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Résumé

L’Eucalyptus blakelyi et 1’Eucalyptus cladocalyx sont deux especes végétales
appartenant a la famille des Myrtaceae, le genre d’Eucalyptus est d’origine australien
mais il est trés répandu en Algérie et tres connu par leur effet thérapeutique. Les extraits
méthanoliques et aqueux des deux especes d’ Eucalyptus ont été préparés par macération
en utilisant deux solvants: le méthanol et I’eau distillée dont les rendements de ces
extraits sont 10.12% ; 15.82% respectivement pour E.blakelyi et 11% ; 19.76% pour
E.cladocalyx. La mise en évidence des métabolites secondaires a été fait par un
screening phytochimique dont les saponines, les flavonoides, les tanins et les alcaloides
ont été présents dans les extraits méthanolique, et les coumarines dans les extraits
méthanolique et aqueux des deux especes, avec une absence totale des protéines et des

polyterpenes dans les deux especes.

L’activité antimicrobienne de ces extraits a été testée sur 11 souches microbiennes
selon la méthode de diffusion de disque sur gélose Miiller Hinton pour les bactéries et
PDA pour les champignons ; dont les 11 souches microbiennes testées (S.aureus ATCC
et isolé, E.coli ATCC et isolé, B.subtilis, K.oxycota, E.feacalis, L.innocua,
P.aurugenosa, C.albicans et Rhizopus sp ont été sensible vis-a-vis les deux extraits de
I’Eucalyptus blakelyi avec une forte sensibilité remarqué chez B.subtilis (19,66* 0,94 ;
16%2,44) et C.albicans (25,66£3,29 ; 20+5,09) vis-a-vis de I’extrait méthanolique et
aqueux respectivement. Pour I’Eucalyptus cladocalyx uniquement8 souches
microbiennes (S.aureus ATCC et isolée, E. coli ATCC et isolée, k.oxycota, Bacilus
subtilis, C.albicans et Rhizopus sp) ont été sensibles aux extraits méthanoliques et

(S.aureus ATCC, E.coliATCC,B.subtilis, C.albicans et Rhizppus sp) aux extraits aqueux.
Mots clés :

Eucalyptus blakelyi, Eucalyptus cladocalyx, extrait méthanolique, extrait aqueux,

screening phytochimique, activité antimicrobienne.



Abstract

Eucalyptus blakelyi and Eucalyptus cladocalyx are two plant species belonging to the
family Myrtaceae, the genus Eucalyptus is of Australian origin but it is widespread in
Algeria and very known by their therapeutic effect. The methanolic and aqueous
extracts of the two Eucalyptus species were prepared by maceration using two solvents:
methanol and distilled water whose yields of these extracts are 10.12%; 15.82%
respectively for E.blakelyi and 11%; 19.76% for E. cladocalyx. The secondary
metabolites present in these extracts were evidenced by a phytochemical screening
whose saponins, flavonoids, tannins and alkaloids were present in the methanolic
extracts, and the coumarins in the methanolic and aqueous extracts of the two species,

with a complete absence of proteins and polyterpenes in both species.

The antimicrobial activity of these extracts was tested on 11 microbial strains
according to the Miiller Hinton agar disk diffusion method for bacteria and PDA for
fungi; of which the 11 microbial strains tested (S.aureus ATCC, S.aureus isolé, E.coli
ATCC, E.coli isolé, B.subtilis, K.oxycota, E.feacalis, P.aerugenosa, C.albicans and
Rhizopus sp) were sensitive to the two extracts of Eucalyptus blakelyi with a high
sensitivity noticed in B.subtilis (19.66 + 0.94, 16+2.44) and C.albicans (25.66+3.29,
2045.09) relative to the methanolic and aqueous extract respectively. For Eucalyptus
cladocalyx only 8 microbial strains (S.aureus ATCC and isolated, E. coli ATCC and
isolated, K.oxycota, Bacilus subtilis, C.albicans and Rhizopus sp) where sentive to the
methanolic extractand (S.aureus ATCC, E.coli ATCC, B. subtilis, C. albicans and

Rhizppus sp to the aqueous extract
Key words:

Eucalyptus blakelyi, Eucalyptus cladocalyx, methanolic extract, aqueous extract,

phytochemical screening, antimicrobial activity.
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Introduction

Introduction

Depuis I’apparition de la vie sur la terre, les plantes étaient un moyen pour se nourrir,
mais avec |’apparition des maladies, ’homme a découvrit les vertus thérapeutiques des
plantes médicinales qui ont été utilisées pour soulager et guérir toutes sorte de maladies

sans savoir les molécules responsables de la guérison.

Aujourd'hui encore, la science confirme les différentes vertus des plantes aromatiques
et de leurs huiles essentielles et leurs extraits bruts dont les domaines d'application sont
tres variés et qui sont tres utilisés dans l'industrie alimentaire comme additifs et dans les
cosmétiques, les parfumeries, les industries de savon et de détergents en volume
impressionnant. Elles rentrent également dans la composition de plusieurs médicaments,
sous forme de crémes, gélules et suppositoires. (yahiyaoui, 2005)

La science moderne a pu préciser le secret thérapeutique des plantes ; ce sont les
meétabolites secondaires ; dont Environ 170 000 molécules bioactives ont été identifiées
a partir de plantes : digitaline, quinine, morphine, colchicine, artémisinine... Pourtant,
moins de la moitié des plantes aujourd’hui ont été étudiées pour leurs propriétés
thérapeutiques (chaabi, 2008). Actuellement le développent de la résistance
microbienne aux antibiotiques et les troubles sanitaires des agents antimicrobiens ont
puisé les chercheurs a retourner vers la médecine traditionnelle en utilisant des agents
antimicrobienne d’origine naturelle tels que les huiles et les extraits.

L'Algérie possede une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales
qui constituent le couvert végétal, se trouve le genre ’Eucalyptus, ce dernier est
d’origine Australien mais il a été introduit en Algérie en 1850 par les frangais (Mehani
M, 2006) ; il est tres connu par leur richesse en métabolites secondaires et leur pouvoir
thérapeutique surtout pour les bronchites chroniques, toux, catarrhes bronchiques,
rhume, grippe, asthme, catarrhe vésical, affections purulentes de 1’urétre et du vagin
(EL MANSOURI, 2013) ; plusieurs études ont été faite sur plusieurs espéces
d’eucalyptus en ce qui concerne 1’étude phytochimique ou biologique (Vasantharaj et
al, 2013) , et durant notre travail nous avons choisi deux autre especes qui sont
I’Eucalyptus blakeily et I’ Eucalyptus cladocalyx .

Le présent travail a pour objectif d’extraire les molécules bioactif avec la mise en
évidence de leurs présences ou leurs absences chez ces deux especes, et d’évaluer leurs

activités antimicrobiennes sur des microorganismes pathogenes.
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I-1- les plantes médicinales

Si I’on ne sait pas précisément ce que nos ancétres mangeaient aux débuts de
I’humanité il y a 5 a 7 millions d’années, il est certain que les plantes faisaient partie de
leur alimentation quotidienne. Les végétaux leur étaient en effet indispensable pour la
simple raison que le corps humain a impérativement besoin de vitamines, mais que
contrairement aux plantes, il ne peut pas synthétiser lui-méme ces substances et doit
donc les intégrer dans sa nourriture. S’il en manque, il connaitra tout d’abord des
symptomes de carence pouvant entrainer par la suite de graves problémes de santé.
Cependant les plantes ne représentaient pas uniquement une source importante de
vitamines mais aussi elles peuvent soulager voire guérir un grand nombre des maladies
(HANS, 2007).

I-1-1- Historique

Le premier texte connu sur la médecine par les plantes est gravé sur une tablette
d'argile, rédigé par les Sumériens en caractéres cunéiformes 3000 ans av. J.-C. Dans ce
dernier sont mentionnées des drogues comme le saule, I’opium ou encore la jusquiame
(JULIEN, 1958).

Il ya aussi un témoignage de I’utilisation des plantes médicinales figure sur un
papyrus égyptien, daté d’environ 2000 ans avant J.C. Ainsi, en Inde et en Chine, la
médecine faisait amplement appel aux herbes. Plus tard, la Gréce antique se distingue
avec les 1  thérapeutes, comme HIPPOCRATE. Ce médecin dispensa son
enseignement sur 1’ile de cos, il fut le 1* a mentionner des observations cliniques avec
plus de 230 plantes. Puis les plantes furent classées par degré de toxicité, et
THEOPHRASTE devint le botaniste le plus marquant de 1’antiquité. Il nomma plus de
500 plantes et se livra a des expérimentations (Callery, 1998 ; Wichtl et Anton,
1999 ;Sofowora, 2010). Par la suite, DIOSCORIDE (herboriste grec) écrivit un recueil

de plus de 500 plantes en 5 volumes. Cet ouvrage connu sous le nom de << Materia

medica>> , fut publié pour la premieére fois en 1478 par I’imprimeur de Venise aldo
Manuce. Il constitua la référence principale en Europe jusqu’au XVIII® siecle, en
rassemblant environ 600 plantes (genévrier, orme, pivoine, bardane, etc.). Une
illustration est fournie avec le << Juliania Anicia codex >> qui présente des
descriptions breves de plantes, mais surtout des données concernant 1’utilisation
pratique de végétaux, le type d’indications et les médicaments. Au moyen age, les écrits

de GALIEN devinrent populaires. Beaucoup de ces 500 livres et manuscrits furent
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détruits par un incendie, mais quelque 80 ceuvres furent sauvées des flammes.
Aujourd’hui, GALIEN est considéré comme 1’un des médecins les plus renommeés de
I’ Antiquité apres HIPPOCRATE. 1l traitait les maladies essentiellement par les plantes
médicinales (Callery, 1998 ; Wichtl et Anton, 1999 ;Sofowora, 2010).

I-1-2-Définition

La définition d'une plante médicinale est trés simple. En fait il s'agit d'une plante qui
est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales
sont des drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés

médicamenteuses (Farnsworth, 1986).

Environ 35 000 espéces de plantes sont employées par le monde a des fins
médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres
humains. Les plantes médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré
l'influence croissante du systeme sanitaire moderne (ELQAJ M AHAMI et
BELGHYTI. 2007).

I-1-3-Caractéristiques des plantes médicinales

D’apres (Sofowora, 2010), une plante médicinale est :

- Plantes ou parties de plantes a usage médicinale dans des préparations galéniques
(décoctions, infusions, etc..), comme 1’écorce de bourdaine.

- Plantes utilisées pour 1’extraction des substances pures soit pour usage médicinale
direct ou pour I’hémi-synthése de composés médicinaux (par exemple hémi-synthese
d’hormones sexuelles a partir de la diosgénine obtenue de tubercules de dioscorea).

- Aliments, épices et plantes de parfumerie a usage médicinale, comme le gingembre.

- Plantes microscopiques (actinomycéetes) employées pour l’isolement de produits
pharmaceutiques, en particulier d’antibiotiques. On peut citer 1’ergot de seigle
(Claviceps purpurea) ou Streptomyces griseus.

- Plantes a fibres (comme le coton, le lin, le jute) utilisées pour la préparation de

pansements chirurgicaux.
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I-1-4- Domaines d’application des plantes médicinales
I-1-4-1-Utilisation en médecine

En tant que médicament pour ’homme exemple : en urologie, dermatologie, gastrites
aigues, toux, ulcéres d’estomac, laxatifs, sommeil et désordres nerveux (SVOBODA et
HAMPSON, 1999), en systemes cardiovasculaires, ex : (Flavoce est un médicament
constitué par la flavone non substitué en combinaison avec la rutine et isoquercetine, est
utile dans le traitement de 1’athérosclérose) (NARAYANA et al., 2001), drogues
immunostimulantes, antispasmodiques et anti-inflammatoires (SVOBODA et
HAMPSON, 1999 ; PEDNEAULT et al., 2001 ; AMJAD HOSSAIN, 2005), contre le
diabete (AMJAD HOSSAIN, 2005) et les maladies du stress par leurs activités
antioxydantes; tels le thé noir, le thé vert et le cacao et en plus de leur activité
antimicrobienne, antivirale et antiparasitaire (LEE et al., 2003).

I-1-4-2- En agriculture

L'arbre Azadirachta indica,qui se développe dans tout le subcontinent indien, est une
des plantes médicinales les plus importantes au Bangladesh, de 12 a 18 meétres de
hauteur avec un périmetre atteignant jusqu'a 1,8 a 2,4 metres. Les huiles de cet arbre ont
des utilisations dans le controle de divers insectes et nématodes (vers, parasites)
(Amjad Hossain, 2005).

I-1-4-3- En cosmétique :

Les plantes médicinales sont utilisées comme Produits de beauté, parfums et articles
de toilette, produits d'’hygiéne et des suppléments diététiques (SMALLFIELD, 2001).
I-1-5- utiliser les plantes médicinales en toute sécurité

Il serait faux et risqué de penser que I’utilisation des plantes médicinales est,
contrairement a celle des médicaments pharmaceutiques, totalement sans danger. Au
contraire, il convient d’utiliser les remedes a base de plantes de maniere trés ciblée et de
respecter précisément le dosage prescrit a fin d’éviter tout effet indésirable
potentiellement dangereux pour la santé. En effet la capacité d’un remede a base de
plantes dépend autant de la nature de chacune des substances actives des végétaux que

de la quantité ingérée (Hans, 2007).
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I-1-6- L’Intérét de I’étude des plantes médicinales

La plupart des especes végétales qui poussent dans le monde possédent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I’organisme. On les utilise aussi en médecines classiques qu’en phytothérapie ; elles
présentent en effet des avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus (Iserin,
2001).

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I’élaboration des médicaments ; non seulement lorsque les constituants des plantes sont
utilisés directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matieres
premieéres pour la synthese des médicaments ou comme modeles pour les composés
pharmacologiquement actifs tous ca a rendu les facultés de pharmacie tres intéressantes
par les propriétés médicinales des plantes (Decaux I, 2002).

I-2- la phytothérapie
I-2-1- définition

Le mot "phytothérapie” se compose étymologiquement de deux racines grecques:
phuton et therapeia qui signifient respectivement "plante" et "traitement".

La Phytothérapie avant tout se définit comme étant une discipline allopathique, fondée
sur |’utilisation thérapeutique de la plante médicinale, qui est basée sur des
connaissances issues de la tradition. Elle est destinée a prévenir ou a traiter certains
troubles fonctionnels mineurs ou certains états pathologiques au moyen de plantes, de
parties de plantes ou de préparations a base de plantes, qu’elles soient consommeées ou

utilisées par voie externe (BELLAMINE, 2017).

I-2-2- les différents types de la phytothérapie

D’apres (Strang, 2006) La phytothérapie se divise en 5 types essentiels qui sont
I-2-2- 1- Aromathérapie : est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes, ou
huiles essentielles, substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de
plantes, ces huiles sont des produits complexes a utiliser souvent a travers la peau.
I-2-2- 2-Gemmothérapie : se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes
de végétaux tels que les bourgeons et les radicelles.

I-2-2-3-Herboristerie : correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et
la plus ancienne. L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée; elle utilise soit la
plante entiére, soit une partie de celle-ci (écorce, fruits, fleurs). La préparation repose

sur des méthodes simples, le plus souvent a base d'eau : décoction, infusion,
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macération. Ces préparations existent aussi sous forme plus moderne de gélule et de

poudre de plante seche que le sujet avale.

I-2-2-4-Homéopathie : a recours aux plantes d'une facon prépondérante, mais non
exclusive; les trois quarts des souches sont d'origine végétale, le reste étant d'origine
animale et minérale.
I-2-2-5- Phytothérapie pharmaceutique : utilise des produits d'origines végétales
obtenus par extraction et qui sont dilués dans de 1'alcool éthylique ou un autre solvant.
Ces extraits sont dosés en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide.
IIs sont présentés sous forme de sirop, de gouttes, de gélules et de lyophilisats.
I-2-3- Les avantages de la phytothérapie

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre
de multiples avantages. N'oublions pas que de tout temps a l'exception de ces cent
derniéres années, les hommes n'ont pas eu que les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse
de maladies bénignes, rhume ou toux ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la
malaria.
Aujourd'hui, les traitements a base des plantes reviennent au premier plan, car
l'efficacité des médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution
quasi universelle aux infections graves) décroit, les bactéries et les virus se sont peu a
peu adaptés aux médicaments et leur résistent de plus en plus. (Iserin, 2001).

La phytothérapie qui repose sur des remedes naturels est bien acceptée par
I'organisme, et souvent associée aux traitements classiques. Elle connait de nos jours un
renouveau exceptionnel en occident, spécialement dans le traitement des maladies
chroniques comme I'asthme ou I'arthrite (Iserin, 2001).

I-3- les métabolites secondaires des plantes

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base
(acides nucléiques, lipides, protéines, acides aminée et glucides). Les plantes produisent
en plus un grand nombre de composés qui ne sont pas issus directement lors de la
photosynthese, mais résultent des réactions chimiques ultérieures. Ces composés sont
appelés métabolites secondaires (Mohammedi, 2013).

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes, ils sont divisés
principalement en trois grandes familles: Les polyphénols, les terpénes, les alcaloides

(Lutge et al., 2002 ; Abderrazak et Joél., 2007).
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I-3-1- les polyphénols ou composés phénoliques:
I-3-1-1- Définition
Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux,

Caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement
lié au moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels
que : éther, ester, hétéroside...etc (BRUNETON, 1999).

En effet les composés phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le plus
largement distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures
phénoliques connus (LUGASI et al.2003).

I-3-1-2- classes des polyphénols

Les principales classes de composants phénoliques sont: les acides phénoliques (acide
caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides qui
représentent plus de la moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines (King,
1999), (Tapiero, 2002). Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des
végétaux supérieurs: racine, tiges, feuilles, fleurs et fruits (Boizot, 2006).

I-3-1-2-1- les acides phénoliques

Les acides phénoliques, ou acides phénols sont des petites molécules qui ont une
fonction acide et plusieurs fonctions phénols, Ils sont incolores et plut6t rares dans la
nature (HASLAM, 1994).

IIs possedent des activités anti-inflammatoires, antiseptiques et analgésiques
(médicament d'aspirine dérivée de l'acide salicylique (ISERIN et al. 2001) et se
divisent en deux classes: les dérivés de l'acide benzoique (les acides hydroxy
benzoiques) et les dérivés de l'acide cinnamique (les acides hydroxycinnamiques)
(PANDEY et RIZVI, 2009).

-Acide phénols dérivés d’acide benzoique :
Sont des hydroxybenzoiques qui ont une structure générale de base de type (C6-C1),
ces molécules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides. Les plus répandus

sont: 1’acide salicylique et 1’acide gallique (BRUNETON, 1999).

-Acide phénols dérivés d’acide cinnamique :
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Les acides phénols dérivés de ’acide cinnamique sont souvent estérifiés. Les plus
courants sont 1’acide cinnamique, I’acide caféique, 1’acide férulique, 1’acide p-
coumarique et 1’acide synaptique. (HASLAM, 1994)

I-3-1-2-2- les flavonoides

Terme en latin ; flavus= jaune. Ont une structure de C6-C3-C6 a poids moléculaire

faible, ils peuvent étre considérés parmi les agents responsables des couleurs de plante a
coté des chlorophylles et caroténoides (WICHTL, 2009).
Ils sont formés d’un squelette a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6) correspondant a la
structure du diphénylpropane (santos-buelga et scalbert.2000). Deux cycles
aromatiques (A et B) sont liés par une chaine de 3 carbones formant un hétérocycle
oxygéné (C).

Ils sont généralement des antibactériens (WICHTL, 2009). Ils peuvent étre exploités
de plusieurs manieres dans l'industrie cosmétique et alimentaire (jus de citron) et de
l'industrie pharmaceutique (les fleurs de trefle rouge traitent les rhumes et la grippe en
réduisant les sécrétions nasales), comme certains flavonoides ont aussi des propriétés
anti-inflammatoires et antivirales (ISERIN et al. 2001).

I-3-1-2-2-1- localisation et distribution

Les flavonoides possedent une large répartition dans le monde végétal, ils sont
distribués dans les feuilles, les graines, 1’écorce et les fleurs des plantes (Medic et al.
2005).

Les formes hétérosidiques des flavonoides s’accumulent dans les vacuoles et selon les
especes, elles se concentrent dans 1’épiderme des feuilles ou se répartissent entre
I’épiderme et le mésophylle. Dans le cas des fleurs, elles sont concentrées dans les
cellules épidermiques (Bruneton, 1999).

I-3-1-2-3- les tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée, de saveur
astringente ayant en commun la propriété de tanner la peau, cette aptitude est lié a leur
propriété de se combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500

et3000 Da (PARIS et HURABIELLE. 1981).

Elles sont Caractérisées par leur astringence, ils ont la propriété de précipiter les
protéines (fongiques ou virales) et les métaux lourds. Ils favorisent la régénération des
tissus et la régulation de la circulation veineuse (KANSOLE, 2009).

I-3-1-2-3-1- localisation et distribution
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Les tanins sont tres répandus dans le regne végétal, mais ils sont particulierement
abondants dans certaines familles comme les coniféres, les Fabacée et les rosacées
(GHESTEM et al. 2001).

Ils peuvent exister dans divers organes: 1'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les

graines (KHANBABAE K and REE, 2001).
I-3-1-2-4- Les coumarines

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de féve tonka
(Dipterix ordorota Wild., Fabaceae), dont les féves contiennent 1 a 3% de coumarine,
d’ou fut isolée en 1982 (Bruneton, 1993). Le squelette de base des coumarines est
constitué de deux cycles accolés avec neuf atomes de carbone (Ford, 2001).

Les coumarines constituent une classe importante de produits naturels, elles donnent
une odeur caractéristique semblable a celle du foin fraichement fauché. A 1’exception
des algues, ces composés sont les constituants caractéristiques du regne végétal
chlorophyllien. Les familles les plus riches en coumarines sont : Légumineuse,
Rutacées, Apiécées et Thymeleacées. Elles se trouvent dans toutes les parties de la
plante et notamment dans les fruits et les huiles essentielles des graines (Guignard,
1998 ; Deina, 2003 ; Booth, 2004).

Les coumarines ont des effets différents sur le développement des plantes suivant leur
concentration et aussi selon ’espece. Dans la cellule végétale elles sont principalement
présentes sous forme glycosylée, cette glycosylation est une forme de stockage
permettant d’éviter les effets toxiques de ces molécules. Elles sont considérées comme
des phytoalexines, c'est-a-dire de métabolites que la plante synthétise en grande quantité
pour lutter contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries

(Hoffman, 2003).

I-3-2- les terpenoides et les stéroides
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I-3-2-1- Définition

Le terme terpéne inventé par Kekulé, vient de leur origine historique de 1’arbre de
terebinth « Pistacia Terebinthus » (Ayad, 2008).

Le terme de terpénoide est attribué a tous les composés possédant une structure
moléculaire construite d’un monomere a 5 carbones appelé isopréne, ces composés sont
majoritairement d’origine végétale (Malecky, 2005), synthétisés par les plantes,
organismes marins, les champignons et méme les animaux ( Benaissa, 2011).

I-3-2-3- Classification

Selon le nombre d’unités isopréniques qui les constituent, on distingue : les terpenes
ou monoterpénes en C10, les sesquiterpenes en C15, les diterpénes en C20, les
triterpenes C30, et les tétraterpenes C40 (GUIGNARD, 1996).
I-3-3- les alcaloides
I-3-3-1- définition

Le terme «alcaloide» a été introduit par W. Meisner au début du XIXeéme siecle pour
désigner des substances naturelles réagissant comme des bases, comme des alcalis (de
I’arabe al kaly : la soude et du grec eidos : 1’aspect) (Bruneton, 2009) .I1 n’existe pas de
définition simple et précise des alcaloides et il est parfois difficile de situer les frontiéres
qui séparent les alcaloides des autres métabolites azotés naturels. (Beddou, 2015). La
définition admise des alcaloides est celle donnée par Winterstein et Trier en 1910. Un
alcaloide est un composé organique naturel (le plus souvent d’origine végétale),
hétérocyclique avec ’azote comme hétéroatome, de structure moléculaire complexe
plus ou moins basique et doué de propriétés physiologiques prononcées méme a faible
dose. Ils constituent un des plus grands groupes des métabolites secondaires avec prés
de 10000 a 12000 différentes structures (Roberts et Wink, 1998 ; Stockigt et al. 2002).
I-3-3-2- classification
I-3-3-2-1- Les alcaloides vrais

Les alcaloides sont toxiques et disposent d’un large spectre d’activités biologiques. Ils
dérivent d’acides aminés et comportent un atome d’azote dans un systéme
hétérocyclique. Ils sont présents dans les plantes, soit sous forme libre, soit sous forme

de sel, soit comme N- Oxyde (Badiaga, 2011).

I-3-3-2-2- Les pseudo-alcaloides

ﬂ
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Les pseudo-alcaloides présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des
alcaloides vrais, mais ne sont pas des dérivés des acides aminés (Badiaga, 2011).
I-3-3-2-3- Les proto-alcaloides

Les proto-alcaloides sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un
hétérocycle, ils ont un caractére basique et sont élaborés in vivo a partir d’acide aminé.
Ils sont souvent appelés « amines biologiques » et sont solubles dans I’eau (Badiaga,
2011).
I-3-3-3- propriétés

Bien que beaucoup d’alcaloides soient toxiques (comme la strychnine ou 1’aconitine),
certains sont employés dans la médecine pour leur propriétés analgésiques (comme la
morphine, la codéine), dans le cadre de protocole de sédation (anesthésie, atropine)
souvent accompagnés des hypnotiques, ou comme agents antipaludéens (quinine,

chloroquinine) ou agents anticancéreux (taxol, vinblastine, vincristine) (Beddou, 2015).
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II-1-Présentation du genre d’ Eucalyptus
I1-1-1- Historique

Le genre Eucalyptus est originaire de Tasmanie en Australie. Il fait partie de la famille
des Myrtacées, son nom a pour origine les mots grecs: eu «bien» et kaluptos «couvert».
Il fut décrit et baptisé en 1788 par le botaniste francais I'HERITIER, aprés qu'il eut
examiné des échantillons d'Eucalyptus obliqua, parmi les plantes australiennes récoltées
par NELSON,

Dix-neuf especes d'Eucalyptus avaient été nommées en 1800 et 28 en 1820 (Bigendako,
2004).

En 1840, 71 espéeces d'Eucalyptus avaient recu des noms et 149 en 1890. Depuis lors,
des savants botanistes se sont succédés dans la description des especes d’ Eucalyptus et
W. F. BLAKELY, assistant de MAIDEN, décrivait 500 especes dont 138 variétés en
1938 (Bigendako, 2004).

Le nombre d’especes d’Eucalyptus introduites dans différents pays est supérieur a
150, moins d’une trentaine sont exploitées de facon significative en plantation et quatre
espéces (E.camaldulensis, E. globulus, E. tereticornis et E.grandis) occupaient, a la fin
des années quatre-vingts, plus de la moitié des surfaces plantées (Eldridge et al, 1993).

Son introduction en Algérie fut par les francgais en 1860. L’espece pionniere semble
étre I’E.camaldulensis, mais d’autres especes furent introduites dans des placettes
d’essais notamment a Reghaia, Bouchaoui et El-Alia dans la région d’Alger. Cette zone
d’introduction a été tellement favorable qu’on a assisté a des croisements naturels qui
ont donné des hybrides dont I’Eucalyptus algériensis. Dans les années 40 et 50, les
Eucalyptus furent introduits dans 18 arboretums couvrant les étages bioclimatiques
humides et semi-arides. Dans ce cadre pas moins de 130 especes ont été plantées sur le
territoire national. 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 I’Ouest (Mostaganem) et ceci afin de répondre aux besoins nationaux en produits
ligneux et papetiers(INF,1996).

I1-1-2- Origine du nom
D’aprés (Serventy, 1968) le mot « Eucalyptus » vient du grec ; Eu: « bien »
et kaluptos :« couvert »

Noms communs: Gommier, gommier bleu, arbre au koala, arbre a la fievre.
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Noms vernaculaires:
Arabe : Gwoid 5, luSIl6 =i
Francais : Eucalyptus
Anglais: Eucalyptus, oil of respiration
Allemagne :Eukalyptus
Espagne :Eucalipto
Italie : Eucalypto
Algerie :kalytous
I1-1-3- Classification

Les Eucalyptus sont des angiospermes dicotylédones de la famille des Myrtacées.
La classification scientifique réalisée par I’AGP (Angiosperms Phylogeny Group) sur le
genre Eucalyptus a permis de déterminer la systématique suivante (Guignard, 2001) :
Régne: Plantae
Sous regne: Angiosperme
Classe: Eudicots
Ordre : Myrtales
Famille: Myrtaceae
Genre: Eucalyptus
I1-1-4-La description botanique

Les Eucalyptus sont des arbres qui peuvent pousser plus haut que 20 metres a un tronc
lisse et cendré.
Les feuilles: La plupart des Eucalyptus ont des feuilles persistantes, mais quelques
especes tropicales perdent leurs feuilles a la fin de la saison seche.
Comme les autres membres de la famille des Myrtacées, les feuilles d'eucalyptus sont
couvertes de glandes a huile. L'abondante production d'huile est une caractéristique
importante de ce genre. (Serventyv, 1968).
Les feuilles bleutées ont une curieuse caractéristique: sur les jeunes arbres, elles sont
opposées, sessiles, ovales et glauques, et quand l'arbre grandit, elles deviennent alternes,
pétiolées, trés allongées, parfois un peu courbées comme des lames de faux, et d'un vert
luisant. Les deux types de feuillage cohabitent dans les mémes foréts, donnant
lI'impression qu'elles sont constituées d'arbres différents (Serventyv, 1968).
Les fleurs : sont tres variées. Elles ont de trés nombreuses étamines qui peuvent étre de

couleur blanche, créme, jaune, rose ou rouge.

ﬂ
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Au départ, les étamines sont enfermées dans un étui fermé par un opercule formé parla
fusion des pétales et des sépales (Serventyv, 1968).

Pour un méme sujet, les opercules peuvent avoir différentes formes. Lorsque les
étamines grandissent, elles soulévent l'opercule et s'étalent pour former la fleur. La
pollinisation des fleurs se fait principalement par les insectes, attirés par le nectar
(Serventyv, 1968).

Les fruits : les fruits a maturité ont la forme d'un cone, ils sont secs, et de couleur
brune. Ils ont également des valves qui se souleévent pour laisser échapper les graines
lors de leur chute sur le sol (Serventyv, 1968).

Les racines : La plupart des Eucalyptus possede également des organes de sauvegarde
souterrains appelés lignotubes. Ces lignotubes se présentent sous forme de renflements
a la base du collet racinaire; ce sont des massifs cellulaires indifférenciés contenant des

réserves glucidiques comme 1’amidon (Serventyv, 1968).
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Fig.01 : Fruits, graines, feuilles, Fleurs et étamines d’Eucalyptus (Serventyv. 1968).

I1-1-5- La récolte :
Les plantes cueillies dans de bonnes conditions climatiques, au moment de leur pleine
maturité ont une teneur tres élevée en composants actifs (Serventyv, 1968).
I1-1-6- Composition chimique
Le genre FEucalyptus renferme les principes suivants (Iserin, 2001) :
¢ Les huiles essentielles (cinéol, jusqu’a 80%).
¢ Flavonoides.
e Tanins.

e Résines
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I1-1-7-Histoire de ’'usage

L’Eucalyptus est utilisé pour son exceptionnelle capacité a absorber I'eau du sol sur
lequel il pousse, permettant d’assécher rapidement les marais qu'il colonise. Ils placaient
une des extrémités d'une racine d'eucalyptus dans une mare d'eau et l'autre dans un
récipient afin de remplir celui-ci grace a I'action de pompe qu'il exerce. Ils utilisaient
également les feuilles pour aider a soulager la fievre et divers autres maux. Les
pharmacopées chinoises, indienne et gréco-européennes ont rapidement intégré les
usages médicinaux des feuilles d'Eucalyptus (Kesbi Amrane, 2011).
Au XIXe siecle, on utilisait 1'huile essentielle pour désinfecter les cathéters urinaux
dans les hopitaux anglais. De nos jours, il entre dans la fabrication de rince-bouche et de
dentifrices, de nombreuses préparations destinées a apaiser les voies respiratoires et
dans des produits d’entretien, notamment comme dégraissant industriel (Kesbi

Amrane, 2011).

I1-2-Présentation des especes étudiées

I1-2-1- Eucalyptus blakelyi
I1-2-1-1- Origine du nom (S.1) :

A-Noms communs :

En francais : La gomme rouge de Blakely, la gomme rouge de forét, la gomme rouge

bourgeonnante blanche, la gomme rouge a bourgeons blancs.
En anglais :Blakely’s Red Gum

B-Noms scientifiques : Eucalyptus blakelyi.
I1-2-1-2- Classification
D’apres (S.1) on classe 1’espece Eucalyptus blakelyi comme suit

Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida-Dicotylédones
Sous —classe : Rosidae

Ordre : Myrtales

Famille: Myrtaceae

Genre : Eucalyptus

Espece: Eucalyptus blakeyli
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I1-2-1-3-Description botanique
Eucalyptus blakelyiest un arbre de 25 m de haut qui Forme un lignotube.

Son écorce est lisse ou rugueuse a la base du tronc,de couleur gris pale, creme et

blanche avec des taches jaunes, roses, brunes ou orangées (Maiden, 1917).

Les feuilles juvéniles sont pétiolées, opposées pour quelques paires puis alternes,
généralement ovales, de 4-10 cm de long et de 3,3-7 cm de large, généralement bleu-

vert (Maiden, 1917).

Les Feuilles adultes sont en alternance, pétiolées avec un limbe lancéolé ou falciforme,
de 6-20 cm de long et de 0,7-4,5 cm de large, a base effilée vers le pétiole, concolore,

glacé ou terne, vert a bleu-vert (Maiden, 1917).

Son inflorescence est axillaire non ramifiée avec des pédoncules de 0,5-1,9 cm de long.
Les bourgeons matures sont étroitement ovoides a fusiformes (0,8-1,4 cm de long, 0,3-
0,6 cm de large), vert a crémeux ou glauque, les étamines sont dressées a antheres
cuboides ou oblongues, la déhiscence se fait par fentes longitudinales (non confluentes),
le stigmate est contondant avec un style long, le placenta contient6 rangées verticales

d'ovules. Les fleurs sont de couleur blanche (Maiden, 1917).

Les fruits Pédicellés (pédicelles de 0,1-0,6 cm de long)s ont hémisphériques ou tronqué-
globuleux, de 0,2-0,5 cm de long et 0,4-0,8 cm de large renfermant des disques

surélevés, convexes ou obliques (Maiden,1917).

Les Graines sont de couleur noire, brune ou grise, de 0,5-1,5 mm de long, pyramidales

ou cuboides, a surface dorsale dénoyautée (Maiden, 1917).

Fig.02 : L’arbre adulte et les feuilles de I’Eucalyptus blakelyi (Maiden, 1917)
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I1-2-1-4- Floraison et graines

Eucalyptus blakelyi fleurit principalement de novembre a décembre (Boland et al,
2006 ; Clemson ,198 ; Gunn, 2001). La floraison abondante chez cette espéce se
produit sur un cycle de 2-3 ans, selon les conditions saisonnieres. Les capsules de
graines persistent sur les arbres jusqu'au mois d'été suivant. Il y a environ 600 graines
viables par gramme ; les graines commencent a germer en environ 7 jours si elles sont

cultivées a 25 ° C sans prétraitement requis (Gunn, 2001).

Fig. 03 : les fleurs et les bourgeons de I’ Eucalyptus blakelyi (Maiden, 1917).

I1-2-1-5- Répartition géographique

Eucalyptus blakelyi est une espéece d'arbre commune dans les zones boisées herbeuses
des versants ouest des plateaux de Nouvelle-Galles du Sud de Victoria (Boland et al,
2006 ; Slee et al, 2006). Dans le Queensland, il se trouve dans la région de Stanthorpe.
Cette espéce peut atteindre jusqu'a 25 m de hauteur et préféere les terrains alluvionnaires,
les terrains de moyenne montagne ou les dépressions avec des débits d'eau saisonniers

(Boland et al, 2006).
I1-2-1-6- L’usage de ’espéce :

-Utilisation potentielle dans la ferme : excellent brise-vent, bon pour les poteaux de

cloture, brise-vent ou ombrage pour le bétail.

-Produits de spécialité : les fleurs produisent du nectar pour la production de miel, le

pollen a une valeur pour l'apiculture.

-Valeur pour la faune : les fleurs sont particuliérement attrayantes pour les oiseaux.



Etude bibliographique chapitre II- Etude des plantes sélectionnées

-Produits en bois : bois artisanal (pour le tournage, etc.), revétements de sol, bois de
chauffage de haute qualité, poteaux (y compris les clotures), bois de spécialité pour

meubles de qualité. (Pryor, 1955)

I1-2-2- Eucalyptus cladocalyx

I1-2-2-1- Origine du nom (Brooker, 1990) :

A-Nom commun :

En francais : Gomme a sucre

En anglais : Sugar gum

B-Nom scientifique : Eucalyptus cladocalyx

I1-2-2-2- Classification

Selon (Muell, 1853) on classe I’espece Eucalyptus cladocalyx comme suit :

Régne: Plantae

Division: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida-Dicotylédones
Sous —classe: Rosidae

Ordre: Myrtales

Famille: Myrtaceae

Genre: Eucalyptus

Espéce: Eucalyptus cladocalyx

I1-2-2-3- Description botanique

E cladocalyest un arbre de taille moyenne de 20 m, mais il peut atteindrejusqu’a 10 a
35 m. Les tiges peuvent étre claires aux deux tiers de la hauteur des arbres sur les sites
les plus favorables, tandis que sur les sites les plus pauvres, les tiges ne sont claires que

pour un tiers a la moitié de la hauteur totale et sont souvent tordues (Brooker, 1990).

L'écorce est lisse, formant de larges taches irrégulieres produisant une surface marbrée

de couleur jaune a orange, grise et bleu-gris (Brooker, 1990).

Il a un systeme racinaire étendu et compétitif.
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Les feuilles juvéniles sont opposées pour quelques paires puis alternées, elliptiques puis
orbiculaires de 5-6 x 7-9 cm, décolorées ou vert foncées (Brooker, 1990; Nicolle,
1997).

Les feuilles adultes sont largement lancéolées, fortement décolorées, avec une surface
supérieure vert foncée et brillante et une surface inférieure terne et plus pale, 11-15 x 2-
2,4 cm (Brooker, 1990; Nicolle, 1997).

Les inflorescences sont axillaires, non ramifiées, sur les rameaux dépourvus de feuilles
a l'intérieur de la couronne (Brooker, 1990).
Les fleurs sont blanches, a 7 fleurs ou plus dans chaque inflorescence.
Les bourgeons sont pédicellés, cylindriques ou contractés au-dessus du milieu, souvent
nervurés, vert pale ou creme, de 8-10 x 3-6 mm; l'opercule est court, hémisphérique,
umboné, souvent légerement plus large que I'hypanthium (Brooker,1990).
Les fruits sont sur des tiges, en forme de tonneau ou urcéolées, nervurées, de 9-15 x 6-
10 mm avec 3-4 valves qui sont profondément enfermée (Brooker,1990).

La graine est gris-brun clair, ovoide compressée, souvent pointue a une extrémité,

légerement bridée et presque lisse (Brooker, 1990).

Fig .04 :I’arbre adulte et les feuilles de I’Eucalyptus cladocalyx (Muell,1853).

I1-2-2-4- Floraison et graines

Eucalyptus cladocalyx fleurit de janvier a avril (Boland et al, 2006; Slee et al 2006).
Les capsules de graines persistent sur les arbres jusqu'au moins 1'été suivant. Il y a
environ 150 graines viables par gramme ; les graines commencent a germer dans

environ 5 jours si elles sont cultivées a 20 ° C sans prétraitement requis. (Gunn, 2001).

ﬂ
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Fig. 05 : les fleurs et les fruites de I’eucalyptus cladocalyx (Muell, 1853).
I1-2-2-5- La répartition géographique

E. cladocalyx est endémique de 1'Australie-Méridionale ou il se rencontre
naturellement dans quatre régions isolées (Boland et al, 1984). Régions d'occurrence
naturelle, le sud de la chaine des Flinders, péninsule d'Eyre et Kangaroo Island en
Australie du Sud.On le rencontre comme essence dominante dansla foret sclérophylle
seche dans les parties les plus humides de son aire et comme élément de la savane

boisée dans la partie la plus seche. (Pryor, 1955).
I1-2-2-6- L’usage de I’espéce

Utilisation potentielle a la ferme: brise-vent excellent, bon pour les poteaux de cloture,

bons attributs ornementaux, brise-vent ou ombre pour le bétail.

Produits de spécialité: les fleurs produisent du nectar pour la production de miel ou le

pollen a de la valeur pour l'apiculture.

Usage urbain: bon comme plante ornementale ou d'agrément. (Boland et al, 1984).
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ITI-1- généralité sur les microorganismes

Deés la naissance 'homme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux. (Kaufmann, 1997)

<< Le microbe est un étre vivant, infiniment petit, qui n’est visible qu’au
microscope>>. C’est la définition du mot microbe donnée le 29 janvier 1894 par
M.Roux, dans la premiére lecon < des microbes en général>, de son cour de
microbiologie a I’Institut Pasteur a Paris. (Camille, 2014)

Les microbes sont tres répandus dans la nature ; on les rencontre non seulement dans
I’organisme, mais dans le milieu qui nous environne, dans 1’air, I’eau, le sol...et ils se
développent quand ils trouvent certaines conditions favorables d’humidité et de
température. (Camille, 2014) .Ces micro-organismes furent tout d’abord classés dans
le regne végétal. Mais des 1866, un Allemand, Haeckel (zoologiste) va proposer la
création du regne des protistes, a coté du regne végétal et du regne animal. Ce regne des
protistes regroupe des organismes unicellulaires ou pluricellulaires qui sont dépourvus
de différenciation cellulaire : algues, champignons, protozoaires et bactéries. Le terme
de microbe, synonyme de protistes, ne sera prononcé en public pour la premiére fois
qu’en 1878, par Sédillot, lors d’une séance de travail a I’Académie des sciences. Mais
ce n’est qu’en 1937 que Chatton (protozoologiste) subdivisera ce régne en protiste
supérieurs a cellules eucaryotes algues sauf algues bleu-vert, protozoaires et
champignons) et en protistes inférieurs a cellules procaryotes (bactéries et algues bleu-

vert). (Camille, 2014)
Au XXe siécle, la classification des étres vivants évoluera : (Camille, 2014)

-Classification en 5 reégnes selon Whittaker et Margulis en 1978 (prokaryotae,
protoctista, fungi, plantae et animalia). Et classification en 3 domaines de Woese en
1990 fondée sur la biologie moléculaire (archaea ou archées, bacteria ou bactéries et

eucarya ou eucaryotes).
II1-1-1- les bactéries

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classés parmi les procaryotes,
car ils ne possédent pas de membrane nucléaire. Ce caractere les distingue des autres
organismes unicellulaires classés parmi les eucaryotes (champignons, algues,

protozoaires). Les bactéries ont généralement un diameétre inférieur a 1pm. On peut les

ﬂ
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voir au microscope optique, a 1’état frais ou apres coloration. Leur forme peut étre
sphérique (cocci), en batonnet (bacilles), incurvée (vibrions) ou spiralée (spirochétes).
Les détails de leur structure ne sont visibles qu’en microscopie électronique (Nauciel

and Vildé , 2005)
I11-1-2- les champignons

Les champignons (font partie du regne des fungi) (Camille, 2014) sont des
microorganismes filamenteux, dont 1’élément structural est 1’hyphe, plusieurs hyphes
formant le mycélium ou thalle. (Camille, 2014). Les champignons microscopiques ou

mycetes se divisent en levures et moisissures (Camille, 2014)

-les levures : champignons unicellulaires, a reproduction asexuée par bourgeonnement.

(Camille, 2014)

-Les moisissures : Les moisissures peuvent étre définies comme des microorganismes
hétérotrophes filamenteux et immobiles, dont la structure cellulaire est celle d'une

cellule eucaryote classique. (Nicklin et al, 2000)

IT1-2- les agents antimicrobiens

On désigne par agent antimicrobien tout agent chimique, physique ou biologique
inhibant la croissance et/ou la survie des micro-organismes. Ces substances ayant une
affinité pour les cellules des parasites et le pouvoir de les tuer plus forts que les
dommages qu'elles causent a l'organisme; ce qui rendra possible la destruction des
parasites sans perturbation sérieuse de I'organisme. (Perry et al, 2002)

Il existe différentes classes d’agents antimicrobiens : chimiques (oxydants, alcools,
aldéhydes et gaz), physiques (température et rayonnement) et chimiothérapeutiques
(antibiotiques). (SAFFIDINE, 2015)

IT1-2-1-les agents chimiques
Ils correspondent aux substances utilisées comme désinfectants et antiseptiques.
(Bousseboua, 2001)
II1-2-2-les agents physiques
De nombreux agents physiques exercent un effet antagoniste vis-a-vis des
microorganismes. Comme la chaleur, les radiations et d’autres agents moins agressifs,

comme la dessiccation. (Bousseboua, 2001)
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II1-2-3- les antibiotiques

Les antibiotiques sont des molécules qui inhibent sélectivement certaines voies
métaboliques des microbes (bactéries, champignons, protozoaires) a trés faibles doses,
sans exercer habituellement d’effets toxiques pour les organismes supérieures. Cette
propriété les distingue des antiseptiques. Les antibiotiques, au sens strict, sont des
produits élaborés par des microorganismes (moisissures : Penicillium et Aspergillus ou
bactéries : des genres Streptomyces et Bacillus), mais sont inclus généralement parmi
eux les dérives semisynthétiques et entierement synthétiques. (Nauciel, 2009)
IT1-2-4- Classification des antibiotiques

Il existe plusieurs classifications des antibiotiques, elles sont basées sur le spectre
d'action, la cible, ou la famille chimique. Cette derniere celle-ci est la plus fréquemment
rencontrée. Les principales familles chimiques des antibiotiques sont: Bétalactamines:
pénicilline et céphalosporines; = Aminosides:  streptomycine, gentamycine;
Chloramphénicol et thiamphénicol; Cyclines: tétracyclines, doxycycline. Macrolides et
apparentés : érythromycine, oléandomycine. (Cohen et Jacquot, 2001).
I11-3-le mode d’action des agents antimicrobiens

Les agents antimicrobiens agissent par différents mécanismes et peuvent étre utilisés
de diverses maniéres, selon les objectifs recherchés et leur spécificité d'action qui peut
étre germicide ou germistatique. (LAHLAH, 2008)

II1-3-1-action germicide

Cette action caractérise les agents ayant une action létale sur les microorganismes. En
fonction de la catégorie de microorganismes ciblés, les agents antimicrobiens exercent
une action bactéricide (agent antibactérien), algicide (agent anti-algues), fongicide
(agent anti-champignons), virucide (agent anti-virus) ou antiparasitaire (agent anti-
protozoaires). (Bousseboua, 2006)

I1-3-2-Action germistatique (bactériostatique et fongistatique)

Dans ce cas, les agents inhibent la croissance du microorganisme sans le tuer (bactérie
ou champignon). (Bousseboua, 2006), Les substances bactériostatiques inhibent
temporairement le développement microbien, les microorganismes recommenceront a
se développer dés que la concentration de la substance aura diminué ou des que

I'application du procédé physique sera interrompue. (Guiraud, 1998)
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I11-4- la résistance bactérienne et fongique vis-a-vis des antibiotiques

La résistance bactérienne aux agents antimicrobiens est un probléeme d’importance
croissante en pratique médicale. Si 1’apparition des premiers antibiotiques (sulfamide en
1953 puis pénicilline au lendemain de la seconde guerre mondiale) avait suscité un
espoir de voir les maladies infectieuses a jamais jugulées, ce dernier fut décu tres
rapidement par 1’apparition de bactéries devenues résistantes. L’utilisation ultérieure
d’autres antibiotiques (streptomycine, chloramphénicol, tétracycline et érythromycine
par ordre chronologique d’utilisation) connut une évolution comparable.

(vaubourdolle, 2007)

IT1-4-1- Les différents types des résistances microbiennes
On distingue deux types de résistance selon leur origine :
IT1-4-1- 1- La résistance naturelle

On parle de la résistance naturelle lorsque toutes les souches d’une méme espéce sont
résistantes a un antibiotique, c’est ainsi que, les bacilles a gram négatif sont
naturellement résistant aux antibiotiques hydrophobes car ces molécules ont des

difficultés a passer la membrane externe de leur paroi. (Normak et Normak, 2002)
I11-4-1- 2-La résistance acquise

La résistance acquise survient lorsque, seules quelques souches d’une méme espéce,
normalement sensible a un antibiotique, deviennent résistantes. Cette résistance acquise
par mutation ou par transfert de geénes. La résistance acquise par mutation est aussi
qualifiée de résistance chromosomique. Le phénomene de mutation est conditionné par
I’utilisation des antibiotiques. Ces derniers ne sont pas des agents mutagénes mais ils
contribuent a sélectionner, de maniere spontanée, des mutants résistants au sein d’une
population bactérienne. En éliminant les bactéries sensibles, les antibiotiques permettent
aux mutants résistants de se multiplier plus facilement. La cause principale de
I’évolution et de I’extension des résistances aux antibiotiques et leur prescription a

grand échelle en thérapeutique humaine. (Goossens et al, 2006).
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III-5- Activité antimicrobienne des extraits des plantes

En raison de 1’effet secondaire des produits chimiques antimicrobiens et de la
résistance que les micro-organismes pathogenes établissent contre les antibiotiques,
beaucoup d’attention a été prétée aux extraits bruts des plantes qui commencent a avoir
beaucoup d’intérét comme source potentielle de molécules naturelles bioactives. (G.

Yakhlef et al, 2011).

Des groupes de recherches ont étudié 1’activité antimicrobienne des extraits de
plantes médicinales telles que fennel (Foeniculum vulgare), peppermint (Mentha
piperita), thyme (Thymus vulgaris), ils ont trouvé que ces extraits sont actifs non
seulement contre les bactéries mai aussi contre les champignons, les levures et les virus,
( Jiirgen et al, 2009) d’autres groupes de chercheurs ont franchi une étape plus loin, ils
ont isolé et identifié les métabolites responsables de 1’activité antimicrobienne des
extraits de plantes, cette étape constitue une plateforme pour plusieurs implications
incluant I’industries pharmaceutique, la médecine alternative, et la thérapie naturelle.
(Huang et al, 2008).

C’est le cas des polyphénols, notamment les flavonoides et les tannins qui sont
reconnus par leur toxicité vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de cette
toxicité peut étre lié a l'inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases et les
carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les adhesines microbiens, les

protéines de transport et d'enveloppe cellulaire. (Cowan, 1999)

II1-6- les souches étudiées

I1I-6-1- Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des cocci a Gram positif qui tendent a se grouper en amas.
Une espece, Staphylococcus aureus (staphylocoque doré), tient une place tres
importante dans les infections communautaires et nosocomiales (Chambers, 1997), elle
appartient a la famille des Staphylococcaceae, il s’agit de cocci sphérique de 0.5a 1 um
de diameétre, immobile, anaérobie facultatif en général, oxydase+ et catalase +. Les
staphylocoques sont des germes ubiquistes qui peuvent vivre : en bactéries saprophytes
dans la nature (sol, air, eaux, aliments...), en bactéries commensales sur la peau et les

mugqueuses de ’homme et des animaux (mammiféres). (Camille. 2007).
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II1-6-2- Escherichia coli

Escherichia coli est une bactérie naturellement présente dans la flore intestinale. Si la
plupart des souches de cette bactérie sont sans danger pour la santé, certaines sont a
I'origine d'infections intestinales plus ou moins graves (S.2). C’est un bacille Gram
négatif a extrémité arrondie appartient a la famille des Enterobacteriaceae qui ont
comme caractéres commun une oxydase négatif, catalase positif (Camille.2014), il est
chimio-organotrophe, parfois capsulé, possede une ciliature péritriche pour les especes
mobiles. Ce bacille fermente le glucose (avec ou sans production de gaz), il est aéro-
anaérobies facultatifs et possede a la fois un métabolisme respiratoire et fermentatif

(LOUKIADIS, 2007)

I1I-6-3- Pseudomonas aeruginosa

Les Pseudomonas (appartient a la famille des Pseudomonadaceae) (camille, 2014)
sont des bacilles a Gram négatif de 1'environnement se comportent comme des bactéries
opportunistes et sont souvent a l'origine d infections nosocomiales. 1l s'agit souvent de
bactéries résistantes a de nombreux antibiotiques. Une des plus redoutables est
Pseudomonas aeruginosa. (Philippon, 1995) Il s’agit d’une bactérie mobile, a ciliature
polaire monotriche, avec un type respiratoire aérobie stricte, oxydase positive en
générale et catalase positive, (camille, 2014), sa forme est Batonnet non sporulé, elle est
ubiquiste et vit normalement a 1’état de saprophyte dans 1’eau et le sol humide ou sur les

végétaux et résiste mal a la dessiccation. (AOURAGHE, 2016).
I11-6-4- Bacillus subtilus

C’est une bactérie qui appartient a la famille des bacillaceae et au genre bacillus, ce
sont des bacilles a Gram positif en forme de batonnets, aérobie stricte, catalase positif et
mobile par ciliature péritriche. Ces microbes forment des spores en période
d’épuisement des nutriments. Et peuvent produire des antibiotiques pendant la

sporulation. Elles se trouvent naturellement dans le sol et la végétation. (S .3)

Ces bactéries ne sont pas pathogenes. Elles peuvent contaminer la nourriture,
cependant, elles entrainent rarement une intoxication alimentaire, et certains souches

provoquent des pourritures dans les pommes de terre. (S.3)

ﬂ
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I1I-6-5- Enterococcus feacalis

Enterococcus a longtemps été apparenté au genre streptococcus faisant partie de la
famille streptococcaceae. Depuis 1984, une nouvelle famille a été créée:
enterococcacea. Ce sont des coques ovoides gram + regroupés en diplocoques ou en
petites chainettes d’environ quatre coques. Elles sont immobiles et non capsulés aéro-

anaérobie facultatif avec un catalase négatif. (S.4)

Elle colonise I’appareil digestif et peut provoquer des infections potentiellement
mortelles. Elle est particulierement présente dans les hopitaux, entrainant des maladies
nosocomiales. Elle est par exemple responsable d’infections de la vessie, de la prostate
et d’endocardites. Les infections ne sont pas simples a traiter car la bactérie présente

une grande résistance aux antibiotiques. (S.5)

I11-6-6-Kleibsella oxycota

Kleibsella oxycota est une bactérie qui appartient a la famille des enterobacteriaceae
et au genre kleibsella. Il s’agit d’un bacille gram négatif assez grande (de 0.6 a 6 um de
longueur) se présente de maniére isolée, ou groupée par deux ou en courte chaines. Elle

est indole positif, immobile, caractérisée par des colonies muqueuses, capsulée, oxydase

négatif. (BEAUDOUX, 2009).

C’est une bactérie de I’environnement, isolé également chez 1I’homme et les
mammiféres. Elle n’est pas systématiquement pathogéne pour I’homme. Elle colonise 1
a 2 % de la population sans engendrer des signes cliniques. Toutefois, pour les raisons
encore mal élucidés, certains souches peuvent étre a 1’origine d’infections
potentiellement graves, souvent a point de départ urinaire ou digestif. (BEAUDOUX,
2009)

I11-6-7-Listeria innocua

Listeria innocua est 1’une des six especes appartenant au genre Listeria. Il est
largement trouvé dans I’environnement (tel que le sol) et les sources de nourriture. Il
peut survivre dans un pH et une température extréme, et une forte concentration de sel
(Buchrieser et al, 2003). C’est une bactérie Gram positive en forme de batonnet, ne
forme pas de spore, et peut vivre individuellement ou s’organise en chaine avec d’autres

bactéries. Il s’agit d’un mésophile, fonctionnant a une température optimale de 30-37C°.
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Listeria innocua ressemble beaucoup a ces autres membres de la famille, les Listeria
monocytogene pathogene. (Buchrieser et al, 2003). Mais comme son nom indique, elle
est inoffensive pour les autres organismes. I1 manque le locus de virulence de 10 Kb qui

est nécessaire pour la pathogénicité. (Jemmi et Stephan, 2006)
I11-6-8- Candida albicans

Candida albicans est une levure de forme variable ronde a allongées non pigmentée
qui se reproduis par bourgeonnement multilatéral. Le pseudomycélium peut étre absent,

rudimentaire ou abondant. Parfois présence de vrai mycélium. (S.6)

Il s’agit d’un champignon microscopique, habituellement inoffensif et que nous
retrouvons sans effet pathologique, au niveau des voies génitales, du tube digestif, de la
bouche et sur la peau. Dans certains cas il peut devenir pathogene et provoquer une
candidose, une infection fongique lorsque ce champignon atteint des organismes
fragilisés dont les défenses immunitaires sont diminués, comme chez les personnes

porteuses du virus de sida. (S.7)
I11-6-9-Rhizopus sp

Rhizopus est un genre de champignons de la classe des Zygomycetes, un grand groupe
de champignons qui se distinguent par leur mode de reproduction sexuée. Les
champignons du genre Rhizopus sont souvent responsables de zygomycose (ou
mucormycose), une infection causée par une colonisation par des champignons
Zygomycetes. Ces champignons ont aussi quelques fonctions pratiques. Ils peuvent
apparaitre sous la forme d’agents pathogenes des plantes dans certaines régions du

monde. Cela fait d’eux un groupe assez diversifié. (S.8)

Classiquement, les champignons Rhizopus ressemblent au coton, avec une couleur
jaune a verte qui s’assombrie lorsque le champignon commence a produire des spores.
(S.8) Une des formes les plus courantes de Rhizopus est la moisissure du pain. Ces
champignons apparaissent également dans les fruits, en particulier les fruits a noyau, et

dans les légumes, le sol et les matiéres fécales. (S.8)
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Fig. 15 : I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de 1’ Eucalyptus blakelyi sur

Enterococcus faecalis
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Fig. 16 : I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de I’ Eucalyptus cladocalyx sur

Enterococcus faecalis
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Fig. 17 : I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de 1’ Eucalyptus blakelyi sur

Bacillus subtilis
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Fig. 18 : I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de I’ Eucalyptus cladocalyx sur

Bacillus subtilis
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RISERD RISERD
RIS EBM RIS EBM

Fig.19: I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de I’ Eucalyptus blakelyi sur

RISERD

RIS EBM

Rhizopus sp
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Fig. 20 : I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de 1’ Eucalyptus cladocalyx sur

Rhizopus sp
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Fig. 21 : I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de I’ Eucalyptus blakelyi sur

Candida albicans
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Fig. 22 : I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de 1’ Eucalyptus cladocalyx sur

Candida albicans
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Annexe 04 : résultats des analyses statistiques

F1*F | MOYENN GROUPES HOMOGENES
2 ES

D1 43,667 A
S6

D1 41 AB
S2

D1 41 AB
S1

D1 38,667 B
S9

D1 35 C
S3

D1 34,667 C
S4

D1 34,333 C
S8

D1 34 C
S7

D1 33 C
S5

D3 19,667 D

D2 16,667 DEF
S7
D5 16,667 DEF
S2
D4 16,667 DEF
S9
D3 16,333 DEF
S8
D3 15,667 DEFG
S9
D2 15,667 DEFG
S8
D4 15,333 DEFG
S2
D2 14,667 DEFG
S1
D2 14,667 DEFG
S2
D3 14,333 EFG
S6
D3 13,667 EFG
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S2

D5 13,667 EFG
S1

D4 13,667 EFG
S6

D3 13,667 EFG
S1

D5 13,667 EFG
S6

D5 13,333 EFG
S9

D4 13 EFG
S1

D5 13 EFG
S4

D4 13 EFG
S5

D5 13 EFG
S5

D4 12,667 EFG
54

D2 12,333 EFG
S6

D2 12,333 EFG
S4

D3 12,333 EFG
S5

D3 11,667 FG
54

D2 10,667 G
S9

D2 10,333 G
S5

D5 10,333 G
S3

D2 10 G
S3

D3 9,667 G
S3

D4 9 G
S3

Tableau 2 : Les résultats statistiques des extraits méthanoliques d’E.blakelyi

LIBELLE | MOYENNE GROUPES
S S HOMOGENES
D1 S6 40 A
D1 S2 38 AB
D1 S1 38 AB
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D1 S4 37 AB
D1 S5 35 ABC
D1 S9 35 ABC
D1 S3 34 BC
D1 S8 33 BC
D1 S7 31,667 C
D4 S1 16 D
D4 S7 16 D
D4 S2 14 DEF
D5 57 13,667 DEF
D4 S8 13,333 DEF
D4 S6 13,333 DEF
D5 S2 13 DEF
D5 S1 12,333 DEF
D2 S7 11,667 DEF
D4 S5 11,333 DEF
D5 S5 11 DEF
D3 S2 10,667 DEF
D2 S1 10,667 DEF
D4 54 10,667 DEF
D5 S8 10,333 DEF
D3 S7 10,333 DEF
D2 S2 10,333 DEF
D5 S3 10 DEF
D3 S1 10 DEF
D3 S8 10 DEF
D2 S8 10 DEF
D5 S4 10 DEF
D3 S9 9,667 DEF
D4 S3 9 EF
D3 S6 9 EF
D3 S4 9 EF
D3 S5 8,667 EF
D2 S9 8,333 F
D2 S4 8 F
D2 S6 7,667 F
D2 S5 7,333 F
D2 S3 7 F
D3 S3 6 F

Tableau 3 : Les résultats statistiques des extraits aqueux d’E.blakelyi
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LIBELL | MOYENNE | GROUPES HOMOGENES
ES S

D1 S7 37 A
D1 S1 31,333 B
D1 S5 31 B
D1 S2 29,667 BC
D1 S3 28 BCD
D1 S4 26,333 CDE
D1 S6 25 DE
D1 S9 23,667 E
D1 S8 17,667 F
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Tableau 4 : Les résultats statistiques des extraits méthanoliques d’E.cladocalyx

LIBELLE | MOYENNE GROUPES
S S HOMOGENES
D1 S7 41,667 A
D1 S1 29,667 B
D1 S5 29 BC
D1 S2 28 BC
D1 S3 27,667 BC
D1 S6 27 C
D1 S4 24,333 D
D1 S9 24 D
D1 S8 10,667 E
D5 S1 10,667 E
D5 S4 8 FG
D5 S2 8 FG
D5 S5 7,333 FG
D4 54 7,333 FG
D4 S5 6,667 FG
D3 54 6,667 FG
D2 54 6,667 FG
D3 S8 6,667 FG
D2 S5 6,333 G
D4 S6 6,333 G
D2 S8 6,333 G
D4 S8 6 G
D3 S7 6 G
D5 S9 6 G
D4 S7 6 G
D3 S6 6 G
D3 S2 6 G
D2 S1 6 G
D2 S7 6 G
D2 S9 6 G
D5 S8 6 G
D4 59 6 G
D5 S6 6 G
D3 S1 6 G
D4 S3 6 G
D3 S9 6 G
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Tableau 5 : Les résultats statistiques des extraits aqueux d’E.cladocalyx
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I-1- matériel biologique

I-1-1- matériel végétale

Le matériel végétal utilisé dans cette étude expérimentale est deux especes végétales
appartenant a la famille des Myrtacées et au genre d’Eucalyptus et aux especes
d’Eucalyptus cladocalyx et Eucalyptus blakelyi, sa taxonomie et toutes les informations
la concernant ont été cité dans la partie bibliographie et 1’organe végétal utilisé pour

cette étude est les feuilles a cause de leur richesse en métabolites secondaires.
I-1-1-1-La récolte :

La récolte des feuilles a été effectuée au cours de la floraison a I’INRF (Institut
National de la Recherche Forestiere) a Bainem situé a 12km a 1’ouest de la wilaya
d’Alger en Algérie. Les feuilles adultes de deux plantes ont été récoltées dans la période

allant de juin a juillet 2016.

Les deux plantes sont séchées a I’ombre et a I’abri de I’humidité dans un endroit sec et
aérée Pendant deux semaines. Elles sont ensuite broyées et les poudres sont conservées

a+4°C dans des flacons hermétiques a 1’abri de la lumieére.
I-1-2- matériel microbiologique

L’activité antimicrobienne des extraits d’eucalyptus a été évaluée sur 9 especes
bactériennes et deux souches fongiques qui ont été disponible chez nous.
Elles sont choisies a cause de leur haute pathogénicité et leur multi résistance. Ce sont
des especes Gram négatif /ou Gram positif, pathogenes et responsables d’infections
graves chez ’homme et dont la plupart sont résistantes aux antibiotiques. Elles sont
activées a 37 °C par repiquage sur milieu gélosé Muller-Hinton (MH). (DJAHRA,
2014)
Les germes qui ont été testés pour déceler 1’activité antimicrobienne des extraits
méthanoliques et aqueux de [’Eucalyptus blakelyi et Eucalyptus cladocalyx sont les
suivants :
-5 souches de collection internationale ATCC (American type culture collection) :
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Listeria innocua Clip 74915, Enterococcus
feacalis ATCC 29212, Bacillus subtilus ATCC 26231,et Escherichia coli ATCC 25922

qui ont été fournées par le laboratoire de recherche de I'université de Boumerdasse ,

m
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4souches cliniques isolées de patients (au niveau de ’EPSP du pdle urbain a Médéa)
pour les infections urinaires: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli et Kleibsilla oxycota,et deux souche fongique; Candida albicans
ATCC 10231fournit parle laboratoire de recherche de 1’université Hassiba ben bouali a
Chlef et Rhizopus sp isolé du pain.
I-1-2-1- la conservation des souches

Les souches microbiennes ont été conservées a 5C° dans des tubes stériles contenant
10 ml de milieu de culture incliné (gélose nutritive pour les bactéries et saboreaud pour
les champignons) (YAKHLEF, 2010)
I-1-2-2- les milieux de culture utilisés

Pour réaliser ce travail, nous avons utilisé plusieurs milieux de cultures tels que le
Chapman pour faire isoler les Staphylococcus aureus, Héktoéne pour les
entérobactéries, le bouillon nutritif pour 1’activation des souches, la gélose nutritive
pour les précultures, le MiillerHinton pour [I’étude de la sensibilité dessouches

bactériennes ou I’aromatogramme et la gélose PDA pour Candida albicans.

I-2- matériel non biologique

Durant notre travail nous avons utilisé des matériaux et des produits, les informations

les concerne sont motionnées dans 1’annexe 1.
I-3- préparation des extraits

Dans notre étude, 1’extraction est effectuée par une méthode qui s’appelle la
macération en utilisant un solvant organique a polarité Méthanol (MeOH) et un autre
solvant qui est I’eau distillée.

La macération est la méthode d'extraction solide-liquide la plus simple. Elle consiste
en la mise en contact du matériel végétal avec le solvant sans ou avec agitation,
L'opération bien que généralement longue et a rendement souvent médiocre, est utilisée
dans le cas d'extraction de molécules thermosensibles (LEYBROS et FREMEAUX.
1990). Cette extraction a été effectuée au niveau de laboratoire de 1’université YAHIA

Fares de MEDED
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I-3-1- mode opératoire

Un volume de 50g de chaque espece d’eucalyptus a été mis dans un volume de
166.66ml de méthanol pour I’extrait méthanolique et le méme volume d’eau distillé
pour I’extrait aqueux. Les mélanges ont été agités pendant 4 jours dans un agitateur puis

filtré a 1’aide d’un papier filtre jusqu’a I’obtention du filtrat. (Fig. 6 et 7)

Fig. 06 : la macération Fig. 07 : la filtration

Les filtrats obtenus ont subit a une réaction de concertation qui a comme role la
séparation du solvant de I’extrait a I’aide d’un appareil appelé Rotavapeur (Tsopmbeng
et al, 2014) (Fig.8) .Dans cet appareil on réalise une évaporation sous vide en utilisant
une pompe a vide avec une vanne de controle. Pendant 1’évaporation le ballon est mis
en rotation et plongé dans un bain liquide chauffé. 1’appareil est muni d'un réfrigérant
avec un ballon de récupération de condensat. La rotation du ballon crée une surface
d’échange plus grande et renouvelée permettant donc d’effectuer une évaporation
rapide. L’abaissement de la pression permet d’évaporer le solvant a température réduite,
évitant ainsi la dégradation thermique éventuelle des composés extraits. C’est une

méthode d’évaporation simple, utile, douce et rapide. (EL MANSOURI, 2013)

WVanne de
fermeture

Sortie d'eau

EBallon de
récupération

Fig.08 : Rotavapeur pour 1’évaporation du solvant



Partie expérimentale Matériel et méthodes

Dés la condensation des filtrats, les extraits formés au fond du ballon du rotavapeur

seront récupérés a I’aide d’une spatule et mis dans des flacons et conservés a 4°C.

50g du Matériel végetal sec broyes

Extraction par le méthanol Extraction par 1’eau distillé

(166.66ml ) (166.66 ml)

- Macération pendant 4 jours sous agitation g

Filtration I

Concentration ( a laide d un rotavapeur)

Extrait méthanolique | Extrait aqueux

Fig.09 : préparation des extraits méthanoliques et aqueux de 1’Eucalyptus cladocalyx

Et I’Eucalyptus blakelyi.
I- 3-2- calcul du rendement
Le rendement désigne la masse de 1’extrait déterminée apres évaporation du solvant, il
est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a

I’extraction. (Boudjouref, 2011)
R = m résidu / MM seéche. 1000 dont : (DJAHRA. 2014)

M résidu = la masse du résidu (la masse du (ballon+résidu) — la masse du ballon vide)
MM seche= la masse initiale du matériel végétale
I-4- screening phytochimique

Les extraits méthanoliques et aqueux et la poudre elle-méme des deux espéeces
d’eucalyptus ont été soumis a divers tests phytochimiques en vue de mettre en
évidence les métabolites secondaires responsables de la plupart des activités
biologiques. Ces tests ont été réalisés au niveau de laboratoire de 1’université de

YAHIA Fares a MEDEA
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I-4-1- screening du résidu
I-4-1-1-les stérols et polyterpénes

Les stérols et les polyterpénes ont été mis en évidence dans les résidus par la réaction
de Liebermann. Un aliquote de résidu est dissoute a chaud dans 1 ml d’anhydride
acétique dans une capsule, puis reprise dans un tube a essai dans lequel sont coulés 0,5
ml de H2SO4concentré. L’apparition d’une coloration violette qui vire au bleu puis au
vert indique une réaction positive. (Yves-Alain et al, 2007)

I-4-1-2- les tannins

Les tannins vrais ont été mis en évidence dans les résidus par le réactif de Stiasny. Un
aliquote de résidu repris au MeOH puis évaporé, sont additionnés 15 ml du réactif de
Stiasny (30% CH20 dans HCI concentré 2/1). La formation de précipité sous forme de

flocons apreés refroidissement, indique une réaction positive. (Yves-Alain et al, 2007)
I-4-1-3- les flavonoides

La présence des flavonoides dans un extrait peut étre mise en évidence par un test
simple et rapide appelé " réaction de Shinoda"(Locket al, 2006). Le test consiste a
ajouter a 2ml de I’extrait, quelques gouttes d’HCIl concentré (2N) et environ 0,5g de
magnésium métallique. Laisser agir 3 min et regarder le changement de couleur.

(Malecet Pamilio, 2003)
I-4-1-4- les saponines

Les saponines ont été mises en évidence dans les résidus par le test de mousse. Les
résidus sont repris dans 5 ml d’eau distillée, puis introduits dans un tube a essai. Le tube
a essai est agité vigoureusement. La formation d’une mousse (hauteur supérieure a 1
cm) stable, persistant pendant 1 h indique la présence abondante de saponines. (Yves-

Alain et al, 2007)
I-4-1-5- les coumarines

Les coumarines ont été mises en évidence dans les résidus par la réaction sur le cycle
lactonique. Dans 2 tubes a essai, sont introduits 2 ml de solution éthanolique obtenue a
partir de chaque résidu. Dans un des tubes a essai, sont additionnés 0,5 ml de NaOH a
10%, puis les tubes a essai sont chauffés au bain-marie jusqu’a ébullition. Apres

refroidissement, sont rajoutés dans chaque tube a essai 4 ml d’eau distillée. Si le liquide

?
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du tube a essai dans lequel I’on a ajouté la solution alcaline est transparente ou plus
transparente par rapport au liquide du tube a essai témoin (sans solution alcaline), alors
la réaction est positive. En acidifiant la solution transparente avec quelques gouttes de
HCI concentré, elle perd sa coloration jaune, se trouble ou il se forme un précipité.
(Yves-Alain et al, 2007)
I-4-1-6- les protéines

Les protéines ont été mises en évidence dans les résidus par la réaction du biuret. Un
aliquote de résidu dissout dans 2 ml de NaOH aqueux a 20% dans un tube a essai, sont
ajoutées 2 a 3gouttes d’une solution aqueuse de CuSO4 a 2%. L’apparition d’une
coloration violette, quelquefois avec une teinte rougeatre, indique une réaction positive.

(Yves-Alain et al, 2007)
I-4-1-7- les alcaloides

2 ml de résidu est mis dans un tube a essaie dans lequel sont coulés 2 ml de réactif de
wagner. L’apparition d’un précipité blanc- jeune indique une réaction positive (Trease

et Evans, 1989 ; Harbone, 1998).
I-4-2- screening de la poudre
I-4-2-1- les saponines

Leur présence est déterminée quantitativement par le calcul de l'indice de mousse,
degré de dilution d'un décocté aqueux donnant une mousse persistante dans des
conditions déterminées. Deux grammes de matériel végétal sec et broyé sont utilisés
pour préparer une décoction avec 100 ml d'eau. On porte a ébullition pendant 30 mn.
Apres refroidissement et filtration, on réajuste le volume a 100 ml. Dans une série de 10
tubes a essai, répartir 1 ml de I’extrait dans le tube n° 1, 2 ml dans le tube n° 2, ..., 10
ml dans le tube n° 10. Le volume final dans chaque tube étant de nouveau réajusté a 10
ml avec de l'eau distillée. Les tubes sont agités fortement en position horizontale
pendant 15 secondes. Aprées un repos de 15 minutes en position verticale, on reléve la
hauteur de la mousse persistante en cm. Si elle est proche de

1 cm dans le Xe tube, alors l'indice de mousse est calculé selon la formule suivante :
I =Hauteur de mousse (en cm) dans le Xe tube x 5/0.0x

I : Indice de mousse

ﬁ
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La présence des saponines dans la plante est confirmée avec un indice supérieur a 100.

(DJAHRA, 2014)
I-4-2-2-les tanins

On prend 5 ml de I'infusé, aux quelle on ajoute goutte a goutte 1 ml d'une solution de
Chlorure ferrique (FeCl3) a 1%. L'apparition d'une coloration verdatre indique la
présence des tanins catéchiques, bleu noiratre, tanins galliques.

A 30 ml de l'infusé, on ajoute 15ml de réactif de Stiasny (Formol a 30% + HCI
concentré3-1 v/v). Apres chauffage de 30 mn au bain marie, I'observation d'un précipité
orange indique la présence des tanins catéchiques. (DJAHRA Ali, 2014)

I-4-2-3- les anthocyanes

La recherche des anthocyanes repose sur le changement de la couleur de 1'infusé a 10
% avec le changement de pH : On ajoute quelques gouttes d'HCI, puis quelques gouttes
d’Ammoniac (NH4OH). Le changement de la couleur indique la présence des
anthocyanes. (DJAHRA Alj, 2014)

I-4-2-4-les leuco anthocyanes

Un volume de 5 ml de I’infusé est mélangé a 4 ml d'alcool chlorhydrique (Ethanol/
HCI pur 3/1 v/v). Apres chauffage au bain marie a 50°C pendant quelques minutes,
I'apparition d'une couleur rouge cerise indique la présence des leuco anthocyanes.
(Solfo, 1973)

I-4-2-5-les flavonoides

La recherche des flavonoides débute par une macération de 10g de drogue pulvérisée
dans 150 ml d’acide chlorhydrique (HCI 1 %) pendant 24h. Apreés filtration, on récupere
10 ml du filtrat auquel on ajoute une solution basique de (NH4OH), si apres 3h, il y a
apparition d'une couleur jaune claire dans la partie supérieure du tube, ceci indique la
présence de flavonoides. (DJAHRA Ali, 2014)

I-4-2-6-1a recherche des alcaloides
Dans un bicher macéré 5 g de poudre végétal dans 25 ml de H2SO4(10%) 24h .Apres la
filtration on ajoute a 1 ml de macéré quelque gouttes de réactif de Wagner; L'apparition

de précipité brun traduit la présence des alcaloides. (KANOUN, 2011)

ﬁ



Partie expérimentale Matériel et méthodes

I-5- ’activité antimicrobienne
I-5-1- préparation des précultures

I-5-1-1- pour les souches bactériennes

Les souches bactériennes préalablement conservées a 4C° dans des tubes stériles
contenant 10 ml de gélose inclinée ont été réactivé dans le bouillon nutritif, aprés
incubation a 37C° pendant 24h, les cultures ont été repiquées par stries serrés dans des
boites de pétrie contenant de la gélose nutritive et incubées a 37C° pendant 18 a 24h.

(Fig.10)

Fig. 10 : ’ensemencement des suspensions microbiennes dans les milieux gélosés

[-5-1-2- pour les souches fongiques

Les souches fongiques ont été réactivées dans des tubes stériles contenant du bouillon
nutritive et incubées a 25C° pendant 48h, puis un repiquage par strie de ces souches
dans des boites de pétri coulées par le milieu PDA a été fait pour obtenir des cultures

jeunes apres une incubation a 25C° pendant 48h.

Des suspensions microbiennes (bactériennes et fongiques) d’une densité optique
compris entre 0.08 et 0.10 mesurées a 625 nm ont été préparées par 3 a 5 colonies dans

9 ml de I’eau physiologique stérile. (Boudjelal ,2013). (Fig.11)
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Fig. 11 : la préparation des suspensions bactériennes dans de I’eau physiologique
I-5-3- la préparation des dilutions des extraits

200 mg de chaque extrait a été mis dans des tubes stériles dans les quels sont coulés 1
ml du DMSO, puis une agitation a 1’aide du vortex a été fait pour obtenir un mélange

homogeéne et pour faire fondre le résidu dans le DMSO.

Une série de dilution en demi a été fait dans 4 tubes contenant 1ml de DMSO a I’aide
d’une micropipette a partir de la solution mere jusqu’a 1/8, un 5eme tube coulé par le
DMSO uniquement est considéré comme témoin négatif .En effet, ces extraits ne sont
pas solubles dans 1’eau, ce qu’il était nécessaire de les d’abord solubiliser dans le

DMSO.

1 ml
200 mg de g
. - éliminé
1 extralt\ 1ml 1ml 1ml
\\. > [ | > 8 4 /
\
1ml 1ml 1ml 1ml 1ml
DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
SM 1/2 1/4 1/8 Témoin
négatif

Fig. 12 : schéma récapitulatif de la préparation des dilutions des extraits.
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I-5-4- tests antimicrobiens

Afin d’évaluer I’activité antimicrobienne des extraits d’eucalyptus nous avons utilisé
la méthode de diffusion en milieu gélosé (I’aromatogramme).
I-5-4-1- pour les bactéries :
Les suspensions bactériennes ajustées et qui ont une densité optique de 0.5 Mc
Farland ont été ensemencé dans des boites de pétrie coulée préalablement par la gélose

Miiller Hinton par des stries sérié a 1’aide d’un écouvillon. (Fig.13)

A I’aide d’une pince stérile des disques stériles de 6mm de diametre ont été imbibé
dans les dilutions des extrais et dans le DMSO et un sixieme disque d’antibiotique
(Gentamycine) qui s’agit d’un témoin positif ont été déposé a la surface de la gélose

dans la boite (Fig.14). Apres la diffusion les boites sont incubées a 37C° pendant 24h.
I-5-4-2- pour les souches fongiques

Les suspensions fongiques ont été ensemencées a I’aide d’un écouvillon dans des
boites de pétrie coulées par le milieu PDA, puis les disques stériles sont imbibés dans
les différentes concertations des extraits préparés avec un cinquiéme disque imbibé dans
le DMSO qu’il s’agit d’un témoin négatif et le sixiéme disque d’antifongique (Lamidaz
250 mg) qu’il s’agit d’un témoin positif. Ensuite les boites ont été laissées 30 min

jusqu’ la diffusion des extrais et puis sont incubées a 25C° pendant 48h.

Apres I’incubation 1’effet des extraits se traduit par 1’apparition autour de disque d’une
zone circulaire transparente correspondant a 1’absence de la croissance. Plus le diameétre
de cette zone est grand plus la souche est sensible. (Choi et al. 2006)

Les tests ont été répétés 3 fois, et la lecture des diameétres d’inhibition est réalisée a

I’aide d’une regle ou un pied a coulisse.

Les souches sont considérées sensibles, trés sensible ou résistantes selon le tableau 1.

(PONCE G, 2003)

W
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Tableau 01 : la sensibilité et la résistance des souches microbiennes selon les diamétres

d’inhibition
Sensibilité/ résistance Diametre d’inhibition
Non sensible (-) D< 5mm
Sensible (+) 6mm < D< 11mm
trés sensibles (++) 12mm < D< 16mm
Extrémement sensible (+++) D”17 mm

Fig.13:I’ensemencement des suspensions microbiennes dans des boites gélosées

Fig.14 : le dépot des disques dans les boites de pétries

I-6- Analyse statistique

L’aromatogramme de chaque souche microbienne est répété 3 fois, donc les valeurs
sont représentées par la moyenne +l’écart type. Les résultats ont été analysés par le test

le logiciel statbox.
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II- Résultat
II-1- Extraction

La préparation des extraits a partir de la partie aérienne de I’ Eucalyptus a été effectuée

Par deux solvants qui sont le méthanol et 1’eau distillée.

Cette extraction a permis d’obtenir deux extraits : ’extrait aqueux et 1’extrait

méthanolique.

L’aspect de ces extraits(Fig.15) et leurs rendements sont cités dans le tableau 01 dont
le rendement des extraits aqueux d’Eucalyptus cladocalyx (19.76%) est élevé par
rapport a celui de I’Eucalyptus blakelyi(15.82%) et les rendements des extraits aqueux
des deux especes sont élevés par rapport a ceux des extraits méthanoliques, avec une
simulation entre les rendements des extraits méthanoliques des deux especes (11% et

10.12%)(Fig.16).

Fig.15 : I’aspect des extraits méthanoliques et aqueux de 1’Eucalyptus blakelyi

Et I’Eucalyptus cladocalyx respectivement
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Tableau 02 : Aspects, couleurs et rendements des extraits de 1’ Eucalyptus blakelyi

et I’Eucalyptus cladocalyx

Espece Extrait Aspect Couleur Rendement
(%)
Eucalyptus blakelyi | -Méthanolique | -Pate Marron foncé | 10.12
collante Marron 15.82
-Aqueux A
- Pateux
Eucalyptus -Méthanolique | -Pate Vert 11
cladocalyx collante Marron 19.76
-Aqueux A
- Pateux

25

20

15

E 10
) l

a
EE

I M le renderment

EC aq

Fig.16 : Un histogramme qui représente les rendements des différents extraits

méthanolique et aqueux des deux especes d’Eucalyptus
I-2-I’ Analyse phytochimique qualitative

La phytochimie qualitative basée sur des réactions colorées ou de précipitation Par des
réactifs chimiques spécifiques réalisée a partir des extraits bruts et de la Poudre
lyophilisée de chaque espéce d’Eucalyptus.

Le résultat de ce criblage phytochimique est résumé dans le Tableau 04 et 05. Le signe
(+) indique la présence du groupe de composé chimique, et le signe (-) indique une
réaction négative.

Effectivement 05 groupes de composés bioactifs sont identifié dans les extraits
méthanoliques (les saponines, les flavonoides, les coumarines, les tanins et les
alcaloides) (Fig.17),et un seul composé bioactif identifié pour les extraits aqueux (les
coumarines); des deux especes (1’ Eucalyptus blakelyi et Eucalyptus cladocalyx) (Fig.1)
a. Alors que les stérols et les polyterpenes et les protéines sont absents dans les deux
extraits des deux especes.

Pour les saponines, les coumarines et les alcaloides la quantité présente dans les deux

espéces est pareille, par contre la quantité des flavonoides chez I’Eucalyptus blakelyi est

E
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élevée par rapport a celle de I’Eucalyptus cladocalyx, avec une quantité élevée de tanin
chez ce dernier par rapport a celle d’Eucalyptus blakelyi. Et la méme quantité a été
trouvée dans les extraits aqueux des deux especes.

Les résultats ont monté aussi que les deux espéces sont dépourvus de stérols et
polyterpenes et de protéines.

Pour la poudre 05 composés bioactifs sont identifié dont 4 (les anthocyanes, les
saponines dont 1’indice de saponification d’Eucalyptus blakelyi= 350%, et celui de
I’Eucalyptus cladocalyx= 150%, les tanins galliques et tanins cathéchique) pour les
deux especes, et un seul composé (flavonoides) pour I’ Eucalyptus cladocalyx (Fig.19).
Alors que les stérols et les polytérpénes et leuco anthocyanes sont absents.

Pour les saponines et les tanins catéchiques, la quantité présente chez I’Eucalyptus
blakelyi est élevée par rapport a celle de |’Eucalyptus cladocalyx, avec une quantité
pareille d’anthocyane chez les deux espéces et une quantité supérieur des tanins
galliques chez I’ Eucalyptus cladocalyx.

Les résultats ont montré aussi 1’absence des flavonoides chez 1’ Eucalyptus blakelyi et

une absence collective des leucoanthocyanes et d’alcaloides chez les deux especes.

Tableau 03 : les résultats des screening des résidus

\

Les stérols et les polyterpénes - - - -

Les saponines +H+ - +H+ -
Les flavonoides +4 - + _
Les coumarines + + ++ +
Les tanins ++ - HH+ -

Les protéines - - - -

Les alcaloides + - + _

(+) positif, (++) fortement positif, (+++) extrémement positif, (-) négatif

ﬂ
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Tableau 04 : les résultats de screening de la poudre

Les les extraits
constituants

Les anthocyanes + +

les leuco anthocyanes - -

Les flavonoides = +
Les saponines 4 1
Les tanins galliques + FEES
les tanins catéchiques ++ +

Les alcaloides - -

(+) positif, (++) fortement positif, (+++) extrémement positif, (-) négatif

Fucalypitus
blakeily

saponine flavonoide

FEucalyptus
cladocalyx

Fig.17 : les résultats positifs du screening des extraits méthanoliques de I’E.blakelyi

et I’E.cladocalyx

Fig.18 : les résultats positifs du screening des extraits aqueux de 1’E.blakelyi

et ’E.cladocalyx
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FEucalyptus
blakelyi
Tan.l n Tanin
anthocyane gallique cathéchique Flavonoide

Fucalyptus
cladocalyx

Fig.19 : les résultats positifs du screening de la poudre de I’E.blakelyi et I’E.cladocalyx
I-4- I’activité antimicrobienne

L’étude in vitro de I’effet antimicrobien des extraits méthanoliques et aqueux de
I’Eucalyptus cladocalyx et I’ Eucalyptus blakelyi par la méthode de diffusion des disques
sur des milieux gélosé (Miiller Hinton pour les bactéries et PDA pour les champignons)
et aprés une incubation a 37C° pendant 24h pour les bactéries et a 25C° pendant 48h
pour les champignons nous a montrée que les extraits des deux espéces ont donné un
effet mais pas sur toutes les souches microbienne et les diametres des zones d’inhibition
differe d’un microorganisme a un autre et d’un extraits a un autre.
Les résultats des différents tests de I’activité antibactérienne des extraits méthanoliques
et aqueux de I’Eucalyptus blakelyi et 1’Eucalyptus cladocalyx sont présentés dans le

tableau 05, 06,07 et 08.
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Tableau 05 : 1’activité antibactérienne des extraits méthanoliques de I’E.blakelyi

Les moyennes t1’écart type

EB m
SM 1/2 1/4 1/8 ATB
13,66%0,47 13+1,63 13,66%1,24 | 14,66:0,94 | 41+1,41
S.aureus ATCC

S.aureus isolé 16,66x0,47 | 15,33%£1,69 | 13,66%+1,24 | 14,6610,94 | 41+1,41

E.coli ATCC 10, 33+1,24 9+0 9,66%0,94 102,82 3514,08
E.coli isolé 13+1,41 12,66x+1,69 | 11,66+1,88 | 12,33%£3,68 | 34,66%1,69

K .oxycota 1310 131,41 12,33+0,94 | 10,33+£0,94 | 33%0,81
P.aeruginosa 13,66+0,94 | 13,66%+0,94 | 14,33+0,47 | 12,33%+0,47 | 43,66%0,94

B.subtilis 18+1,41 17,66%+1,69 | 19,66+0,94 | 16,66+0,94 | 34+0,81
E.feacalis 180,81 17,66x1,24 | 16,33+£1,69 | 15,66%1,24 | 34,33+0,47
L.innocua 13,33+1,69 | 16,66%1,24 | 15,6610,47 | 10,66%2,49 | 38,66%1,88

Les valeurs sont exprimées par la moyenne * 1’écart type

Tableau 06 : 1’activité antibactérienne des extraits aqueux de I’E. blakelyi

Les moyennest]’écart type

EB aq
Dilution SM 1/2 1/4 1/8 ATB

souches

S.aureus ATCC 12,33+2,86 16+2,16 10+1,41 10,66+3,09 | 38%1,63
S.aureus isolé 13+1,63 14+1,41 10,66+0,47 | 10,33+0,94 | 27,33+1,88
E.coli ATCC 100,81 940,81 610 710 3443,26
E.coli isolé 10+0 10,66+1,24 | 940,81 8+1,63 3742,16
K .oxycota 11+0,81 11,33+1,24 | 8,66*+1,69 | 7,3310,47 354,08
P.aeruginosa 14,33+1,69 13,33+1,24 910,81 7,66x0,94 404,32
B. subtilis 13,6610,47 162,44 | 10,33+0,94 | 11,66+0,94 | 31,66+1,24
E.feacalis 10,33+0,47 13,33+1,88 10£1,63 10+0,81 33+2,16
L.innocua 15,66+0,47 | 15,6610,47 | 9,6610,47 | 8,33%0,47 35%3,55

Tableau 07 : ’acticité antibactérienne des extraits méthanoliques de I’E. cladocalyx

Les moyennes * I’écart types

ECm
Dilution SM 1/2 1/4 1/8 ATB
Souches
S.aureus ATCC 6,66x0,94 8,6612,49 8,331+2,62 9,33+£2,35 |31,33%x1,24
S.aureus isolé 10+1,41 6,6610,94 6,3310,47 620 29,6615,24
E.coli ATCC 9+0 910 100 9+0 28+2,16

ﬂ
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E.coli isolé 9,33+0,47 9,66%1,24 10,66+0,94 |8,66%+1,24 |26,33+0,94
K. oxycota 11,33+1,24 |10,33£0,47 |9,33%£1,24 9,33£1,88 |31+3,26
P.aerugenosa 8,66+1,24 7,66%1,24 6,6610,94 6+0 2513,55
Bacillus. subtilis 10,33£1,24 | 6,33+0,47 7,66%1,24 7,66+1,24 | 37+2,16
E.feacalis 810 710 610 6+0 17,6612,05
L.innocua 6,33+0,47 610 6,33+0,47 610 23,6620,47

Tableau 08:1’acticité antibactérienne des extraits aqueux de I’E. cladocalyx

Les moyennes * I’écart types
EC ag
Dilution SM 1/2 1/4 1/8 ATB
Souches
S.aureus ATCC 10,66+£0,47 | 610 620 610 29,6610,47
S.aureus isolé 810 610 610 620 28+0,81
E.coli ATCC 9,33+1,69 6x0 6x0 620 27,66%2,05
E.coli isolé 810,81 7,3310,47 6,6610,94 |6,66+0,47 |24,331£3,05
K.oxycota 7,3311,24 6,6610,94 610 6,3310,47 |2910,81
P. aerugenosa 610 6,3310,47 610 610 2710
Bacillus. subtilis 9,33+0 620 6x0 620 41,66%2,35
E.feacalis 6x0 610 6,660 6,3310 10,66%0,94
L.innocua 6x0 6x0 610 6x0 24+0,81

Pour I’Eucalyptus blakelyi, toutes les souches bactériennes ont été sensibles vis-a-vis

les deux extraits a des valeurs différentes compris entre sensible est tres sensible dont

Bacillus subtilis est la souche la plus sensible; avec une valeur maximale de 19,66 mm

dans I’extrait méthanolique pour la dilution 1/4 et 16 mm(souche trés sensible) dans

I’extrait aqueux pour la dilution 1/2 ; et E. coli ATCC est la souche la moins sensible

avec une valeur maximale de 10.33mm et 10 mm (souche sensible) pour la solution

mere dans 1’extrait méthanolique et aqueux respectivement avec une absence des zones

d’inhibition dans les dilution 1/4 et 1/8 de I’extrait aqueux (fig.20).

Pour I’effet de 1’antibiotique Gentamicine, toutes les souches ont été sensibles avec

une valeur maximale de 43,66 mm chez P. aeruginosa pour I’ Eucalyptus blakelyi.

ﬂ
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Fig.20 : les souches les plus et les moins sensibles aux extraits méthanolique et aqueux
de I’E.blakelyi

B Solution M

m Dilution 1/2
m dillution 1/4
m dillution 1/8
m antibiotique

Fig.21 : Un histogramme représente 1’effet des extraits méthanolique de I’E. blakelyi
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Fig.22 : Un histogramme représente 1’effet des extraits aqueux de 1I’E.blakelyi

Pour I’Eucalyptus cladocalyx, 06 souches bactériennes ont été sensibles (S.aureus, E.
coli, k .oxycota et Bacilus subtilis) et 03 souches résistantes (P.aeruginosa, E.feacalis et
Listeria innocua) vis-a-vis aux extrait méthanolique, dont K.oxycota est la souche la
plus sensible avec une valeur maximale de 11.33mm dans la solution mere; et la souche
la moins sensible est S. aureus ATCC avec une valeur de 9.33mm dans la dilution
1/8(fig.23).

03 souches ont été sensibles vis-a-vis de ’extrait aqueux (S.aureus ATCC, E.coli
ATCC et B.subtilis) et 06 souches ont résistées (S.aureus isolée, E.coli isolée, k.oxycota,
P.aeruginosa, L. innocua et E. feacalis) dont la souche la plus sensible est S.aureus

ATCC avec une valeur de 10.33 mm dans la solution mere.

Une sensibilité a été remarquée vis-a-vis de 1’antibiotique Gentamicine par toutes les

souches avec une valeur maximale de 41,66 chez B. subtilis.

k.oxycota ECm

Fig.23 : les especes sensibles aux extraits méthanolique et aqueux de I’E.cladocalyx
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Fig.24 : Un histogramme représente 1’effet des extraits méthanolique de I’E. cladocalyx
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m Solution MM

M Dilution 172

dillution 174

m dillution 1/8

m antibiotigue

Fig.25 : Un histogramme représente 1’effet des extraits aqueux de I’E. cladocalyx

Les résultats des différents tests de 1’activité antifongique des extraits méthanoliques

et aqulux de I’Eucalyptus blakelyi et I’Eucalyptus cladocalyx sont présentés dans le
tableau 09, 10,11 et 12.

Tableau 09 : 1’acticité antifongique des extraits méthanolique de 1’ Eucalyptus blakelyi

Les moyennes +1’écart type
EB m
Dilution SM 1/2 1/4 1/8 ATF
souches
C.albicans 25.66+3.29 | 2210 214£2.94 | 15.66+1.69 | 7+0
Rhizopus sp | 9.33+0.47 | 10.66+0.47 | 10+0.81 | 9.66£0.94 | 17.66+£11.08

Les valeurs sont exprimées par la moyenne + I’écart type

Tableau 10 : ’acticité antifongique des extraits aqueux de 1’ Eucalyptus blakelyi

Les moyennes + 1’écart type
EB aq
Dilution | SM 1/2 1/4 1/8 ATF
souches
C.albicans 19+0.81 2045.09 15.66+2.06 | 14+2.94 9.66+1.69
Rhizopussp | 10.33£0.4 | 12+0 11+£1.41 9.66+0.47 | 16.33+10.11
7

Tableau 11: I’acticité antifongique des extraits méthanolique de I’E.cladocalyx

ECm

[ Dilution SM | 1/2 | 1/4 | 1/8 | ATF

E
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souches

C.albicans 12+0,81 9,66%2,49 11,33£2,05 11+£2,94 8,6612,35
Rhizopus sp | 6,33+0,47 | 6,66+0,94 6,6610,47 10,6610 ,94 | 22,66%+1,8

8
Tableau 12: I’acticité antifongique des extraits méthanolique de I’E. cladocalyx
Les moyennes *1’écart type
EC aq
SM 1/2 1/4 1/8 ATF

C.albicans 9,3310,47 | 11,3310,94 | 13,33+3,39 | 10,66£1,88 620
Rhizopus sp 10£2,82 | 11,66%+2,05 | 11,33+2,35 | 7,66+0,94 20+0

Les résultats des diametres des zones d’inhibition révelent que C.albicans apparait
extrémement sensible vis-a-vis les extraits méthanoliques et aqueux de 1’ Eucalyptus
blakelyi avec une valeur maximale de 25,66 mm et 19 mm respectivement dans la
solution mére. Ces mémes extraits développent des zones d’inhibition moyennement
important vis-a-vis de Rhizopus sp dont les diametres des zones d’inhibition varient
entre 10,66 mm et 12 mm dans les dilutions 1/2 des extraits méthanoliques et aqueux

respectivement (fig.26).

Pour I’effet de I’antifongique (Lamidaz), C.albicans a présenté une faible sensibilité

(9,66 mm) alors que Rhizopus sp a été trés sensible (17,66 mm).

RISEBM RISERD

Fig.26 : les souches fongiques sensibles aux extraits méthanoliques et aqueux

d’E.blakelyi
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Fig.27 : Un histogramme représente 1’effet des extraits aqueux de I’E. blakelyi

B sm MEdilution 1/2 mdilution 1/4 mdilution 1/8 m ANF

-H

C.albicans Rhizopus sp

30
25
20
15
10

U

Fig.28 : Un histogramme représente 1’effet des extraits méthanolique de I’E. blakelyi

Pour I’Eucalyptus cladocalyx, la souche la plus sensible est C.albicans pour les deux
extraits avec une valeur maximale de 13,33 mm dans la solution meére pour 1’extrait
aqueux. Alors que Rhizopus sp révele moins sensible pour les deux extraits avec une

valeur maximale de 11,66 mm dans la dilution 1/2 pour I’extrait aqueux (fig.29)

Pour I’effet de I’antifongique C.albicans a résisté alors que Rhizopus sp a été tres

sensible (22,66 mm).
CANECD RISECM '

Fig.29 : les souches fongiques sensibles aux extraits méthanoliques et aqueux de

I’E.cladocalyx
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Fig.30 : Un histogramme représente 1’effet des extraits aqueux de I’E.cladocalyx
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Fig.31 : Un histogramme représente 1’effet des extraits méthanolique de I’E.cladocalyx
I-5- les résultats de I’analyse statistiques

D’apres les analyses statistiques montrées dans les figures 32, 33,34 et 35, les
meilleurs résultats ont été enregistrés pour I’ATB avec toutes les souches bactériennes
testées pour I’extrait aqueux d’E.blakelyi, dont le traitement a été tres efficace lorsqu’on
applique la dose D4 (dilution 1/2) pour les souches S1(S.aureus ATCC) et S7
(B.subtilis), suivi par la dose D4 (dilution 1/2) pour la souche S9 (L.innocua) et D5
(Solution mere) pour les souches S6 (P.aeruginosa) et S9 (L.innocua) ; contrairement, la
doses D2 (dilution 1/8) pour les souchesS9 (L.innocua),S4 (E.coli isolé), S6
(P.aeruginosa), S5 (k.oxycota) et S4 (E.coli isolé) le traitement a été inefficace.

Pour le reste des doses le traitement a révélé une efficacité moyenne pour la plupart des
souches.

Pour I’extrait aqueux d’E.cladocalx la dose la plus efficace est la dose D1(ATB) avec
toutes les souches bactériennes, pour le traitement les meilleurs résultats ont été obtenus
avec la dose D5 (solution mere) pour la souche S1 (S.aureus ATCC), suivi par les

souches S3 (E.coli ATCC) et S7 (B.subtilis), par contre une inefficacité a été remarquée

E
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pour les doses : D2( 1/8) avec toutes les souches sauf la souche S4 (E.coli isolé), D4
(1/2) avec toutes les souches sauf les souches S4 (E.coli isolé) et S5 (k.oxycota), D3
(1/4) avec toutes les souches sauf S4 (E.coli isolé) et S8 (E.feacalis) et la dose D5
(solution meére) avec les souches S9 (L.innocua) S8 (E.feacalis) et S6 (P.aeruginosa). Le
reste des doses avec le reste des souches une inefficacité moyenne de traitement a été
remarquée.

Concernant I’extrait méthanolique d’E.blakelyi, la dose D1 (ATB) a donnée la plut
fort efficacité avec toutes les souches bactériennes. Le traitement le plus efficace a été
enregistré dans la dose D3 (1/4) avec la souche S7 (B.subtilis), 1’efficacité suivante a été
remarqué dans les dose : D5 (solution mere) et D4 (1/2) avec les souches S8 (E.feacalis)
et S7 (B.subtilis). Tandis que les doses les moins efficaces sont les suivantes : D2
avec les souches S9, S5 et S3 et la dose D5, D3 et D4 avec la souche S3, le reste des
doses et des souches le traitement a été moyennement efficace.

Pour I’E.cladocalyx les meilleurs résultats ont été remarqués dans la dose D1 avec
toutes les souches bactériennes. En ce qu’il concerne le traitement, les résultats ont

révélé une faible efficacité avec toutes les doses et toutes les souches.
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Fig.32 : Histogramme des analyses statistiques des extraits aqueux d’E.blakelyi

* = |’efficacité de I’ ATB, ** = traitement efficace, *** = traitement inefficace
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Fig.33 : Histogramme des analyses statistiques des extraits méthanolique d’E.blakelyi
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Fig.34 : Histogramme des analyses statistiques des extraits aqueux d’E.cladocalyx
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Fig.35 : Histogramme des analyses statistiques des extraits méthanolique de

I’E.cladocalyx

II-2- discussion

Les rendements des différents extraits d’Eucalyptus cladocalyx et de I’Eucalyptus
blakelyi sont différents selon les solvants utilisés (méthanol et ’eau distillée), et cette
différence dépend de 1’espece végétale, du type du solvant et des métabolites secondaire
qui se trouve au niveau de chaque espece. (Mohammedi, 2013)

D’apres 1’étude réalisée par (HAYATE et al, 2014) sur I’Eucalyptus gomphocephala
les rendements des extraits aqueux trouvés sont supérieurs par rapport aux rendements
des extraits éthanoliques, ce qui est le cas dans notre étude ou les rendements des
extraits aqueux sont supérieurs a ceux des extraits méthanoliques.

Les analyses phytochimiques des extraits méthanoliques et aqueux des deux espéces
ont montrés que les deux especes d’Eucalyptus étudiés sont treés riche en métabolite
secondaire et que I’abondance de ces métabolites a été remarqué surtout dans les

extraits méthanoliques.
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Les coumarines durant notre étude ont été présent dans les deux extraits des deux
espéces, une étude a été fait par (Shayoub et al, 2015) sur I’Eucalyptus camaldulensis
Dehnha montré I’absence des coumarines dans les extraits aqueux de ce dernier, ce n’est
pas le cas dans notre étude ou les coumarines ont été présent dans les extraits aqueux
des deux especes. Alor que les études de (Dama et al, 2015) sur |’ Eucalyptus globulu
sont montré leur présences dans les extraits méthanoliques, c’est le cas de notre étude.

Nos résultats ont montrées aussi la présence des tanins et les saponines dans les
extraits méthanoliques ; les mémes résultats ont été trouvées dans les études de (Dama
et al, 2015) sur I’Eucalyptus globulus et (Adeniyi et Ayepola, 2008) sur I’Eucalyptus
camaldulensis et Eucalyptus torelliana. Une absence de saponine a été remarquée aussi
dans I’extrait aqueux des deux especes d’Eucalyptus avec un résultat pareil dans 1’étude
de (IBRAHIM et al, 2016) sur I’Eucalyptus camaldulensis, par contre il a trouvé les
tanins dans 1’extrait aqueux dont ils étaient absents dans notre extrait.

Les extraits méthanoliques de 1I’Eucalyptus cladocalyx et I’Eucalyptus blakelyi sont
riche en flavonoides et en alcaloides, leurs présence a été mis en évidence aussi par
(Dama et al, 2015) dans ’extrait méthanolique de 1’Eucalyptus globulus et une
présence de flavonoides uniquement dans |’extrait méthanolique de I’Eucalyptus
camaldulensis a été trouvé par (ALERUCHI et al, 2016).

D’autres études ont montré 1’absence des flavonoides (IBRAHIM et al, 2016)
et d’alcaloides (ALERUCHI et al, 2016) dans les extraits méthanoliques de
I’Eucalyptus cameldulensis, cette différence peut étre due a la méthode d’extraction.

Dans notre étude, les flavonoides et les alcaloides ont été absent dans 1’extrait aqueux
des deux espéces, nos résultats sont similaires a ceux de (IBRAHIM et al, 2016) et
(Sani et al. 2014) dans I’Eucalyptus camaldulensis.
Les études faites par (Sasikala and Kalaimathi, 2014) et (Namrata et al, 2018) sur
I’Eucalyptus sp et I’Eucalyptus globulus ont montrées 1’absence des protéines dans les
extraits méthanoliques et aqueux des deux especes respectivement, un résultat pareille a
été trouvée dans notre étude.

Les derniers composés recherchés durant notre étude sont les stérols et les
polyterpénes dont ils ont été absents dans les deux extraits des deux especes, avec une
absence pareille de terpenoides dans I’extrait aqueux de 1’Eucalyptus
camaldulensis(Sani et al, 2014). Par contre leurs présence a été mis en évidence par

(IBRAHIM et al, 2016) dans les extraits aqueux et méthanolique de I’Eucalyptus

ﬂ
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camaldulensis et (Dama et al, 2015) dans 1’extrait méthanolique de 1’Eucalyptus
globulus.

La différence remarquée entre notre étude et les autres études est liée a 1’espéce
d’Eucalyptus utilisée vue que la composition chimique se differe d’une espece a une
autre et d’un solvant a un autre.

Pour le screening de la poudre, les résultats ont été significatifs avec ceux de I’extrait,
sauf une seul différence a été remarquée, qui est 1’absence des flavonoides pour
E.blakeily et des alcaloides pour les deux espéces dans la poudre, cette différenciation
peut étre liée a I’état de ces deux métabolites qui ont été inactif dans la poudre dont ils
nécessitent un solvant organique pour qu’ils puissent devenir actif vue que le role de
I’extraction est de faire extraire les métabolites secondaires et les rend actif et sachant
que ces analyses ont été répété 3 fois.

Les résultats de I’aromatogramme obtenus montrent que les deux extraits de
I’Eucalyptus blakelyi ont un effet antimicrobien plut fort sur la croissance des 11
souches microbiennes testées par rapport a ceux de I’Eucalyptus cladocalyx, cet effet
est expliqué par les résultats de 1’analyse phytochimique de 1’Eucalyptus dont
E.blakelyi est trés riche en flavonoides et en tanin par rapport a E.cladocalyx vue que
ces deux métabolite ont des propriétés antimicrobiens.(BOUZID et al, 2011).

Pour I’Eucalyptus cladocalyx I’effet antimicrobien qui a été remarqué dans 1’extrait
méthanolique est élevé par rapport a celui de 1’extrait aqueux a cause de la pauvreté de
ce dernier en métabolites secondaires qui ont été montrés dans 1’analyse phytochimique
fait durant notre étude sauf pour P.aeruginosa, L.innocua et E.feacalis qui ont été
strictement résistant vis-a-vis les deux extraits.

Ces résultats, ont montrés aussi que les souches les plus sensibles aux deux extraits
des deux espeéces sont les Gram positif suivi par les gram négatif, cette différence peut
étre expliqué par la membrane externe hydrophile qui caractérise les bactéries gram
négatif et qui peut bloquer la pénétration de composés hydrophobe dans la membrane
cellulaire cible (Ahmed et al, 2010) et a leur paroi cellulaire qui est riche en
lipopolysaccharide et qui rend les extraits incapables a passer a travers la couche
lipopolysaccharidique. (Takahashi et al, 2004).

Les bactéries Gram négative ont été révélé moins sensibles aussi aux extraits
méthanoliques de I’E.maculata chez 1’étude réalisé par (Takahashi et al, 2004).

Des études faites par (Vasantharaj et al, 2013), (Namrata et al, 2018) et (Takahashi

et al, 2004) sur les extraits méthanoliques d’Eucalyptus sp, E.globulus et E.maculata
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respectivement ont montrées la sensibilité de S.aureus, E.coli et P.aeruginosa, c’est le
cas de notre étude sur E.blakelyi et E.cladocalyx sauf chez P.aeruginosa qui a été

résistance aux extraits méthanoliques de ce dernier.

(Adeniyi et al, 2008) et (Hameda et Magda, 2014) ont trouvés durant leurs études
sur E.torreliana et E.globulus respectivement que kleibsella sp et B.subtilis sont
sensibles aux extraits méthanoliques des deux especes, les mémes résultats ont été
trouvé chez les extraits métrhanoliques d’E.blakekyi et E.cladocalyx de notre étude.
Pour E.feacalisune sensibilité a été remarqué vis-a-vis aux extraits méthanoliques
d’E.maculata dans 1I’étude de (Takahashi et al, 2004) avec un résultat pareille chez
E.blakelyi et résulta différente chez E.cladocalyx durant notre étude.

Pour I’extrait aqueux d’E.blakelyi et E.cladocalyx les souches qui ont été sensibles
sont E.coli ATCC, S.aureus ATCC et B.subtilis, pour les deux especes et toutes les
souches pour E.blakelyi ; les mémes résultats ont été trouvés chez les extraits aqueux
d’E.camaldulensis dans 1’étude de (Shagal et al, 2012) dont E.coli, S.aureus et
B.subtilis ont été sensibles, Alor que P.aeruginosa a été sensible vis-a-vis aux extraits
aqueux d’E.gomphocephala dans I’étude de (HAYATE et al, 2014).

Les résultats de I’activité antifongique ont montré la sensibilité de C.albicans vis-a-vis
aux extraits méthanoliques et aqueux des deux especes, des résultats pareilles ont été
trouvés dans les extraits méthanoliques d E.camaldulensis et les extraits méthanoliques
et aqueux d’E. nicholli étudiés par (Aleruchi et al, 2008) et (Ermelinda et al, 2016)
respectivement. Alors que 1’étude faite par (Najah, 2014) sur I’E. spathulata a montré
sa résistance vis-a-vis aux extrais méthanoliques, cette différence peut étre causée par la
différenciation entre les espéces de notre études et cette espéces et aux principes actifs
présents dans chaque espece.

Pour la moisissure Rhizopus sp, la sensibilité a été enregistré vis-a-vis aux aqueux des
deux especes est élevé par rapport a celle des extraits méthanoliques, a cause de la

différence entre les solvants des deux extraits.
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Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus
par leurs propriétés thérapeutiques et avec le développement de la résistance
microbienne aux agents antimicrobiens, ces principes actifs restent la seule moyenne
utilisée pour guérir toute sorte de maladie.

Durant notre étude on a travaillé sur la partie aérienne desdeux espece d’Eucalyptus
qui sont E. blakelyi et E. cladocalyx récoltés de Bainem situé a 12km a ’ouest de la
wilaya d’Alger en Algérie pour la mise en évidence des métabolites secondaire qu’elles
contiennent et d’évaluer leurs activités antimicrobiennes sur des especes bactériennes et

fongique connu par leur pathogénicité et leurs antibiorésistance.

A partir de ces deux especes nous avons préparé des extraits méthanolique et aqueux
par la méthode de macération, avec des rendements de 10.12% ; 15.82% pour les
extraits méthnolique et aqueux respectivement d’E. blakelyi et 11% ;19.76% pour E.

cladocalyx

Le screening phytochimique a permet de conclure que : les extraits méthanoliques des
deux espéces sont riches on : saponines, flavonoides, tanins et en alcaloides; les
mémes métabolites sont absents dans I’extrait aqueux avec les protéines, les stérols et
polyterpenesalors que les coumarines ont été présents dans les deux extraits des deux

especes.

Pour I’évaluation de 1’activité antimicrobienne les deux extraits d’E. blakelyi ont
présentés une forte activité inhibitrice sur toutes les souches microbiennes étudies par
contre les deux extraits de 1’E. cladocalyx ont montré une activité modérée dont P.
aerugenosa, E. feacalis et L. innocua ont été résistantes vis-a-vis a I’extrait
méthanolique, et S. aureus isolée, E. coliisolée, K. oxycota, P. aerugenosa, E. feacalis et

L. innocua ont été résistante vis-a-vis a ‘extrait aqueux.

Cette étude n’est qu’un point de départ pour la détermination des vertus
thérapeutiques des plantes médicinales qui peuvent sauver la vie de I’humanité que ce

soit en Algérie ou a d’autre pays.
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Annexe 1 : le matériel utilisé de laboratoire, les produits chimiques et réactifs

Matériels Produits et réactif
- Bécher - Méthanol
- Entonnoir - Eau distillée
- Erlenmayer - Violet de gentiane
- Creuset - Lugole
- Spatules - Alcool
- Papier filtre - Fushine
- Eprouvette - Disques non imprégnés

- Balance électronique
- Barreau magnétique
- Agitateur

- Rotavapeur

- Etuve

- Pipette pasteur

- Micropipette

- Tube a essai

- Spectrophotometre
- Autoclave

- Boites de pétrie

- Ecouvillons

- Portoirs

- Anse de platine

- Bec benzene

- Plaque chauffante

- Bain marie

- Pince en bois

- Pince en métal

- Microscopie électronique
- Lames

- Lamelles

- Disques d’antibiotique
- H2S04

- HCL

- Formol

- DMSO

- H202

- Eau de javel

- Acide acétique

- NH40H

- Anhydride acétique

- Magnésium

- Ethanol

- NaOH

- CuSO4

- Tode de potassium (KI)
- lode

- FeCl3

Annexe 02 : préparation des réactifs et milieux

Réactif du wagner :

2 gde Kl et 1,27 g de I sont dissous dans 75 ml d’eau distillée, puis ajusté a 100ml avec 1’eau

distillé.

PDA (potato dextrose agar)

Composition:

200g du Pomme de terre, 20g du glucose, 20g d’Agar et 1L d’eau distillée.

Préparation :

Laver la pomme de terre et la couper en petit cubes




Annexes

- Mettre dans 500ml d'eau distillée et porter a ébullition pendant 1 heure

- D'autre part faire fonder l'agar dans 500 ml d'eau distillé

- Ecraser et filtrer la pomme de terre pour obtenir 1'extrait, puis ajouter a la solution d'agar
- ajouter le Glucose

- Agiter ce milieu jusqu'a homogénéisation

- stériliser par autoclavage a 120°C / 20 min

Annexe 03 : les résultats de I’activité antimicrobienne
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Fig. 01 : ’effet des extraits méthanoliques et aqueux de I’ Eucalyptus cladocalyx sur

E.coli ATCC.
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Fig. 02 : I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de I’ Eucalyptus cladocalyx sur

E.coli isolé.
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Fig. 03 : I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de 1’Eucalyptus blakelyi sur E.coli

ATCC.
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Fig. 04: I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de I’ Eucalyptus blakelyi sur

E. coli isolé.
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Fig. 05 : ’effet des extraits méthanoliques et aqueux de 1’Eucalyptus blakelyi sur S.
aureus ATCC.
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Fig.06 : I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de 1’Eucalyptus blakelyi sur S.aureus

isolé.



Annexes

STAPH ATCCECD STAPHATCCECD |

e

| STAHATCCECD

STAPHATCCECM STAPH ATCCECM STAPH ATCCECM

il
¥

Fig. 07 : I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de 1’ Eucalyptus cladocalyx sur S.aureus
ATCC
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Fig. 08 : I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de I’ Eucalyptus cladocalyx sur S.aureus
Isolée
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Fig. 09: I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de I’ Eucalyptus blakelyi sur

Pseudomonas aeruginosa
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Fig. 10 : ’effet des extraits méthanoliques et aqueux de I’ Eucalyptus cladocalyx sur

Pseudomonas aeruginosa
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Fig. 11 : ’effet des extraits méthanoliques et aqueux de I’ Eucalyptus blakelyi sur

Listeria innocua
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Fig. 12 : I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de’ Eucalyptus cladocalyx sur

Listeria innocua
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Fig. 13 : ’effet des extraits méthanoliques et aqueux de I’ Eucalyptus blakelyi sur

Kleibsella oxycota



Annexes

KLEBECD

KLEBECM

KLEB ECM

Fig. 14 : I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de 1’ Eucalyptus cladocalyx sur

Kleibsella oxycota



Annexes

Fig. 15 : I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de 1’ Eucalyptus blakelyi sur

Enterococcus faecalis
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Fig. 16 : I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de I’ Eucalyptus cladocalyx sur

Enterococcus faecalis
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Fig. 17 : I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de 1’ Eucalyptus blakelyi sur

Bacillus subtilis
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Fig. 18 : I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de I’ Eucalyptus cladocalyx sur

Bacillus subtilis
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Fig.19: I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de I’ Eucalyptus blakelyi sur

RISERD

RIS EBM

Rhizopus sp
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Fig. 20 : I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de 1’ Eucalyptus cladocalyx sur

Rhizopus sp
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Fig. 21 : I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de I’ Eucalyptus blakelyi sur

Candida albicans
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Fig. 22 : I’effet des extraits méthanoliques et aqueux de 1’ Eucalyptus cladocalyx sur

Candida albicans
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Annexe 04 : résultats des analyses statistiques

F1*F | MOYENN GROUPES HOMOGENES
2 ES

D1 43,667 A
S6

D1 41 AB
S2

D1 41 AB
S1

D1 38,667 B
S9

D1 35 C
S3

D1 34,667 C
S4

D1 34,333 C
S8

D1 34 C
S7

D1 33 C
S5

D3 19,667 D

D2 16,667 DEF
S7
D5 16,667 DEF
S2
D4 16,667 DEF
S9
D3 16,333 DEF
S8
D3 15,667 DEFG
S9
D2 15,667 DEFG
S8
D4 15,333 DEFG
S2
D2 14,667 DEFG
S1
D2 14,667 DEFG
S2
D3 14,333 EFG
S6
D3 13,667 EFG
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S2

D5 13,667 EFG
S1

D4 13,667 EFG
S6

D3 13,667 EFG
S1

D5 13,667 EFG
S6

D5 13,333 EFG
S9

D4 13 EFG
S1

D5 13 EFG
S4

D4 13 EFG
S5

D5 13 EFG
S5

D4 12,667 EFG
54

D2 12,333 EFG
S6

D2 12,333 EFG
S4

D3 12,333 EFG
S5

D3 11,667 FG
54

D2 10,667 G
S9

D2 10,333 G
S5

D5 10,333 G
S3

D2 10 G
S3

D3 9,667 G
S3

D4 9 G
S3

Tableau 2 : Les résultats statistiques des extraits méthanoliques d’E.blakelyi

LIBELLE | MOYENNE GROUPES
S S HOMOGENES
D1 S6 40 A
D1 S2 38 AB
D1 S1 38 AB
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D1 S4 37 AB
D1 S5 35 ABC
D1 S9 35 ABC
D1 S3 34 BC
D1 S8 33 BC
D1 S7 31,667 C
D4 S1 16 D
D4 S7 16 D
D4 S2 14 DEF
D5 57 13,667 DEF
D4 S8 13,333 DEF
D4 S6 13,333 DEF
D5 S2 13 DEF
D5 S1 12,333 DEF
D2 S7 11,667 DEF
D4 S5 11,333 DEF
D5 S5 11 DEF
D3 S2 10,667 DEF
D2 S1 10,667 DEF
D4 54 10,667 DEF
D5 S8 10,333 DEF
D3 S7 10,333 DEF
D2 S2 10,333 DEF
D5 S3 10 DEF
D3 S1 10 DEF
D3 S8 10 DEF
D2 S8 10 DEF
D5 S4 10 DEF
D3 S9 9,667 DEF
D4 S3 9 EF
D3 S6 9 EF
D3 S4 9 EF
D3 S5 8,667 EF
D2 S9 8,333 F
D2 S4 8 F
D2 S6 7,667 F
D2 S5 7,333 F
D2 S3 7 F
D3 S3 6 F

Tableau 3 : Les résultats statistiques des extraits aqueux d’E.blakelyi
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LIBELL | MOYENNE | GROUPES HOMOGENES
ES S

D1 S7 37 A
D1 S1 31,333 B
D1 S5 31 B
D1 S2 29,667 BC
D1 S3 28 BCD
D1 S4 26,333 CDE
D1 S6 25 DE
D1 S9 23,667 E
D1 S8 17,667 F
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Tableau 4 : Les résultats statistiques des extraits méthanoliques d’E.cladocalyx

LIBELLE | MOYENNE GROUPES
S S HOMOGENES
D1 S7 41,667 A
D1 S1 29,667 B
D1 S5 29 BC
D1 S2 28 BC
D1 S3 27,667 BC
D1 S6 27 C
D1 S4 24,333 D
D1 S9 24 D
D1 S8 10,667 E
D5 S1 10,667 E
D5 S4 8 FG
D5 S2 8 FG
D5 S5 7,333 FG
D4 54 7,333 FG
D4 S5 6,667 FG
D3 54 6,667 FG
D2 54 6,667 FG
D3 S8 6,667 FG
D2 S5 6,333 G
D4 S6 6,333 G
D2 S8 6,333 G
D4 S8 6 G
D3 S7 6 G
D5 S9 6 G
D4 S7 6 G
D3 S6 6 G
D3 S2 6 G
D2 S1 6 G
D2 S7 6 G
D2 S9 6 G
D5 S8 6 G
D4 59 6 G
D5 S6 6 G
D3 S1 6 G
D4 S3 6 G
D3 S9 6 G
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Tableau 5 : Les résultats statistiques des extraits aqueux d’E.cladocalyx



