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Résumé  

La résistance  des bactéries aux antibiotiques est de plus en plus prononcée donc il est évident de 

trouver des solutions par l’utilisation des molécules bioactives qui sont à base de plantes 

. 

L’objectif de cette étude est d’évaluer l’activité antibactérienne des huiles essentielles issues 

de deux plantes aromatiques locales (Eucalyptus camaldulensis et Rosmarinus officinalis).  

 

L’activité des huiles essentielles testées (Eucalyptus camaldulensis et Rosmarinus officinalis) 

sur les quatre souches bactériennes testées (E. feacalis, E. coli, K.pneumonia ,S.aureus) par la 

technique d’aromatogramme en milieu solide, basée sur une technique utilisée en 

bactériologie médicale, appelée antibiogramme montre que toutes les huiles essentielles 

testées,au volume 10ul, ont montré des effets plus ou moins importants sur les quatre souches 

bactériennes. Par ailleurs, l’huile essentielle de l’Eucalyptus camaldulensis s’avère plus 

efficace que l’HE de Rosmarinus officinalis; avec une activité plus prononcée sur 

Staphylococcus aureus. 

Les résultats nous permettent de conclure que l’effet antibactérien d’une huile dépend de leur 

composition chimique et  le type de bactéries  testés. 

 

Mots clés : Activité antibactérienne, Huile essentielle, Eucalyptus camaldulensis, Rosmarinus 

officinalis, Aromatogramme. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Abstract 

The objective of this study is to evaluate the antibacterial activity of essential oils from two 

local aromatic plants (Eucalyptus camaldulensis and Rosmarinus officinalis).  

The resistance of bacteria to antibiotics is more and more pronounced so it is obvious to find 

solutions through the use of bioactive molecules which are based on plants. 

Results of the solid medium aromatogram (disk methods) was used to assess the activity of 

these essential oils(Eucalyptus camaldulensis and Rosmarinus officinalis)on the bacterial 

strains(E. feacalis ,E .coli, K. pneumoniae,S. aureus).Indeed, all the essential oils tested, at the 

concentration 10ul, showed more or less important effects on the four bacterial strains. In 

addition, the essential oil of Eucalyptus camaldulensis is found to be the most effective with a 

more pronounced activity against Staphylococcus aureus. 

The results allow us to conclude that the antibacterial effect of oil depends on its chemical 

composition and the type of bacteria tested. 

 

Keywords: Antibacterial activity, Essential oil, Eucalyptus camaldulensis, Rosmarinus 

officinalis, Aromatogram. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 ملخص:

 الهدف من هذه الدراسة هو تقييم الفعالية المضادة للبكتيريا للزيوت الأساسية المستخلصة من نباتين عطريين محليين

.(Eucalyptus camaldulensis و Rosmarinus officinalis) 

النشطة  إيجاد حلول من خلال استخدام الجزيئات مهمأكثر فأكثر ، لذا من ال تتجلى مقاومة البكتيريا للمضادات الحيوية إن

 ..النباتات مستخرجة منبيولوجيًا ال

( لتقييم نشاط هذه الزيوت الأساسية. في الواقع، أظهرت جميع الاقراصطرقتم استخدام الرسم العطري للوسط الصلب )

البكتيرية الاربعة  على السلالات متفاوتة الأهمية تأثيرات عشرة ميكروليتر  بحجمالزيوت الأساسية التي تم اختبارها ، 

أكثر وضوحًا على الإضافة إلى ذلك ، وجد أن الزيت العطري أوكالبتوس كامالدولينسيس هو الأكثر فعالية مع نشاط ب

 .المكورات العنقودية الذهبية

 تسمح لنا النتائج باستنتاج أن التأثير المضاد للبكتيريا للزيت يعتمد على تركيبته الكيميائية ونوع البكتيريا المختبرة

وفيسيناليس ، ا : النشاط المضاد للبكتيريا ، الزيت العطري ، أوكالبتوس كامالدولينسيس ، روزمارينوسالكلمات المفتاحية

 .أروماتوجرام 
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Introduction  

Le phénomène de la résistance bactérienne  aux  antibiotiques  augmente régulièrement  que 

ce  soit  en  milieu  communautaire  ou  hospitalier  et  constitue  un  véritable problème de  

santé  publique.  Les bactéries  développent,  de  plus  en  plus, de  la résistance  en s’adaptant 

aux thérapeutiques antibactériennes et de ce  fait  l’échec de traitement  Environ  90-95% de 

souches  de  Staphylococcus aureus dans  le monde  sont  résistantes  à  la  pénicilline  ce qui 

rend de plus en plus difficile,  voire impossible,  de traiter ce  pathogène en  raison  de  

l’arsenal pharmaceutique et thérapeutique restreint  Il  est donc  important d’orienter  les  

recherches  vers  de  nouvelles  voies  et  de  revenir  à des  solutions  alternatives, notamment  

des  médecines  dites  douces,  basées  sur  les  propriétés des  plantes  médicinales 

notamment des huiles essentielles (Philippon, 2008 ; Shakouri et al., 2010;Oussou et al., 

2010 ; Kempf  et al.,  2011 ; Punpanich et al., 2012).Des études récentes  ont  montré  que  

les  huiles  essentielles  et  leurs  constituants présentent un important potentiel en tant 

qu’agents antimicrobiens et dans plusieurs domaines industriels  et médicaux. La  diversité  

moléculaire  des métabolites  qu’elles contiennent,  leur confère  des  rôles  et  des  propriétés  

biologiques  très  variés,  ainsi  qu’une  utilisation  moins dommageable, car ils n'ont pas 

d'effets secondaires. Pour  la  même  raison, et  il  est  important  de  souligner  que  certaines  

d’entre  elles constituent  des  alternatives efficaces  ou  des compléments aux  antibiotiques  

sans  montrer  le même effet secondaire(Amarti et al., 2008; Mazari et al., 2010 ;Amarti et 

al., 2010; Rosato et al., 2010 ;GoetzetGhedira,  2012).De ce fait, l’objectif de notre étude 

est de mettre en évidence l'activité antibactérienne des  huiles  essentielles  d’Eucalyptus 

camaldulensis et deRosmarinusofficinalis contre  des souches bactériennes à Gram positive et 

à Gram négative responsables d’infections et de faire une comparaison entre l’effet 

antibactérien de ces huiles testées. Notre étude comporte trois parties : 

 La première partie englobe une recherche bibliographique sur l’origine des  plantes, 

ses descriptions, ses classifications et ses propriétés thérapeutiques. 

 La deuxième partie présente le matériel et méthodes utilisés pour la réalisation de 

l’extraction des HEs d’Eucalyptus Camaldulensis et deRosmarinusofficinalis et ses 

activités antibactériennes. 

 La troisième partie abordera les différents résultats obtenus et leurs discussions.  

Enfin, nous avons terminé par une conclusion générale avec quelques perspectives. 



 

 

 

 

 

 

Partie I : Synthèse 

Bibliographique 
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1.Rosmarinusofficinalis 

1.1. Répartition géographique   

L’aire géographique du romarin spontané est spécifiquement méditerranéenne, il est très 

exigeant en lumières et en chaleur, et résistant à la sécheresse. C’est une plante des coteaux 

arides, garrigues et lieux rocheux de cette région .Il est cultivé dans le monde entierplus 

particulièrement dans les régions tempérées (Boullard, 2001 ; McVicar, 2009 ; Larousse, 

2013). 

 

1.2. Présentationde la plante 

Famille  

La famille des Lamiacée ou Labiée  une famille très importante dans la flore 

d’Algérie,comprenant environ 4000 espèces et 210 genres. Cette famille comporte de 

nombreuses plantes exploitées pour les essences ou cultivées pour le but de l’ornementation et 

utilisées dans la médecine traditionnelle que dans la médecine moderne(Escuder, 2007). 

Espèce  

Il existe plusieurs espèces, tous sont remarquables par leur odeur forte et aromatique. 

Le Rosmarinus officinalisest un arbrisseau vertese cultive dans un endroit ensoleillé, de 

préférence dans un sol calcaire. Cette plante apprécie les climats chauds mais supporte assez 

bien les gelées. Il est conseillé de tailler légèrement le romarin au printemps pour lui donner 

la forme désirée (Escuder, 2007). 

1.3.Classification  

La classification  de Rosmarinus officinalis selon (Quezel et Santa, 1963) : 

 Règne : Plantae 

 Embranchement : Spermaphytes 

 Sous embranchement : Angiospermes 

 Classe : Dicotylédones 

 Ordre : Tubiflorales 

 Sous ordre : Lamiales 

 Familles :Lamiaceae 

https://www.futura-sciences.com/planete/definitions/climatologie-climat-13771/
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 Genre : Rosmarinus 

 Espèce : Rosmarinusofficinalis 

 Noms locaux :(ou vernaculaires arabes):Iklilaljabal, Hatssalouban, Hassalban et 

Klilاكليل الجبل   

 Noms targui (ou berberes) : Lazir, Azir, Ouzbir et Touzala. 

 

1.4. Description botanique des feuilles 

LeRosmarinusofficinalisc’est un arbrisseau  vert dans tous les saisons  de 0,5 à 2 m.Les 

feuilles sont sessiles, opposées et coriaces, enroulées sur les bords, étroitement  lancéolées  

linéaires(Trujanoet al.,2007 ; Bekkaraet al.,2007). 

1.5. Propriétés thérapeutiques  

Les recherches récentes dans les domaines pharmaceutiques s’agissent sur Les propriétés du 

romarin. Il possède des propriétés anti-inflammatoires et anti-spasmodiques et d’excellentes 

propriétés anti-oxydante et antimicrobienne comme toutes les plantes aromatiques et 

médicinales(Gonzalez et al., 2007). 

Le romarin a fait partie des  plante qui est utilisée en médicine en raison de ses différentes 

propriétés thérapeutiques. Il a des propriétés anti-mutagéniques, chémopréventives, anti-

métastasiques.On le recommande tant qu’analgésique, antiépileptique. Et pour traiter l'ictère 

et sa fumée a été employée contre la peste. 

En raison de leur teneur en HE le romarin est connu en médecine traditionnelle, Il est utilisé 

en cas de troubles digestifs, en peut le utilisée pour soigner les rhumatismes et les troubles 

circulatoires (Ibañezet al., 2000 ; Heinrich et al.,2006 ; Cheung et Tai, 2007 ; Soyalet al. 

2007). 

 

2. Eucalyptus camaldulensis 

2.1. Répartition géographique  

L’Eucalyptus est originaire de l’Australie. L’Eucalyptus camaldulensisest l’une des espèces 

les plus cultivées dans le monde et dans le bassin méditerrané .Il a été introduite à l’Algérie  

en 1857 pour assainir les terrains marécageux. Il a été planté sur  30000 ha (Oyen et 

Lemmens, 2002). 



Partie I                                       Chapitre 01 : Présentation des plantes étudiées 

5 

 

2.2. Présentation de la plante  

 Famille 

La Famille des myrtacées est une famille de plantes dicotylédones qui comprend environ 

3800 espèces réparties en 133 genres (Oldrichet al., 2005). 

 Espèce 

Le genre Eucalyptus compte environ 600 à 700 espèces. L’eucalyptus est l'arbre exotique le 

plus répandu en Algérie. Il est  une espèce très cultivée prit rapidement une grande extension en 

Algérie entre 1860 et 1870 (Warot, 2006 ; Daroui, 2012). 

2.3. Classification  

La Classification d’Eucalyptus camaldulensis selon(Guignard, 2001) : 

 Règne : Végétal 

 Embranchement : Spermaphytes 

 Sous embranchement : Angiospermes 

 Classe : Eudicote 

 Sous-classe : rosides 

 Ordre : myrtales 

 Familles :Myrtaceae 

 Genre : Eucalyptus 

 Espèce : camaldulensis 

 Noms vernaculaires :   

 الكينا  شجرة الكاليتوس

Eucalyptus rouge, gommier rouge (Fr). 

River red gum, Murray red gum, red gum (En). 

2.4. Description botanique des feuilles  

Les feuilles de jeunesse sont opposées sur trois ou quatre paires, avec d’autres alternées. Elles 

ont un pétiole, sont lancéolées et mesurent de 2 à 4 cm sur 6 à 12 cm. De couleur est verte, 

légèrement glauque. Les feuilles adultes sont  pétiolées, alternées. La couleur verte est 
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identique pour les deux faces. Elles sont lancéolées, étroites, en forme de faux (falciforme), de 

7 à 22 cm sur 0.4 à 4 cm (Goetz et Ghedira, 2012). 

2.5. Propriétés thérapeutiques  

L’Organisation mondiale de la Santé (OMS) reconnaît l’usage traditionnel des feuilles 

d’Eucalyptus, soulager la fièvre et les symptômes de l’asthme, pour traiter l’inflammation des 

voies respiratoires, de la gorge ou des muqueuses de la bouche (voie interne) ainsi que pour 

soulager les douleurs rhumatismales (voie externe). L’HE d’Eucalyptus est un traitement 

traditionnel pour éloigner les insectes piqueurs .Au cours d’une étude croisée menée en 

Suède, un insectifuge a réduit de moitié les morsures de tiques (Ixodes ricinus). Certain pays 

utilisent ces l’HE pour désinfecter  les cathéters urinaux dans les hôpitaux (Baudoux, 2001 ; 

Tesche et Metternich,2008).De nos jours, nombreux pays ont intégré les usages médicinaux 

des feuilles d'Eucalyptus dans leur pharmacopée ; plusieurs préparations pharmaceutiques 

destinées aux diverses affections des voies respiratoires .elle entre dans la fabrication de 

rince-bouche et de dentifrices et  les produits et les solvants endodontiques utilisés en 

dentisterie (Goldestein et Epstein, 2000). 

 



 

 

 

 Chapitre II 

Les huiles 
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1. Définition 

Les HEs sont des mélanges naturels complexes de métabolites secondaires volatiles et 

odorants amenant à la plante une odeur caractéristique et jouent un rôle de protection  contre 

les excès de lumière, Leurs volatilité les oppose aux huiles fixes Les HEs  n’ont de commun 

avec les huiles fixes ou végétales que dans  leur aspect physique et leur comportement 

apolaire. À l’inverse des huiles fixes, les HEs sont volatiles et solubles dans les solvants 

organiques polaires (Iserinet al., 2001 ; Kalemba, 2003 ; El Abed, 2003 ; Bastien, 2008). 

Les HEs n’ont pas une présence générale chez  tous les végétaux, seulement 1% des espèces 

produit  ces essences, sous forme de très petites gouttelettes d’huile stockées dans diverses 

parties de la plante, obtenues à partir de feuilles, de graines, de bourgeons, de fleurs de 

brindilles, d’écorces, de bois, de racines, de tiges ou de fruits. Chaque huile possède sa propre 

personnalité aromatique, son caractère et son énergie subtile (Shirner, 2004 ; Burt, 

2004 ;Shirner, 2004 ; Mohammedi, 2006). 

 

2. Compositions chimique des huiles essentielles d’Eucalyptus camaldulensis 

et de  Rosmarinus officinalis 

L’HEs constitués des molécules à noyau aromatique composés d’environ 90 % de terpènes, 

ces extraits ne sont pas des lipides et ne contenant aucun acide gras, ni aucun autres corps gras 

mais contiennent en moyenne 20 à 60 composés peu complexes, contenant plusieurs familles 

biochimiques incluant les alcools, les phénols, les esters, les oxydes, les coumarines, les 

sesquiterpènes, les terpinols, les cétones, les aldéhydes,…etc.(Iserinet al., 2001 ; Bastien. 

2008). Le teneur en HEs dans le  Rosmarinus officinaliset d’Eucalyptus camaldulensis  varie 

en fonction de plusieurs facteurs. Plus de 50 composants rentrent dans la composition 

chimique d’huile essentielle. Les principaux sont présentés dans les tableaux ci-dessous :  
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Tableau 01 : La composition chimique d’huile essentielle de Rosmarinus officinalis 

(Faraget al., 1989) 

Composé Romarinus officinalis 

Camphre 15-25 % 

1,8Cinéol 15-50% 

Pinène 19.6 % 

Limonène 3.6% 

Bornéol libre et estérifié 10.0 % 

 

Tableau 02 :La composition chimique d’huile essentielle d’Eucalyptus camaldulensis(Kara 

et  Saidii ,2016)  

Composé Eucalyptus camaldulensis 

Alpha pinène 0.35% 

β-pinène 0.15% 

a.phelladrene 0.66% 

1.8Cinéole 2.23% 

Gamma Terpinène 0.29% 

Linalol 0.81% 

Terpènene-4-ol 5.18% 

Alpha Terpinéol 2.68% 

3. Les Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles 

Les HEs contiennent des constituants différents et partagent un certain nombre de propriétés 

physicochimiques, les plus importantes sont les suivantes : 

 Liquide à température ordinaire. 

 Volatile et très rarement coloré (incolores ou jaune pâle), d’odeurs très fortes. 

 Altérable  et  sensible  à  l’oxydation  il  convient  alors  de  les conserver à l’abri de la 

lumière et de l’humidité (Bayala, 2014). 
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4. Facteurs de variabilité de la composition des huiles essentielles 

Une huile essentielle présente une variabilité importante au niveau de leur composition et 

rendement, des facteurs intrinsèques et d’autre extrinsèques s’expliquent cette variabilité. 

Selon les parties sélectionnées d’une même plante on peut obtenir une différence de 

composition des HEs par ce que les cellules productrices pouvant se situer dans différents 

organes. C’est le premier facteur intrinsèque .le deuxième c’est le stade végétatif au moment 

de la récolte Les facteurs extrinsèques sont l’origine géographique, le stockage de la matière 

première, La méthode d’extraction, et le temps de stockage  après l’extraction  qui modifié la 

composition de ces huiles.(Fantino, 1990;Maffei. Sacco, 1997 ;Carett, 2000). 

5. Conservation des huiles essentielles 

Après extraction, l’HE devrait simplement être décantée. Elle ne doit pas être soumise à 

aucun traitement chimique ou physique pouvant entraîner une modification importante de sa 

composition naturelle. Les flacons doit être en acier inoxydable, en aluminium ou en verres 

colorés (bleus ou bruns), avec des bouchons inertes (pas de liège). Elles sont conservées à  

température  de 04°c. La durée de conservation d'une HE est de 12 à 18 mois, à une 

température maximale de 25°c. Ces flacons  rangées à l'abri de la chaleur, de l'air et de la 

lumière ; la polymérisation et l'oxydation sont évitées au maximum. (Raynaud  et 

Blanchet,2006 ; Faucon, 2012). 

6. Technique d’extraction d’huile essentielle 

Hydrodistillation  

L’hydrodistillation c’est la méthode normée pour l’extraction d’une HE. Il s’agit le procédé le 

plus couramment employé pour l’extraction et elle est considérée comme étant la plus simple 

et la plus anciennement utilisée. Cette technique consiste à mettre directement le matériel 

végétal à traiter qu’il soit intact ou broyé dans un alambic (ballon) rempli d’eau, Le tout est 

ensuite porté à ébullition, à une température inférieure à 100 °C sous pression atmosphérique 

normale. Ensuite les molécules volatiles et l'eau distillent simultanément par ce que la chaleur 

permet l’éclatement des cellules et la libération de ces molécules qui forment avec la vapeur 

d’eau, un mélange azéotropique« eau + HE». Ce mélange est  ensuite envoyée dans un 

compartiment pour y refroidir passent  par un réfrigérant à eau où Les vapeurs hétérogènes 

sont condensées et l'HEs se sépare de l'hydrolat par simple différence de densité (l’HEs  est 



Partie I                                                         Chapitre 02 : les Huiles essentielles 

11 

 

plus légère que l’eau) dans le quelle surnage au-dessus de l'hydrolat, a fin de  ce  récupérée 

dans un récipient (Lucchesi, 2005 ; Fasty, 2007). 

 

 

 

 

 

1-Chauffe ballon 2-Ballon 3-Thermomètre 4- Réfrigérant 5-Entrée et sortie de l’eau 

6-Erlenmeyer 7-Matière à extraire l’essence 8-Couche d’huile essentielle 

 

Figure 01: l’appareil d’hydrodistillation (Lucchesi, 2005). 

 

7. Activité antibactérienne des huiles essentielles  

La première mise en évidence de l’action antibactérienne des HEs  a été réalisée par Delacroix 

en 1881. Depuis, de nombreuses huiles ont été déterminées comme antibactériennes. Avec un  

spectre d’action  très étendu, car elles agissent contre un grand nombre  de bactéries 

(Kalemba et Kunicka, 2003 ; Burt, 2004).Cette activité variable d’une souche bactérienne à 

l’autre et d’une huile essentielle à l’autre, elle peut être bactéricide ou bactériostatique 

(L’activité bactériostatique est souvent plus assimilable aux huiles essentielles que l’activité 

bactéricide).Les HEs agissent aussi bien sur les bactéries à Gram positif que les bactéries à 

Gram négatif  qui reconnue comme la moins sensible  grâce a la nature de la paroi cellulaire. 

Ce paroi  contient une membrane externe supplémentaire qui confère une protection, au 

contraire les bactéries Gram positif possèdent que le peptidoglycane malgré que ce dernier est 

plus épais (Burt, 2004 ; Oussouet al., 2009 ; Gabriel et al., 2013). 
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8. Mode d’action des huiles essentielles sur les bactéries 

Jusqu’à présent Le mode d’action des HEs sur les cellules bactériennes n’est pas clairement 

élucidé et  il n’existe pas d’étude pouvant nous donner une idée  précise sur cette activité qui 

est principalement liée au type et des caractéristiques des composants  volatils complexe, cette 

complexité  nous expliquer que  ce  mode d’action est assez difficile à cerner du point de vue 

moléculaire. (Kalemba et Kunicka, 2003 ; Burt, 2004 ; Guinoiseau, 2010).L’activité 

antimicrobienne ne soit pas attribuable à un mécanisme unique, mais à plusieurs sites d’action 

au niveau cellulaire ; Les molécules lipophiles  des HEs sont capables de pénétrer et 

accumuler  dans la double couche phospholipidique. L’accumulation entraine un changement 

de conformation et un mauvais fonctionnement de la membrane cellulaire et donc perturbant 

ainsi le transport membranaire des substances nutritives. Les HEs peuvent provoquer une 

perturbation dans  le gradient ionique de la membrane cytoplasmique, bloquant la production 

de l’énergie cellulaire et diminuant la stabilité membranaire. Les groupements fonctionnels de 

certains composés des HEs réagissent avec les enzymes membranaires et dégradent la 

membrane plasmique. Certain composés  inhiber   la décarboxylation des acides aminés et 

d’autre inhiber la synthèse de l’ADN, ARN, des protéines et des polysaccharides. Certain 

composés phénoliques de bas poids moléculaires peuvent adhérer  aux cellules par fixation 

aux protéines et lipopolysaccharides membranaires et atteindre ainsi la membrane intérieure 

plus vulnérable (Dorman, 2000 ; Carson, 2002 ; Ulteeet al., 2002 ;Carson, 2002 ; Burt, 

2004 ; Giordani et al., 2008). 

9. Toxicité des huiles essentielles 

Le surdosage, qu'il soit intentionnel ou non, est l'un des cas les plus courants d'intoxication 

d’HEs. Les jeunes enfants sont les plus sensibles à ce risque. .Chez les adultes, 

l'empoisonnement peut être volontaire, par exemple lors de tentatives de suicide. Il y a un 

exemple à l'appui: une jeune femme de 18 ans est décédée d'une insuffisance hépatique 6 

jours après avoir absorbé 30 ml d'HE du menthol. Aussi le grand nombre de molécules qui 

composent l'HE a un potentiel sensibilisant, ce qui signifie que le risque d'allergies ne doit pas 

être sous-estimé. Les allergies aux HE s'expriment principalement sur la peau. Il ne faut pas 

oublier Par mesure de précaution, les femmes enceintes ne doivent utiliser aucun HE pendant 

le premier trimestre de la grossesse. C'est le moment de l'embryogenèse et de l'organogenèse, 

il est donc crucial de ne pas interférer avec ce stade de la grossesse (Baudoux, 2001;Festy, 

2008 ; Uteret al., 2010 ;Staub et Bayer, 2013 ;Faucon et Lobstein, 2015).
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II.1.But de travail 

L’ensemble de ce travail a été effectué au sein du laboratoire de microbiologie du département de 

Biologie appliquée de la faculté des sciences exacte et science de la nature et de la vie, de 

l’Université Larbi Tebessi de Tébessa pendant une durée d’un mois et 15 jours (février jusqu’au 

15 Mars) de l’année universitaire 2021.L’étude consiste à évaluer et comparer l’activité 

antibactérienne de l’huile essentielle de deux plantes médicinales le Rosmarinus officinalis et 

Eucalyptus camaldulensis sur quatre souches bactériennes. Les souches ont été fournies par le 

laboratoire d’analyses médicales privé Dr Ziadi et le laboratoire El Amal situé dans la ville de 

Tébessa. 

II.2.Préparation de l’huile essentielle d’Eucalyptus camaldulensis et 

Rosmarinus officinalis 

II.2.1. Matériel 

II.2.1.1.Matériel végétale 

Les deux espèces végétales étudiées pour ce travail ont été rassemblées de différents endroits 

dans leur habitat naturel selon le (tableau 01) de la région de Tébessa sous leurs formes 

fraîches.La récolte des plantes au lieu durant lemoinsdefévrier 2021.Les parties aériennes de 

Rosmarinus officinalis ont été collectées l’après-midi, sur des arbustes d’apparence saine, et la 

récolte d’Eucalyptus camaldulensis elle concerne seulement la partie aérienne de l’arbre adulte, 

choisis au hasard. 

Tableau 03 : Origine des plantes médicinales étudiées 

 

Plante Origine de récolte 

Rosmarinus officinalis Au niveau des montagnes de la commune de 

Bekkaria Wilayade Tébessa 

Eucalyptus camaldulensis Au niveau de la région de Bekkaria Wilaya de 

Tébessa 
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Figure 02: Partie aériennes de Rosmarinus officinalis(photo personnelle ,2021) 

 

 

 

 

 

 

Figure03 : La région de récolte de Rosmarinus officinalis et d’Eucalyptus camaldulensis (photos 

personnelles, 2021) 
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II.2.1.2.Matériels biologiques 

 Microorganismes étudiés 

Pour évaluer l’activité antibactérienne des huiles essentielles, nous avons utilisé quatre souches 

bactériennes pathogènes (deux a Gram négatives et deux a Gram positives)(tableau 04) ; 

Staphylococcus aureus dans leur milieu sélectif Chapman, Klebsiella  pneumoniae sur un 

chromagar, Escherichia coli sur le milieu MH, Enterococcus faecalis sur un chromagar. Elles 

proviennent d’un laboratoire d’analyses médicales privé du Dr Ziadi et le laboratoire El Amal 

situé à la ville de Tébessa proviennent de différentes   infections, elles sont repiquées sur gélose 

nutritive favorable à leur croissance. Leurs caractéristiques sont données dans le tableau suivant 

après coloration de Gram (annexe 2).Les milieux de cultures, les réactifs et l’appareillage et les 

produits chimiques utilisésdans les différentes étapes dans la partie expérimentale sont reportés 

dans (annexe 01). 
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Tableau 04 : description Les souches bactériennes utilisées 

 

 

 

Nom de la souche Famille Forme Gram Lieu de récupération 

Enterococcus faecalis Enterococcaceae coque Positif laboratoire d’analyses 

médicales privé du Dr Ziadi- 

Tébessa 

Staphylococcus aureus Stahylococcaceae coque Positif laboratoire d’analyses 

médicales privé du Dr Ziadi 

Tébessa 

Escherichia coli 

 

Enterobacteriaceae bacille Négatif laboratoire d’analyses médicales 

privé El Amal Tébessa 

Klebsiella pneumoniae Enterobacteriaceae bacille Négatif laboratoire d’analyses médicales 

privé du Dr Ziadi Tébessa 
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II.3. Préparation des plantes médicinales étudiées  

La matière végétale, cueillie, a été nettoyée, séchée à l’air libre et à l’ombre, à l’abri de 

l’humidité et à température ambiante pendants (10 jours) et sont conservés dans des sacs 

propres pour éliminer toutes impuretés puis transportées au laboratoire de biologie afin de 

commencer les procédés d’extraction. Les deux plantes sont broyées manuellement à l’aide 

d’un mortier. 

 

Figure 04: Partie aérienne de Rosmarinus officinalis après séchage et broyage 

(Photos personnelles ,2021). 

 

Figure05 : Partie aérienne d’Eucalyptus camaldulensis après séchage et 

broyage. (Photos personnelles,2021). 
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      II.4.Extraction des huiles essentielles 

L'extraction des HEs à été réalisée au laboratoire pédagogique du département des sciences 

biologiques à l’université de Tébessa par la méthode d’hydrodistillation. 

 Principe 

L’hydrodistilation est la méthode la plus simple la plus anciennement utilisée 

(Mebarki,2010;Abdelli,2017).Le principe consiste à faire bouillir le mélange d'eau et de 

plantes pour lequel l'huile essentielle est  souhaité extraire, les cellules végétales s’éclatent et 

libèrent des molécules odorantes, qui sont ensuite emportées par la vapeur d’eau générée ils 

passent dans un refroidisseur d'eau, où ils se condensent, qui sont ensuite collectés dans une 

récipient. 

 Mode opératoire 

L’extraction des HEs de partie aérienne d’Eucalyptus camaldulensis et Rosmarinus 

officinalisa été effectuée à l’aide d’un dispositif de type clevenger. Avant l’emploi, l’appareil a 

été rincé avec de l’acétone et l’eau distillée afin d’éliminer les poussières et les graisses 

probablement présentes dans l’appareil pour éviter toute contamination de l’huile au cours de 

l’extraction puis on a introduit 50g de matériel végétal dans un ballon de 1L contenant 500 ml 

d’eau distillée. L’ensemble est porté à ébullition pendant 2 h 30 min à l’aide d’un chauffe 

ballon. Les vapeurs chargées d’HE, traversent le réfrigérant et se condensent ainsi avant de 

chuter dans une ampoule de décantation, l’huile se sépare par la suite de l’eau par différence 

de densité (Figure 06).Après extraction et la récupération, le volume de l’huile essentielle 

obtenu a été mesuré puis conservé dans un flacon en verre stérile. Le flacon a été couvert d’un 

papier aluminium à l’abri de la lumière puis conservé dans un réfrigérateur jusqu'à son usage 

pour les tests biologiques. 
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RHE%=(MHE/Ms).100 

   

Figure 06: Dispositif d’extraction des HEs de type clevenger (photospersonnelles,2021). 

 Conservation de deux huiles essentielles obtenues 

Elles sont conservées dans un flacon en verre à température comprise entre 4 et 6 °C pour 

éviter toute dégradation des H.E due à l’action de l’air et de la lumière (Salemkour 

etRahaoui,2019). 

 

II.5. Détermination du rendement en huile essentielle: 

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de l’huile extraite et le poids de 

la plante à traiter {sèche}, Le rendement est exprimé en pourcentage est calculé par la formule 

suivante: 

 

RHE: Rendement en huile essentielle en(g) pour100gdelamatièresèche 

MHE: Masse d’huile essentielle récupérée (g) 

Ms: Prise d’essai du matériel végétal(g). (AFNOR,1986) 



Partie II                                                                            Matériels et méthodes 

 

21 

II.6.Étude de l’activité antibactérienne des huiles essentielles 

II.6.1. Méthode de diffusion sur milieu gélosé (Aromatogramme) 

 

L’aromatogramme est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale, appelée 

antibiogramme. Elle a l’avantage d’être d’une grande souplesse dans le choix des produits à tester 

et de s’appliquer à un grand nombre des espèces bactériennes (Mehani, 2015).  

Cette méthode consiste à mettre en évidence une éventuelle activité antibactérienne de l’huile 

d’Eucalyptus camaldulensis et de l’huile de Rosmarinus officinalis en présence des germes testés. 

Des disques absorbants stériles, imprégnés d’une quantité de deux huiles et disposés sur une 

gélose inoculée avec les souches bactériennes. La diffusion de l’huile dans la gélose permet de 

suivre l’inhibition et la croissance des germes qui se traduira par une zone claire autour de disque 

dite zone d’inhibition. 

II.6.1.1. Préparation de l’inoculum et ajustement de la charge bactérienne 

Une suspension microbienne de densité équivalente au standard 0,5deMacFerland (1,5×10 

puissance 8 UFC/ml) pour les bactéries est préparée, nous avons raclé à l'aide d'une pipette 

pasteur scellée 4 colonies bien isolées et parfaitement identiques. Ensuite, nous avons déchargé la 

pipette pasteur dans 10 ml d'eau physiologique stérile et nous avons homogénéisé cette 

dernière(Annexe03). 

 

 

Figure 07:Préparation de l’inoculum (photos personnelles,2021). 
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II.6.1.2. Préparation des disques: 

Nous avons utilisé le papier Whatman n°1 de 6mm coupé en contour régulier pour donner une 

zone d’inhibition facile à mesurer. Les disques une fois préparés, sont introduits dans un 

flacon en verre et ont placé dans l’autoclave pendant 20 minutes à 120 °C pour éviter tous 

risques de contamination au germe exogène au cours de l’expérimentation. 

 

Figure 08: Préparations des disques (photos personnelles,2021). 

II.6.1.3. Ensemencement et Dépôt des disques : 

La gélose de Mueller Hinton stérile est coulé dans des boites de pétri puis laissées refroidir. 

L’inoculum bactérien, ajusté à 0.5 Mc Farland est frotté sur la totalité de la surface de MH, nous 

avons trempé un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne .Puis on l’essorer sur les 

bords, et on fait frotter l’écouvillon sur la surface de la boite de haute en bas, en stries serrées. 

L’opération doit se faire deux fois en tournant la boite de Pétri d’un ongle de 60° à chaque fois. 

Les boites ainsi ensemencées ont été mises à sécher pendant 20min à température ambiante. 

A l’aide d’une pince stérile , nous avons préparé pour chaque souche bactérienne3disques stériles 

de papier Whatman n° 1 de 6 mm de diamètre sont imbibés de 2.5 µl d’HE et un second avec 5 

µl et un troisième avec 10 µl ont été déposés à la surface des boites de pétrie ensemencées par les 

souches à tester en les appuyant légèrement à l’aide d’une pince stérile, les boites sont ensuite 

fermées et laissées diffuser à la température ambiante pendant 30mn et mise à l’étuve à une 

température de 37°C pendant24heures. 
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Figure09 : Ensemencement sur milieu solide (photos personnelles,2021). 

 

1-La gélose de Mueller Hinton stérile est coulé 

dans des boites  de  pétri (photo personnelle 

,2021) 

2-préparation des matériels nécessaires (photo 

personnelle 

,2021) 

 

3- Faire tremper l'écouvillon dans une 

suspension bactérienne et l’essorer sur les 

bords, (photo personnelle, 2021) 

 

4Fairefrotterl’écouvillonsurlasurfacedelaboitec

ontenantlagéloseMH (Photo personnelle, 

2021) 
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II.6.1.4. Expression des résultats : 

La lecture se fait par la mesure du diamètre de la zone d’inhibition autour de chaque disque en 

mm par le pied à coulisse. Les résultats sont exprimés par le diamètre de la zone d’inhibition 

(tableau03) 

Tableau05 : Sensibilité dessouches microbiennes en fonction des zones d’inhibition (Ponce 

A.G ; FritzR ; DelvalleC.et Roura S.I, 2003). 

 

Sensibilité des souches bactériennes Zone d’inhibition 

Non sensible ou résistante(-) Diamètre<8mm 

Sensible(+) Diamètrecomprisentre9 à14mm 

Très sensible(++) Diamètrecomprisentre15 à19mm 

Extrêmement sensible(+++) Diamètre>20 mm 

 

II.6.2.Analyse statistique 

Pour réaliser une étude comparative de l’effet de deux HE sur les souches bactériennes nous 

avons utilisé  le logiciel statistique Graph Pad Prism7. 
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III.1. Extraction  et détermination du rendement des huiles essentielles de 

Rosmarinus officinalis et d’Eucalyptus camaldulensis 

L’hydrodistillation de la partie aérienne de chaque plante médicinale a été réalisée avec le 

dispositif de clevenger, au mois de février. Nous avons effectué plusieurs hydrodistillations 

afin d’obtenir une quantité suffisante de l’huile. Selon (AFNOR, 2000), les HEs sont 

habituellement liquides à la température ambiante et volatile. Elles sont plus ou moins 

colorées et leur densité  en général inférieure à celle de l'eau. Après avoir suivi toutes les 

étapes décrites dans le protocole expérimental on est parvenu aux résultats suivants : 

 

III.1.1.Rendements de deux huiles essentielles Rosmarinus officinalis et 

d’Eucalyptus camaldulensis 

Les valeurs des rendements des deux HEs Rosmarinus officinalis et Eucalyptus camaldulensis 

sont rapportées dans le tableau 06 : 

Tableau 06: Le rendement de l’HE de Rosmarinus officinalis et d’Eucalyptus camaldulensis. 

 

Les plantes 

médicinales  

 

Nombres 

d’extractions 

 

Durée de 

distillation  

(h) 

 

Matière 

Végétal 

(g) 

 

Eau 

distillée 

(ml) 

 

Poids 

d’H.E 

(g) 

 

Rendement 

(%) 

 

Moyenne± 

l’écart type 

Rosmarinus 

officinalis 

01  

 

2h 

50 500 1.11 2.22  

1.66 ±0.56 02 50 500 0.55 1.11 

Eucalyptus 

camaldulensis 

 

01 50 500 0.48 0.96  

0.98±0.017 02 50 500 0.49 0.99 
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 Rendements de l’huile essentielle Rosmarinus officinalis 

La moyenne de rendement de deux extractions a été calculée en fonction de la matière 

végétale sèche de la partie aérienne de la plante (les feuilles). Les échantillons locaux de 

Rosmarinus officinalis ont fourni un taux relativement moyen d’environ (1,66%). La 

comparaison de nos résultats avec d’autres travaux sur la même espèce et qui ont utilisé la 

même méthode d’extraction, nous a amené à dire que notre résultat est presque similaire à 

celui de (Boutabia et al,. 2016) (1,60%) ; inférieur à celui rapporté par (Fechtalet al,. 2001) 

(2,5%) et (Ayadi, 2011)(1,85%) , et il est supérieur à celui cité par (Tahire,2018) (0,4%) et 

(Biljana et al,. 2007)(1,18%).Le rendement en HE peut varier selon la méthode d’extraction, 

Une étude réalisée par (EL Kamliet al,. 2017) sur  les feuilles de Rosmarinus officinalis  qui 

soumises à l’extraction par les trois techniques de distillation, l’étude est  révélé des 

différentes rendements en HE 2.25%, 2.14% et 2.41%. 

 

D’un autre côté, le rendement en HE varier selon la région d’étude ; (Boutabia et al,. 2016)   

sont réalisés une étude dans trois stations de la wilaya de Tébessa (Youkous, Draa Hammam  

et Ammacha) qui est  permis d’avoir un rendement comprise entre  (1.60% et  2.29%)et notre 

rendement obtenu fait parti de ce intervalle. 

 

 Rendement de l’huile essentielle d’Eucalyptus camaldulensis 

Le résultat du rendement de deux extractions des feuilles d’Eucalyptus camaldulensis locaux 

est d’environ (0,98%). Ce dernier  est proche de celui cité par  (Mehani, 2015)  qui a trouvé 

(0 ,99 %), inférieur à celui cité par (Siramonet al,.2008) qui trouvé un rendement  de 

(2,23%), et il est supérieur à celui cité par (Salemkour et Rahaoui, 2019) qui ont enregistré 

un rendement de (0,6 %).(Sefidkonet al,.2009) ont révélé une teneur en HE obtenu au cours 

de notre extraction et comprise entre (1,07 % et 2,13%) pour la même espèce, et ils ont 

signalé que le rendement en HE d’Eucalyptus diffère selon la période de collecte et selon la 

région.(Tsiriet al,.2003) ont trouvé que le rendement en HE d’Eucalyptus camaldulensis 

variait au cours de l’année. Les rendements les plus élevés ont été obtenus pendant les mois 

chauds de l’été avec des valeurs qui dépassent (2.7%), et les rendements les plus faibles ont 

été enregistrés pendant l’hiver (Février) avec une valeur moyenne inférieure à (1.2%). 
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Les valeurs représentant la moyenne des rendements en HEs de deux  plantes étudiées varient 

de 0,98 à 1.66%, et le rendement de feuilles de Rosmarinus officinalis sont les plus élevés 

(Figure 10). 

 

 

Figure 10 : Rendements en HEs de R officinalis et d’E camaldulensis. 

En générale, cette diversification entre les différents résultats est due aux plusieurs facteurs. 

Cependant, plus de la région géographiques et le pays de la plante, la période et  la saison de 

collecte, la méthode d’extraction au laboratoire (nous avons remarqué des résidus de l’HE au 

niveau du réfrigèrent qui correspond à des pertes); Il faut noter que le rendement en HE 

dépend  d’autre facteur tels que  la maturation  et l’origine de la plante (Sidi (Boulenouar et 

Ziane, 2003). Il est également varie selon les espèces et le génotype de la plantes, les organes, 

le degré les conditions, la température de séchage et la présence des mauvaises herbes 

(Ghasemian, 2019). La nature du sol, la qualité de la matière végétale utilisée peuvent aussi 

influencer le rendement (Akroutet al,.2010).Ainsi, (Williams et Lusunzi, 1994), a démontré 

que la composition en HE, extraite par hydrodistillation, peut être influencée par la quantité 

en eau, mise dans le ballon de distillation, car certains composés son peu solubles dans l’eau. 
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III.1.2.Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles de 

Rosmarinus officinalis et d’Eucalyptus camaldulensis 

Parmi les paramètres qui permettent d’évaluer la qualité d’une HE sont leurs caractères 

organoleptiques (couleur, odeur et apparence) 

Tableau 07 : les propriétés organoleptique de l’huile essentielle de Rosmarinus officinalis 

etd’Eucalyptus camaldulensis. 

Les HEs Caractéristiques 

organoleptiques 

Normes (AFNOR,2000) Les HEs extrait 

Rosmarinus 

officinalis 

 

Aspect Liquide mobile 

Limpide 

Liquide, mobile 

Couleur Presque incolore  à 

Jaune pale 

Jaune pale 

Caractéristiques Caractéristique fraiche 

plus ou moins camphrée 

de l’origine 

Fraiche camphrée 

Eucalyptus 

camaldulensis 

Aspect Liquide 

mobile, 

limpide 

Liquide mobile 

Couleur Presque incolore 

à jaune pâle 

Jaune foncé 

Caractéristiques fraîche, plus ou 

moins Eucalyptolée 

selon l’origine 

Fraîche Eucalyptolée 
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Les paramètres organoleptiques de l’HE sont en accord avec ceux répertoriés dans les Normes  

(AFNOR, 2000). 

 

Figure 11:Récupération d’huile d’Eucalyptus 

camaldulensis (photo personnelle, 2021) 

Figure12:Récupération d’huile de  Rosmarinus 

officinalis (Photo personnelle, 2021) 

III.2. Etude  l’effet antibactérien des deux huiles essentielles Rosmarinus 

officinalis et d’Eucalyptus camaldulensis sur les souches bactériennes 

La méthode de diffusion sur disque est la méthode de référence pour l’évaluation de l’activité 

antibactérienne des huiles essentielles selon plusieurs auteurs (Benjilaliet al,.1986 ; Satraniet 

al,.2007 ; Billerbecket al,.2002 ; Pibiri et al,.2005 ; Mehaniet al,.2014), par ce qu’elle 

permet le contact direct de l’HE avec la bactérie testé. L’action inhibitrice se traduit par 

l’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque  imprégné des extraits  étudiés ; a noter 

que le diamètre du disque est (6mm) a été inclus dans le calcul du diamètre de la zone 

d’inhibition et le DMSO n’a pas d’effet antibactérien sur les souches testées donc ce dernier 

est bien inerte vis-à-vis de cette activité, toutes les valeurs des zones d’inhibition sont 

exprimées en moyenne de trois essais ± écart type(annexe 05). 

III.2.1.Évaluation de l'activité antibactérienne des deux huiles essentielles 

Rosmarinus officinalis et d’Eucalyptus camaldulensis 

(Ponce et al,.2003)ont donnés L'échelle de l'estimation de l'activité antimicrobienne et ont 

classé les diamètres de zones d'inhibition (D) de la croissance bactérienne en 4 classes : 

 Extrêmement sensible (+++) : plus de 20mm 
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 Très sensibles (++) : de 15mm à 19mm 

 Sensibles (+) : 8 mm à 14mm 

 Nom sensibles(-) : moins de 8 mm. 

Les résultats issus de l'activité antibactérienne de l’HE de Rosmarinus officinalis et 

d’Eucalyptus camaldulensis sont indiqués dans le tableau 08. 

Tableau 08 :Diamètres des zones d’inhibitions des HEs de Rosmarinus officinalis et 

d’Eucalyptus camaldulensis. 

Les 

souches 

bactérienn

es 

 

Les huiles essentielles 

Romarinus officinalis Eucalyptus camaldulensis 

2,5 μl 5  μl 10 μl 2,5 μl 5  μl 10 μl 

D (mm) S D (mm) S D (mm) S D (mm) S D (mm) S D (mm) S 

G
+

 

S
 a

u
re

u
s 

 

 

6.17± 

0.22 

 

- 

 

6.83±0.22 

 

- 

 

8±0.67 

 

+ 

 

11.67±1,11 

 

+ 

 

 

14.33±0.89 

+  

17.67±1.56 

 

++ 

E
 f

ea
ca

li
s 

 

7.33± 

1.11 

 

- 

 

8.33±1,78 

 

+ 

 

9,67±2,89 

 

 

 

 

 

+ 

 

7.83±0.89 

 

- 

 

9.50±1.33 

 

+ 

 

10.67±1.44 

 

+ 

G
- 

E
 c

o
li

 

 

7.50± 

1.00 

 

- 

 

8.67±1.56 

 

+ 

 

9.83±2.11 

 

+ 

 

6.33±0.22 

 

- 

 

6.83±0.22 

 

- 

 

8.17±0.56 

 

+ 

K
 p

n
eu

m
o

n
ia

e 

 

7.17±0.5

6 

 

- 

 

8.83±0.89 

 

+ 

 

9.50±1.67 

 

 

 

 

 

 

+ 

 

6.50±0.33 

 

- 

 

7.17±0.56 

 

- 

 

8.33±1.11 

 

 

 

 

 

 

+ 

E.faecalis: Entrococcus faecalis, S. aureus: Staphylococcus aureus, E.coli: Escherichia coli, K. pneumoniae: 

Klebsiellapneumoniae,G+: Gram+, G- : Gram –D : Diamètre,  S : sensibilité (++) : Très sensibles(+): Sensibles(-

): Nom sensibles
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Les volumes d’huile essentielle utilisées dans notre étude sont respectivement 2,5 et 5 et 

10μl : 

 Le volume de 2,5μl d’huile essentielle d’Eucalyptus camaldulensis et Rosmarinus 

officinalis 

Les deux HEs n’ont aucun effet antibactérien sur Les quatre souches bactériennes  testées, 

sauf dans le cas de l’huile essentielle Eucalyptus camaldulensis sur avec S.aureus qui a 

marqué son effet antibactérien avec un diamètre d’inhibition de 12.96mm. 

 Le volume de5μl d’huile essentielle d’Eucalyptus camaldulensis et 

Rosmarinusofficinalis 

L’HE de Rosmarinus officinalisa montré un effet inhibiteur sur toutes les souches 

bactériennes sauf sur S. aureus. Tandis que l’HE d’Eucalyptus camaldulensis a inhibé la 

croissance des bactéries à Gram positives. 

 Le volume de10μld’huile essentielle d’Eucalyptus camaldulensis et Rosmarinus 

officinalis 

L’huile essentielle de Rosmarinus officinalis a exercé une activité antibactérienne moyenne 

sur toutes les bactéries testées à Gram positives et à Gram négatives. D’abord, Pour les Gram 

positif notamment, E. feacali set S. aureus avec des zones d’inhibition varient de 8mm à 

9,67mm. Concernant les Gram négatif, l’huile essentielle a montré un effet remarquable sur 

E. coli avec un diamètre d’inhibition de 9,83mm et K. pneumoniae avec diamètre d’inhibition 

de 9,50mm.  

Dans le cas de l’HE d’Eucalyptus camaldulensis, l’huile a montré son effet antibactérien sur 

les souches bactériennes à Gram positives, avec des zones d’inhibitions de 17,67mm  (cas 

deS. aureus)et   10,67mm  dans le cas d’E. feacalis tandis que les souches bactériennes à 

Gram négatives notamment,  E. coli et K. pneumoniae l’huile a marqué une effet antibactérien 

moyen avec de faibles diamètres d’inhibitions  de 8,17mm. Ces résultats nous permettent de 

conclure que l’accroissement du volume d’HE induit l’amélioration de son pouvoir inhibiteur. 

Ceci peut être expliqué par l’augmentation du pourcentage des molécules bioactives 

responsable de son effet antibactérien (Kheyaret al., 2014). 

Nous constatons également que l’activité est proportionnelle au volume des HEs, plus le 

volume d’extraits est élevés plus  leur activité antibactérienne est meilleure. La plus grande 



PartieIII                                                           Résultats et discussion 

33 

 

susceptibilité de S. aureus vis-à-vis des HEs par rapport aux autres espèces bactériennes testés 

s’expliquerait par une meilleure perméabilité d’un ou des composé(s) actif (s). 

Nos résultats concordent avec ceux rapportés par (Yesil Celiktazet et al,.2007),ilsmontrent 

que l’HE de Rosmarinus  officinalis à une activité antibactérienne sur E.feacaliset K. 

pneumoniae. (Gachkaret al,.2007) ils ont trouvés que S. aureus et E. coli sont sensible avec 

une différence dans le degré de sensibilité. 

Des études similaires ont été rapporté par (Abdellaah et al,.2013) montre que le S. aureus  est 

la plus sensible vis-à-vis  l’Eucalyptus camaldulensis. Ce dernier a une activité inhibitrice sur 

E. coli,E. feacaliset K. pneumoniae d’après (Mehni, 2005). Des résultats similaires ont été 

rapportés par (Bourahla et al,.2020) qui  sont réalisées leurs travailles dans le  laboratoires  

de microbiologie de départements de biologie appliquer de l’université de Laarbi Tébessi et  

ils montrent que l’HE d’Eucalyptus camaldulensis de la région de Tébessa possède un large 

spectre d’activité antibactérienne sur le S. aureus. 

Plusieurs études testant l’activité inhibitrice des HE confirment que les bactéries Gram (+) 

sont plus sensibles aux HEs que les bactéries Gram (-) .Cette résistance est liée à la 

complexité de leur enveloppe cellulaire qui contient une double membrane (Poole, 2001 ; 

Burt, 2004 et Busattaet al,.2008) qui  présente une perméabilité sélective, Par contre 

(Moreiraet al,.2005) ont montrés que les bactéries Gram (-) peuvent être sensibles à l’action 

des HEs. En effet, cette sensibilité dépend aussi des propriétés de l’HE, par ce que l’action 

inhibitrice et bactéricide des HE est due à leur richesse en molécules actives (Satraniet 

al,.2001). 
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Figure 13 : Les résultats d’activité antibactérienne de différentes concentrations d’huile 

essentielle pure d’Eucalyptus camaldulensis pour les quatre souches bactériennes testées. 
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Figure 14: Les résultats d’activité antibactérienne de différentes concentrations d’huile 

essentielle pure de Rosmarinus officinalis pour les quatre souches bactériennes testées.  
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III.2.2. Étude comparative de l'effet antibactérien des deux huiles 

essentielles d’Eucalyptus camaldulensis et  Rosmarinus officinalis 

Les résultats de l’analyse statistique par le logiciel prisme version 7 nous ont permis de tracer 

les histogrammes suivants : 

 

Figure 15 : Effetantibactérien des deux huiles essentielles d’Eucalyptus camaldulensis et 

Rosmarinus officinalis à 2.5μlsur les souches bactériennes testées. 

 

Figure16 : Effet antibactérien des deux huiles essentielles d’Eucalyptus camaldulensis et 

Rosmarinus officinalis à 5μl sur les souches bactériennes testées. 
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Figure17 : Effet antibactérien des deux huiles essentielles d’Eucalyptus camaldulensis et 

Rosmarinus officinalis à 10μl sur les souches bactériennes testées 

 Cas d’Escherichia coli 

Les résultats obtenus indiquent que les deux huiles ont montré un effet inhibiteur vis-à-vis d’E 

coli. Des diamètres d’inhibition allant de 6,33mm à 9,83 mm sont observés. Le meilleur 

résultat obtenu vis-à-vis de cette souche est celui de l’huile de Rosmarinus officinalis avec un 

diamètre d’environ 9,83 mm .Plus le volume des huiles élevées, meilleure est l’activité, donc 

l’activité est proportionnelle à le volume des huiles essentielles (Figure 15,16et 17). 

 Cas de Klebsiella pneumoniae 

Les deux huiles Rosmarinus officinalis et Eucalyptus camaldulensis ont inhibé la croissance 

de l’espèce K. pneumoniae. Des diamètres d’inhibitions inferieure ou égales à 9,50 mm sont 

observés. Les volumes 2,5 et 5μl, ont donné des diamètres  d’inhibitions inférieures à 8,33 

mm (Figure 15,16et 17). 

 Cas d’Enterococcus faecalis 

Une meilleure inhibition est observée pour d’Eucalyptus camaldulensis contre la souche E. 

faecalis avec des diamètres d’inhibition calculés sont 7,83mm, 9,50mm et 10,67 mm pour les 
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volumes 2,5 et 5 et 10μl respectivement   de celle de Rosmarinus officinalis avec des 

diamètres d’inhibition allant de 7,33 à 9,67mm. 

En effet, de point de vue statistique, les deux HEs de Rosmarinus officinalis et d’Eucalyptus 

camaldulensis au volumes 2,5 et 5 et 10μl n’ont présentées aucune différence significative 

pour leur effet antibactérienne sur E. coli, K. pneumoniae etE. faecalis(Figure 15,16et 17). 

 Cas de Staphylococcus aureus 

L’activité inhibitrice d’Eucalyptus camaldulensis est importante que celle des cas précédents. 

Des diamètres d’inhibition allant de 11,67à 17,67mm ont été enregistrés. Ce qui indique la 

sensibilité et l’effet inhibitricede ces huiles vis-à-vis S. aureus. 

Une meilleure inhibition est observée pour d’Eucalyptus camaldulensis de celle de 

Rosmarinus officinalis qui présente des diamètres d’inhibition allant de 6,17 à 8,00 mm. 

Il existe une différence significatives, très significatives et hautement  significative (pour les 

volumes 2.5 et 5 et 10μl respectivement)(P>0,05) entre les deux HEs Rosmarinus officinalis 

et Eucalyptus camaldulensis vis-à-vis de S. aureus (Figure 15,16et 17). 

On peut dire alors que l’effet antibactérien  d’une HE dépend de leur composition chimique et 

leur volume et de  type des bactéries  testés (Abdellah, 2013).



 

 

 

 

Conclusion et 
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Conclusion et perspectives  

La présente étude nous a permis d’évaluer l’activité antibactérienne des huiles essentielles de 

deux plantes médicinales aromatiques locales de la région de Tébessa qui sont l’Eucalyptus 

camaldulensis et le Rosmarinus officinalis sur quatre souches bactériennes Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae et Enterococcus faecalis. 

L’extraction des huiles essentielles par l’hydrodistillation a montré un rendement en huile 

essentielle de 1.66 ±0.56 pour la plante de Rosmarinus officinalis et et  0.98±0.017 pour 

l’Eucalyptus camaldulensis. Les propriétés organoleptiques de ces essences ont été 

déterminées. En effet, l’huile essentielle d’Eucalyptus camaldulensis est de couleur jaune 

foncé, une odeur agréable avec un aspect liquide et mobile, l’huile essentielle de Rosmarinus 

officinalis est de couleur jaune pâle, à une odeur fraiche camphrée avec un aspect liquide et 

mobile. En effet, ils répondent aux normes AFNOR 2000. 

Les deux huiles essentielles n’ont pas montré le même effet antibactérien contre les souches 

testées. Cependant, L’évaluation qualitative de l’effet antibactérien montre que les deux huiles 

essentielles n’ont aucun effet antibactérien au volume 2.5μl sur les souches bactériennes :E. 

feacalis, E. coli, K.pneumoniae, sauf contre S. aureus avec l’huileessentielle d’Eucalyptus 

camaldulensis qui a marqué son effet antibactérien avec un diamètre d’inhibition de 

12.96mm. Alors qu’au volume 5μl l’HE d’Eucalyptus camaldulensis a inhibé la croissance 

des bactéries à Gram positives seulement ; E. feacalis avec un diamètre d’inhibition de 

9,50mm et S. aureus avec un diamètre d’inhibition de 14,33mm .Enfin au volume 10μl, les 

deux HE ont montré un effet antibactérien sur toutes les souches bactériennes avec des zones 

d’inhibitions allant de 8mm à 17,67mm. 

L’étude comparative de l'effet antibactérien de l’huile d’Eucalyptus camaldulensis et   de 

Rosmarinus officinalis a montré que le meilleur résultat obtenu est celui de l’huile de 

Rosmarinus officinalis vis-à-vis  Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae avec les trois 

volumes 2,5μl, 5μl et 10μl ,alors que une meilleure inhibition de la croissance bactérienne est 

observée avec l’HE d’Eucalyptus camaldulensis par rapport à celle de l’HE de R officinalis 

contre la souche E. faecalis avec les trois volumes  2,5μl ,5μl et 10μl . Enfin l’activité 

inhibitrice d’Eucalyptus camaldulensis vis-à-vis S aureus est importante par rapport à celle de 

l’HE de Rosmarinus officinalis avec les trois volumes 2,5μl, 5μl et 10μl. 

Ces résultats préliminaires obtenus s’avèrent prometteurs dans l’élargissement de l’arsenal 

thérapeutique des plantes dotées de propriétés antibactériennes. Leur criblage permettrait de 

découvrir de nouveaux antibactériens, qui pourraient constituer une alternative à l’usage des 

antibiotiques conventionnels devenus inefficaces. Toutefois, les méthodes in vitro utilisées 

pour confirmer l'activité antibactérienne des différents extraits sont insuffisantes et nécessitent 

d'autres tests supplémentaires plus avancées tels que l’étude de l’activité antibactérienne in 

vivo. 

En perspective, nos résultats obtenus restent préliminaires et mérites d'être exploités et il est 

intéressent d’envisager dans un proche avenir de déterminer les différents composants de ces 

deux HEs, en utilisant la CPG couplée à une spectrométrie de masse. Tester l'activité 

antibactérienne des dilutions de cette HE, sachant qu'il existe des substances agissant à faible 

dose. Déterminer la CMI et CMB de l'HE de ces huiles essentielles et enfin, élargir 

l'échantillonnage (le nombre des plantes testées). 
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Annexes : 

01-Composition et préparation des milieux de culture : 

Les milieux solides : 

Milieu   Composition  Préparation 

Gélose nutritif (GN) -Extrait de viande…..1,0 g/L 

-Extrait de levure …..2,5 g/L 

-Peptone ……… 5,0 g/L 

-Chlorure de sodium...5,0 g/L  

-Agar-agar……15,0 g/L - PH = 

7,0 

- 20 g de milieu déshydraté - 1 

L d’eau distillée 

Muller-Hinton (MH) Infusion de viande de bœuf 

déshydraté…………300g 

 - Hydrolysat de 

caséine………17.5g 

 - Amidon de maïs ...5g 

 - Agar-agar……….13g 

 - Eau distillée…….1l 

Prêt à l'emploi 

 

Le milieu liquide : 

Milieu   Composition  Préparation 

Solution physiologique - Eau distillée.  

- Chlorure de sodium (NaCL) 

9 g NaCl -1 L d’eau distillée. 
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Appareillage, produit et réactifs chimiques utilisés : 

Appareillage produits chimiques les réactifs chimiques 

Grands matériels Petits matériels  • Éthanol 

• Eau distillé 

• Acétone 

 

• Les colorants de Gram 

• DMSO 

 
• Mortier avec pilon 

• Chauffe ballon 

• Appareil 

d’hydrodistilation de 

type « Clevenger » 

• Réfrigérateur 

• Balance électronique 

• Étuve 

• Plaque chauffante 

• Agitateur 

• Autoclave 

• Bain marie 

 

• Éprouvette 

• Flacons en verre 

• Bec Bunsen 

• Boites de pétri 

• Anse de platine 

• Portoirs 

• Micropipettes 

• Pipettes Pasteurs 

• Spatule 

• Barreaux 

magnétique 

• Papier Whatman 

n°1 de 6mm de 

diamètre 

• Écouvillons 

stériles 

• Pince 

• Fond noire 

• Seringue 

• Embouts 

• Pied à coulisse. 

• Les flacons 

• Béchers gradués 

• Tubes à essai 

stériles 

• Lames et lamelles 
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02- Examen microscopique par coloration de Gram : 

 Objectif : 

La coloration de Gram permet de distinguer les bactéries à Gram négatif qui apparaissent roses et les bactéries à Gram positif qui apparaissent 

violettes. Cette différence de coloration est liée à des différences de nature de la paroi bactérienne. 

Elle permet de renseigner sur :  

 le type Gram + ou Gram –  

 la forme des bactéries (coque, bacille) et autre détails morphologiques (extrémités arrondies…)  

 la taille  

 le mode de regroupement  

 l’homogénéité de la forme et de la couleur. 

 Matériel nécessaire: 

 une lame dégraissée 

 du Violet de Gentiane  

 du lugol 

 de l'alcool (éthanol à 95°) très peu dilué 

 de la Fuschine fraîchement préparée 

 de l'eau déminéralisée 

 du papier filtre 

 microscope photonique : objectif x 40 et x100 
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 Méthodologie : 

 

Étape  Mode opératoire  

Réalisation 

du frottis 
 sur une lame propre et dégraissée. , déposer une goutte d'eau stérile. Ajouter à l'anse de platine stérilisée (en le passant 

sous le bec benzène), une goutte de la colonie isolée  

 Étaler sur 1 à 2 cm par un mouvement circulaire en partant du centre de la lame L'étalement doit se faire en couche 

mince 

 

Dessiccation  

 
 Laisser sécher à l'air. 

Coloration  étapes Protocole  But  photo 

Coloration 

au Violet de 

Gentiane (Cristal 

violet) 

-Recouvrir la lame 

de violet de gentiane 

laissé agir de 30 

secondes à 1 min 

- Rincer à l’eau 

distillée  

La tache primaire (cristal violet) se lie au 

peptidoglycane, colorant les cellules en violet. 

Les cellules gram-positives et gram-négatives 

ont dû peptidoglycane dans leurs parois 

cellulaires, de sorte que toutes les bactéries se 

colorent d'abord au violet. 

 

 

https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Platine.html
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 Mordançage au L

ugol 

-étaler le lugol et 

laisser agir 1 minute 

 - Rincer à l'eau 

distillée 

iode de Gram (iode et iodure de potassium) est 

appliqué en tant que mordant ou fixateur. Les 

cellules à Gram positif forment un complexe 

cristal violet-iode. 

 
décoloration 

(rapide) à l'alcool 

-Tenir la lame 

inclinée et faire 

couler pendant 

quelques secondes de 

l'alcool à 95° jusqu'à 

écoulement incolore. 

 - Rincer 

immédiatement à 

l’eau distillée et 

égoutter 

L’alcool est utilisé pour décolorer les cellules. 

Les bactéries à Gram négatif ont beaucoup 

moins de peptidoglycane dans leurs parois 

cellulaires, cette étape les rend donc 

essentiellement incolores, tandis que seule une 

partie de la couleur est éliminée des cellules à 

Gram positif, qui contiennent plus de 

peptidoglycane (60 à 90% de la paroi cellulaire). 

L'épaisse paroi cellulaire des cellules à Gram 

positif est déshydratée par l'étape de 

décoloration, ce qui entraîne leur rétrécissement 

et le piégeage du complexe colorant-iode à 

l'intérieur. 

 



Annexes 

55 

 

 Contre 

coloration à la 

Safranine (ou à la 

Fuchsine 

- Recouvrir la lame 

de laisser agir de 

1 minute 

- Rincer à l’eau 

distillée 

 

- Égoutter entre 2 

morceaux de papier-

filtre et laisser sécher 

l'étape de décoloration, un contre-colorant est 

appliqué (généralement de la safranine, mais 

parfois de la fuchsine) pour colorer les bactéries 

en rose. Les bactéries à Gram positif et à Gram 

négatif ramassent la tache rose, mais elle n'est 

pas visible sur le pourpre plus foncé des 

bactéries à Gram positif. Si la procédure de 

coloration est effectuée correctement, les 

bactéries à Gram positif seront violettes, tandis 

que les bactéries à Gram négatif seront roses. 

 

 

 Mise au point : 

 

 Repérer les bactéries à l’objectif x40. 

 Déposer une goutte d’huile à immersion sur le frottis 

 Faire la mise au point en forte luminosité (condensateur levé et diaphragme ouvert) objectif x100. 

 Se placer dans un endroit où la répartition des bactéries est homogène et la coloration nette  

 Éliminer les lames dans le bocal déchets non infectieux. 

 

 Observations : 

On peut noter la morphologie des bactéries et la coloration de celles-ci : les bactéries violettes sont dites Gram positives, celles qui sont roses 

sont dites Gram négatives. On peut également noter l'homogénéité de coloration de la bactérie. 

 

https://www.techno-science.net/definition/1513.html
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03-Standard McFarland : 

 Les normes McFarland sont utilisées comme référence pour ajuster la turbidité des suspensions bactériennes pour que le nombre de bactéries se 

situe dans une gamme de concentrations donnée afin de normaliser les tests microbiens. 

 Composition : 

 

 -Acide sulfurique (H2SO4) : 9,95 ml 

 -Chlorure de baruim(BaCl2) : 0,05 ml 

 

Standard 

McFarland 

1% BaCl2 (mL) 1% H2SO4 (mL) Approximatif 

Bactérien 

Suspension / ml 

0.5 0.05 9.95 1.5 x 10 8 

 

 Procédures : 

1. Mélanger la solution de McFarland Standard sur un mélange vortex avant l'examen. Assurez-vous que 

McFarland Standard est aliquoté dans un tube c'est la même taille et le même diamètre que le tube utilisé pour préparer la suspension d'essai. 

2. Préparez une suspension d'essai en obtenant une culture pure de l'organisme d'essai et inoculer un bouillon approprié. 

3. En présence d'un bon éclairage, visuellement comparer la turbidité de la suspension d'essai avec celle de la norme McFarland en comparant la 

clarté des lignes sur le Wickerham carte. 

4. Si la suspension d'essai est trop légère, inoculer avec des organismes supplémentaires ou incuber le tube jusqu'à ce que la turbidité corresponde 

à celle de la norme. Si une dilution est nécessaire, utiliser une pipette stérile et ajouter suffisamment de bouillon ou de solution saline pour 

obtenir une turbidité qui correspond à celle de la norme. 
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Figure : Préparation standard de McFarland( photo personnelle ,2020). 
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4-Les résultats d’activité antibactérienne d’huile essentielle pure d’Eucalyptus camaldulensis et Romarinus officinalis: 

 

 

 Les 

souches  
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5-Diamètre des zones d’inhibitions pour chaque essai avec les quatre souches pour les deux HE  d’Eucalyptus camaldulensis et 

Romarinus officinalis 

 L’HE de  

Romarinus officinalis 

L’HE d’Eucalyptus 

camaldulensis 

 

Concentration des huiles 

pure 

10ul 5ul 2,5ul 10ul 5ul 2,5ul  

DMSO 

Les souches Les 

biotes 

Essai 1 Essai 2 Essai 3 Essai 1 Essai 2 Essai 3 

D (mm) 

G
ra

m
 p

o
si

ti
v
es

 

 
S
ta

p
h
yl

o
co

cc
u
s 

a
u
re

u
s 

Boite 01 7 6.5 6 17 15 13 0 

Boite 02 8 7 6 20 15 10 0 

Boite 03 9 7 6.5 16 13 12 0 

E
n

te
ro

co
cc

u
sf

ea
ca

li
s 

Boite 01 14 11 9 11 10 9 0 

Boite 02 9 8 7 12.5 11 8 0 

Boite 03 6 6 6 8.5 7.5 6.5 0 

G
ra

m
 n

ég
a

ti
v

es
 

 
E

sc
h

er
ic

h
ia

 

co
li

 

 

Boite 01 13 11 9 7.5 6.5 6 0 

Boite 02 9 8 7 8 7 6.5 0 

Boite 03 7.5 7 6.5 9 7 6.5 0 

K
le

b
si

el
la

p
n

e

u
m

o
n
ia

e 

Boite 01 12 10 8 10 8 7 0 

Boite 02 8 9 7 8 7 6 0 

Boite 03 8.5 7.5 6.5 7 6.5 6.5 0 
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6. les quatre souches testées Sous microscope Après coloration de Gram  

E. feacalis S. aureus 

 

E. coli 

 

E .coli 

K. pneumoniae 

 


