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Résumé

Résumé

Le présent travail est une contribution a 1’étude de ’effet antibactérien de certains produits
naturels « Miel d’eucalyptus (ME) et Huile essentielle d’eucalyptus (HEE) » sur trois
souches bactériennes a caractére pathogene (Staphylococcus aureus, Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa). Ce travail débutera par une analyse des propriétés physico-
chimiques de ME et d'HEE parmi ces propriétés étudiées: le pH, I’indice d’acide, la densité
relative, I’humidité, 1’acidité libre, les sucres réducteurs et la conductivité électrique.
Ensuite, aprés une identification morphologique, biochimique, et I’antibiogramme de chaque
bactérie tester. L'activité antibactérienne de I’HEE et ME a été¢ déterminée par la méthode
de diffusion sur gélose. Les résultats ont montré que le ME et 'HEE ont une activité
antibactérienne variable contre les bactéries Gram négatif avec un diamétre de zone
d'inhibition 14 mm chez Escherichia colipour I'HEE et 9 et 10 mm pour le ME. La sensibilité
des Staphylococcus aureus a marqué par une zone d’inhibition de 7,5mm a I'HEE, et de 10
et 12 mm au ME. et pour la bactérie Pseudomonas aeruginosa était 13,5 mm pour 'HEE et
pour le ME il avait le diameétre d'inhibition le plus faible soit 6 mm.  L'activité
antibactérienne d’une combinaison de ME et HE a montré une activité remarquable contre
les bactéries testées, avec des zones d'inhibition allant de 11 mm a 22 mm. Tous ces résultats
mettent en évidence les applications thérapeutiques de ces deux produits naturels « ME et
HEE », dans la médecine traditionnelle et incitent a la recherche de nouvelles molécules
naturelles aux propriétés antibactériennes, dans le but de les investir dans différentes

industries : pharmaceutique, cosmétique, alimentaire, etc.

Mots clés : Activité antibactérienne, Bactéries pathogeénes, Huile essentielle d’eucalyptus,

Miel d’eucalyptus, Produits naturels, Propriétés physico-chimiques.



Abstract

Abstract

The present work is a contribution to the study of the antibacterial effect of
some natural products "Eucalyptus honey (ME) and Eucalyptus essential oil
(HEE)" on three bacterial strains with pathogenic character (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, and Pseudomonas aeruginosa). This work will start
with an analysis of the physicochemical properties of HEE and ME. Among these
properties studied: are pH, acid number, relative density, humidity, free acidity,
reducing sugars, and electrical conductivity. Then, after a morphological
identification, biochemical and antibiogram of each bacterium were tested. The
antibacterial activity of HEE and ME was determined by the agar diffusion
method. The results showed that HEE and ME have variable antibacterial activity
against Gram-negative bacteria with a zone of inhibition diameter of 14 mm for
Escherichia coli for HEE and 9 and 10 mm for ME. The sensitivity of
Staphylococcus aureus was marked by a zone of inhibition of 7.5 mm in HEE,
and 10 and 12 mm in ME. and for the bacterium Pseudomonas aeruginosa was
13.5 mm for the HEE and for the ME it had the weakest diameter of inhibition is
6 mm. The antibacterial activity of a combination of ME and HE showed
remarkable activity against the tested bacteria, with inhibition zones ranging from
11 mm to 22 mm. All these results highlight the therapeutic applications of these
two natural products, "ME and HEE", in traditional medicine and encourage the
research of new natural molecules with antibacterial properties to invest them in

different industries: pharmaceutical, cosmetic, food, Etc.

Keywords: Antibacterial activity, Pathogenic bacteria, Eucalyptus essential

oil, Eucalyptus honey, Natural products, physicochemical properties.
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I.1. Introduction

Le développement de la résistance microbienne est le principal souci dans la santé
publique et animal. L'apparition rapide de la multi-résistance aux médicaments a donné
l'alerte aux scientifiques pour qu'ils cherchent de nouveaux agents antimicrobiens ou
recherchent dans le passé des remedes anciens censés avoir une activité antimicrobienne et
réévaluent leur efficacité en tant qu'antimicrobiens. L’émergence de la multi-résistance de
bactéries pathogeénes humaines ainsi que les effets secondaires indésirables de certains
antibiotiques ont déclenché un immense intérét dans la recherche de nouveaux médicaments
antimicrobiens d’origine végétale (Mezouar et al.,2014). En effet, la découverte de
nouvelles molécules antibactériennes joue un role clé dans la résolution de la crise actuelle
des antibiotiques. Les produits naturels sont utilisés depuis longtemps comme médicaments

populaires dans plusieurs systéemes de médecine traditionnelle (Dai et al.,2020).

Actuellement, les chercheurs s'orientent vers I'utilisation de plusieurs produits naturels
comme alternatives pour guérir divers maux. Parmi les produits naturels, le miel occupe une

place importante qu'en tant que remeéde magique pour une longue liste de maladies.

L’Algérie dispose d’une grande diversité floristique a laquelle s’ajoute une tradition
séculaire d’utilisation traditionnelle des plantes. On compte environ 3000 especes de plantes
dont 15% sont endémiques. Ce potentiel de plantes médicinales comporte des milliers
d’especes présentant divers intéréts et constituent un axe de recherche scientifique, plus

particuliérement dans le domaine des substances naturelles (Daroui-Mokaddem, 2012).

Le miel est un produit naturel produit par les abeilles (Avis mellifera) et
traditionnellement utilis¢ comme édulcorant et a des fins thérapeutiques. Selon la matiere
premicre végétale prélevée par les abeilles, le miel se divise en deux groupes : le miellat, qui
est produit a partir des sécrétions de parties vivantes de plantes ou excrétions d'insectes
suceurs de plantes; et s'épanouir le miel, qui est produit a partir du nectar des fleurs. Le miel
d’eucalyptus est un miel unifloral important commercialisé dans le monde entier et trés
désiré par les consommateurs en raison des propriétés médicinales qui lui sont attribuées en
raison de la plante a partir de laquelle il est produit. En général le miel d’eucalyptus a été
class¢ comme étant riche en grains de pollen de 1’eucalyptus ainsi que comme ayant des
caractéristiques physico-chimiques qui, d’une certaine manicre, 1’ont fait se démarquer des

autres miels (Bobis et al., 2020).
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Dans le méme sillage, les huiles essentielles des plantes ont trouvé leur place en
aromathérapie, en pharmacie, en parfumerie, en cosmétique et dans la conservation des
aliments. Leur utilisation est liée a leurs larges spectres d’activités biologiques reconnues
(Cheurfa et al.,2013). Les huiles essentielles d'eucalyptus présentent des propriétés
antibactériennes, antifongiques, analgésiques et anti-inflammatoires et ont également été
largement utilisées dans les produits pharmaceutiques, alimentaires et cosmétiques

(Mulyaningsih et al.,2011).

Dans ce contexte, I’objectif global de ce travail est d’étudier I’activité antibactérienne de
Miel (ME) et huiles essentielles (HEE) d'eucalyptus sur certaines bactéries pathogénes
multirésistances. Notre étude sera répartie en quatre chapitres, initiés par une recherche
bibliographique : Dans le 1? chapitre une généralité sur le miel : leur origine, type,
formation et la récolte, composition, propriétés physico-chimiques, etc. a été détaillé.
Ensuite dans le 2°™ chapitre des généralités sur les Huiles essentielles ont été abordé. La
3éme

partie bibliographique et terminé par un chapitre, dans lequel nous avons traité I’activité

antibactérienne du miel et d’huile essentielle d’eucalyptus.

Quant au 4°™ chapitre, nous avons décrit le Matériel et le Méthodes utilisé pour réaliser

cette étude. Cette derniere est achevé par un I’interprétation des principaux résultats obtenus

(Chapitre 5).
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Chapitre 1 : Généralités sur le miel

Le mot « miel » est issu de latin, qui signifie « miel » et « douceur » apparenté au grec
« meli, melitos » ainsi qu’au gothique « milith » et « Melissa ». Le nom de I’abeille et
I’hydromel se traduit par melition. Le miel est ainsi étroitement li¢ a la notion de douceur,

autant dans la littérature que dans 1’esprit du consommateur (Sellami, 2014)

Le miel est la substance sucrée produite par les abeilles mellifiques a partir du nectar
et autres matiéres sucrées (miellat) qu’elles récoltent sur des végétaux vivants, enrichissent
de substances provenant de leurs propres corps, transforment dans leur corps, entreposent
dans les rayons et font marir (Belhaj et al., 2015). Le miel est défini aussi comme étant la
denrée produite par les abeilles mellifiques a partir du nectar des fleurs ou de certaines
sécrétions provenant de parties vivantes de plantes. En effet, elles butinent, transforment,
combinent avec des maticres propres, emmagasinent et laissent mirir dans les rayons de la

ruche. Cette denrée peut étre fluide, épaisse ou cristallisée » (Yahia et Yahaia, 2015).

I1.1. Origine du miel

Le miel est élaboré par les abeilles a partir de sucres produits par des végétaux,

soit sous forme de nectar, soit sous forme de miellat (Athmani et al., 2018)
11.1.1. A partir du nectar

C'est la principale source des butineuses pour la fabrication du miel. Le nectar est produit
par les plantes nectariferes, au niveau de tissus glandulaires spécialisés appelés nectaires. Le
nectar des plantes a une composition qui dépend bien entendu de 1’espéce florale mais aussi
des conditions hygrométriques de ’air et du sol et des conditions climatiques en général.
L’eau représente de 40 a 80% de sa composition. La part de sucres (7 a 60%) rend le nectar
plus ou moins attractif. La nature des sucres différe selon I’espece végétale: il s’agit
essentiellement de saccharose (chez le treéfle et le romarin), de glucose (chez le thym, le
pissenlit ou la moutarde) ou de fructose (chez I’acacia). Enfin, des minéraux, des protides et
lipides s’ajoutent a sa composition. La sécrétion de nectar, appelée miellée, dépend des
conditions climatiques, du moment de la journée et du moment par rapport a la fécondation
florale. Le nectar est produit en quantités importantes principalement au cours des premieres
heures de la matinée et en fin de journée et lorsque les pluies sont abondantes, les nuits

chaudes et les journées ensoleillées. Toutefois, la sécrétion cesse en cas de fécondation
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puisque la pollinisation par les insectes attirés par le nectar devient inutile (Leshaf et

Alahoum, 2018)

11.1.2. A partir du miellat

I1 s'agit des excrétions d'insectes suceurs parasites des végétaux (pucerons, cochenilles,
cicadelles) qui se nourrissent de seéve élaborée. Cette séve est digérée puis excrétée par les
parasites sous forme de gouttelettes sirupeuses récoltées par les butineuses. La composition
du miellat est plus proche de celle de la séve végétale que celle du nectar: il est plus riche en
azote, en acides organiques et en minéraux. On y trouve également plus de sucres complexes
(qui ont été synthétisés dans le tube digestif des insectes suceurs) tels que le mélizitose et
l'erlose. Lorsque le nectar abonde, les butineuses le préférent au miellat. Cependant, le
miellat est une source alimentaire intéressante quand les conditions climatiques sont

défavorables a la récolte du nectar notamment en temps sec (Leshaf et Alahoum, 2018).

I1.2. Principale différence entre un miel de nectar et un miel de miellat

Le miel de miellat est de couleur plus sombre et possede un gotit plus prononcé que le
miel de nectar, Il posséde également des sucres plus complexes comme le mélézitose ou
I'erlose (triholoside), Il est aussi plus riche en azote, en acides organiques et en minéraux,

ces différentes caractéristiques permettent d’identifier les miels de miellats (Bouknani et

Langueure, 2020).
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Figure 1. Origine au miel (httos.// //vww.memoireonline.com/03/10/3229/m_Etude-
comparative-entre-quelques-miels-locaux-et-autres-importes2.html)
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11.3. Types de miels

La majorité¢ des miels viennent d’une flore bien diversifiée. Ainsi, il est fréquent que
I’ensemble des abeilles d’une méme ruche visitent plusieurs especes végétales différentes
fleurissant dans leur secteur de butinage. Il résulte que les miels peuvent étre définis, associés

a des facteurs physico-chimiques ou organoleptiques (Benkhaddra et Ghadbane, 2014).

11.3.1. Miel unifloral

Les miels “mono-floraux” sont élaborés a partir du nectar et/ou du miellat provenant
d’une seule espéce végétale, ce qui nécessite d’installer les ruches a proximité de la plante
recherchée. Les miels de colza et de tournesol représentent a eux seuls pres de la moitié de
la production francaise globale. Plus spécifiques, les miels d’acacia, de lavande, de romarin,
de callune, de tilleul, de chataignier, sont bien caractérisés. Enfin, des miels mono-floraux
plus rares sont élaborés sur des territoires exigus : miels de cerisier, de framboisier, de
serpolet, d’aubépine, de pigments et vitamines. La matrice sucrée du miel est susceptible
d’influer sur la biodisponibilité des molécules qu’elle contient (Benkhaddra et Ghadbane,
2014).

11.3.2. Miel poly floral

Ce miel est ¢élaboré a partir du nectar et/ou du miellat provenant de plusieurs especes
végétales. Pour valoriser leur spécificité et permettre au consommateur de reconnaitre leur
caractére dominant, les apiculteurs indiquent leur origine géographique. Celle-ci indique soit
I’aire de production (région, département, etc.), soit un type de paysage faisant référence a

une flore identifiée (garrigue, forét, etc.) (Benkhaddra et Ghadbane, 2014).

11.3.3. Miel Algérien

L’activité apicole est intimement dépendante des ressources melliféres dont dispose le
pays et qui sont treés riches et variées. L’apiculture est pré- dominante dans les régions

suivantes :

e Zone de littoral: miel d’agrumes et eucalyptus.
e Hauts plateaux: miel de sainfoin, romarin et jujubier.
e Zone de montagne: Kabylie : miel de toutes fleurs, lavande, carotte sauvage et

bruyere.
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e Maquis et forets : miel toutes fleurs et miellat.
En 2011 I’Algérie a importé plus de 150.000 Tonne de miel de Chine, d’Inde et d’ Arabie
Saoudite, La production nationale en miel est estimée en moyenne a 33 000 gx pour I’année
2011 avec un rendement de 4 a 8Kg/ruche, ce qui est trés faible par rapport aux potentialités

melliféres qu’offre notre pays (Abid, 2017).

La production de miel algérienne a augmenté rapidement avec variations en fonction des
contraintes environnementales, Selon I'Institut technique des élevages (ITELV) autour 74,00
quintaux ont été produits en Algérie en 2020 (Issaad et al., 2021).

I1.4. Formation et la récolte du miel
11.4.1. Formation

La fabrication du miel résulte du travail des abeilles appartenant aux Hyménopteres.
Toutes collectent du nectar et du pollen. De nombreux réles sont impartis aux abeilles a
l'intérieur de la ruche comme gardiennes, ouvriéres ou butineuses, etc. Chaque abeille
accomplira au cours de sa vie toutes ces fonctions. La butineuse préléve le nectar secrété par
des glandes dites nectariféres, ou le miellat (Que-ce soit de nectar ou de miellat. Les abeilles
y ajoutent par un passage de jabot a de la transformation des sucres dans le miel.

Hamoumane et Achite, 2018, ont cité deux types de transformation :

11.4.1.1. Transformation Chimique(emmagasinage)

Les modifications physico-chimiques se poursuivent dés l'arrivée a la ruche. A son retour,
la butineuse régurgite, la passe aux ouvrieres, qui elles-mémes la communique a d'autres et
ainsi de suite. D'individu en individu, la teneur en eau s'abaisse en méme temps que le liquide
s'enrichit de sucs gastriques et de substances salivaires : invertase, diastase, et gluco-
oxydase. D'autres sucres qui n'ont pas existé au départ sont synthétisés simultanément. La
goutte épaissie et déversée ensuite dans une alvéole, d'ou I'eau du miel s'évapore (Djoubar

et Zatout, 2019).
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11.4.1.2. Transformation physique(Maturation)

La solution sucrée transformée (contenant 50% d'eau) va subir une nouvelle concentration
par évaporation, qui se fait sous double influence d'abord de la chaleur régnant dans la ruche
qui est d'environ 36 °C, ensuite de la ventilation par le travail des ventileuses qui

entretiennent un puissant courant d'air ascendant par un mouvement trés rapide de leurs ailes.

Figure 2 : Maturation du miel (httos.//be-keeper.convblog/maturation-miel/ : maturation
au miel

11.4.2. Récolte

La récolte du miel peut se pratiquer des la fin de la miellée quand la ruche est devenue
trés lourde (mi-avril, mi-mai). En pratique, il est conseillé de ne récolter que les rayons
entiérement garnis et operculés, on peut retirer un cadre operculé au % . Il est préférable de
choisir une journée calme, ensoleillée. On peut intervenir soit le matin, les butineuses sont

encore nombreuses dans la ruche mais le calme régne, soit en fin d'aprés-midi.

Selon Louveaux 1985 , pour avoir un miel prét a la mise en pots il faut lui faire subir une
épuration par filtration , cette derniere est efficace pour €éliminer les débris de cire et les
grosses impuretés elle utilise Des Filtres a mailles de 0.1 mm et exige un chauffage modéré

dans le cas d’un miel visqueux (Nakr, 2014)

11.4.3. Pasteurisation

La pasteurisation consiste a porter le miel a I'abri de l'air, a une température de 1'ordre de

78°C pendant 6 a 7 minutes, puis le refroidir rapidement. L'appareillage comporte
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principalement des plaques chauffantes paralleles entres lesquelles le miel va circuler en
lames minces. Le miel pasteurisé est a I'abri des fermentations puisque les levures ont été
détruites, et il se conservera a 1'état liquide pendant au moins six mois, le temps nécessaire
pour qu'il ait été consommé. Elle peut augmenter trés sensiblement la couleur de miel.

(Hamoumane et Achite, 2018).

11.4.4. Emballage et étiquetage

D’apres Jean-Prost (2005), le verre est le meilleur emballage pour le miel mais son poids
sa fragilité rend visible les trainées blanches causées par les bulles d’air (NAKR, 2014). I
est interdit d’inscrire sur les étiquettes des pots de miel, les mots « pur », » naturel », sain »,
« 100% «puisque le miel est par définition pur et sans additif. L’étiquette doit aussi
mentionner 1’origine florale, date, qualité nette de miel ainsi que le nom du fabricant, du
conditionneur ou du vendeur et aussi le payes d’origine du miel ou il a été récolté

(Hamoumane et Achite, 2018).

11.4.5. Conditionnement et stockage

Le miel est coulé directement dans les récipients de vente. Le miel doit étre mis a I’abri
de l'air et de I'humidité ceci afin d'éviter certaine dénaturation et surtout des fermentations,
d'ou la nécessité de récipients bien remplis et hermétiquement fermés. D'aprés (Huchet,
1996). Le miel est gardé dans des locaux frais ou la température ne dépasse pas 20°C. Si le
miel a stocké présente un risque de fermentation, il faudra impérativement le pasteuriser ou

le conserver a une température de 4 a 5°C.

I1.5. Composition du miel

La composition du miel est variable et dépend de I’origine botanique des plantes butinées
ou des miellats ingérés par les abeilles. Les glucides sont les principaux constituants et
représentent a eux seuls environ 95% de la matiére seche du miel. Le miel contient également
de nombreux autres composants : protéines, enzymes, acides aminés, vitamines, minéraux,
polyphénols, etc., sa composition moyenne a été évaluée sur un échantillon de 490 miels

(Balas, 2015).
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Figure 3 . Composition moyenne du miel( créer par canva )
11.5.1. Eau

L’eau est I’'un des composants les plus importants du miel et provient du nectar
butiné par les abeilles ou sa teneur dans le miel varie entre 17% a 19%. La teneur
en eau dépend de D'origine florale, des conditions climatiques et d’autres facteurs
(le degré de maturation). Si la teneur en eau est supérieure a 20%, le miel risque

de se fermenter rapidement (Hamitouche et Landri, 2020).
11.5.2. Sucres

Les monosaccharides représentent environ 75% des sucres du miel, avec 10-
15% de disaccharides et de petites quantités d’autres sucres. Les sucres présents
dans le miel sont responsables des propriétés telles que la valeur énergétique, la
viscosité, I'hygroscopicit¢ et la granulation La composition en sucre du miel
dépend principalement de [1’origine botanique du nectar butiné, de [’origine
géographique, et est affecté en outre par le climat, la transformation et le stockage

(Hamitouche et Landri, 2020).
11.5.3. Acides organiques

Les miels contiennent des acides organiques (dont certains sont volatils), ainsi
que des lactones. Leur provenance est diverse: certains sont issus du nectar
directement, d’autres sont le fruit de réactions, enzymatiques et de fermentations.
Les acides identifiés dans le miel sont: 1’acide gluconique (constituant acide
majoritaire, issu du glucose), les acides butyriques, [’acide acétique, 1’acide
formique, D’acide lactique, I’acide succinique, [’acide pro glutamique, 1’acide

malique et I’acide citrique. L’acidité totale est la somme des acides libres et des
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lactones. Légalement, elle ne doit pas dépasser 50 milliéquivalents par kg. Pour
les miels destinés a [I’industrie, la limite tolérée est de 80 milliéquivalents

(Bensefia et Bali, 2019).
11.5.4. Matiére azotée

Le taux de matiéres azotées du miel varie de 0,2 a 2 %. Elle est principalement représentée
par les acides aminés dont la proline est le plus abondant. Cet acide aminé provient des
sécrétions salivaires de 1’abeille durant la transformation du nectar en miel. Sa teneur
renseigne sur la maturité du miel et peut servir a détecter des falsifications Considérablement
un miel arrive a maturité lorsque sa teneur en proline est supérieure a 180mg/Kg. Des valeurs
plus basses indiquent un manque de maturité ou une falsification (Hamitouche et Landri,
2020).

11.5.5. Protéines

La teneur en protéines du miel varie selon les espéces d’abeilles. Le miel d'A4vis cerana
contient de 0,1% a 3,3% de protéines, tandis que le miel d'Apis mellifera contient entre 0,2%
et 1,6% protéine, ces dernicres et les acides aminés dans les miels sont attribués a la fois aux
sources animales et végétales, y compris les sécrétions des glandes salivaires et du pharynx
des abeilles, mais la principale source de protéines est le pollen. L'acide aminé le plus
abondant dans le miel et le pollen est la proline, ce dernier provient principalement des
sécrétions salivaires des abeilles (Aois mellifera L.) lors de la conversion du nectar en miel.
Dans le miel, la proline représente un total de 50 a 85% d'acides aminés (Hamitouche et
Landri, 2020).

11.5.6. Vitamines

Le miel contient quelques vitamines en quantités négligeables (généralement
mesurables en tant que microgrammes par 100 g de miel prélevé). Ces vitamines
comprennent le groupe B (B1, B2 et B6) et les composés suivants : vitamine C, PP, K, acide

pantothénique, et la vitamine P.

11.5.7. Enzymes

Les enzymes sont les constituants les plus importants du miel, les miels de

miellats contiennent également les enzymes des homoptéres qui ont rejetés ces
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miellats. Les plus connues sont la gluco-invertase qui est responsable de
I’hydrolyse des disaccharides, les amylases alpha et béta (couramment appelée
diastases)qui  permettent la dégradation de [I’amidon, une catalase, une
phosphatase et une glucose-oxydase qui transforme le glucose en acide
gluconique et en peroxyde d’hydrogene Ces enzymes sont sensibles a un apport
d’¢énergie (une température trop ¢élevée ou I’influence de la lumicre), elles se
décomposent au fur et a mesure que se forme I’Hydroxyméthylfurfural (HMF).
Leur présence ou leur absence peut servir d’indicateur pour déterminer les

détériorations dues au stockage et au sur chauffage (Bara et Bechar, 2014).
11.5.8. Sels minéraux

Les matieres minérales sont présentes en moyenne de 0,04 a 0,2% pour les miels les
plus courants, mais sont plus abondants dans les miels les plus foncés. Les miels de miellats
sont plus riches en sels minéraux que ceux de fleurs. Les sels de potassium représentent a
eux seuls pres de 50% des cendres. Les éléments les mieux présentés dans le miel en dehors
du potassium sont : le calcium, le sodium, le cuivre, le magnésium, le chlore, le soufre, le
silicium, le fer ainsi que plus de trente oligo-éléments, qui n’existent qu’a 1’état de traces,
sont trouvés dans le miel.

Leur teneur dépend des plantes visitées par les abeilles ainsi que du type de sol sur lequel
elles poussent. Bien qu’habituellement considéré comme un produit relativement « propre
», le miel peut contenir des polluants présents en tres faible quantité, comme le plomb et le
cadmium. Le dosage de ces polluants constitue un bon indicateur de la pollution de

I’environnement (Bara et Bechar, 2014).

11.5.9. Lipides

Trés faiblement présents, il s’agit majoritairement des stérols (cholestérol libre
ou estérifi¢ notamment dans le miel de tournesol), des triglycérides ou des acides
gras. Leur présence pourrait étre expliquée par les besoins importants du
métabolisme des abeilles en lipides. Ces composés vont donner une couleur
caractéristique a chaque miel. On trouve parmi eux les caroténoides ou les
flavonoides. Les flavonoides (pinocembrine, gal angine, quercitrines, lutéoléine
ou kaempférol) font partie du groupe des poly phénols et vont également jouer un

role d’antioxydant et d’anti-radicalaire (Hamoumane et Achite, 2018).
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11.5.10. Composés polyphénols

Les polyphénols constituent un groupe de composés importants en ce qui concerne
I’aspect du miel mais également ses propriétés fonctionnelles. Les polyphénols contenus
dans le miel sont principalement les flavonoides (acide caf€ique, acacétine, quercétine,
lutéoline, kaempférol, apigénine, chrysine, galangine, pinocembrine), les acides

phénoliques, et les dérivés des acides phénoliques (Balas, 2016)

I1.6. Propriétés physico-chimiques du miel
11.6.1. Densité

Le miel a une densité relativement élevée qui varie entre [1,40 et 1,45] g/cm3.
Fondamentalement, la densit¢ d’une substance est exprimée comme le rapport
entre le poids et volume pour une température constante. Depuis la densité de
I’eau, égale a 1 kg/l, est beaucoup plus faible, plus de I’eau, plus la densité du
miel est faible. En conséquence, la quantit¢ d’ecau dans le miel peut étre
approximativement déterminée au moyen d’une mesure de densité simple (Ettore

Baglio, 2018).
11.6.2. Viscosité

La viscosité cinématique est la résistance a la déformation du miel en écoulement,
Quelle est I'une des caractéristiques physiques la plus significative, car elle affecte la qualité
du produit. Elle est influencée par la température, I’humidité et la teneur en glucides. La

viscosité de certains miels Algériens varie de (1,12 a 8.98 mPa.s).

11.6.3. Humidité

La teneur en humidité du miel d'abeille représente une grande importance a sa stabilité
contre la fermentation et la granulation. Les réglementations internationales CEU (Counsil
of European Union), TSE (Turkish Standard Institute) et AFNOR fixe cette valeur en une
fourchette de 15 a 20%. La faible teneur en humidité protege le miel de la contamination

microbiologique et donc il peut étre conservé pendant des périodes plus longues.

11.6.4. Hydroxyméthylfurfural

L'HMF est un dérivé de déshydratation des sucres ; qui apparait par réaction chimique

naturelle lors du vieillissement ou du chauffage des miels affirme que plus la température
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augmente plus un miel contient d'HMF et les voies de ces enzymes disparaitre. D'ailleurs,
les températures €levées ont sur le miel un effet assez semblable a celui du vieillissement.
Les basses températures ont, au contraire, un effet de protection contre le vieillissement par
blocage des réactions enzymatiques et chimiques. La formation de ce composé est le résultat
de la déshydratation d’hexose particulierement dans des milieux acides, ou par réaction de
Maillard. la commission des normes du Codex Alimentarius a fixé la limite maximale de
HMF dans le miel a 40 mg/kg (avec une limite supérieure de 80 mg/kg pour les miels

provenant de régions tropicales) (Shapla et al,.2028)

11.6.5. Conductivité électrique

La conductivité électrique est le paramétre de qualité principal pour le miel représente la
capacité d’un corps a permettre le passage du courant électrique. Elle est exprimée en
Siemens par centimétre (S/cm). Selon leur origine florale, les miels ont une conductivité
variable. D’une maniére générale, les miels de miellat conduisent beaucoup mieux le courant
que les miels de fleurs (Boue Kouanou et al., 2020). Selon le Codex Alimentarius (Codex

Alimentarius, 2001) ne dépasse pas au 0.8mS/cm.

11.6.6. Potentiel d’hydrogéne

Le pH d’un miel est fonction de la quantité d’acides ionisables qu’il renferme ainsi que
de sa composition minérale (Boue Kouanou et al., 2020), le pH du miel est acide, il varie
entre 3,2 et 4,5. Cette acidité est principalement due a sa teneur en acide gluconique et en
gluconolactone. Les miels de nectar, treés acides, ont un pH compris entre 3,5 et 4,5. Les
miels de miellats, moins acides, ont un pH supérieur a 4,5. Le pH du miel est suffisamment

bas pour ralentir ou empécher la croissance de nombreuses especes de bactéries pathogenes.

11.6.7. Acidité libre

L’acidité est un critere de qualit¢ important. La fermentation du miel provoque une
augmentation de l'acidité dans le miel, c'est pourquoi une valeur maximale est tres utile, bien
qu'il existe une fluctuation naturelle considérable. Le miel est toujours acide ; Il influence
fortement la vitesse de dégradation des sucres et des enzymes, elle est plus rapide pour un
pH faible (3,5-4,0) que pour un pH ¢levé (4,0 5,0) Le dosage de 1’acidité libre des
échantillons du miel est réalisé par la méthode de titrage au point d’équivalence. L’acidité

libre est exprimée en meq.kg™.

15|Page



Partie II. Synthése bibliographique

I1.7. Miel d’Eucalyptus

Le miel d'eucalyptus est produit massivement en Australie et 8 moindre échelle dans de
nombreux pays méditerranéens tels que 1'Espagne, 1'ltalie, le Liban, la Tunisie, 'Algérie et
le Maroc. Il est de couleur orangée a nuance ocre jaune ambré dont les ardmes pénétrants

sont tres faciles a identifier. Sa saveur est tout a fait caractéristique. (Moujanni, 2017)

Le miel d'eucalyptus est un miel mono floral commercialisé dans le monde entier et trés
recherché par les consommateurs en raison de ses fonctions biologiques, principalement
attribuées a son origine végétale. Il a été¢ décrit comme un miel avec des effets bénéfiques
appropriés, tels que les propriétés antibactériennes. En effet, le pouvoir antibactérien et
antibiofilm du miel d'eucalyptus a été largement signalé. Les scientifiques ont testé son
efficacité contre plusieurs micro-organismes (Gram-positif, Gram-négatif et levure (Proano
et al., 2021).

11.7.1. Production

Produit a partir du nectar d'Eucalyptus globulus, trouvé en Australie, Californie, Brésil et
Afrigue du Sud. Il est largement disponible (Rabia et al, 2020).

Fiqured.Feuilles d’eucalyptus globulus

(httos.//vwww. lepeupledacote.cormvblante/eucalyptus-globulus-gommier-bleu-de-
tasmanie/)
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11.7.2. Composition

Ce Miel se cristallise moins vite car la concentration de fructose est un peu plus élevée
que la glycémie. Il possede une saveur herbacée caractéristique et un léger arriere-goiit de
menthol et cette saveur peut étre due aux hydroxyacétones, composés aliphatiques,
composés soufrés, isoprénoides, cétones, alcanes et monoterpenes. Il est riche en vitamine
C et vitamine B9 par rapport aux autres types. Encore minéral le contenu est moindre. Il
contient de l'enzyme diastase mais moins que le miel de sarrasin. Il riche en protéines (0,91
a 1,24 /g de miel) et riche en acides gentisiques et en acide protocatéchique. ( Rabia et al,
2020).

11.7.3. Caractéristiques

Le miel d’Eucalyptus est de couleur ocre jaune foncé. Sa consistance est assez épaisse a
cristallisation assez fine. Le miel marque une odeur forte et piquante, sa saveur est tres
relevée, peu agréable avec une certaine acreté et un arriére-goit 1égérement amer (Patricia,
2011). Considérés comme des miels foncés, par rapport aux productions européennes, les
miels d’eucalyptus ont une couleur beige a brun. Ils présentent une cristallisation rapide a
grains fins, trés dense. Du point de vue sensoriel, ils sont a odeurs complexes de type végétal
(champignon sec) a caramel doux, moyennement a assez persistantes les miels d’eucalyptus

sont en général, riches en pollen (Ramaro manana, 2012).

Tableau 1 : Propriétés physicochimiques du miels de Eucalyptus des régions Subhumides
et zones semi-arides en Algérie (Makhloufi et al.,2021)

Paramétres Eucalyptus sp.

Teneur en eau (%) 17,24 + 1,8
Fructose (%) 39,58 £2
Glucose (%) 32,34+ 0,96
Saccharose (%0) 1,82 +0,8
pH 3,97 +0,13
Conductivité électrique (mS/cm) 0,35+ 0,08
Acidité libre (meq/Kg) 16,85 +4,7
Teneur en HMF (mg/Kg) 7,84 +2,5
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Chapitre 2 : Huiles essentielles

Les huiles essentielles (HE) sont des substances aromatiques, volatiles, non grasses qui
Extrait de plantes sous forme liquide (Couic-Marinier et Lobstein, 2013). Elles sont Les
plantes aromatiques sont synthétisées sous forme de métabolites secondaires (Bakkali et al.,
2008). La plupart des plantes contiennent des huiles essentielles, mais généralement en tres
petites quantités. Seules les plantes dites "aromatiques" en produisent des quantités
suffisantes (Haberkorn, 2007). Ces derniers fabriquent des huiles essentielles pour se
protéger, se soigner, Auto cicatrisantes : elles leur servent a attirer les insectes pollinisateurs,
a se protéger des briilures Soleil ou froid, prédateurs et maladies, guérissez enfin (blessure,

maladie, Attaques diverses, etc.) (Festy, 2011).

De nombreux procédés sont utilis€és pour extraire ces substances : la distillation a la
vapeur est le processus le plus courant dans I'industrie des arémes. Le choix de la technologie
dépend principalement de la matiére premicre. Cette condition de sélection depend des
propriétés des HE, notamment : viscosité, couleur, solubilité, volatilité, enrichissement ou
appauvrissement de certains composants (Haddouchi et Benmansour,2008 ; AFSSAPS,
2008).

[I1.1. Répartition et localisation d’HE dans la plante

L'HE peut s'accumuler dans tous les types d'organes végétaux, tels que Fleurs (orange,
rose, lavande) et feuilles (citronnelle, eucalyptus, laurier) noble) bien qu'il soit moins
commun, on le trouve dans I'écorce (cannelle), le bois (bois rose, camphre, bois de santal),
racine (vétiver), thizome (curcuma, gingembre), fruit Graines (fenouil, badiane, persil),

graines (noix de muscade) (AFSSAPS, 2008).

La biosynthése et I'accumulation des molécules aromatiques sont généralement Associé
a la présence de structures histologiques spécifiques. Ces structures sont généralement Sur
ou a proximité des surfaces végétales, elles varient d'une maison a l'autre Plantes, poils
exocrines des familles Lamiaceae et Pelargonium, cellules Sécrétions de Lauracées,
Magnoliacées et Pipéracées, poches sécrétoires Dans le cas des Myrtacées et Aurantacées,
ainsi que les canaux sécrétoires des Ombelliferes et Coniferes (Haddouchi et Benmansour,
2008).
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A: Coupe transversale du pétiole avec deux cavités de sécétions dans le parenchyme (Rustia formosa)
B: Poil sécéteur (Mentha pulegium)
C: Trichome glandulaire (Mentha pulegium)

Figure 5 : Diversité des structures de sécrétion des huiles essentielles par les plantes
aromatigues (Vieira et al.,2001; Karray-Bouraoui et al.,2009).

111.2. Obtention des HE

L'extraction des huiles essentielles est un processus complexe et délicat dont le but est
d'obtenir le produit le plus volatil produit par la plante sans altérer sa qualité. Selon le
matériel végétal primaire, différentes méthodes peuvent étre utilisées pour extraire les huiles

essentielles (Boukhatem et al., 2019).
111.2.1. Entrainement a la vapeur

La distillation a la vapeur ou hydrodistillation fait partie des méthodes recommandées par
la Pharmacopée Européenne, car il n'y a pas de contact direct entre 1'eau et les molécules
aromatiques, ce qui minimise les phénomenes de dégradation et d'hydrolyse pouvant affecter

la qualité de 1’huile essentielle (Boukhatem et al., 2019).

Sous l'action de la chaleur, I'eau se transforme en vapeur et traverse la matiére végétale
sans imprégnation préalable. La vapeur d'eau dissout les composés volatils, qui sont ensuite
acheminés vers le systéme de refroidissement. L'échange de chaleur entre 1'eau froide et la
vapeur d'eau chargée d'huiles essentielles rend cette derniére au niveau de ’essencier. Ainsi,
au niveau du parfum, le produit de la distillation se divise en deux phases distinctes : hydrolat
ou eau florale et HE. L'HE la moins dense flotte dans I'eau florale, tandis que cette dernicre

est plus dense et tombe au fond.
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- matiére
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ballon récipient collecteur

Figure 6 : Montage d’entrainement a la vapeur ( Mohamed 2010 )

111.2.2. Hydrodistillation

L'hydrodistillation consiste a immerger la matiere végétale broyée ou entiere dans un
flacon d'eau distillée puis a faire bouillir le mélange. Les vapeurs hétérogénes des ballons se
condensent sur les surfaces froides, les huiles essentielles sont séparées de 1'eau florale par
des différences de densité (Bruneton, 2009). Ce procédé présente certaines limites : cette
technique n'est pas adaptée a la distillation des fleurs, les fleurs sont fragiles, et ne supporte
pas I'hydrodistillation ni l'entrainement a la vapeur. Un chauffage puissant et prolongé peut
endommager certaines plantes et altérer certaines molécules aromatiques. Contact direct
avec l'eau ainsi que les stimuli d'acidité et de haute température dégénérer comme
I’hydrolyse des esters, isomérisation, racémisation, oxydations, etc. Ce que fait que le
produit final de la distillation est, le plus souvent, différent de I’essence contenue dans le

végétal (Boukhatem et al., 2019).
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Figure 7 . Apparell d'extraction des huiles essentielles type Clevenger (Azzeddine. 2010)

111.2.3. Expression a froid

Le pressage a froid est destiné a extraire les arOmes volatils contenus dans les
fruits, notamment les agrumes. Ce processus peut se faire de plusieurs maniéres,
le principe commun étant que la surface du fruit est soumise a une action
mécanique, qui peut déchirer la peau et perturber les poches sécrétoires, puis
restituer l'essence libérée par un mécanisme physique. L'une de ces techniques
consiste a appliquer une action abrasive a la surface du fruit, l'ensemble étant
affecté¢ par l'écoulement de l'eau. Aprés élimination des déchets solides, l'essence
est séparée de l'eau florale par centrifugation (Bruneton, 2009) Actuellement, le
pressage a froid est presque effectu¢ par des machines hautes performances telles
que les entreprises de machines alimentaires de la série FMC, ce qui permet
d'extraire le jus et l'essence presque simultanément sans qu'il soit nécessaire que

les deux entrent en contact (Boukhatem et al., 2019).
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Figure 8 . Machine 4 expression 4 froid (a) grattage des épicarpes d’agrumes (b):

machine a extraction par expression 4 froid des huiles essentielles d’agrumes (Meissa et

anfel.2020)

II1.3. Propriétés physico-chimiques

Les HEs sont des composés d’odeur forte, différentes des huiles fixes a cause de leur
volatilité. Elles sont liquides a température ambiante, trés peu solubles dans I’eau, solubles
dans 1’alcool et les solvants organiques (chloroforme, le benzene, 1’éther de pétrole, etc.).
(Deschepper, 2017).

111.3.1. Densité

La densité ou la masse volumique est une grandeur physique qui caractérise la masse d’un
matériau par unité de volume, donc c’est le rapport du poids d’un certain volume d’un corps

et le poids du méme volume d’un corps de référence (eau).
111.3.2. Indice de réfraction

L’indice de réfraction d’une HE est le rapport entre le sinus de I’angle d’incidence et le
sinus de I’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminée, passant

de I’air dans I’huile essentielle maintenue a une température constante (AFNOR, 2000).
111.3.3. Potentiel d’hydrogéne

Le pH mesure I’activité chimique des ions hydrogeénes H+ (appelés aussi protons) en
solution, le pH mesure 1’acidité ou la basicit¢ d’une solution. Il s’agit d’un coefficient

permettant de savoir si une solution est acide, basique ou neutre.
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111.3.4. Indice d’acide

C’est le nombre de mg de KOH nécessaire pour la neutralisation des acides libres
contenus dans 1 g d’huile essentielle. La teneur en acides libres des corps gras augmente
avec le temps, I’indice d’acide permet donc de juger de 1’état de détérioration d’une huile

essentielle (Mohamdi et al., 2005).

I11.4. Composition des HEs

Les HE sont des mélanges complexes et divers composés de Structure chimique et
fonction tres diverses. Généralement, ces composés sont divisés en Deux groupes : les
hydrocarbures terpéniques et les composés oxygénés. Les terpénoides sont largement
présents dans I'HE, ils sont composés de Multiples impairs ou pairs d'unités 2-méthylbut-
1,3-diéne, également appelées isopréne. Par conséquent, une distinction peut étre faite en
fonction du nombre de carbones qui composent le groupe de molécules : les monoterpénes
(C 10), les sesquiterpenes (C 15) et plus rarement les diterpénes (C 20), Triterpenes (C 30)
et Tétraterpénes (C 40). C'est parce que les terpénes Issu de 1'isopréne, ils sont également
appelés isoprénoides ou terpénoides. Suite Strictement parlant, le terme "terpénoide" définit
tous les terpenes oxygénés et non oxygeénés, donc le terme « terpéne » ne tient pas compte
de la présence d'oxygene. Les terpeénes que 1'on retrouve le plus souvent dans les huiles
essentielles sont les terpénes les plus volatils, c'est-a-dire ceux a faible poids moléculaire

comme les mono et les sesquiterpénes.
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Figure 9 . Exemples de structures de terpénes
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II1.5. Huile essentiel d’Eucalyptus

La famille des Myrtacées regroupées plantes dicotylédones. Ce sont des arbres et des
arbustes producteurs d’huile aromatiques poussant principalement en Australie. Le genre
Eucalyptus appartient a cette famille (Bruneton, 1999). Originaire d’Australie,
L’Eucalyptus est I'un des principaux genres forestiers plantés dans le monde, il compte
environ 600 a 700 espéces et variétés (Warot,2006). Possédant une exceptionnelle capacité
d'absorber I'eau du sol sur lequel il croit, I'Eucalyptus asseche rapidement les marais qu'il
colonise. Il élimine ainsi les milieux de reproduction des insectes qui transmettent la malaria,
d'ou le nom « d’arbre a la fievre » ou « Australian Fever tee ». Il est également connu sous

le nom de : gommier bleu ; arbre au Koala et huile de respiration.

Le nombre d’especes d’Eucalyptus introduites dans différents pays est supérieur a 150,
moins d’une trentaine sont exploitées de fagon significative en plantation et quatre especes
(E. camaldulensis, E. globulus, E. tereticornis et E. grandis) occupaient, a la fin des années

quatre- vingt, plus de la moiti¢ des surfaces plantées (Eldridge et al., 1993).

La répartition de la plante compose plus de 90% de foréts naturelles. On trouve ce genre
également en Tasmanie (ile d’Océanie au sud-est du continent australien) et dans les iles
indonésiennes. Le genre est trés vaste puisqu’on en dénombre plus de 600 especes (Melun,

etal., 2011).

Etymologie « Eu » est un préfixe d'origine grecque et signifiant « bien » et «Kalyptosy
veut dire «couverture». Le nom générique signifie donc : « bien couvert », car les pétales et

sépales sont soudés
Nom commun

e (Gommier bleu fait allusion a la gomme résineuse qu'ils exsudent quand ils sont
blessés.

e Arbre a fievre dans les régions ou ils sont plantés en prévention du paludisme

(Mekelleche, 2015).
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[I1.6. Genre Eucalyptus en Algérie

Son introduction en Algérie fut par les frangais en 1860. L’espéce pionnic¢re semble
étre /’E. camaldulensis, mais d’autres espéces furent introduites dans des placettes d’essais
notamment dans la région d’Alger. Cette zone d’introduction a été tellement favorable qu’on
a assisté a des croissements naturels qui ont donnés des hybrides dont 1’ Eucalyptus
algériensis. Dans les années 40 et 50 les Eucalyptus furent introduits dans 18 arboretums
couvrant les étapes bioclimatiques humides et semi-arides. Pendant les années 60 a 70, les
reboisements a base d’Eucalyptus ont concerné notamment I’Est (El-Kala, Annaba, Skikda),
le centre (Tizi-Ouzou, Bainem ) et 1’Ouest (Mostaganem) et ceci afin de répondre aux

besoins nationaux en produits ligneux et papetiers (Nait Achour, 2012).

Noms vernaculaires : Calitouss « le nom le plus connue en Algérie », on a aussi :

Calibtus et Kafor, ces noms sont utilisés dans différentes régions d’Algérie.

111.6.1. Composition chimique de THEE

La composition chimique varie en fonction de différents facteurs biotiques et
abiotiques. Or, certains constituants restent quasiment toujours présents, mais a des taux
variables. Les constituants majoritaires les plus caractéristiques sont : Le 1,8-cinéole ou
Eucalyptol (1), a-pinéne (2), B-pineéne (3), aromadendrene (4), globulol (5), p-cymene (6),
a-terpinéol (7) et parfois le limonene (8) (Curir et al., 1995 ; Goldbeck et al., 2014 ; Luis
et al., 2015 ; Boukhatem et al., 2017). Leurs structures chimiques sont montrées dans la

figure (10), ci-dessous :

CH, HiC_CHy HiCx,_CH
(0}

CE

HiC” CH, “h CH,

CH,
(7) (8)

Figure 10 . Structures chimiques des composants majoritaires de I’HE
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Chapitre 111 : Activité antibactérienne des produits naturels (HEE et ME)

La résistance aux antimicrobiens est un probléme mondial de santé publique qui s'aggrave
avec le temps, comme les infections causées par des micro-organismes résistants, dans de
nombreux cas, ne répondre aux traitements, ce qui peut augmenter les colts hospitaliers et
augmenter le risque de décés Les produits naturels ont servi de puissants agents
thérapeutiques contre les bactéries pathogénes et sont toujours les piliers de la découverte de

nouveaux antibiotiques (Dai et al., 2020).

Dés la naissance, 'homme est exposé¢ a des microbes qui vont peu a peu coloniser le
mucus qui recouvre sa peau. Il existe de nombreuses fagons de lutter contre ces micro-
organismes et on peut distinguer grossiérement 3 groupes : les barriéres anatomiques, les

mécanismes de résistance naturelle et I'immunité acquise (Garcia-Ruiz et al., 2008).

Le traitement des infections bactériennes repose principalement sur l'utilisation
d'antibiotiques. La prescription massive et parfois inappropriée de ces agents conduit a
sélectionner des souches multirésistantes, orientant ainsi la recherche vers lI'importance de
découvrir de nouvelles voies qui constituent des sources d'inspiration pour de nouveaux

médicaments a base de plantes (Jiirgen et al., 2009).

[V.1. Mode d’action des antibiotiques

\

Eliminer les micro-organismes pathogénes a l'aide de substances appelées
antibiotiques. Ceux-ci sont synthétisés par des micro-organismes. Ils ont la capacité de
détruire les bactéries (effet bactéricide) ou d'inhiber leur croissance (effet bactériostatique)
(Elghozi, 1992). Le traitement des infections bactériennes repose principalement sur
l'utilisation d'antibiotiques qui détruisent les bactéries en s'attaquant directement a leurs
structures de base (paroi cellulaire et membrane plasmique), en inhibant la synthése des
protéines et des acides nucléiques, en inhibant certaines voies des processus métaboliques

bactériens, et en perturbant ainsi leur fonction (Tenover, 1999).
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IV.2. Activité antibactérienne d’HEE

L'HE agit non seulement localement sur les bactéries mais également sur différents sites
cellulaires (Bajpai et al., 2013). Ils peuvent affecter la morphologie bactérienne, les
mécanismes de régulation et certaines de ses structures spécifiques (Bouyahya et al., 2017).
Cet effet antibactérien peut dépendre de la composition chimique des HEs (Swamy et al.,
2016) et est attribué a la présence de la plupart des composés phénoliques et des terpénes
(Saad et al.,2013). L’HE agit principalement au niveau de la paroi cellulaire bactérienne,
mais peut également affecter les protéines, les acides gras membranaires, affecter la
détection du quorum (la capacité des bactéries a détecter et a répondre aux molécules de

signalisation) et la production d'ATP (Bouyahya et al., 2017).

Auto-inductews (molécule du Quorum sensing) Coagufation des protéines

Fuite des constituants
cytoplasmiques
(métabolites etions)
Force

proton
motrice

Paroi cellulaire Protéines membranaires

Figure 11 : schéma représentant les différents sites d'action des huiles essentielles au
niveau d'une cellule bactérienne (Bouyahya etal., 2017)

En effet, la décomposent et la dégradation de la membrane cellulaire des bactéries par les
composés phénoliques perturbent la membrane cytoplasmique, entrainant la libération de
molécules intracellulaires, I'épuisement de la force motrice forte, la réduction de la

production d'ATP et la coagulation du cytoplasme (Wong-Paz et al., 2017).
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Quant aux terpénes, leur lipophile leur permet d’incorpore la membrane cellulaire,
changeant sa structure, augmentant sa fluidit¢ et sa perméabilité, qui conduit a un
dysfonctionnement Les membranes, telles que la rupture de la chaine respiratoire (Paduch
etal.etal., 2007). Les HE peuvent également affecter la biosynthése des lipides en attaquant
Augmente la quantité d'acides gras pour les enzymes responsables de leur production Acides
gras saturés en C16 et C18 et acides gras insaturés en C18 réduits (Di Pasqua et et al., 2007).
En termes de protéines, I'HE contenant du cinnamaldéhyde peut Bloque la division cellulaire
en inhibant I'assemblage du complexe FtsZ L'anneau Z chez Bacillus cereus (Bouyahya et
al., 2017). Les quelques composés des huiles essentielles jouent également un role dans
l'activité antibactérienne et, dans certains cas, se synergisent méme avec les principaux

composants et amplifient leurs effets (Bajpai et al., 2013).

Mécanismes d'action possibles:

+ Formation de complexes au niveau
de la membrane cytoplasmique

+ Endommagement des membranes
cellulaires et cytoplasmiques

« Inactivations des réactions
enzymatiques bactériennes

O OH « Action contre les protéines
Capsule membranaires
«+ Libération du contenu intracellulaire
<— Flagelle
HO OH
OH Cellule bactérienne

Acide phenolique normale

Figure 12 : Schéma représentant le mécanisme antibactérien des composés phénoliques
(Wong-Paz etal., 2017)

L’HE d’Eucalyptus renferme une grande quantité de terpenes, accumulés et distribués
sur la totalit¢ du parenchyme foliaire et de 1’écorce (Ghalem et Benali, 2008). Le
monoterpene 1,8-cinéole, est sans doute le composé le plus présent et le mieux mis en
évidence. Or, ’a-terpinol a montré une activité huit fois supérieure a ce dernier contre
Staphylococcus aureus (Ghalem et Benali, 2008). L’huile d’Eucalyptus, en particulier, s’est
avérée efficace sur plusieurs bactéries, notamment : Haemophilus influenzae, Haemophilus
parainfluenzae, Stenotrophomonas maltophilia et Sreptococcus pneumoniae (Cermelli et
al., 2007). Dans une autre étude, ’HE a inhibé significativement la croissance de

Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa (Mohd, 2019), Escherichia coli,
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Bacillus subtilis, Listeria innocua (Bey-ould si said et al., 2016). Pour ce qui est des BMRs,
I’huile d’Eucalyptus a exercé une inhibition marquée contre les Staphylococcus aureus
résistants a la Méthicilline (SARM) et Enterococcus faecalis résistant a la Vancomycine
(ERV) (Mulyaningsih et al., 2010). Cette activité microbienne est attribuée a
I’aromadendrene, composé ayant un groupement méthylique exocyclique et un cycle
cyclopropane qui peut alkyler les protéines et donc, détruire leur conformation. De plus,
comme le composé¢ est hautement lipophile, il peut perturber la fluidité et la perméabilité des

biomembranes (Mulyaningsih et al., 2011).
IV.3. Activité antibactérienne du Miel

Le miel obtenu a partir de plusieurs sources végétales montre une action
antimicrobienne intense, l'activité antimicrobienne du miel a été considérée comme I'une de
ses propriétés biologiques les plus pertinentes (Bobis et al., 2020), il peut agir comme agent

bactériostatique ou bactéricide selon la concentration utilisée.

Plusieurs agents pathogénes ont été prouvés sensibles aux miels. Nous citerons par
exemple : Bacillus anthracis, Escherichia coli, (diarrhées, septicémie, infections urinaires,

infection des brilures), Proteus spp. (Tuberculose), (brilure).

L’action sur ces microorganismes peut étre directe par I’élimination directe des
pathogenes par le miel principalement les bacilles gram positifs, soit par action indirect avec
I’activation de la réponse immunitaire du sujet par le miel. D’autre part, dans le mécanisme
direct on différencie les composés a activité peroxyde des composés a activité non peroxyde

(HADERBACHE, 2021).

1V.3.1. Composés a activité peroxyde
a. Peroxyde d’hydrogéne (H202)

La production de peroxyde d’hydrogene et d’acide gluconique résulte de 1’oxydation de
I’eau et du glucose par la glucose oxydase. Cette production d’eau oxygénée est influencée
par la chaleur et la lumiére, la glucose oxydase étant thermolabile et photolabile. Le peroxyde
d’hydrogene n’est pas antibactérien en lui-méme. L’action antibactérienne est due aux
radicaux hydroxyles libres générés par 1’action catalytique d’ions métalliques provenant des

cellules bactériennes (Balas, 2015).
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La production du H>O> permet la détersion par un effet mécanique, active I’angiogenése,
favorise la prolifération des fibroblastes et diminue la prolifération bactérienne (Khouider

Djelloul et Noumeri, 2020).

Glucose-oxydase

Glucose +eau + O, - Acide gluconique + H,0,

Catalase

b. Composés a activité non peroxyde
b.l1 pH

Le pH du miel est acide, il varie entre 3,2 et 4,5. Cette acidité est principalement due a sa
teneur en acide gluconique et en gluconolactone. Le pH du miel semble étre suffisamment

bas pour ralentir ou éviter la croissance de nombreuses especes de bactéries pathogénes
(Balas, 2015).

b.2 Osmolarité

La faible concentration hydrique inhibe la croissance bactérienne et la forte teneur en
sucres (solution hypertonique) provoque une déshydratation osmotique, ce qui laisse trés peu
de molécules d’eau disponibles pour les micro-organismes. Ce qui rend difficile pour elle de

survivre (Balas, 2015).
b.3 Autres substances

Les composés phénoliques provenant du nectar de la plante ont été proposés comme de
facteurs importants de 1'activité antibactérienne non peroxyde du miel. Plusieurs composés
phénoliques antibactériens ont été identifiés dans les miels, mais leur contribution a l'activité
globale du miel reste incertaine (Khouider et Noumeri., 2020). La capacité antibactérienne
du miel d'eucalyptus a été largement rapportés dans des échantillons de différentes régions
géographiques (Bobis et al.,2020), il contient divers favonoids qui rendent ce miel comme
antibactérien, et montré du peroxyde d’hydrogene action antibactérienne dépendante. Cette
activité a €té testée contre plusieurs types de micro-organismes (gram positif, gram négatif
et levure), les plus courants étant Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et

Staphylococcus aureus (Rabia et al.,2020).
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Chapitre 4 : Matériel et Méthodes
V.1. Rappel sur les Objectifs

L’objectif de ce travail est de tester [’activité antibactérienne des deux produits
naturels (ME et HEE) et I’effet combinée de ces deux produits naturels (50% / 50%)
sur la croissance des trois souches bactérienne pathogénes: E. coli, staphylococcus

aureus et Pseudomonas aeruginosa.

Les analyses effectué dans cette étude sont réparties dans deux laboratoires: le
laboratoire pédagogique de département de biologie de facult¢ des sciences
(Université de Saida-Dr. Tahar Moulay) et le laboratoire d'Hygiéne et de Santé de

wilaya de saida.
V.2. Matériel biologique
V.2.1. Produits naturels
V.2.1.1. Huile essentielle d’eucalyptus

Nous avons obtenu de I'huile essentielle d'eucalyptus sur commande auprés
d'une sociét¢ de production d'huile naturelle « Mesk El Yaman » situé dans le
Quartier  Bousshaqi, parcelle n°3, Bab Ezzouar, Algérie, Par email «

info@meskelyamen.healthcare » en une quantité de 15 ml.

Figure 13 : Huile d’eucalyptus
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V.2.1.2. Miel d’eucalyptus

Quant au miel d’eucalyptus, nous I'avons obtenu de Mansoura pour les

Matériaux Naturels, de I'état de Tlemcen, quantité 250 ml.

Figure 14 . Miel d’eucalyptus

V.2.1.3. Bactéries testées

Les Dbactéries ¢étudiées ont été choisies pour leur pathogénicité et leur
résistance. Elles nous ont ¢été fournies par le laboratoire pédagogique de

microbiologie de notre département.
V.2.2. Analyse Physico-Chimiques d’HEE
V.2.2.1. pH
Le pH mesure l'activité chimique des ions Hydrogénes H" en solution. Cette méthode
décrit l'acidité ionique du produit a analyser, son principe consiste a introduire 1'électrode du

pH-métre dans le produit apres le réglage de la température d'étalonnage (Mahboub et al,
2019).

a. Mode opératoire

Régler la température du pH metre, et rincer toujours la sonde a l'aide d'eau distillée, puis
prendre Iml d’HEE a analyser dans un bécher, en suite plonger la sonde dans la solution et lire

le pH (Boukedjar et Bouhalfaya, 2021).

34|Page



Partie IV. Matériel et méthodes

V.2.2.2. Indice d’acide

L’indice d’acide (Ia) est le nombre de mg de potasse (KOH) nécessaire pour neutraliser

les acides libres renfermés dans un 1g d’(HEE).
a. Mode opératoire

Elle consiste a mettre 1g d’HEE dans un erlenmeyer dans lequel 5 ml d’éthanol a 95% et 5
gouttes de phénolphtaléine sont ajoutés. Le mélange est réchauffé dans un bain marie jusqu’a
environ 65°C pendant 10 minutes. Apres refroidissement, celui-ci est titré par une solution
d’hydroxyde de potassium (KOH) de concentration 0,1N a I’aide d’une burette, jusqu’a ce que

la solution vire au rose (Belline Ndzeli Likibi et al., 2019)
b. Calcul

L’indice d’acide (Ia) est déterminé par la formule suivante (1):
14
o =056 X~ . (1)
Ou:
v: volume de la solution de KOH.

m: masse d’(HEE) en g
V.2.2.3. Densité relative

Densité relative (dre) 2 20°C, C’est le rapport entre la masse d’un certain volume d’(HEE)

et la masse d’un volume égal d’eau 4 20°C (AMARA et al, 2019).
a. Mode opératoire

Le poids d’une seringue de 5 ml stérile est taré sur une balance électrique en premier temps,

ensuite nous avons rempli cette seringue par vie= 1 ml (HEE) et remettre dans la balance (me)
b. Calcul

La dre est donné par la formule suivante (2) :

Mye
dye =

(2

VHe
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Ou:
dHe : densité de I'huile essentielle

mue . masse de I'huile essentielle
Ve : volume de I'huile essentielle

V.2.3. Analyse physico-Chimiques du ME

V.2.3.1. Humidité

La teneur en eau ou en humidité déterminée par la méthode réfractométrique est basée sur le
fait que la réfraction dans le miel. L’indice de réfraction peut étre converti en teneur en humidité

en utilisant le tableau de Chataway (Bogdanov et coll., 1997). (Tableau 1). (Annexel).
a. Mode opératoire

Pour I’humidité elle se mesure a I’aide d’un refractometre dans lequel un rayon lumineux
traverse une goutte de miel, puis il éclaire une échelle graduée, plus le miel est riche en matiére

seéches, plus le rayon lumineux est dévié et donc I’indice de réfraction est fort (JeanProst, 2005)
V.2.3.2. Sucres réducteurs

Peser 0.5g puis ajouter 1’eau distillé aprés on agite le mélangé, on dilue la solution a un
V=100ml jusqu'a I’homogénéisation de la solution. On préleve 10ml de la dilution prépare +
10ml de Fehling A + 10ml de Fehling " .On Chauffe la solution sur une plaque chauffante
jusqu’a ébullition pendant 3 min on obtient un précipité rouge brique. Lavage avec I’eau distillé
chaude (pour récupérer le précipité en utilisant un filtre avec 10 ml de la solution ferrique qui
va dissoudre le précipité) On obtient une solution vert claire. A la fin on titre la solution avec
KMnO4 (0.02N) jusqu’a coloration roseLe résultat est calculé comme suit A partir de la table

de conversion de glucose (en utilise la m(Cu) pour déterminer les sucres réducteurs en P%)

m (cu) = 5X VKMn0O4 X NKMnO4 X Mcu

100
P(SR) =mSI xx 1073 x 10 x%%

V.2.3.3. pH et Acidité

La détermination du pH et de 1’acidité du miel est réalisée selon la méthode du Journal

Officielle Frangais (1977). Le pH est mesuré a 1’aide d’un pH- métre sur une solution de miel
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dans I’eau distillée a 10 %, la valeur du pH de la solution est déterminée aprés I’immersion de

la cellule du pH-métre dans celle-ci
a. Mode opératoire

10g de miel sont dissous dans un volume V (75ml) d’eau distillée, aprés on mesure le pH
de la solution et on titre cette derniére jusqu'a ’augmentation de pH a 8.5, ajoutant 10 ml de

NaOH (0.05N) dans la solution, ensuite on fait titré la solution par le Hcl pour la diminution du

pH a 8.3.
b. Calcul

Le résultat de 1’acidité libre et de lactone sont calculés selon les formules suivantes :

Acidité libre (meq/kg de miel) = (VNaOH (échantillon))) * CNaOH * 1000 /m
m : Prise d’essai (g).
VNaOH (échantillon) : Volume de NaOH nécessaire pour atteindre le point équivalent.
CNaOH : Normalité de NaOH (0.05N).

V.2.3.4. Conductivité électrique
La conductivité électrique est la mesure de la capacité de 1’échantillon de miel
a transmettre un flux électrique ou conductance.

a. Mode opératoire

La détermination de celle-ci est réalisée sur une solution de miel contenant 20 % de la
matiere seche a 20 °C. Une quantité de miel M, avec M= (5x100) / MS, dont MS est la teneur
en matiére seche de I’échantillon de miel, est dissoute dans 25ml d’eau distillée de trés faible

conductivité électrique (4 uS / cm).
c. Calcul

La lecture des résultats est faite directement aprés I’immersion de la cellule du

conductimeétre et les résultats sont exprimés en mS / cm

CE (milli — Siemens / cm) = valeur mesurée - A
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CE : Conductivité ¢électrique.

A : (la valeur mesuré x 0,032) x (T°=20°C).

T° : Température ambiante de la mesure (dans notre cas elle varie entre 16 et 18 °C).
0,032 : Facteur de correction

V.2.4. Activité antibactérienne

V.2.4.1. Identification des souches collectées

Les (03) souches bactériennes testées sont prélevées aux lieux hospitalier un d'entre eux est
a Gram positif : Staphylococcus aureus, les autres sont a Gram négatif : Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa. Tous les bactéries ont subi une coloration de Gram et une

identification biochimique.
V.2.4.2. Antibiogramme

1. Préparer la gélose de Muller Hinton selon les indications du fabricant en ajoutant, I’épaisseur
de la gélose doit étre de 4 mm = 0,5 mm, La surface de la gélose doit étre séchée avant emploi.
2. Préparation suspension inoculum.

A partir d’une culture pure (18-24 heures sur milieu non sélectif adapté aux exigences
de la souche), préparer une suspension inoculum en 5 ml eau physiologique , prélever plusieurs
colonies de méme morphologie (si possible) afin d’éviter de sélectionner un variant atypique.
Mettre ces colonies en suspension en milieu salé avec une dse stérile ou un écouvillon en coton.
La suspension bactérienne est standardisée a 1’aide du témoin 0,5 McFarland. Un inoculum
lourd engendre des diamétres plus petits et inversement.

3. L’inoculum bactérien doit idéalement étre employé dans les 15 min. qui suivent sa
préparation.

4. Plonger un écouvillon en coton stérile dans la suspension bactérienne et ensemencer toute
la surface du milieu en stries serrées (successivement 3 orientations décalées de 60°)

5. Déposer les disques (maximum 6 pour une boite de 90 mm) a la surface de la gélose en les
appliquant délicatement a la pince stérile

6. Incuber les boites dans les 15 min a 35-37° C pendant 18-24 h

a. Lecture
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Aprés 18-24 h d’incubation a 35-37° C, Mesurer les diameétres des zones
d’inhibition au millimétre le plus proche avec une regle.
Interpréter les diameétres des zones d’inhibition par référence aux tableaux ou figurent les

concentrations critiques.

V.2.1. Activité antibactérienne des produits naturels

Les échantillons d’HEE et le ME, ont été utilisés sans dilution. L'activité antimicrobienne
de I’HEE et le ME, a été déterminé par la méthode de diffusion des puits a été¢ adoptée pour

P’estimation de 1’effet inhibiteur.

a- Milieu de culture

La gélose Mueller-Hinton (MH) est le seul milieu de culture solide pour I’étude de
sensibilité Il est recommandé de toujours utiliser pour les épreuves de diffusion en gélose (en
dissoudre 38 grammes dans 1 litre d’eau avec pH 7,3 + 0,2 a 25°C, Chauffer sous agitation
fréquente jusqu’a obtention une suspension homogeéne. Ensuite, distribuer en flacon et
autoclave a 121°C sous une pression de 15 psi pendant 15 minutes. Et Conserver au
réfrigérateur a 2 - 8°C. Avant utilisation la gélose Mueller Hinton est fondu dans bain marie a
95C° Dans des boites de Pétri stériles, 20 ml de gélose (Mueller-Hinton) sont coulés et laissés

pendant 20 minutes pour se solidifier.

b- Préparation de I’inoculum

L’activité antibactérienne doit étre réalisée sur des souches bactériennes jeunes. La
réactivation des cultures est effectuée par repiquage sur gélose nutritive pré-coulée dans des
boites de Pétri, puis incubée a 37 °C pendant 18 a 24 heures. Pour préparer 1’inoculum, trois a
cing colonies similaires bien isolées sont déchargées dans 5 ml de 1’eau physiologique stérile.
La suspension bactérienne est ensuite homogénéisée a I’aide d’un vortex ; son opacité doit étre

équivalente a 0,5 McFarland (Fertout-Mouri et al., 2017).

a. Ensemencement

Plonger un écouvillon en coton stérile dans la suspension bactérienne. Puis en fait flotter

I’écouvillon sur la totalité¢ de la surface gélose, en stries serrées, et 1’opération a été répétée
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encore deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois (trois directions) (Kezzouna

Radja,2015).
a. Creuser des puits

Des puits de 6 mm de diametre ont été creusés dans la gélose solidifiée et séchée a I’aide
d’emporte-picce stérile. Le fond des puits est colmaté par une goutte de gélose TSA pour limiter
la diffusion des huiles sous la gélose. Chaque puits est rempli sans débordement par la méme
aliquote d'HEE et le ME 4 tester I’aide d’une seringue graduée Les boites sont incubées 24 h a

37Ce.
b. Lecture

L’évaluation de I’activité antibactérienne du ME et d’HEE est basée sur les mesures des
diametres en (mm) des halos d’inhibition autour de chaque puit a 1’aide d’un pied a coulisse ou
une regle décimale. Vu I’absence d’une référence de lecture qui détermine le seuil de sensibilité

nous avons considérés que si le diamétre de la zone d’inhibition est :

= Inférieure a 10mm : y a une résistance.
= Egalea 10mm : y a une sensibilité intermédiaire.

=  Supérieure a 10mm : y a une sensibilité¢ remarquable.
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RESULTATS ET
DISCUSSION
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Chapitre V. Résultats et discussion
VI.1. Caractéristiques physico-chimiques d’HEE

L’ensemble des résultats des analyses physico-chimiques de I’HEE est résumé dans le
(Tableau 2).

Tableau 2 : Les résultats des analyses physico-chimiques d’huile essentielle d’Eucalyptus

globulus
Propriété Notre étude KRAIFFI et (AFNOR NFT7,
BOUALAM, 2000)
2021)
pH 5.8 55 4-6
Indice d’acide 0.8 5.65 0,84-3,74
Densité 1.03 1.008 0,905 2 0,921

VI.1.1. pH

LHEE, présente un pH de 5.8, cette valeur est parue normale par rapport a la Référence
AFNOR NFT7, 2000 (et une étude antérieure de KRAIFFI et BOUALAM (2021), A noter
que le pH joue un rdle décisif dans les réactions chimiques et biochimiques et peut influencer
les propriétés stabilisantes des HE (effets antioxydants et antibactériens). Par conséquent, ce
Le résultat peut conduire a de bonnes propriétés de stabilité contre les micro-organismes ;

permettrait a ce HE d'agir comme antibactérienne.
V1.1.2. Indice d’acide

L'indice d'acide indique le comportement et la quantité d'acide libre présent dans notre
huile. Cela peut également nous dire que I'huile est sujette aux changements, en particulier
a l'oxydation. D'apreés nos résultats, I’HE de Eucalyptus globulus présente un indice d’acide
de I’ordre de (0.8), cette valeur cette valeur est une valeur peu faible par rapport a Référence
AFNOR , Le valeur de ce indice comparé a celle de étude antérieure montrent une trés
grande de différence (5.65), Cette différence est due aux facteurs de conservation,
notamment la lumiére qu’est favorise 1’altération de la structure des huiles essentielles et le
développement des acides, Un Ia faible pour ’'HEE peut étre bénéfique, pour garder sur ses

propriétés et ses effets ( antibactériens et antioxydants).
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Figure 15 . résultats du test d’indice d’acide
V1.1.3. Densité

La densité est I'un des parameétres de pureté de I'HE. Selon nos résultats, la valeur de la
densité relative de 1'huile essentielle d'eucalyptus (1,03) était supérieure a la gamme de la
norme AFNOR et de 1'étude précédente (1,008). Selon (Tenscher et al., 2005), ce paramétre
est 1ié a la composition chimique de cette huile et est affecté par le phénotype, le moment de

la récolte, le type de sol, la conservation, le processus et les conditions d'extraction.

VI.2. Caractéristiques physico-chimiques de ME

Le (Tableau 3) recapitalise les valeurs obtenus suite a 1’analyse physico-

chimiques de ME.

Tableau 3 : Résultats des analyses physico-chimiques de ME

Acidité libre 20 meq /Kg
Conductivité électrique 0.728 ms/cm
Humidité 15.9%
Sucres réducteur 62%

pH 3,9

La valeur de I’acidité libre de miel analysé est = 20 meq /Kg. Le Comité du Codex

Alimentariussur les sucres (2001) a fixé une valeur maximale de 50,00 meq/ kg pour I'acidité
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libre. Des valeurs plus élevées peuvent étre indicatives de la fermentation des sucres en

acides organiques.

Selon Ajlouni et al. (2010), une acidité libre élevée peut étre un indice d’une fermentation
par des levures osmotiques. En effet, au cours de la fermentation, le glucose et le fructose
sont convertis en alcool. Ce dernier est a son tour hydrolysé¢ en présence d’oxygene et

converti en acide acétique, ce qui contribue a I’augmentation de 1’acidité libre.

L'acidité libre est un parametre important li¢ a la détérioration du miel. II est caractérisé
par la présence d'acides organiques en équilibre avec les lactones, les esters internes et
certains ions inorganiques tels que les phosphates, les sulfates et les chlorures (Gomes et al.,
2010).

V1.2.1. Conductivité électrique

Le miel d’Eucalyptus a enregistré la valeur de 0.728 ms/cm. Cela est en accord avec les
normes du Codex Alimentarius (2001) qui indique une conductivité électrique qui varie
fortement pour le miel d’eucalyptus. A ce sujet, (Talpay ,1985) propose des valeurs allant
de 0,40 a 0,90 mS/cm pour les miels d’Eucalyptus. Cependant, les miels de miellat peuvent
avoir des valeurs supérieures a 0,8 mS/cm, a 1’exception de quelques miels (eucalyptus,

erica) pour lesquels la conductivité varie fortement ( Codex Alimentarius, 2001).

La conductivité électrique est un indicateur souvent utilis¢ dans le controle de la qualité
du miel qui peut étre utilisée pour distinguer entre les miels de nectar et ceux de miellat.
(Karabagias et al., 2014). Elle dépend de la teneur en éléments minéraux et de I’acidité du
miel ; plus ces derniéres sont élevées plus la conductivité correspondante est élevée (Piazza

et al., 1991 ;Yiicel et Sultanoglu, 2013).
VI1.2.2. Teneur en eau

Le résultat de la teneur en eau de miel étudié est de15.9%. Ce résultat obtenu est inférieur
a20%, la limite mentionnée par la Commission Européenne, (2002) et le Codex Alimentarus,
(2001). D’aprés Ouchemoukh, (2016), la teneur en eau du miel dépend des conditions
environnementales, I’origine florale et de la période de récolte. Elle peut varier d'une année

a une autre. La teneur en eau est un ¢lément important dans I’évaluation du degré de maturité

44| Page



Partie IV. Résultats et discussion

du miel et de sa durée de vie. Généralement une quantit¢ d’eau élevée provoque la

fermentation du miel, la perte de sa saveur et de sa qualité (Fahim et al., 2014).
V1.2.3. Sucres réducteurs

L’examen des résultats montre que la teneur en sucre réducteur d’échantillons de miel
est: 62% D’apres Kiigiik et al. (2007. Les sucres représentent les principaux composants
de tous les types de miel. Les réducteurs (sucre inverti) ; principalement le fructose et le

glucose ont été jugés comme constituants majeurs du miel

Les valeurs des sucres réducteurs varient entre 62%. Ces valeurs répondent aux

normes exigées par le Codex Alimentarus (2001) qui soit supérieurs a 45 %.

Ces valeurs sont inférieures de celles trouvées par Ouchemoukh et al. (2007)
et Doukani et al. (2014), qui ont rapport¢ un taux de sucres réducteurs variant

successivement de 61,4 a 79,9%.

La composition en sucres permet dans certains cas d’identifier 1’origine
botanique de quelques miels monofloraux et la proportion des différents sucres
présents dans un miel est trés variable. Elle dépend, en effet, directement du type

de fleurs butinées par les abeilles (Louveaux, 1968).
VI1.2.4. pH

La valeur du pH du miel analysé est de : 3,9. Lequel est une valeur extréme, en dehors de
ces valeurs, cela révele une dégradation biochimique, possible en raison de mauvaises
conditions de récolte ou de stockage (Yaiche et al., 2014). Le pH est un critére de qualité, il
est en fonction de la quantité d’acides ionisables qu’il renferme (ions H™) ainsi que de sa
composition minérale. Les miels de miellat ont un pH un peu plus élevé (4,2 a 5,5)

(Bogdanov et al. ,1995).
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V1.2.5. Identification des souches collectées

Tableau 4 : Les bactéries dans leur milieux sélectif préféré (a) Staphylococcus aureus
dans le milieu Chapman ; (b) Pseudomonas aeruginosa dans le milieu Hektoén ; (C)
Echerchia coli dans le gélose nutritif.

Bactérie Staphylococcus aureus

Milieu
de
culture

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli

V1.2.6. Antibiogramme

Tableau 5 : Diamétres des zones d’inhibition de I’antibiogramme des trois souches

utilisées
Diameétre o
Antibiotiques  d’inhibition  Staphylococcus aureus P;iLrluZZgg:S Escherichia coli
(mm)

Ampicilline 15-20 0(R) 0(R) 10 (R)
Amikacine 18-23 25 (S) 20 (1) 22 ()
Néomycine 19-25 15(R) 15(R) 15 (R)
Pénicilline G 12-18 0(R) 0(R) 0(R)
Streptomycine  12-14 34(S) 20(S) 25(S)
Tétracycline 17-19 17(1)

22(S)
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L’analyse comparative des effets de I’extrait et des antibiotiques a révélé la : résistance
(R) des trois souches a I’ampicilline, pénicilline G et la néomycine, et une résistance des

Pseudomonas a la tétracycline.

Une sensibilité (S) de tous les bactéries étudiées ont été marqué a la streptomycine. Les
diametres des zones d’inhibition variaient entre 20 et 34 mm. Cette sensibilité a été¢ prouvé
par I’é¢tude de Rather et al. (2012) qui ont montré que la sensibilité presque similaire entre
Pseudomonas aeruginosa €t Escherichia coli a la streptomycine pourrait étre due au méme mode
d’action de la streptomycine sur les bactéries Gram-. La variation de Dactivité
antimicrobienne des agents antibactériens pourrait s’expliquer par des différences

structurelles entres les bactéries.
V1.2.7. Activité antibactérienne

L'activité antibactérienne a été évaluée in vitro par I'action de ’HE et ME sur 3 souches
bactériennes (deux a Gram négatif Eschershia coli, Pseudomonas aeruginosa et 1 a Gram
positive Staphylococcus aureus) par la méthode de diffusion des disques sur un milieu GN

(méthode de puits).

V1.2.7.1. Activité antibactérienne d’HE

Tableau 6 : Diamétre en (mm) de la zone d’inhibition de I’effet d’HE sur les trois souches
de la bactéries

Bactéries Escherichia coli Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
Diameétre
des zones 19 14 13 22 19 20 14 14 12
d’inhibition mm mm mm mm mm mm mm mm mm
(mm)
Moyenne

47|Page




Partie IV. Résultats et discussion

Les résultats sont observés le lendemain des expériences, en mesurant les diameétres des

zones d'inhibition. Si le diamétre des zones d’inhibition est :

e Inférieure a 10 mm : y a une résistance.
e Egalea 10 mm : y a une sensibilit¢ intermédiaire.

e Supérieure 2 10mm : y a une sensibilité remarquable.

Les résultats d’activité antimicrobienne d’huile essentiels d’eucalyptus ont été reporté
dans le tableau au-dessus, montre que la fraction, chez la bactérie Staphylococcus aureus
présent une activité antibactérienne plus élevées et forte que les autres bactéries avec la zone
d'inhibition d'ordre : 20,3 mm. Le pouvoir d'inhibition bactérienne sur la bactérie

Escherichia coli était 15,3 mm, et pour la bactérie Pseudomonas aeruginosa était 13,3 mm.

Les interprétations sont faites en se référant a 1’échelle de 1’estimation de I’activité
antimicrobienne donnée par Ponce et al., (2003). A partir de cette échelle on peut classer les
bactéries de la plus sensible a la plus résistante comme suivant: S. aureus > E .coli >

P.aeruginosa.

Ces résultats, s’accordent avec ceux de Raho et benali, (2008) sur la sensibilité de S.
aureus et la résistance de P. aerugenosa vis a vis de ’extrait des feuilles d’E.globulus. La
méthode de diffusion des puits a révélé que ’effet antibactérien d’extraits de la plante
médicinale d’E.globulus différe d’une souche a une autre. Les bactéries £. coli et
P.aerugenosa sont avérées les plus résistantes alors que S aureusest le plus sensible. Ces
résultats sont en accord avec plusieurs publications concernant les extraits de plantes
médicinales ou les bactéries a Gram négatif dévoilent une forte résistance aux extraits de
plantes que les bactéries a Gram positif (Arias et al., 2004; Khan et al., 2009; Oliviera et
al., 2008).

En vue des résultats obtenus pour 1’antibiogramme et tenant compte des concentrations
des disques d’antibiotiques, le pouvoir inhibiteur d’E.globulus sur Staphylococcus aureus
est trés satisfaisant en comparaison a la pénicilline ce qui est trés encourageant pour

développer des préparations médicamenteuses a base d’E.globulus.

Cela est interprété par le fait que les plantes produisent une variété énorme de petites

molécules antibiotiques ayant un large spectre de structures telles que les flavonoides et les
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polyphénols. Cependant, la plupart de ces petites molécules ont une faible activité

antibiotique par rapport aux antibiotiques communs produits par les bactéries.

VI1.2.7.2. Activité antibactérienne de ME

D'apres les résultats de la Méthode de diffusion en puits précédemment cités : Pour
Escherichia coli, n'ont pas présenté un grand effet antibactérien, les diamétres d'inhibition
oscillent entre 9 et 10 mm. En revanche, Staphylococcus aureus, ne présenté pas une activité
antibactérienne pour le miel non dilué mai il était le plus sensible. Les diamétres d'inhibition
oscillent entre 10et 12 mm. Pseudomonas aeruginosa, n'a pas présenté un effet antibactérien,

il avait le diamétre d'inhibition le plus faible soit 6 mm.

Tableau 7 : Diamétre en (mm) de la zone d’inhibition de I’effect de ME sur les trois
souches de la bactéries.

Escherichia coli Staphylococcus aureus & seudw_n onas
aeruginosa
Diamétre des
zZones 10 09 10 12 11 10 06
d’inhibition mm mm mm mm mm mm mm
(mm)
Moyenne
Images de
résultats

La technique de diffusion sur MH, I’échantillons du miel a montré un extréme effet
inhibiteur sur Staphylococcus aureus et un peu moins sur Escherichia coli, alors que
l'activité inhibitrice est encore moindre sur Pseudomonas aeruginosa. |l apparait donc que
Staphylococcus aureus (Gram +) présente une grande sensibilité vis-a-vis de miel analysé,
avec un diametre d'inhibition assez grand pouvant aller jusqu'a 12 mm de diameétre, ce qui
est plus élevé que les diameétres obtenus avec les antibiotiques testés par l'antibiogramme

(AM et S).
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Des résultats contrastés ont été rapportés dans 1’étude de Sib A., (2007) ou I’activité
antibactérienne du miel a été testé sur Staphylococcus aureus, les zones d’inhibitions

trouvées oscillent entre 29.34 mm et 34 mm.

Les travaux de ATAMNA et al (2017) montrent une inhibition de Staphylococcus
aureus a partir d'une concentration de miel de 25% pour des diameétres allant de 20 a 28 mm,
résultats qui confirment la sensibilité de cette bactérie au miel. Plusieurs autres études vont
également dans ce sens montrant des zones d’inhibitions importantes (Allen et al., 1991,
Molam et al.,1998).

Pour Pseudomonas aeruginosa, le miel était inactif avec diamétres d'inhibition de 6
mm, ce qui correspond aux résultats trouvés par Kerdouci et al (2013) qui donner des
diametres allant de 8 a 23 mm, les travaux de Hafsaoui et al (2019) montrent également des

diameétres d'inhibition moyen de 20 mm.

Escherichia coli a une sensibilité intermédiaire avec des zones d'inhibition ne
dépassant pas 11 mm, ces résultats ne sont pas loin de ceux obtenus par Bouchama et al

(2015) avec des diamétres d'inhibitions moyens de 13 mm.

L'é¢tude de Tifouti et al (2018) sur I'activité antibactérienne du miel testé sur
Escherichia coli montre des résultats comparables aux ndtres: le miel posséde un effet

inhibiteur a I'état pur sur la croissance bactérienne avec des diamétres allant de 10 a 23 mm.

Les résultats de la présente étude ont montré que Staphylococcus aureus qui est une
bactérie a Gram positif était plus sensible qu’ Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa

qui sont des bactéries & Gram négatif.

Cette sensibilité plus marquée des Gram (+) par rapport aux Gram (-) vis-a vis du miel
a déja été observée dans plusieurs études antérieures, elle peut étre attribuée a la différence
de structure membranaire des trois souches. En effet, la paroi cellulaire des bactéries a
Gram+ est constituée d’une seule couche alors que celle des Gram- est plus complexe car

possédant une structure multicouche laissant difficilement pénétrés les substances actives.

Les résultats obtenus montrent que toutes les souches bactériennes testées ne sont pas

sensibles a l'action inhibitrice d’échantillon de miel, d’une souche a une autre, ce qui montre
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le large spectre d'action du miel. Cet effet antibactérien est plus important avec 1’échantillon
non dilués. Cette activité antibactérienne est sujette a controverse. Plusieurs hypothéses ont

été avancées pour expliquer ce phénomeéne :

* Grace a sa composition, le miel est un milieu défavorable aux microorganismes. Cette
solution concentrée de glucides retire, apres absorption, I’eau indispensable a la vie d’agents

pathogeénes.

* De plus, son degré d’acidité, et la valeur de pH le plus souvent faible inhibe la

multiplication des bactéries.

* En outre, le peroxyde d’hydrogéne est considéré comme la principale inhibine du

miel.

* Le miel contient la défensine-1, un peptide antimicrobien qui a été déja isolée de la
gelée royale produite par les jeunes ouvricres. Ce peptide contribue de maniere significative

a ’activité antibactérienne du miel.

L’interaction complexe d’especes végeétales, physiologie végétale, les conditions de
croissance, les variations saisonnieres et la physiologie des abeilles rendent difficile de
prédire si oui ou non un échantillon de miel donné est susceptible d’avoir une activité

antimicrobienne

D’autres facteurs influent également sur la composition et la nature du miel, donc sur

ses effets thérapeutiques, tels que :

o L’age de I’abeille (Ie miel de l'abeille jeune est particuliérement clair et moins concentré
par apport a celui de I’abeille la plus agée)

o Lanature des fleurs de nutrition de I’abeille et I‘origine florale de 1’alimentation

o Le climat de I’environnement, la saison de 1'¢levage de 1’abeille et le mode d’extraction
de miel

o La durée et les conditions de conservation, telles que la température et la lumiére qui

conditionnent 'activité des enzymes de miel et leur efficacité

Dans le cadre de la présente €étude, des contraintes et difficultés peuvent étre soulevées:
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o La principale contrainte est la nature visqueuse du miel qui engendre des difficultés de
diffusion et d'homogénéité des dilutions et préparations, afin d'optimisé la solubilité du
miel un solvant organique le DMSO aurait pu étre utilisé mais celui-ci présente un
activité antibactérienne susceptible de fausser les résultats obtenus.

o Chaque miel étant unique de par son origine botanique et florale, ses propriétés
thérapeutiques et donc antibactériennes le sont également et différent d'un miel a l'autre

d'ou la divergence de nos résultats avec certaines études.

V1.2.7.3. Activité antibactérienne d’une combinaison de ME et
HE

Tableau 8 : Diamétres en (mm) de la zone d’inhibition de I’effect combiné d’HE et ME
sur les trois souches des bactéries

Escherichia coli Staphylococcus aureus Pseuo’w_n onas
aeruginosa
Diameétre
des zones 11 10 13 22 15 13 11 15 12
d’inhibition | mm mm mm mm mm mm mm mm mm
(mm)

L'activité antibactérienne d’'une combinaison de ME et HE par la méthode de diffusion
en puis a montré une activité remarquable contre les bactéries testées, avec des zones
d'inhibition allant de 11 mm a 22 mm. La plus grande zone d'inhibition bactérienne pour

cette combinaison a été plus observée contre les bactéries Gram-positives.

Ainsi, Staphylococcus aureus était la souche bactérienne la plus sensible avec zone
d’inhibition de moyenne de 16,6 mm. Tandis que £Scherichia coli était la plus résistante par

rapport aux autres especes avec zone d’inhibition de moyenne de 11,3 mm.

Pour Pseudomonas aeruginosa avec diamétres d'inhibition de 12,6 mm. Cela signifie

que le mélange entre le miel et I'huile d’eucalyptus a un effet antibactérien plus efficace,

52|Page



Partie IV. Résultats et discussion

d'une part, et d'autre part il est plus efficace que les antibiotiques observés dans les résultats
de I'antibiogramme (AM, N, P) (Tableau 8).

Ces résultats sont proches du travail de Hamza M. Assaggaf et al.,2022 sur les effets
singuliers et combinés de l'huile essentielle et du miel d'Eucalyptus Globulus sur les
propriétés antimicrobiennes, les bactéries a gram positive sont sensibles aux combinaison de

ME et HE.

Comparison générale d’activité antibactérienne de HEE et de ME et

de Deffet combiné :

Escherichia coli Staphylococcus Pseudomonas

aureus aeruginosa
Moyenne de diamétre des zones
d’inhibition 153 203 133
D’activité antibactérienne > MM > MM o MM
d‘HEE
Moyenne de diamétre des
zones d’inhibition
9,6 mm 11 mm 06 mm

D’activité antibactérienne de
ME
Moyenne de diamétre des
zones d’inhibition
D’activité antibactérienne 11,3 mm 16,6 mm 12,6 mm
d’effect combiné

Gréce a cette comparaison, nous constatons que :

Pour tous les bactéries , [I’huile essentiel d’eaucalyptus a le plus activité
antibacterienne  contre ces 3 souches . E.coli; stapylococcus —aureus,
Pseudomonas aeruginosa, avec des diameétres d’inhibitions allant a 15,3 mm;

20,3 mm et 13,3 mm successivement .

Nous avons également remarqué l'effet combiné du ME et HEE contre les
bactéries, qu'il augmente l'efficacit¢é de l'effet du miel, en particulier pour la
bactéric Pseudomonas aeruginosa , Ou le diameétre de la zone d’inhibition a

augmenté a 12,6 mm apres avoir été de 6 mm en présence de miel seul.

Et nous en concluons Les maladies infectieuses provoquées par différents micro-

organismes tels que les bactéries et les champignons contribuent principalement comme
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facteurs de risque dans la genése de certaines pathologies complexes, telles que le cancer,
I'inflammation chronique et le diabéte. En outre, l'identification de composés bioactifs
composés bioactifs ayant des effets antimicrobiens est considérée comme une voie
prometteuse pour réduire et prévenir les pathologies complexes et systématiques. Ainsi, I'HE
et le ME, ont été testés pour leurs propriétés antimicrobiennes contre certaines souches
bactériennes. Des résultats significatifs ont été révélés a d’une action synergique a également
¢été trouvée entre I'HE et le ME. Plusieurs rapports ont évalué et confirmé les propriétés
antibactériennes, (Valdés-Silverio et al., 2018) aussi (Boukhatem et al., 2020 ; Al-Hisnawi
et al 2019). Ces études ont rapporté que l'activité antibactérienne du miel est liée aux
polyphénols, a la teneur en peroxyde d'hydrogene, au peptide Bee defensin-1, et
méthylglyoxal (MGO), ainsi qu'a ses propriétés osmotiques, son acidité, HMF, faible pH, et
d'autres paramétres physico-chimiques. De plus, les auteurs ont démontré que cette activité

varie selon l'origine botanique et géographique ainsi que les conditions climatiques.

D'autre part, un certain nombre de chercheurs ont montré que l'activité antimicrobienne
de 'HE d'Eucalyptus est attribuée aux monoterpénes oxygénés, tels que 1,8-cinéole, 1'a-
pinéne et le PB-pinene, qui sont des constituants bien connus avec des activités
antimicrobiennes prononcées. (Damjanovi'c-Vratnica. et al 2011) 11 a été démontré que
ces composés désintégrent la membrane externe des bactéries, libérant les lipopolymeres.
externe des bactéries, libérant les lipopolysaccharides et augmentant la perméabilité de la

membrane cytoplasmique a I'ATP.
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Conclusion

De nos jours, il y a un déclin constant des antibactériens nouvellement homologués sur
le marché. De 1’autre cOté, de nombreux médicaments antibactériens actuellement
disponibles n’ont pas agir sur le site cible dans les cellules bactériennes, exposant ainsi les
patients a I’échec du résultat thérapeutique. Et de 1’autre c6té, nous trouvons que plusieurs
composés naturels et composants intégraux appartenant a la bibliothéque pharmaceutique

habituelle ont été testés pour lutter contre les bactéries résistantes.

La multirésistance aux médicaments est une cause préoccupante d’échec
thérapeutique dans les infections bactériennes, favoriser la sélection de bactéries résistantes
a de multiples antibactériens agents, plusieurs composés naturels et composants intégraux
appartenant a la bibliothéque pharmaceutique habituelle ont été testés pour lutter contre les

bactéries résistantes.

Grace a cette étude, nous pouvons conclure que le miel d’eucalyptus et I’huile
essentielle d’eucalyptus ont un effet antibactérien contre les bactéries pathogeénes. Les
résultats obtenus des centaines propriétés physico-chimiques (pH, Indice d’acide, Densité
relative, Humidité, Acidité libre, Sucres réducteur, Conductivité €lectrique). Indiquent que

les échantillons étaient de bonne qualité.

Les résultats de I'antibiogramme ont montré que les trois bactéries étaient résistantes aux
antibiotiques (Ampicilline, pénicilline G, néomycine), et Pseudomonas a vis-a-vis de
tétracycline, et la sensibilité des bactéries a la streptomycine. L’activité antibactérienne a été
déterminée sur trois souches bactériennes, selon la méthode de diffusion des puits, Les
résultats indiquent que HEE et le ME possede une activité antimicrobienne a des degrés
divers sur les souches testées a Gram positif tandis que les souches a Gram négative
manifestent une résistance. Mais I’effet combiné entre HEE et ME ¢était plus efficace et a

une grande activité antibactérienne, Cet effet antibactérien, évalué par une zone d’inhibition.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro représente seulement la premiere étape pour
trouver des substances bioactives d'origine naturelle. Il est souhaitable d’encourager une
¢tude en direct pour obtenir une vue plus approfondie des activités antimicrobiennes des
extraits de ces produits naturels, surtout la situation actuelle qui est devenue la situation est
plus préoccupante a cause de 1’apparition des souches bactériennes antibiorésistants et

I’émergence des infections non communes.
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Annexe 1 : préparation du milieux de culture.

1. Gélose nutritive (Denis et al .2016)
Composition
Pour un litre de milieu :
Extrait de viande de beeuf 1 g/l
Extrait de levure 2 g/l
Peptone 5 g/l
Chlorure de sodium 5 g/l

Agar 15 g/l

YV VvV VYV VY V V

pH 7,4+ 0,2

Préparation

Mettre les ingrédients dans un litre d’eau distillée stérile. Mélanger jusqu’a
obtention d’une  suspension homogene. Chauffer lentement en  agitant
fréequemment, puis porter a ébullition jusqu’a dissolution complete. Stériliser a

I’autoclave a 121° C pendant 15 minutes. Répartir en boites de Pétri ou en flacons

2. Milieu Chapman (DELARRAS 2014)

Composition

Pour un litre d’eau distillée
e Extrait de viande (bovin ou porcin) 1 g/l
e Peptone de caséine et de viande 10 g/l
e Rouge de phénol 0.025 g/l
e Chlorure de sodium 75 g/l
e D-Mannitol 20 g/l
e Agar 159/

e PH.74
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Préparation

Mettre les ingrédients dans un litre d’eau distillée stérile. Mélanger jusqu’a
obtention d’une suspension homogene. Chauffer lentement en  agitant
fréquemment, puis porter a ¢&bullition jusqu’a dissolution compléte. Stériliser a

I’autoclave a 121° C pendant 15 minutes. Répartir en boites de Petri ou en flacons

3. Milieu hektoen
(https://www.google.com/url?sa=t&source=web&rct=j&url=https://www.biorad.com/web
root/web/pdf/inserts/CDG/fr/54386_2014 04 FR.pdf&ved=2ahUKEwiHy6KS10z6AhVQ
wYUKHZL4ChMQFnoECDEQAQ&uUsg=A0vVaw20-ZZEIDxMMYznLeRerShK)

Composition

Pour un litre d’eau distillée

Protéose peptone 12 g/l

e Extrait de levure 3 g/l

e Chlorure de sodium 5 g/I

e Thiosulfate de sodium 5 g/l

e Sels biliaires 9 g/l

o Citrate de fer ammoniacal 1,5 g/l
e Salicine 2 g/l

e Lactose 12 g/l

e Saccharose 12 g/l

e Fuchsine acide 0,1 g/l

e Bleu de bromothymol 0,065 g/I
e Agar 14 g/l

e pHfinal 7,5+ 0,2

Préparation

Mettre 75 grammes de milieu déshydrat¢é dans un litre d’eau distillée.

Chauffer lentement, en agitant fréquemment,
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puis porter a ¢bullition jusqu’a dissolution complete. Laisser refroidir a

50°C avant répartition en flacon , ne pas autoclaver.

4. Eau physiologique stérile a 0,9% :
» 9gde NaCl
» 1000 ml d’eau distillée

Préparation

Mélanger 9 g de NaCl dans 1000 ml d’eau distillée stérile Distribuer en

flacon et autoclavez a 121°C sous une pression de 15 psi pendant 15 minutes.
Annexe 2 : Test catalase (Delarras, . 2007)
a- Principe
Le test de catalase facilite la détection de l'enzyme catalase dans la bactérie

qui décompose le peroxyde dhydrogene (H202) en H20 et O2. bouillonnement

observé est dii a le dégagement de gaz O2.

b- Mode opératoire

Ajouter 4 a 5 gouttes de H202 a 3% sur la lame et ajouter une petite

quantité d’organisme d’une colonie et observer
c- Lecture
v" Si une bulle instantanée apparait , signifie que le test de catalase positif

v" Si les bulles n’apparaissent pas , signifie que le test de catalase négatif
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Annexe 3 :
Coloration de gram (Delarras. (2007).
a. Principe
Cest une double coloration qui nous permet de connaitre la forme,

l'arrangement (mode d’assemblage), la pureté ainsi que la nature biochimique de

la paroi des cellules purifiées.

b. Mode opératoire

Prendre une lame stérile , Et Déposer une goutte d’eau distillée sur la
lame. Pour préparer un frottis d'une culture bactérienne pure aprés Laisser sécher
a l'air. Passer 3 fois la lame dans la petite flamme (veilleuse) du bec Bunsen pour
fixer l'échantillon a la chaleur. en suit Déposer quelques gouttes de solution

de violet de gentiane sur le frottis fixé. Pendant Imin. rincer a D’eau distillée 2

,verser du Lugol et le laisser agir pendant lmin, rincer & l'eau distillée ; 3,
décolorer a l'alcool 95° ,  pendant quelques secondes (15-30 secondes), puis
rincer a l'eau distillée; 4 Recolorer a la Fuschine (safranine) pendant 1 minute ,
rincer a l'eau distillée ; et finalement , Sécher Sur papier buvard Ou au-dessus sur

la flamme d’un bec Bunsen .

c. Observation Microscopigue

L'observation se fait en ajoutant de l'huile & immersion et au plus fort
grossissement (grossissement : objectif x 100) en lumiere blanche (lumiere

maximale).

e Les bactéries Gram positif se colorent en violet alors que les Gram négatif

se colorent en rose.
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Z— >/

1. Prélever une partie d’une colonie 1solée 2. Réaliser un étalement sur lame

Frotuis vers le haut

3. Fixer a la chaleur

Colorant

Lz /

4. Réaliser les étapes de coloration

Figure 16 : les étapes pour faire la coloration de gram ( Aminetou et Aicha , 2008).
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Annexe 3 : Tableau de chataway

Tableau9: Tableau de chataway de duscusion — indice de réfraction et
teneur en humidité (%) 20 C. (Commission internationale du miel, 2009).

WATER CONTENT | REFRACTIVE WATER CONTENT | REFRACTIVE
(G /100G) INDEX(20°) (G/100G) INDEX(20°)
13.0 1.5044 19.2 1.4890
13.2 1.5038 194 1.4885
13.4 1.5033 19.6 1.4880
13.6 1.5028 19.8 1.4875
13.8 1.5018 20.0 1.4870
14.0 1.5012 20.2 1.4865
14.2 1.5007 20.4 1.4860
14.4 1.5002 20.6 1.4855
14.6 1.4997 20.8 1.4845
14.8 1.4992 21.0 1.4840
15.0 1.4987 21.2 1.4835
15.2 1.4982 214 1.4830
15.6 1.4976 21.6 1.4825
15.8 1.4971 21.8 1.4820
16.0 1.4966 22.0 1.4815
16.2 1.4961 22.2 1.4810
16.4 1.4956 22.4 1.4805
16.6 1.4951 22.6 1.4800
16.8 1.4946 22.8 1.4795
17.0 1.4940 23.0 1.4790
17.2 1.4935 23.2 1.4785
17.4 1.4930 23.4 1.4780
17.6 1.4925 23.6 1.4775
17.8 1.4920 23.8 1.4770
18.0 1.4915 24.0 1.4765
18.2 1.4910 24.2 1.4760
18.4 1.4905 244 1.4755
18.6 1.4900 24.6 1.4750
18.8 1.4895 24.8 1.4745
19.0 14.0 25.0 1.4740
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Tableau 10: tableau de correspondance des sucres invertis (Salgarolo
2003)

sucreenmg cuivreenmg sucreenmg cuivre en mg sucreenmg cuivre en mg

10 20,6 40 71,7 70 129,2
11 22,6 41 79,5 71 130,8
12 24,6 42 81,2 72 132,4
13 26,5 43 83,0 73 134,0
14 28,5 44 84,8 74 135,6
15 30,5 45 86,5 75 137,2
16 32,5 46 88,3 76 138,9
17 34,5 47 90,1 77 140,5
18 36,4 48 91,9 78 142,5
19 38,4 49 93,6 79 143,7
20 40,4 50 95,4 80 145,3
21 42,3 51 97,1 81 146,9
22 44,2 52 98,8 82 148,5
23 46,1 53 100,6 83 150,0
24 48,0 54 102,5 84 151,6
25 49,8 55 104,0 85 153,2
26 51,7 56 105,7 86 154.8
27 53,6 57 107,4 87 156,4
28 55,5 58 109,2 88 157,9
29 57,4 59 110,9 89 159,5
30 S 60 112,6 90 1611
31 61,1 61 114,3 91 162,6
32 63,0 62 1159 92 164,2
33 64,8 63 117,6 93 165,7
34 66,7 64 119,2 94 167,3
35 68,5 65 120,9 95 168,8
36 70,3 66 122,6 96 170,3
37 72,2 67 124,2 97 171,9
38 74,0 68 125,9 98 173,4
39 75,0 69 127,5 99 175,0

100 176,5
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a. Annexe 4 : desimages de notre travail pratique.
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