l’hydro distillation a montré un 

rendement de 1.48% ± 0.84. 
Des diamètres des zones d’inhibition allant de 10 jusqu’un 32mm ont été obtenus avec les 
différentes concentrations de l’HE d’eucalyptus globulus sur les souches testées.Staphylococcus  
aureus est la souche la plus sensible à cette huile avec un diamètre de zone d’inhibition de 32mm. 

  L’ H.E d’eucalyptus globulusa  présenté des CMI de l’ordre de 500 µl/ml vis-à-vis S. aureus et 

de 1000 µl/ml  pour E. coli. 
 
Les mots clés : Eucalyptus, Huile essentielle, hydro distillation, activité antibactérienne, CMI. 
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