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Résumé

Les plantes aromatiques ont I’aptitude a synthétiser de nombreux métabolites secondaires
en réponse aux stress biotique et abiotique. Ces métabolites secondaires possedent diverses
propriétés biologiques. Ce travail s’inscrit dans 1’objectif d’une évaluation de I’activité
antioxydante et antimicrobienne des extraits végétaux issus des feuilles séches
d’Eucalyptus blakelyi et Eucalyptus cladocalyx. La préparation des extraits végétaux a été
effectuée par macération dans différents solvants tels que : I’eau, le méthanol. Les extraits
méthanoliques et aqueux des deux espéces d’Eucalyptus ont présenté de bons rendements
avec une prédominance pour les extraits aqueux. Le screening phytochimique des extraits
des deux espéces a révélé que les sucres réducteurs, les quinones libres et les
anthraquinones se présentent abondamment. En effet, les extraits méthanoliques sont
fortement riches en saponines, les flavonoides, les coumarines et les tanins, cependant les
extrait aqueux sont moyennement riches en flavonoides, coumarines et en tanins. La
présence de ces métabolites secondaires dans les deux espéces étudiées releve leur utilité

dans la médecine traditionnelle.

Mots clés : Eucalyptus, Extraits, métabolites secondaires, screening phytochimique.



Abstract

Aromatic plants have the ability to synthesize many secondary metabolites in response to
the biotic and abiotic stresses. These secondary metabolites have various biological
properties. The objectif of current study is to evaluate the antioxidant and antimicrobial
activity of plant extracts from the dry leaves of Eucalyptus blakelyi and Eucalyptus
cladocalyx. The preparation of the plant extracts was carried out by maceration in various
solvents such as: water, methanol. Methanolic and aqueous extracts from both Eucalyptus
species showed good yields with a predominance for aqueous extracts. The phytochemical
screening of the extracts of the two species revealed that the reducing sugars, the free
quinones and the anthraquinones are present in abundance. Indeed, the methanolic extracts
are strongly rich in saponins, flavonoids, coumarins and tannins; however the aqueous
extracts are moderately rich in flavonoids, coumarins and tannins. The presence of these

secondary metabolites in both species shows their usefulness in traditional medicine.

Keywords: Eucalyptus, Extracts, secondary metabolites, phytochemical screening.
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Introduction

Les plantes médicinales constituent des ressources précieuses pour la majorité des
populations rurale et urbaine en Afrique et représentent le principal moyen par lequel les

individus se soignent (Badiaga, 2011).

Les plantes supérieures produisent des centaines de milliers de composés chimiques divers
avec différentes activités biologiques et roles écologiques importants. Dans de nombreux
cas, ces substances ou composés servent de mécanisme de défenses chimiques contre les

insectes, herbivores et micro-organismes.

Les métabolites secondaires que constituent ces plantes sont responsables de leurs effets, il
s’agit : des composés phénoliques, des huiles essentielles, des alcaloides qui ont un effet
inhibiteur sur les enzymes. Ces composés possédent une capacité anti-oxydante trés
importante et peuvent contribuer a une diminution du stress oxydatif (Koyama et al.,
1999).

L’Algérie est considérée comme un pays riche en plantes aromatiques et médicinales
susceptibles d’étre utilisées dans différents domaines (pharmacie, parfumerie, cosmétique,
agroalimentaire) pour leurs propriétés thérapeutiques, organoleptiques et odorantes
(Quézel et Santa, 1962). Ces plantes aromatiques sont a I’origine des produits a forte
valeur ajoutée (huiles essentielles, extraits, résines...) qui se présentent presque souvent
comme des mélanges complexes dont il convient d’analyser la composition avant leur

éventuelle valorisation.

L’Eucalyptus est I'un des principaux genres de la famille des Myrtacées. Il est originaire
d’Australie et de Tasmanie, et il est acclimaté dans d’autres pays comme 1’Inde, le Brésil
(Ghedira et al., 2008) et dans le bassin Méditerranéen (Ait youssef, 2006). En Algérie,
I’Eucalyptus occupe une surface de 39.000 ha en 1995 (Jacovelli, 2002), ses feuilles sont
employées traditionnellement comme remede tonique sous forme d’infusion pour traiter la
grippe saisonniére, les infections des voies respiratoires, les diarrhées, les fievres, les
douleurs dentaires, les engelures et autres complications (Ait youssef, 2006 ; Kim et al.,
2001).

Les propriétés pharmacologiques de I’Eucalyptus sont liées essentiellement a sa
composition en diverses classes de métabolites secondaires a savoir les huiles essentielles,
les tannins et les flavonoides (Vankar et al., 2006), les extraits de feuilles de cette plante

sont inclus au Japon, dans la liste des additifs alimentaires (Amakura et al., 2002).
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Récemment, de nombreux travaux ont été entrepris sur les propriétés médicinales des
extraits d’Eucalyptus, ces recherches ont démontré qu’ils présentaient divers effets
biologiques tels que antibactérien et antioxydant (Al-Sayed et al., 2010 ; Boukhalfoun et
al., 2020).

C’est dans ce contexte que notre travail s’est consacré a 1’étude de la composition
chimique des deux espéces d’Eucalyptus, Eucalyptus blakelyiMaiden et Eucalyptus
cladocalyxMueller notamment 1’identification des différents groupes chimiques présents
dans les extraits préparés a partir des feuilles séches, ainsi que 1’évaluation in vitro du

pouvoir antioxydant, antibactérien et antifongique.
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Chapitre |

Les plantes médicinale

1.1. Définition

Une plante médicinale est définie par la pharmacopée francaise comme une « drogue
végétale : ce sont toutes les plantes qui contiennent une ou des substances pouvant étre
utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la synthese de drogues
utiles (Sofowora, 2010).

Actuellement grace aux progres scientifiques considérables enregistrés depuis la fin du
XIXéme siecle (technique d’analyse et extraction... etc.), les plantes médicinales
constituent des ressources inestimables qui ont été utilisées pour trouver de nouvelles
molécules nécessaire a la mise au point de futurs médicaments (Gurib-Fakim, 2006).
D’aprés Odile et Daniel (2007), environ plus de 30% des médicaments contiennent des

principes actifs d’origine naturelle.
1.2. Parties de plantes medicinales utilisées

Les différentes parties de la méme plante médicinale peuvent présenter des constituants
chimiques tres différents et qui n’ont pas la méme action thérapeutique. Généralement en
médecine traditionnelle, la partie qui contient plus de principes actifs est la plus employée.
Les parties de plantes qui peuvent étre employées chez la plupart des populations sont ceux

qui ont été décrites par (Gurib-Fakim ,2006).
-Racine : Les racines peuvent étre fibreuses, solide ou charnues.

-Rhizome : Le rhizome est une tige ligneuse ou allongée charnue qui pousse géenéralement
horizontalement en dessous du sol, formant des feuilles au-dessus du sol et des racines

dans le sol.

-Bulbe : Un bulbe est une pousse souterraine verticale disposant de feuilles modifiées
utilisées comme organe de stockage de nourriture par une plante a dormance. Les bulbes

populaires en médecine traditionnelle sont I'oignon et lail.

-Tubercule : Un tubercule est une structure charnue gonflée, généralement souterraine, qui

assure la survie des plantes pendant la saison d'hiver ou en période de sécheresse. Ces
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organes peuvent étre formés sur les racines ou se développent sur les parties aériennes de
la plante. La pomme de terre africaine (Hypoxissp. De la famille Hypoxidaceae) est un

exemple bien connu.

-Ecorce : L'écorce est la couche protectrice externe d'un tronc d'arbre, elle est souvent
riche en toxines (phénols) et principes amers (tanins), ce qui la rend plus protectrice.
Exemple : Cinchonasp. De la famille des Rubiaceae et Cinnamomumcamphora et C.

camphoraqui appartiennent a la famille des Lauraceae.

-Bois : Le bois est la tige épaisse ou le bois lui-méme. Exemple : Santalum album de la

famille Santalaceae.

-Feuilles: Les feuilles peuvent étre utilisées seules ou mélangées avec leur

pétiole.Exemple : Ginkgo biloba de la famille Ginkgoaceae.

-Gommes : Les gommes sont des composés solides constituent d’un mélange de
polysaccharides. Ils sont solubles dans I'eau et partiellement digérés par les étres humains.

Exemple Acacia Sénégal ;Terminaliabentzoe.
-Fleurs : Les fleurs sont trés utilisées dans la médecine traditionnelle.

> Exemple 1 :Eschscholtziacalifornica Cham
L’eschscholtzia renferme des alcaloides responsables de I’amélioration de la qualité du
sommeil. Elle favorise 1I’endormissement, diminue les réveils nocturnes et prolonge le

temps de sommeil. (Vincieri et al, 1988).

> Exemple 2 : Aubépine : Crataegus monogyna et oxyacantha L.
A fleurs odorantes de couleur blanche ou rose, sont groupées en bouquets. On utilise en

thérapeutique les sommités fleuries qui sont récoltées a la fin du printemps. (Paris, 1983).

-Fruits : Plusieurs études rapportent que les fruits riches en flavonoides, en anthocyanines
et en procyanidines, comme la grenade Punicagranatum, auraient le potentiel de réduire
les risques de maladies cardiovasculaires. Ces composés agiraient en synergie sur
differents marqueurs, par exemple dans les plaquettes sanguines et les vaisseaux sanguins
(Chong et al, 2010).

-Graines : Les graines de ricin (Ricinuscommunis), sont des graines oléagineuses

importantes, elles contiennent approximativement 50% de I’huile et 18% de protéines

(Anoskie and Chibogwuk, 1981).
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Les graines de Ricinuscommunisont été employées dans différentes parties du monde
comme cathartique, un émeétique et pour le traitement de la lepre et de la syphilis
(Abdulazim et al, 1998).

1.3. Présentation de la famille des Myrtaceae
1.3.1. Généralités sur la famille des Myrtacées

Est une famille des plantes dicotylédones qui comprend plus de 5650 espéces réparties en
48 a 134 genres environ. Ce sont des arbres et des arbustes, souvent producteurs d'huiles
aromatiques des zones tempérées, subtropicales a tropicales, poussant principalement en
Australie. Les principaux genres de cette famille sont : Eucalyptus, Psidium, Myrtus et
Eugenia (Govaerts et al, 2008).

Ce sont des arbustes a : fleurs axillaires hermaphrodites ; 5-mére et du Calice cupuliforme.
Les étamines sont trés nombreuses, insérées avec les pétales au sommet du tube calycinal.
Le gynécée est infere ou semi-infére a 5 carpelles uniloculaires, a ovules nombreux, a
placentation axile. Le fruit est bacciforme bleuatre, globuleux, de 5-8mm de diamétre
(Quzel et Santa, 1963),

Les fleurs a odeur suave des Myrtacées sont pollinisées par divers insectes, oiseaux ou
mammiferes ; le nectar sert de monnaie d’échange. Chez les genres Eucalyptus, Melaleuca
et Callistemon, les étamines sont plus remarquables que les pétales, donnant a
I’inflorescence un aspect de goupillon. Les espéces a fruit charnu sont disséminées par les
oiseaux et les mammifeéres ; les especes a fruits capsulaires ont de petites graines parfois

ailées qui sont disséminées par le vent ou par I’eau (Bruneton, 1999).

La recherche bibliographique réalisée sur cet axe montre que la majorité voire la totalité
des espéces de la famille des Myrtacées renferme des métabolites secondaires tels que : les

flavonoides, les huiles essentielles et les terpénoides.

Beaucoup d’espéces de cette famille possédent des propriétés thérapeutiques et sont
utilisées en médecine traditionnelle, elles sont une source d’huiles essentielles pour la
parfumerie et en aromathérapie. Récemment, de nombreux travaux ont été entrepris sur les
activités biologiques des huiles essentielles d’Eucalyptus (Sefidkon et al., 2006; Sefidkon
et al., 2007). Boukhalfoun et al. (2020) ont constaté que les huiles essentielles
d’Eucalyptus blakelyiprésentaient une excellente activité contre les bactéries

Staphylococcus aureus,Escherichia coli et Bacillus subtilis.
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1.3.2. Position systématique
La position systématique de la famille des Myrtacées est comme suit :

Tableau 1.1 : Position systématique de la famille des Myrtacées (Grété, 1965).

Régne Plantae
Sous-regne Eucaryotae
Embranchement Spermaphytae

Sous-embranchement | Angiospermae

Classe Dicotylédonae
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae

1.3.3. Distribution géographique

Les myrtacées se trouvent dans la région méditerranéenne, en Australie, en Amérique
tropicale, en Afrique subsaharienne, a Madagascar et dans les regions tropicales et
tempérées de 1’Asie (Bruneton, 1999).Néanmoins, certaines especes ont été acclimatées
dans d’autres pays tels que les pays du bassin Méditerranéen, I’Europe et I’Amérique du

nord (Aityosef, 2006).

Figure 1.1 : Distribution geographique de la famille des Myrtacées (Bruneton, 1999).
1.3.4. Le genre Eucalyptus
1.3.4.1. Historique des Eucalyptus en Algérie

Les espéces du genre Eucalyptus ont été introduites massivement en Algérie dés le X1Xe
siecle (dés 1856), en particulier I’E. Globulusqui est planté aux bordures des routes dans le

nord de I’Algérie. Les premiers planteurs étaient des missionnaires d’origine Européenne,
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ils I’ont exploité dans le but d’assainir les terrains marécageux ou pullulaient les anopheles
et les moustiques qui sont vecteurs d’une maladie parasitaire endémique : le paludisme
(Ait Youssef, 2006). Les especes présentes en Algérie, d’apres les auteurs Ait Youssef

(2006) et Baba Aissa (1999) sont :

" Eucalyptus globulusLabill ou gommier bleu.

" Eucalyptus citriodora son huile essentielle lui procure une odeur citronnelle
de verveine.

" Eucalyptus camaldulensisou gommier rouge.

L’Eucalyptus, comme exotique, a déja une longue histoire (Métro, 1955). C'est a partir de
1850 que les Eucalyptus ont été introduits par les Frangais en Algérie, avec
I'E.camaldulensisDehn., comme espéce pionniere. Mais, la plantation massive de ces
arbres a eu lieu, entre 1865 et 1963. Les Eucalyptus ont été plantés a titre exceptionnel

pour l'assechement des marais (Mehani, 2006).

L'Eucalyptus globulusLabill. (Du nom de Labillardiére, le voyageur frangais qui le
découvrit en 1800 lors d'un voyage en Australie) est une espece trés cultivée, prit

rapidement une grande extension en Algeérie entre 1860 et 1870 (Boudy, 1952).

C'est vers les années 1960 et 1970 qu'ont commencé le reboisement a base d'Eucalyptus a
I'est du pays (EL-Kala, Annaba, Skikda) au centre (Tizi-ouzou et Bainem) et a I'ouest
(Mostaganem) dans le but de répondre aux besoins nationaux en produits ligneux et avec
un capital d'environ 130 espéces. La plantation d'Eucalyptus a continué jusqu'en 1982 ou il
a été mis fin a la production des plantes en pépiniere et par conséquent a leur plantation
(Meziane, 1996 ; Mehani, 2006).

1.3.4.2. Origine et définition

Le genre Eucalyptus fat décrit et baptisé en 1788 par le botaniste Francais Heritier, apres
qu’il eut examiné des échantillons d’Eucalyptus obliqua parmi les différentes plantes
récoltées en Australie (Bingendako, 2004). Le terme Eucalyptus dérive du mot grec « Eu »
- vrai et « Kalyptus » : couvercle ou opercule (Boullard, 1997), allusion au couvercle du

bouton floral qui couvre les étamines (Ait Youssef, 2006).

Le genre Eucalyptus comprend environ 700 espéces réparties sur 1’ile-continent Australie
et sur une petite partie du sud-est Asiatique (Le genre Eucalyptus est presque totalement
endémique de I’Australie puisque seulement quelques espeéces ne sont pas originaires

exclusivement de ce pays et une seule n’y est pas représentée (Pryor, 1976 ; George, 1981).
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1.3.4.3. Classification botanique

Les Eucalyptus sont des angiospermes dicotylédones de la famille des Myrtacées. La
principale classification est celle de Pryor et Johnson (Pryor et Johnson, 1971) qui
définissent sept sous-genres (Corymbia, Blakella, Eudesmia, Gaubaea, Idiogenes,
Monocalyptus et Symphyomyrtus). Un huitiéme sous-genre (Telocalyptus) a été suggéré
par Johnson en 1976. Plus récemment, les sous-genres Corymbia et Blakella ont été
formellement séparés du reste des Eucalyptus et placés dans un nouveau genre Corymbia
(Hill et Johnson, 1995). Actuellement, les Eucalyptus sont répartis dans les genres
Eucalyptus, Corymbia et Angophora. Le genre Eucalyptus comprend principalement les
sous-genres des Symphyomyrtus et des Monocalyptus qui contiennent la plupart des

especes cultivées.
1.3.4.4. Description botanique

Sont des arbres a feuillage persistant souvent a écorce s’exfoliant. Elles présentent deux
types de feuilles, souvent trés larges et dressées chez les plantes au stade juvénile puis
étroites et pendantes chez les sujets matures (Balmey et Wilson, 2000). Les fleurs sont
généralement en bouquets ombelliformes, rarement solitaires et elles posseédent des sépales
soudées en opercule conique qui tombe d’une seule piéce lorsque la fleur s’ouvre ; les
étamines sont nombreuses et proéminentes. Le fruit de ce genre est sous forme de capsule
(Balmey et Wilson, 2000).

1.3.4.5. Distribution géographique

L’Eucalyptus est originaire d’Australie et de Tasmanie, pays ou il constitue la majeure
partie de la flore forestiere (Aityoussef, 2006 ; Schauenberg et Paris, 1977). De
nombreuses, especes sont acclimatées dans d’autres pays comme 1’Inde, le Brésil, I’Europe
et le bassin Méditerranéen (Forrest and Moore, 2008 ; Ghedira et al., 2008), certaines pour
leur bois, d’autres pour stabiliser le sol, comme brise vent ou comme arbres d’ornement
(Balmey et Wilson, 2000). Les feuilles ¢loignent les insectes, d’ou des plantations en
Afrique pour diminuer la propagation de la malaria. Il a été introduit en Algérie pour

drainer les terrains de régions touchées par la malaria (Treiner, 2000).
1.3.4.6. Mode de reproduction

La majorité des espéces d’Eucalyptus présentent un nombre de chromosome de 2n = 22.
Les fleurs sont hermaphrodites, les organes males et femelles se trouvent dans la méme

fleur. L’age de maturité oscille selon les espéces de 3 a 10 ans, mais un décalage de
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floraison existe entre les différentes unités génétiques (individus, provenances, espéces).
La pollinisation est principalement entomophile ou réalisée par les oiseaux pour les
especes a grandes fleurs (Hopper et Moran, 1981), ce qui favorise dans ce dernier cas
I’hybridation inter-spécifique. La distance de dispersion du pollen est généralement
inférieure a 100 metres (Eldridge et al., 1993).

L’allogamie préférentielle est favorisée par différents mécanismes dont la protandrie
(maturation décalée du stigmate et du pollen), mais aussi I’incompatibilit¢ du tube
pollinique et du stigmate, la stérilité male et par un mécanisme génétique de contréle
d’incompatibilité (Pryor, 1976).Cependant, il existe une part non négligeable d’autogamie
lors de la fécondation. Dans les conditions naturelles, le taux d’allofécondation moyen est
estimé a 75 % avec des variations comprises entre 60 et 90 % (Moran et al., 1989).
L’autofécondation produit des graines peu viables avec des taux de germination réduits et
une croissance plus lente. Les arbres tres consanguins sont éliminés simplement par
concurrence avec les autres arbres. Des formes anormales plus ou moins létales, appelées «
dwarfs » ou naines sont parfois observées, mais sans étre obligatoirement reliées a la

consanguinité (Arbez et Lacaze, 1999).
1.3.4.7. Propriétés thérapeutiques d’Eucalyptus

L’Eucalyptus est utilis¢ dans la médecine traditionnelle chinoise pour une variété de
maladies, Ses principales utilisations sont la production d’huiles essentielles, qui sont
utilisées a des fins médicinales et pharmaceutiques. (Belyagoubi, 2012), aussi pour
soulager les symptomes de 1’asthme, pour traiter I’inflammation des voies respiratoires, de
la gorge ou des muqueuses de la bouche (voie interne) ainsi que pour soulager les douleurs
rhumatismales (Atta, 1998). Les Aborigénes (Australiens autochtones) utilisent
traditionnellement les feuilles d'Eucalyptus pour guérir les plaies et les infections
fongiques. Les extraits de feuilles d'Eucalyptus ont été approuvés en tant qu'additifs
alimentaires et sont également utilisés dans les formulations cosmétiques (Takahashi,
2004 ; Boukhalfoun et al., 2020). En effet, les plantations d’Eucalyptus ont été utilisées
pour désinfecter la région d’Alger. Son action antimalarique est vérifiée par la disparition
de moustiques en Campanie (Italie), en Sicile, en Sardaigne et au lac Fezara en Algérie. Au
XIXe siecle, I’Eucalyptus est considéré comme, antipyrétique, antalgique des céphalées,
antispasmodique et béchique. L’écorce était considérée antispasmodique et antipyrétique

(Ghidira et al., 2008 ; Pal Sing et al., 2012).
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Chapitre 11

Les métabolites secondaires

11.1. Définition

Le terme Métabolite secondaire, qui a probablement été introduit par Albrecht Kossel en
1891, est utilisé pour décrire une vaste gamme de composés chimiques dans les plantes
(Guillaume, 2008).

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées par les
plantes autotrophes (Boudjouref, 2011). Ils sont caractérisés par de faible concentration
dans les tissus végétaux (généralement quelque pourcent du carbone total, si on exclue la
lignine de cette catégorie) (Newman and Gragg, 2012). Ces molécules organiques
n’exercent pas de fonction directe au niveau des activités fondamentales de la plante

(Guignard, 1996).

Il existe plus de 200 000 métabolites secondaires classes selon leur appartenance chimique
(Buchanan, 2001).

Ces composés différents en fonction des especes et bien que leurs réles soient encore mal
connus, il est cependant clair qu’ils interviennent dans les relations qu’entretient la plante
avec les organismes vivants qui 1’entourent. Ils sont probablement des éléments essentiels
de la coévolution des plantes avec les organismes vivants. Ces différentes relations ont

donné lieu & une extréme diversification des composés secondaires (Krief, 2003).
11.2. Biosynthése

La production des métabolites secondaires est étroitement liée au métabolisme primaire,
résultant genéralement de trois voies de biosynthése (Figure 2.1) : la voie de shikimate, la
voie de mévalonate et du pyruvate (Verpoorte et Alfermann, 2000). La plupart des
précurseurs sont issus de la glycolyse (pyruvate, phosphoénolpyruvate, acétyl-CoA), de la
voie des pentoses phosphate (glycéraldéhyde-3-P, Erythrose-4-P) et du métabolisme des
lipides (glycéraldéhyde-3-P et acétyl-CoA). Ces précurseurs sont a 1’origine de la diversité

structurale observée au niveau des métabolites secondaires (Mayer, 2004).
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Du point de vue synthétique, ces métabolites secondaires peuvent aussi étre subdivisés en
deux catégories : ils peuvent étre de type phytoanticipinesou de constitution, C'est-a-dire
synthétisés par la plante de maniere permanente méme en absence d'un facteur de stress par
opposition aux métabolites induits ou phytoalexines qui sont synthétisés uniquement en cas

de stress (Litvak et Monson, 1998).

co,
lPhntnsynthé;e
Métabolisme primaire du carbone
Erythrose-4-phosphate / \
Phosphoénolpyruvate Pyruvate 3-phosphoglycerate
(3-PGA)
Cycle des acides |4 Acétyl-
tricarboxyligues coenzyme A
Arides aminés
aliphatigues
Y ¥ v
Voie de lacde Voie de lacide Voie de lacidemé&viole du méthyl
shikimigue malonigue erythritol phosphat
Acides amines
aromatiques
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Produits secondaires
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»| Composas ,
»| phénoliques (NIpass |
Métabolisme secondaire du carbone

Figure 2.1 : Voies du métabolisme secondaire des plantes (Taiz et al., 2006).
11.3. Classification

On peut classer les métabolites secondaires en trois grands groupes : les composés
phénoliques, les terpénes et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une tres grande
diversite de composés qui possedent une trés large gamme d'activités en biologie humaine
(Krief, 2003). lls présentent une énorme valeur économique (en particulier pour l'industrie

pharmaceutique et la cosmétique) (Peeking et al., 1987).
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11.3.1. Polyphénols

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires qui constituent un des
groupes le plus représenté et largement distribué dans le monde végétal avec plus de 8000
structures phénoliques. L'élément structural fondamental qui les caractérise est la présence
dau moins un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un groupement
hydroxyl libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester, hétéroside (Bruneton, 2015
; Saponjac et al.,, 2016), Ils sont solubles dans la solution de carbonate de sodium.
Chimiquement, ils sont réactifs et donnent souvent lieu a des liaisons hydrogenes, ou
chélater des métaux pour les O-dihydroxyphénols (catéchol). Enfin, ils sont sensibles a
I'oxydation (Gorham, 1977).

11.3.1.1. Structure chimique

La structure chimique des polyphénols est comparable a tous les polyphénols. Ils sont
classés en differents groupes en fonction du nombre de noyaux aromatiques qui les

composent et des substitutions qui les relient (Manallah, 2012).

OH

Figure 2.2 : Le noyau phénols (Herzi, 2012).
11.3.1.2. Biosynthése des polyphénols
La biosynthése des polyphénols se fait par deux voies principales.

a- La voie de I’acide shikimique
Dans cette voie, I’érythrose 4-phosphate et le phosphoénol pyruvate sont produits par les
hydrates de carbones lors de leur dégradation par la voie des pentoses phosphate et la
glycolyse respectivement. Ces derniers sont a 1’origine des composés phénoliques C6-C1
formant les tannins hydrolysables et de la chalcone qui est la molécule de base de tous les

flavonoides et tannins condensés (Haslam, 1994 ; Dewick, 1995).
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Aussi, il est intéressant de préciser que la tyrosine et la phénylalanine dérivent de cette voie
métabolique. En effet, ces deux acides aminés sont des intermédiaires métaboliques entre

’acide shikimique et I’acide cinnamique (Yezza et Bouchama, 2014).
b-Voie de ’acétate

Cette voie de biosynthese consiste a former des noyaux aromatiques par cyclisation des
chaines polycétoniques. Ces dernieres sont obtenues par condensation d’unités acétate
(Richter, 1993). La voie de I’acétate-malonate intervient dans la synthése d’un second
noyau benzénique de nombreux composés ayant déja un noyau aromatique obtenu par la
voie du shikimate chez les végétaux supérieurs (Richter, 1993). La diversité structurale des
composes phénoliques est due a cette double origine biosynthétique et augmente par la
fréquence de combinaison des deux voies dans I’élaboration des composés d’origine mixte

tels que les flavonoides (Bruneton, 1999 ; Chira et al., 2008).
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Figure 2.3 : Représentation schématique des voies de biosynthése des polyphénols
(Chaouche, 2014).
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11.3.1.3. Classification

On peut distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le
nombre d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base, (Macheix
et al., 2006). Vue la diversité structurale des composés phénoliques, ces métabolites
peuvent étre repartis en plusieurs classes (Balasundram et al., 2006), parmi ces derniéres :

les acides phénoliques, les flavonoides et les tannins.
a- Polyphénols monomeériques
* Acides phénoliques

Les acides phénoliques, ou acides phénols ont une fonction acide et plusieurs fonctions
phénols, Ils sont incolores et plutét rares dans la nature (Haslam, 1994). Ils se divisent en
deux classes : les dérivés de l'acide benzoique (les acides hydroxybenzoiques) et les

dérivés de l'acide cinnamique (Les acides hydroxycinnamiques) (Pandey and Rizvi, 2009).
v Les dérivés de I’acide hydroxybenzoique

Ils dérivent de I’acide benzoique et ont une structure de base de type C6-C1 (Ignat et al.,
2011). Ces acides hydroxybenzoiques sont tres communs, aussi bien sous forme libre que
sous forme d’esters ou d’hétérosides (Bruneton, 2015). Les plus répandus sont : I’acide

salicylique et I’acide gallique (Bruneton, 1999).

Tableau 2.1 : Exemples de dérivés de I’acide benzoique identifiés chez des plantes halo
phytes (Ksouri et al., 2012).

Squelette Composé R1 R2 R3 R4
Re Y Acide H OCH3 H
- OH
R3 vanillique
OH
R4
Acide H

. OH OH OH

gallique

v Les dérivés de I’acide hydroxycinnamique

Ils ont une structure de base de type C6-C3 (Ignat et al., 2011). Les fonctions phénols(OH)

de ces dérivés peuvent aussi étre méthylés (-O-CH3).
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Tableau 2.2 : Exemples de dérivés de I’acide hydroxycinnamique rencontrés chez des

plantes halophytes (Ksouri et al., 2012).

Squelette Composé R1 R2 R3
OH _
R A Acide H OH H
p-coumarique
RQ
RS
Acide férulique OCH3 OH H
Acidecaféique OH OH H

¢ Les flavonoides

Les flavonoides sont les composés les plus abondants parmi tous les composés

phénoliques.Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux. Ils interviennent aussi

dans les processus de défense contre le rayonnement UV, les herbivores et les attaques

microbiennes (Bruneton, 2015). Le terme flavonoide regroupe une trés large gamme de

composes naturels polyphénoliques. On dénombre prés de 6500 flavonoides répartis en 12

classes (Stockigt et al., 2002) et leur nombre ne cesse d’accroitre. Par définition, les

flavonoides sont des composés qui ont en commun la structure en C6-C3-C6 du

diphénylpropane (Figure 2.4 ), les trois carbones servant de jonction entre les deux noyaux

benzéniques notés A et B forment généralement un hétérocycle oxygéné C (De Rijke et al.,

2006).

Figure 2.4 : Structure de base des flavonoides (Lovegrove et al., 2017).

28



b- Polyphénols sous forme de polymeéres
e Tanins

Les tanins représentent une classe tres importante de polyphénols localisés dans les
vacuoles (Aguilera-Carbo et al., 2008). Ce sont des composés phénoliques ayant une masse
moléculaire comprise entre 500 et 3000 Da et qui présentent, a c6té des réactions
classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres
protéines (Fogliani, 2002). Sur le plan structural, on distingue les tanins hydrolysables,
esters dacide phénolique, des tanins condensés plutdt des polymeéres de

polyhydroxyflavan-3-ols (Fogliani, 2002).

v' Les tannins hydrolysables
Ils sont caractérisés par le fait qu’ils peuvent étre dégradés par hydrolyse chimique (acide
ou alcaline) ou enzymatique (Macheix et al., 2006). Ils liberent une fraction phénolique qui
peut étre soit de I’acide gallique (cas des gallotannins) soit un dimere de ce méme acide
appelé I’acide ¢llagique (cas des tannins éllagiques) et une fraction non phénolique qui est
souvent du glucose (Figure 2.5 A) (Bennick, 2002 ; Bossu et al., 2006). Les tannins
hydrolysables sont abondants dans le bois, I’écorce, les feuilles et les fruits des végétaux

(Bossu et al., 2006).

v" Les tannins condensés
Les tanins condensés sont des polyphénols de masse molaire élevée. lls résultent de la
polymérisation autooxydative ou enzymatique des unités de flavan-3,4-diols liées
majoritairement par les liaisons C4-C8 (parfois C4-C6) des unités adjacentes, et se
nomment ainsi proanthocyanidines de type B. Lorsque la condensation se produit entre les
unités adjacentes par la liaison C4-C8 et par une liaison d’éther additionnelle entre C2 et
C7, les proanthocyanidines sont dits de type A (Wollgast et al., 2000).Le degré de
polymérisation varie considérablement de quelques molécules de flavanols a plus de 50
(figure 2.5 B) (Bennick, 2002 ; Chira et al., 2008 ; Rahim et al., 2008). Les tannins
condensés sont résistants a 1’hydrolyse et seules les attaques chimiques fortes permettent

de les dégrader.

Ainsi, par traitement acide et a chaud, les tannins condenses peuvent libérer des pigments
rouges (les anthocyanidines), pour cette raison, les tannins condensés sont également

désignés par le terme « Proanthocyanidine » (Bennick, 2002 ; Macheix et al., 2006).
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(B) Proanthocyanidines (Tannins condensés)

Figure 2.5: Structures chimiques des tannins ; (A) Tannins hydrolysables, (B) Tannins
condensés (Naczk and Shahidi, 2004).

* Lignines

La lignine est un polymeére d’unités phényle propane qui incruste les parois des cellules
végétales, elle est responsable de la dureté et la rigidité de la matiére végétale (Scehovic,
1990). Les lignines jouent un role de barriére chez la plante contre les champignons et les

attaques d’insectes (Vermerris and Nicholson, 2009).

La structure des lignines varie d’une fagon remarquable avec les groupes végétaux
(gymnospermes ou angiospermes), avec la nature ou 1’age des tissus concernés ou encore

sous I’action de certains facteurs exogénes comme la lumiere (Macheix et al., 2006).
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Figure 2.6 : Structures chimiques de lignine (Scalbert et Williamson, 2000).
c- Coumarines

Les coumarines sont des molécules largement répandues dans tout le regne végétal, sont
des 2H-1-benzopyran-2-ones, considérées comme étant les lactones des acides 2-hydroxy-

7- cinnamiques (Ounis, Boumaza et al., 2018).

Elles existent sous forme libre solubles dans les alcools et dans les solvants organiques ou
les solvants chlorés ou encore liées a des sucres (hétérosides) qui sont plus ou moins
solubles dans I’eau (Bruneton, 1999). La coumarine et ses dérivés ont des actions phyto
biologiques (Hostettmann, 1992) telles que bactériostatiques et anti fongiques (Rufini et

Sampaolo, 1977). lls ont un effet antioedémateux (Hoult et Paya, 1996).

o.__0O

=

Figure 2.7 : Structure d’une molécule de coumarine (Cowan, 1999).
d- Les stilbenes

Les stilbenes font partie d’un groupe trés vaste des polyphénols. Ils sont majoritairement
présents dans toutes les sources végétales. Ils sont composés d’une structure qui est

composé de deux cycles aromatiques, les stilbenes sont caractérisés par deux formes
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isomeres qui ont des propriétés chimiques et biologiques différentes. Ces derniers jouent
un role de défense constitutive et inductible (activités antimicrobiennes).Les stilbenes
possedent un large spectre d’effets pharmacologiques et thérapeutiques. (Aziza et Hamida,

2018).

/ \ / OH

Figure 2.8 : Structure chimique de stilbéne (Perret, 2001).

11.3.2. Les alcaloides

Le terme alcaloide a été introduit au début du XIXeme siecle par Meisner (Bruneton,
1999). Ce sont des substances organiques d’origine naturelle (le plus souvent végétale),
renfermant de 1’azote, généralement incorporé dans un systeme hétérocyclique. La plupart
ont des propriétés basiques. Il existe plusieurs types d’alcaloides, certains ont de structures

trés simples, d’autres de structures beaucoup plus complexes.

D’une maniére générale, les alcaloides sont des substances particuliérement intéressantes
pour leurs activités pharmacologiques trés variées ainsi que par leur toxicité(Pelletier,
1983).

Chez de nombreuses plantes, les alcaloides se localisent dans les pieces florales, les fruits
ou les graines, ces substances sont trouvées concentrées dans les vacuoles (Krief, 2003).
Ce sont des composeés relativement stables qui sont stockés dans les plantes en tant que

produits de différentes voies biosynthétiques (Mauro, 2006).
11.3.2.1. Biosynthese

Contrairement a la plupart des autres types de métabolites secondaires, les nombreuses
classes d'alcaloides ont des origines biosynthétiques unique (Ziegler et Facchinl, 2008).Les
noyaux de base de ces différents alcaloides dérivent des acides aminés (Lysine, 1’ornithine,

tyrosine et le tryptophane), du métabolisme primaire (Nacoulma, 2012).
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Le plus souvent, la synthése de ces alcaloides s’effectue au niveau de site précis (racine en
croissance, cellules spéecialisées de laticiféres, chloroplastes) ; ils sont ensuite transportés

dans leur site de stockage (Rakotonanahary, 2012).

11.3.2.2. Classification des alcaloides

a- Selon I'origine biosynthétique : On distingue trois types d’alcaloides :
v Alcaloides vrais

Représentent le plus grand nombre d’alcaloides, sont toxiques et disposent d’un large
spectre d’activités biologiques importantes. IIs dérivent d’acides aminés et comportent un

atome d’azote dans un systeme hétérocyclique(Bruneton, 1999).
v Pseudo-alcaloides

Présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais, mais ne sont pas

des dérivés des acides aminés (Bruneton, 1999).
v Proto-alcaloides

Ce sont des amines simples dont I’azote n’est pas inclus dans un systéme hétérocyclique ;

ils ont une réaction basique et sont ¢laborés in vivo a partir d’acides aminés (Bruneton,

1999).
b- Selon leur composition chimique et structure moléculaire

Les alcaloides peuvent étre divisés en plusieurs groupes.
v Phénylalanines :capsaicine chez piment, colchicine chez colchique.

v Alcaloides isoquinoléiques : morphine, éthylmorphine, codéine et Papavérine
contenues dans lI'opium du pavot et des alcaloides indoliques : ergométrine, ergotamine et

ergotoxine de I'ergot des céréales (Gonzalez et al., 1984).

v Alcaloides quinoléiques : se trouvent dans les écorces de Cinchona (Donatien, 2008).
v Alcaloides pyridiques et pipéridiques : parexemple : ricinine chez ricin.

v Alcaloides dérivés du tropane : comme scopolamine et atropine chez la belladone.

v Alcaloides stéroides : racine de vératre, douce-amére ou aconite (aconitine) par

exemple (Gonzalez et al., 1984).
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11.3.2.3. Fonctions et propriétés

11.3.2.3.1. Propriétés physico-chimiques

-Les alcaloides sont peu solubles dans 1’eau
-Caractérisés par une forte solubilité dans 1’alcool

-Peuvent donner des colorations spécifiques avec certains reactifs (réactifs de Mayer, de
Dragendorff, deWasicky, de Bouchardat) (Yahaioui and Silat, 2018)

-Sont des composés de métabolisme secondaire de masse moléculaire faible et de fonction

basique.
-Sont sensibles a la chaleur, a la lumiére et a I’oxygene (Guentis, 2018)
11.3.2.3.2. Propriétés pharmacologiques

Les alcaloides exercent généralement leur activités pharmacologiques sur les mammiferes
comme ’Homme, ils sont le principe actif de plusieurs extraits de plantes anciennement
utilisés comme médicaments, comme poisons, Les alcaloides présentent en fréguemment
des propriétés pharmacologiques, notamment au niveau de systeme nerveux central, du

systéme nerveux autonome et du Systéme cardiovasculaire (Guenfis, 2018).
11.3.3. Terpénoides
11.3.3.1. Définition

Le terme terpéne inventé par Kekulé, vient de leur origine historique de I’arbre de terebinth
. « PistaciaTerebinthus » (Ayad, 2008). Le terme de terpénoide est attribué a tous les
composes possédant une structure moléculaire construite d’un monomeére 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). L’exploitation de ces composés s’ effectuait sous forme d’huiles extraites

de plantes (huiles essentielles) par le moyen de la distillation (Malecky, 2005).
11.3.3.2. Structure

Les terpénes sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a chaine
ouverte : leur formule brute est (CsHx) n dont le x est variable en fonction du degré
d’instauration de la molécule et n peut prendre des valeurs (1-8) sauf dans les polyterpénes
qui peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc). La molécule de base est I’isopréne de

formule CsHs. Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le
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squelette des terpenes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone,
acide, lactone, etc.) (Malecky, 2005 ; Benaissa, 2011).

Figure 2.9 : Structure de base de I’isopréne (Khenaka, 2011).
11.3.3.3. Biosynthése

L’unité isoprénique est synthétisée a partir de la condensation de 3 molécules d’acide
acetique le précurseur universel de ce processus et 1’acide mévalonique. L’acide acétique
subit une phosphorylation suivi d’une décarboxylation aboutit a la formation des

terpenoides (Haib, 2011).
11.3.3.4. Classification

Selon le nombre d’unités isopréniques qui les constituent, on distingue : les terpénes ou
monoterpenes en C10, les sesquiterpénes en C15, les diterpénes en C20, les triterpénes
C30, et les tétraterpénes C40 (Guignard, 1996).

Tableau 2.3 : Quelques exemples des différents types de terpenoides (Belbache, 2003).

N Squelette Tvpe de terpenoides Exemple de molécule
carboné
2 10 Monoterpéne Mérol, citronnelle,
huiles essentielles
3 C15 Sesguiterpéne B-Cadinéne
4 C20 Diterpéne Sclaréol, phiytol
<] C30 Triterpéne Lanostérol
8 C40 Tetraterpéne Caroténoides
=8 =40 Polyterpéne Caoutchouc
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a-Monoterpenes

Ce sont des produits généralement odorants obtenus par entrainement a la vapeur d’eau des
végétaux entiers ou d’organes de végétaux , Ils constituent la majeure partie des huiles
essentielles, Ils comportent dix (10) atomes de carbones et sont issus de la condensation de
deux unités isopréne (Alain, 2015).

b-Sesquiterpenes

Ils se trouvent sous forme d’hydrocarbures comme le B-Cadinéne. Les sesquiterpénes
forment une série de composés renfermant 15 atomes de carbones (Yahiaoui and Silat,
2018).

c-Diterpenes

Sont des substances de 20 atomes de carbone leur formule moléculaire CxoHsy, ils ont 4
unités isoprenes, ils renferment des activités biologiques significative (activité
antimicrobienne, anti-inflammatoire, anticancéreuse et antifongique) 1’exemple le plus

commun des diterpenes ¢’est les vitamines (Perveen, 2018).
d-Triterpénoides et stéroides

Les triterpénes sont des composés en Cso issus de la cyclisation de I'époxysqualene ou du
scaléne (Krief., 2003). Les stéroides sont dérivés de triterpénestétracycliques et possédent
un squelette cyclopentaperhydro phénanthréne. Beaucoup de stérols se produisent sous
forme de glycosides caractérisés par les saponines stéroidiennes (Hanson, 2003).
e-Tétraterpenes

Comme les caroténoides qui sont des pigments rouges ou jaunes (Hanson, 2003),
possédant un chromophore caractéristique (au moins 10 doubles liaisons conjuguées)
expliquant leur couleur jaune-orangée et leur sensibilité a l'oxydation. Pour cela, les
caroténoides sont employés en industrie agro-alimentaire principalement pour leur pouvoir
colorant,mais on peut aussi noter qu'ils sont préconisés en cas de photo dermatose
puisqu'ils interferent avec les processus de photo-oxydation (Krief, 2003).

f- Polyterpénes

En général, les polyterpénes ou polyisoprenes se composent de plus de 8 unités d’isopréne
(plus de Cag). Ces terpénes se trouvent souvent sous deux formes isomeriques cis- et trans,
Le cis-polyisoprene se trouve dans le caoutchouc indien (Malecky, 2005). lls sont des
macromolécules de poids moléculaire tres éleve, Sur le plan thérapeutique, ces composés

n’ont pas des activités biologiques discutées (Ayad, 2008).
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11.3.3.5. Fonctions et propriétés

Les plantes produisent une grande variét¢ de produits formés a base d’isopréne, certains
d’entre eux sont des métabolites primaires comme des stéroides et des groupes
prosthétiques des enzymes et vitamines en chaines latérales (vitamine K, E). Certains sont
des hormones végétales comme [’acide abscisique ou les gibbérellines (di terpenes).
Cependant la majorité des composés terpéniques sont des métabolites secondaires sans
fonction directe dans la croissance des végétaux. Ces métabolites sont responsables de la
couleur et I’odeur des plantes et des épices (piments, curies), certains d’entre eux ont des
fonctions écologiques importantes mais la majorité (Iles mono- et sesquiterpenes) possédent
une activité anti microbienne contre un large éventail des bactéries et champignons. Par
ailleurs, un certain nombre de terpenes ont des propriétés toxiques, répulsives ou
attractives pour d'autres organismes, ce qui a conduit a la conviction qu'ils ont des réles
écologiques dans les interactions antagonistes ou mutualistes entre les plantes et plantes-
animaux (Langenheim, 1994). Ici nous avons évoqué deux roles principaux des

terpénoides connus dans la nature :

v’ Défense contre les antagonistes

Certains terpénes sont toxiques vis-a-vis de certains insectes (Justicia et al., 2005) ou
nématodes (Lorimer et al., 1996), cette action pouvant s’effectuer par une action directe sur
les récepteurs du godt (Messchendorp et al., 2000). Chez les herbivores, les effets aversifs
des terpénes peuvent étre médiés par différentes voies. D’abord 1’action des terpeénes peut
s’exercer comme dans le cas des insectes par des flaveurs indésirables qui conduisent a une
aversion contre les plantes contenant ces substances. Par ailleurs, les terpénes peuvent
influencer 1’ingestion indirectement par des voies post-ingestives comme la réduction de la
digestion (Robbins et al., 1987), la toxicité générale sur I’animal et I'acidose sanguine
(Foley, 1992).

v Messages pour les symbiotes
Dans les écosystemes naturels, les terpénes peuvent avoir un role déterminant en servant de
moyens de communication entre les especes. La plupart des monoterpénes et
sesquiterpenes sont des bons vecteurs d'information a distance parce que ces molécules
lipophiles ont un faible poids moléculaire et une pression de vapeur elevée a la température
ordinaire. En plus une grande variabilité structurelle permet d’avoir un message plus
précis. La plupart des communications médiées par les terpénes sont des interactions entre

plantes et insectes (Dudareva et al., 2006). De plus les terpénes (phéromones) ont
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également des fonctions importantes au sein des espéces animales comme les insectes pour

lesquels ils représentent des indicateurs olfactifs servant par exemple a la reproduction.

Les plantes sont immobiles pour la plupart de leur cycle de vie et font souvent appel a
d'autres organismes pour disperser le pollen et les graines. A cet effet, des composeés
volatils libérés des fleurs et des fruits (Knudsen et al., 2006) servent a attirer les
pollinisateurs. Depuis 1’antiquité, certaines caractéristiques et fonctions biologiques de
terpénes étaient connues pour I’homme et celles-ci ont été utilisées indirectement par
I’exploitation des €pices en tant que parfums et conservateurs (Bauer et al., 2001). Plus
tard, la recherche sur les composés actifs a abouti a ’extraction des terpénes notamment
volatils a partir des plantes. Ces extraits végétaux dont les composants majeurs sont les

mono- et sesquiterpenes s’appellent les huiles essentielles.
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Chapitre 111

Activités biologiques etudiées

I11.1. Activité antioxydante

I11.1.1. Stress oxydant

Dans le systeme biologique, I'oxygéne est normalement transformé en molécules d'eau au
niveau de la chaine respiratoire mitochondriale. Cette réaction est cruciale puisqu'elle
apporte a la cellule la majorité d'énergie nécessaire (sous forme d'adénosine triphosphate

(ATP) pour assurer ses multiples fonctions (Favier, 2003).

Le stress oxydant se definit comme étant un déséquilibre entre la balance des pro-oxydants
(espéces réactives de 1°‘oxygene (ERO) et les systémes de défense (antioxydants), en faveur
des premiers avec comme conséquence 1’apparition de dégats irréversibles pour la cellule

(Favier, 1997).

OXIDATIVE STRESS

Figure 3.1 : Désequilibre de la balance entre antioxydants et especes oxygénées actives

(Bentafar and Chaib, 2016). EOA : Especes oxygénées actives
111.1.1.1. Les marqueurs biologiques de stress oxydant
La production excessive des radicaux libres provoque des lésions directes de molécules

biologiques : oxydation de I’ADN, des protéines, de lipides et des glucides, mais aussi des
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Iésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagene des métabolites libérés
notamment lors de I'oxydation des lipides. La mise en évidence des dérivés de 1’oxydation
de ces différents substrats seront donc des marqueurs de la présence d’un stress oxydant

(Cano, 2007).
111.1.2. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules ou atomes qui possédent un ou plusieurs électrons
non appariés sur leur couche externe. lls apparaissent soit au cours de la rupture
symétrique d’une liaison covalente pendant laquelle chaque atome conserve son électron,
soit au cours d’une réaction redox avec perte ou gain d’électrons a partir d’'un composé non
radical (Koechlin-Ramonatxo, 2006 ; Leverve, 2006). Cet état leur confére une trés grande
réactivité afin de revenir a 1’état stable soit en donnant un électron ou en prenant un
électron d’une autre molécule (Koechlin-Ramonatxo, 2006). En jouant le role d’accepteur
ou donneur d’électrons, les radicaux libres ont donc la propriété d’étre extrémement
réactifs envers d’autres molécules et possédant un temps de demi-vie de la nano- a la

milliseconde (HouéeLevin et al., 2005 ; Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Les principales espéces réactives de 1’oxygéne sont : le radical superoxyde (O2), le radical
hydroxyle (OH), le monoxyde d’azote (NO), mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs
non radicalaires dont la toxicité est importante tel que le peroxyde d’hydrogéne (H203,
Roberts et al., 2010).

111.1.2.1. Source des radicaux libres

Les principales espéces réactives oxydantes sont dérivées de I’oxygene et de I’azote, et
peuvent étre produites par le métabolisme cellulaire normal tout comme pathologique ou
par exposition environnementale (ex : tabagisme, ozone, température, etc...) (Bloomer,
2008). Les radicaux libres sont aussi formés par une cascade de réaction chimique dans le

corps (phosphorylation, réduction).
111.1.2.1.1. Source endogéne

> Chaine mitochondriale de transport d’électron
Nécessite 1’utilisation de 4 complexes, 1’oxygene est convertit par le superoxydedismutase
dans la matrice mitochondriale en H2O2, ce dernier est réduit en H20O et Oy, le H.0; réagit
avec les métaux pour former le radical hydroxyle OH (Keven et al., 2005).

»  Xanthine oxydase
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C’est une enzyme impliquée dans le métabolisme des purines qui est la principale source
de stress oxydant (Wulf, 2002), cette forme est générée par la modification post
traductionnelle de la XDH. Elle est incapable d'utiliser le NAD+ comme accepteur
d’¢électrons, elle nécessite 1’utilisation de 1’oxygene moléculaire comme accepteur
d’¢électrons, produisant ainsi I’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne (Kether,
2019). La XO catalyse aussi la réduction du nitrate en nitrite et NOe (Terpolilli et al.,
2012).
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Figure 3.2 : La réaction catalysée par XOR (Cantu-Medellin et Kelley, 2013).
111.1.2.1.2. Les sources exogenes

Le tabagisme, les radiations UV, les médicaments, les réactifs chimiques, les solvants
industriels et la pollution (Pastre, 2005) sont les principales sources exogéenes de stress

oxydant.

Tableau 3.1 : Les principales sources endogene et exogene de stress oxydant (mesmoudi,
2014).

Source endogene Source exogene
Mitochondrie ultraviolet

peroxysomes Radiation ionisante

Lip oxygénases Agent chimiothérapie
NADPH oxydase Toxine environnement
Cytochrome p450 Cytokines inflammatoires
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111.1.2.2. Origine des formes réactives de I’oxygene chez les plantes

La production de formes réactives de I’oxygéne est une réponse cellulaire commune a de

nombreux stress chez les végétaux qui se localise au niveau de différentes sources,

notamment, qu’il s’agisse d’un stress d’origine biotique ou abiotique (Dat et al., 2000 ;
Van Breusegem, 2006).

Chez les plantes, il existe plusieurs sources cellulaires d’espéces réactives de I’oxygene

localisées a divers endroits de la cellule et qui sont produits de fagon permanente durant le

métabolisme normal et les périodes de stress, ces sources incluent (figure3.3) :

>

>
>
>

Les chaines de transport d’électron(CTE) des chloroplastes.
Les chaines de transport d’¢électron(CTE) des mitochondries.

La photo respiration dans les peroxysomes.

Les molécules photo sensibilatrices comme la chlorophylle.

Figure 3.3 : Sites de production intra-organites des formes réactives de 1’oxygéne (ROS)

dans la cellule végétale (Bolwell,2002).

111.1.2.3. Nature des radicaux libres

111.1.2.3.1. Espéces réactives dérivées de I’oxygene (ERO)
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L’oxygene doit sa grande réactivité a sa structure particuliere. En effet, il posséde deux
électrons celibataires non appariés sur sa couche orbitale externe. Cette molécule est
essentielle au bon Fonctionnement de I’organisme (Bouhadjra, 2011).

a- lon superoxyde : -O2*

L’ion super oxyde -O2 est un dérivé tres réactif de I’oxygene, relativement stable, il n’est
pas trés toxique pour l’organisme, mais il est a l'origine de cascades de réactions

conduisant a la production de molécules trés nocives (Bouhadjra ,2011).
b-Radical libre hydroxyle : (OH) *

Le radical libre hydroxyle (OH) st tres réactif. 1l peut réagir avec de nombreuses
molécules comme I’ADN, les glucides, les nucléotides, les protéines et €tre a I’origine de
1ésions de nécrose. C’est un dérivé de I’ion super oxyde (Bouhadjra, 2011).

c- Oxygéne singulet : 'O

Lorsque I’énergie est apportée a I’oxygene, celui-ci passe a 1’état singulet qui représente la
forme activée. C’est une forme trés énergétique de grande réactivité qui peut oxyder de

nombreuses molécules. 11 est formé a partir de 1’ion superoxyde (Bouhadjra ,2011).

Y

o o

Figure 3.4 : Cascade de production des principales ERO : en orange ERO non radicalaires

et en jaune ERO radicalaires (Favier, 1997).

111.1.2.3.2. Espéces libres non oxygénées

Les especes libres non oxygénées sont les produits des réactions de certaines molécules
avec les especes réactives dérivées de 1’oxygéne. Ils peuvent a leur tour réagir avec
d’autres molécules et étre a I’origine de la multiplication des réactions d’oxydation et de la
propagation de dommages oxydatifs. Nous citerons, par exemple les acides gras peroxydés
qui sont les résultats de I’action des especes oxygénées sur les membranes biologiques. Les
fractions protéiques, les acides aminés et les acides nucléiques peuvent aussi réagir avec

les ERO générant des molécules réactives et nocives (Bouhadjra, 2011).
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111.1.2.4. Role des radicaux libres chez les plantes

Les ERO sont continuellement produites chez les plantes selon le métabolisme aérobie. En
fonction de leur nature, certaines, trés toxiques sont rapidement détoxifiées par divers
mécanismes enzymatiques et non-enzymatiques. Alors que les vegétaux génerent de
processus pour combattre la croissance des ERO produites dans les conditions de stress
abiotique (chocs thermiques, irradiation excessive, couche d’ozone, sécheresse, salinité...),
dans d’autres circonstances, ils peuvent tout aussi engendrer délibérément des ERO au titre
de molécules signal afin de contrdler de nombreux phénoménes comme la défense contre
des pathogénes (stress biotique), la mort cellulaire programmeée (apoptose) et le

comportement stomatique (Apel et Hirt, 2004 ; Smirnoff, 2005).
111.1.3. Les antioxydants

Un antioxydant par definition est toute substance capable de retarder ou de prévenir de
maniére significative 1’oxydation du substrat par neutralisation ou réduction des dommages
causés par les radicaux libres dans I’organisme et de maintenir un niveau non cytotoxique
de ROS, tant que la quantité d’antioxydants disponibles est suffisante les radicaux libres ne
constituent pas un réel probléme pour 1’organisme, mais en cas de production excessive de
radicaux libres non gérables par I’organisme, toutes les structures biologiques deviennent
la cible de lésions (Basharat, 2015). Il existe plusieurs mécanismes d’antioxydation, a
savoir des mécanismes endogenes et exogenes (nutritionnels) qui ont les mémes effets

bénéfiques contre les oxydants.

Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), 1’acide ascorbique
(vitamine C), le tocophérol, la quercétine, la rutine et le picnogenol. La plupart des
antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes hydroxyphénoliques
dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en partie a la capacité
de ces composeés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OH)
et superoxydes (O2 ) (Antolovich et al., 2002 ; Bartosz, 2003 ; Burda et Oleszek, 2001 ;
RiceEvans et al,. 1995).

111.1.3.1. Classification des antioxydants
I11.1.3.1.1. Systémes d’antioxydants endogenes

Ce sont des molécules qui sont produites par les cellules de notre organisme, on peut

distinguer :
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v/ Systéme enzymatique
Les principaux systemes enzymatiques antioxydants les plus efficaces chez les
mammiféres ainsi que chez les plantes sont au nombre de trois et de fonctionnement
complémentaires (Figure3.5). Elles réagissent tres rapidement avec les especes réactives
afin de les neutraliser (Sharma et al., 2012 ; Boubekri, 2014).
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Figure 3.5 : Action des antioxydants au cours du métabolisme des espéces réactives

(Leverve,2009)
a. La superoxydedismutase (SOD)

Elle catalyse la dismutation des ions superoxydes en peroxyde d’hydrogéne et en oxygene

moléculaire par la réaction suivante (Papa et al., 2014; Ighodaro and Akinloye, 2018).
2 Oy~ + 2 H+ ———» H0+ Oy
b. La catalase

Elle transforme le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire selon la

réaction suivante (Rousselot and Collin 2010 ; Ighodaro and Akinloye 2018).
2H0, — 5 2H,0+0
c. La glutathion peroxydase (GPX)

Elle détoxifie le peroxyde d’hydrogéne et d’autres hydroperoxydes d’origine lipidique

selon les deux réactions suivantes (Lobo et al., 2010 ; Jacquot 2013 ; Lonn et al., 2012).

-ROOH + 2GSH —>»ROH + H20 + GSSH (reaction 1)
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-H0, +2GSH  —H>0 + GSSG (reaction 2) dont :
ROOH : Peroxyde organique
GSH : Glutathion réduit
GSSG : Glutathion oxydé
Systéme non enzymatique
a-Glutathion (GSH/GSSG)
-1l intervient dans la détoxication des xénobiotiques,

-1l se débarrasse des toxines et des polluants indésirables (métaux lourds, médicaments,

solvants et pesticides),

-1 protége les lipides, les protéines et les acides nucléiques contre I’oxydation (Beaudeux

and Genevieve, 2011).
b-Acide lipoique
-1l piege des E.R.O,

-1l régénére des antioxydants endogénes et exogenes tels que le glutathion, la vitamine C et
E,

-1l chélate les des métaux de transition tels que le fer et le cuivre. (Valkoetal., 2006 ;
Kurutas 2016).

c-Bilirubine
-Elle est capable de piéger les ROO- et I’oxygene singulet.

-Ainsi, elle protéege 1’albumine et les acides gras liés a I’albumine vis-a-vis les attaques

radicalaires. ( Haleng et al., 2007 ; Kurutas, 2016).
d-Acide urique
-1l piége le HO+, ROO+, HOCl* et 1O,

-1l peut également régénérer d'autres antioxydants tels que les vitamines C et E (David
,2015 ; Kurutas, 2016).

111.1.3.1.2. Systemes antioxydants exogenes

En plus des substances propres a 1’organisme, I’alimentation et les plantes sont également

d’importantes sources d’antioxydants. L’organisme peut tirer profit de nombreux
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antioxydants exogenes naturels présents dans son alimentation (Pham-huyet al., 2008 ;
Kalam et al., 2012).

Bien que non indispensables a la vie, ces substances jouent un réle majeur dans la lutte

contre le stress oxydant. Les plus importantes parmi eux sont :

Les vitamines (E et C), les caroténoides, les polyphénols les acides gras (oméga-3 et
omeéga-6) ainsi que des traces des métaux (sélénium, manganese, et zinc). Contrairement
aux antioxydants enzymatiques, ces substances ne permettent 1’élimination que d’un seul
radical libre a la fois. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, ces antioxydants doivent étre

donc régénérés par d’autres systémes (Pham-Huy et al., 2008).

111.1.3.1.3. Les antioxydants de synthése

Le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT), les esters de l'acide
gallique (gallate de propyle, gallate d'octyle et gallate de dodécyle) sont des antioxydants
synthétiques lipophiles. Le BHA et le BHT sont les plus frequemment utilisés. Ceux-ci
sont principalement employés comme conservateurs, a faible concentration, dans les
produits cosmétiques et alimentaires afin de protéger les lipides du rancissement.
Néanmoins, leur utilisation reste controversée, les produits de dégradation du BHA et du
BHT étant suspectés d'étre cancérogenes (Ito et al., 1983 ; Chen et al., 1992). De plus, dans
le domaine alimentaire, des réactions d'hypersensibilité ont été recensées pour les gallates,
le BHA et le BHT.

Enfin, des réactions allergiques (de type urticaire) ont e€té observées chez certains sujets
sensibles au BHA et BHT (Schrader and Cooke, 2000 ; Baur et al., 2001)

Parmi les polyphénols de synthese, on peut citer a titre d’exemple : la 3,3', 5,5'-Tetra-t-
butyl-biphenyl4, 4’-diol (Figure 3.6) qui a montrer un effet protecteur des cellules
neuronales (Duong et al., 2008).

Cependant, il a été montré que ces antioxydants de synthése pouvaient étre toxiques (Yu et
al., 2000 ; Ahmad et al., 2017).

Figure 3.6 : Structure chimique d’un polyphénol de synthése (3,3, 5,5'-Tetra-t-
butylbiphenyl4, 4'-diol)
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I11.2. Activité antifongique
I11.2.1. Les antifongiques

Les antifongiques sont des substances (naturelles) capables de détruire sélectivement ou

non les différents champignons rencontrés en mycologie. Ils s’administrent par voie locale

ou générale (O’fel, 1982).
111.2.2. Mécanismes d'action antifongiques

> Inhibition de la formation de paroi cellulaire
La paroi cellulaire fongique est principalement constituée de B-glucanes. Si la synthése de
ces composes est inhibée, l'intégrité de la paroi cellulaire va se perturber (Walker et White,
2011 ; Mc Clanahan, 2009).

> Rupture de la membrane cellulaire
Les ergosterols sont essentiels pour la membrane cellulaire. Si ces stérols sont liés par des
médicaments antifongiques, ou si leur synthese est inhibée par des inhibiteurs de la
biosynthése de I'ergostérol, I'intégrit¢ de la membrane cellulaire va se rompre. La
membrane devient alors étanche. (Walker et White, 2011 ; Clanahan, 2009).

> Dysfonctionnement de la mitochondrie fongique
L'inhibition du transport d'électrons mitochondrial entrainera une réduction du potentiel
membranaire mitochondrial. L'inhibition peut se produire via l'inhibition des pompes a
protons dans la chaine respiratoire, entrainant une réduction de la production d'ATP et la
mort cellulaire subséquente. (Walker et White, 2011 ; Kim et al. 2013).

> Inhibition de la division cellulaire
L'inhibition de la division cellulaire peut se produire par l'inhibition de la polymérisation
des microtubules, inhibant ainsi la formation du fuseau mitotique (Walker et White, 2011 ;
Mc Clanahan, 2009).

> Inhibition de la synthése ARN / ADN ou synthése protéique
Si I'agent antifongique pénetre dans la cellule, par exemple via un transport actif sur des
ATPases, et interféere avec I'ARN, il peut provoquer une synthése d'’ARN défectueuse et
une inhibition de la transcription de I'ADN. L'inhibition de la synthése des protéines est

également une cible antifongique connue (Clanahan, 2009).
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> Inhibition des pompes d’efflux
Les pompes a efflux sont présentes dans toutes les cellules vivantes et leur fonction est de
transporter des substances toxiques hors de la cellule (Kang et al., 2010). Ce transport
inclut souvent le transport du médicament accumulé hors de la cellule fongique. La
surexpression des pompes d'efflux peut conduire a une pharmaco résistance. En inhibant
les pompes d'efflux, on pense que la résistance aux médicaments peut étre réduite (Kang et
al., 2010).

111.2.3. Relation entre I’activité antifongique et les métabolites secondaires

Différentes espéces de végétaux sont connues depuis longtemps pour leurs effets
antimicrobiens. Les plantes aromatiques et médicinales (PAM) constituent une richesse
naturelle trés importante dont la valorisation demande une parfaite connaissance des
propriétés a mettre en valeur. Les propriétés medicales des plantes médicinales dépendent
de la présence d’agents bioactifs variés et appartenant a différentes classes
chimiques.(Ouraini et al., 2005).Les végétaux produisent des composés secondaires
(terpénes, composés soufrés, alcools etc.), souvent considérés comme étant un moyen de
défense de la plante contre divers organismes depreciateurs (Aauger et al., 1999). Ces
composes secondaires appelés les métabolites secondaires. Les extraits de plantes semblent
étre l'une des méthodes alternatives les plus efficaces de lutte contre les maladies des

plantes, moins nocives pour I'nomme et I'environnement. (Hanafey et Sabry, 2013).
I11.3. Activité antibactérienne
111.3.1. Généralités

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classés parmi les procaryotes, car
ils ne possedent pas de membrane nucléaire. Ce caractere les distingue des autres
organismes unicellulaires classés parmi les eucaryotes (champignons, algues,
protozoaires).elles sont divisées en bactéries proprement dites (Bacteria) et bactéries
primitives (Archaea). Toutes les bactéries rencontrées en pathologie appartiennent aux
Bacteria. Les bactéries ont généralement un diameétre inférieur a 1um. On peut les voir au
microscope optique, a 1’état frais ou aprés coloration. Leur forme peut &tre sphérique
(cocci), en batonnet (bacilles), incurvée (vibrions) ou spiralée (spirochétes). Les détails de

leur structure ne sont visibles qu’en microscopie électronique (Nauciel et Vildé, 2005).
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111.3.2. Infections bactériennes

Les infections bactériennes sont causées par différents micro-organismes et sont la cause
des maladies les plus fatales et des épidémies les plus répandues. De nombreux
antibiotiques sont développés pour les traiter, cependant leur utilisation abusive est a

’origine de I’apparition de la multi résistance bactérienne. (Yala et al. 2001).
II1.3.2.1. L’ antibiotique

Un antibiotique est une substance antibactérienne produite par des micro-organismes
(champignons et bactéries) ou de synthése chimique capable d'inhiber la multiplication ou
détruire les microorganismes. Les antibiotiques peuvent étre classés selon l'origine, la
nature chimique, le mécanisme d'action et le spectre d'action. La classification des
antibiotiques selon leurs mécanismes d’action est cependant la plus répandue. (Yala et al.,
2001).

I11.3.2.2. Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques peuvent traiter les infections bactériennes par 4 modes d'action

principaux (Tenover, 2006) :

a. L'interférence avec la synthése de la paroi cellulaire : carbapénémes, vancomycine, [3

lactamines.

b. L'inhibition de la synthése des protéines microbiennes : en se liant avec la sous-unité
50S ou 30S du ribosome: macrolides, le chloramphénicol, la clindamycine,
aminoglycosides, les tétracyclines ou encore avec ’enzyme bactérienne isoleucyl-ARNt

synthétase : chloramphenicol, tetracyclines.

c. L'interférence avec la synthese des acides nucléiques : en inhibant la synthése de I’ADN

ou d’ARN : fluoroquinolones, la rifampicine.
d. L'inhibition des voies métaboliques : les sulfamides, les analogues de I'acide folique.

Les cibles décrites jusqu’a présent sont la paroi, la membrane, 1’acide nucléique et les

ribosomes des micro-organismes que la (figure 3.7) met bien en évidence.
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Figure 3.7 : Schéma représentatif des mécanismes d’action des principales familles
d’antibiotiques sur une bactérie a Gram positif (gauche) et a Gram négatif (droite). EP :
espace périplasmique ; ME : membrane externe ; MC : membrane cytoplasmique ; PG :

peptidoglycane (TANDE, 2005 in: « GAUDY et BUXERAUD, 2005 »).

111.3.3. Activité antibactérienne des polyphénols :

Les polyphénols sont reconnus par leur toxicité vis- a -vis des microorganismes (Cowan,
1999). Une contamination des végétaux par des microorganisme pathogenes entraine une
forte augmentation des teneurs en composés phénoliques, ce qui correspond a la mise en
place de mécanisme de défense de la plante (Macheix et al. 2006). Le mécanisme de
toxicité peut étre lié a Il'inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases et les
carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les adhesines microbiennes, les

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

Le mécanisme d’action des polyphénols est sans doute trés complexe, parmi les hypothéses

avancees :
. I’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes ;
" Inhibition de la synthése d'acide nucléique (Hilliard, 1995),
" Inhibition des fonctions de la membrane cytoplasmique (Tsuchiya et al.
2000)
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" la séquestration du substrat nécessaire a la croissance microbienne ou la

chélation de métaux tels que le fer

. I’inhibition du métabolismeénergétique microbien (Mila et Scalbert, 1994).
Aussi les tanins sont trés connus par leurs propriétés inhibitrices des microorganismes et
des enzymes grace a leur capacité de former des complexes stables avec les protéines

fongiques et virales et de les précipiter (Nguz et al. 1996).

Ils exercent une activité antibactérienne par interaction avec la membrane cellulaire qui
induit un changement morphologique de la bactérie, en inhibant l'activité des protéases,

des proteines de transport et des adhésines (Cowan, 1999).

Les coumarines Exercent plusieurs activités antimicrobiennes : inhibitions de la croissance

des bactérie et de la germination des spores (Benidicte et Hooper, 1998).
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Partie experimentale



Chapitre |

Matériel et Méthodes

Notre travail consiste en une étude phytochimique des deux plantes du genre d’Eucalyptus

et évaluation in vitro des activités biologiques des extraits de feuilles qui en issus.

Ce travail a été effectué au sein du laboratoire de biologie, département des sciences de la

nature et de la vie, Faculté des sciences, Université de docteur Yahia Fares, Médea.

I.1. Présentation de la région d’étude :

La récolte des feuilles des deux espéces d’Eucalyptus a été effectuée dans la forét de
Bainem située dans la commune d’Elhammamet (Alger, 36°45°37°’N et 3°25°55”’E) dont

I’altitude est de 50m (Figure 1.1).

Figure 1.1 : Localisation du site de récolte (Forét de Bainem)
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I.2. Matériel utilisé
1.2.1. Matériel végétal :

Le matériel végétal est constitué de deux espéces: Eucalyptus blakelyi et Eucalyptus
cladocalyx. La récolte des feuilles adultes des deux espéces a été pratiquée le matin durant
le mois de juin pour Eucalyptus blakelyi et juillet pour Eucalyptus cladocalyx ou la
floraison a eu lieu. Elles sont débarrassées des impuretés puis séchées a une température
ambiante pendant deux semaines dans un endroit sec et aéré a I’abri de la lumicre et
I’humidité afin de préserver au maximum I’intégrité de leurs molécules, puis réduites en

poudre fine qui est soigneusement conservée dans un bocal en verre jusqu’a son utilisation.

L’identification botanique des especes a été faite sur un spécimen d’herbier par I’équipe de

recherche de botanique de I’Institut National de la Recherche Forestiére de Bainem.

L’Eucalyptus blakelyi est un arbre qui pousse généralement jusqu'a 20 m de haut et
dépasse rarement 50 m. Il se caractérise par une écorce blanchatre lisse se répandant en

bandes ou en flocons irréguliers.

Les feuilles juvéniles sont pétiolées, ovales a largement lancéolées, atteignant 26 cm de
long et 8 cm de large, vertes, gris-vert ou bleu-vert, Iégerement décolorées. Les feuilles
adultes sont lancéolées, lamines de 8-30 cm de long et de 0,7-2 cm de large, vertes ou gris-

vert (Figure 2.2).

L’inflorescence est axillaire renfermant 7-11 (parfois jusqu'a 13) fleurs, t de couleur
blanche, avec pédoncules minces, cylindriques ou quadrangulaires, de 6-15 mm de long;
les pédicelles sont minces de 5-12 mm de long, I’hypanthium est hémisphérique de 2-3
mm de long et 3-6 mm de large, I’opercule est globulaire-rostre (typique) ovoide conique
en forme de corne comme E. tereticornis, de 4-6 mm de long et 3-6 mm de large (Figure
2.2).

Les fruits sont hémisphériques ovoides, de 5-8 mm de long, présentant 3 a 4 valves, les

graines sont de couleur noire.

Eucalyptus cladocalyx est un arbre a hauteur moyenne de 20 m, mais il peut atteindre
jusqu’a 35 m. Le diamétre est environ 75c¢m. Typiquement, ces arbres sont classés comme
étant de bonne forme (Florabank Retrieved). Son écorce est lisse, ’excrétion dans les
grandes taches irrégulieres produisant un jaune marbré colore a I'orange, surface gris et

bleu-gris (Florabank Retrieved, Figure 2.2).
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Les jeunes feuilles sont opposeées, elliptiques a orbiculaires, de couleur vert foncées. Les
feuilles adultes sont larges lancéolées, avec une surface supérieure vert foncée, brillante et
une surface inférieure terne, plus péle, de 11-15 cm de long et 2-2,4cm de large. Les
inflorescences sont axillaires, renfermant 7ou plus de fleurs, ces derniéres sont de couleur
blanches. Les fruits sont urcéolés, nervurés, de 9-15mm de long et 6-10 mm de large avec
3-4 valves qui sont profondément enfermés. La graine est gris-brun clair, ovoide
comprimée, souvent pointue a une extrémité, légérement bridée et presque lisse,
hémisphérique, souvent légérement plus large que I’hypanthium (Florabank Retrieved,
2017, Figure 1.2).

Figure 1.2 : Branches feuillées et inflorescences

a.Eucalyptus blakelyi, b & c.Eucalyptus cladocalyx
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l. 2. 2. Souches microbiennes

Deux espéces fongiques redoutables des céréales ont été obtenus du laboratoire de
recherche « Amélioration Intégrative des productions végétales » de I’Ecole Nationale

Supérieurs Agronomique. Ces agents fongiques sont :

v" Bipolaris sorokiniana isolé du blé, ’agent causal de 1’helminthosporiose sur Blés

v Pyrenophora teres isolé de I’orge, 1’agent causal de 1’helminthosporiose sur Orge
1.2.3. Matériel et réactifs des tests biologiques

Les réactifs et produits utilisés pour le screening phytochimique et 1’é¢tude des activités

biologiques (antimicrobienne et antioxydante) sont reportés en annexe (Annexe 1).
1.3. Méthodes adoptées

1.3.1. Préparation des extraits :

1.3.1.1. Préparation des extraits aqueux :

1.3.1.1.1. Mode opératoire :

La technique appliquée pour I’extraction est celle utilisée par (Gaston et al., 2014).

Une quantité de 30g de poudre des feuilles d’Eucalyptus est mise a macérer dans 100 ml
d’eau distillée, le mélange obtenu a été régulierement agité pendant quatre jours a
température ambiante, puis filtré en utilisant du papier filtre, le filtrat récupéré est évaporé
a sec sous pression réduite a 65 C° dans un évaporateur rotatif, afin d’obtenir un extrait
caractérisé par une couleur brunatre qui sera stocké a I’abri de la lumiére jusqu'a utilisation

ultérieure (Figure 1.3).
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Figure 1.3 : Etapes de préparation de 1’extrait aqueux

a. Pesée de 30g de poudres des feuilles. b. Macération dans 100 ml d’eaux pendant 4 jours.
c. Evaporation a sec, sous pression réduite a 65 C° dans un évaporateur rotatif. d. Extrait

aqueux préparé d’Eucalyptus blakelyi.
1.3.1.2. Préparation des extraits organiques : méthanolique, éthanoliqueetacétonique :
1.3.1.2. 1. Mode opératoire :
La technique appliquée pour I’extraction est celle utilisée par Gaston et al, 2014.

Une quantité de 30 g de poudre est mise a macérer dans 100 ml de solvant organique
(méthanol, éthanol, acétone). Aprées 4 jours d’agitation continue a la température ambiante,
la solution obtenue a été filtrée en utilisant un papier filtre, le filtrat récupéré est évaporé a
sec sous pression réduite a 65 C° dans un évaporateur rotatif, pour obtenir un extrait
caractérisé par une couleur noiratre qui sera stocké par la suite dans un bocal a I’abri de la

lumiére jusqu'a utilisation ultérieure.
1.3.1.3. Préparation d’un décocté
1.3.1.3. 1. Mode opératoire :

100g de poudre végétale sont portés a €bullition pendant 60minutes dans 2 litres d’eau
distillée. Le décocté refroidi a éte filtré deux fois sur coton hydrophile et une fois sur
papier filtre whatman N°1. Le filtrat obtenu ensuite séché a 1’étuve a 55C°, pour donner le

décocté de qui se présente sous forme d’une poudre marron trés hygroscopique.
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1.3.2. Détermination du rendement des extraits secs :

Le rendement en extrait aqueux et organique est le rapport entre la masse de 1’extrait et la

masse de la matiére végétale utilisée. Il est calculé par la formule suivante :

R =Pe / Pp*100

D’ou

R : Rendement

Pe : Poids de I’extrait utilisé en g
Py : Poids de la plante en g

1.3.3. Extraction des flavonoides :
1.3.3.1. Mode opératoire :

Pour extraire les flavonoides, nous avons suivi la méthodologie décrite par Bruneton,
(1999), les flavonoides sont extraits a partir des feuilles séches d’Eucalyptus a laide des

alcools éthanol ou méthanol.
1.3.3.1.1. Macération et évaporation :

30g de matiére végetale pulvérisée sont mis dans 100ml de méthanol et laisser macérer
pendant 72h. Aprés la filtration, 1’extrait alcoolique doit étre évaporé par un rota vapeur.
La température d’évaporation de méthanol est 60 C° sous vide. Le résidu sec obtenu est

traité par 50ml d’eau distillée tiede pour 1’obtention d’un extrait aqueux.
1.3.3.1.2. Extraction liquide — liquide :
1.3.3.1.2.1. Elimination de la chlorophylle et les lipides par I’éther de pétrole :

Verser I’extrait aqueux dans I’ampoule a décanter, et ajouter 30 ml d’éther de pétrole ou
chloroforme, laisser décanter jusqu’a la formation de deux phases bien séparées. Eliminer
la phase organique, refaire sur plusieurs reprises jusqu’a I’élimination totale de la fraction

lipidique et chlorophyllienne puis la récupération de la phase aqueuse.
1.3.3.1.2.2. Elimination des génines libres :

Ajouter a la phase aqueuse obtenue 30ml d’éther di éthylique, et laisser décanter jusqu’a la

formation de deux phases, récupérer I’hypo phase aqueuse avec élimination de I’epiphase
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(éther di éthylique et quelques genines libres), refaire sur plusieurs reprises jusqu’a

élimination totales des genines.
1.3.3.1.2.3. Elimination des mon osides :

Verser 30ml d’acétate d’éthyle dans I’ampoule qui contient 1’extrait aqueux laisser
décanter, jusqu’a la formation de deux phases, procéder les mémes démarches que celles

décrites ci-dessus jusqu’a I’entrainement total des mon osides.
1.3.3.1.2.4. Récupération des flavonoides :

Pour la séparation des flavonoides, on procede a une extraction par du n-butanol,a 1’aide
d’une ampoule a décanter, deux phases apparaissent: 1’hypo phase aqueuse de
couleurbrunatre est ¢liminé, 1’epiphase alcoolique de couleur verdatre contenant les

flavonoides est recupérée.

1.3.3.1.2.5. Evaporation sous vide de butanol

Le résidu sec est obtenu par évaporation du n-butanol a 55C°.
1.3.3.2. Calcul du poids de résidu des flavonoides :

Le poids de I’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein et le

poids du ballon vide.

MF=pP2-P1

MF : masse de I’extrait sec des flavonoides.

P2 : poids du ballon avec I’extrait sec des flavonoides.
P1 : poids du ballon vide.

1.3.4. Extraction des tanins :

1.3.4.1. Mode opératoire :

30g de poudre végétale ont été mis a macérer dans 100ml d’éther de pétrole pendant 24h,

pour éliminer la chlorophylle et les lipides.

Apres filtration, le résidu restant sur le papier filtre est épuisé par S0ml d’éther di éthylique
pour la séparation de quelques composés phénoliques tels que les phénols, les catéchines,

et I’acide oxybutyrique ; ensuite il est filtré.
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Epuiser a nouveau le résidu par 50ml d’acétates d’éthyle et filtrer pour éliminer les leuco
anthocyanes, le pro anthocyanes et les éthers de I’acide oxybutyrique ; le résidu est repris

par 100ml de méthanol et cela en laissant macérer pendant 45mn.

Le filtrat méthanolique est soumis a une évaporation sous vide a laide d’un évaporateur

rotatif a une basse température 40 a 50C°, le résidu sec contient un extrait pur de tanins
1.3.4.2. Calcul du poids de résidu destannins :

Le poids de I’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein et le

poids du ballon vide.

MF=pP2-P1

MF : masse de 1’extrait sec des tannins.

P2 : poids du ballon avec I’extrait sec des tannins.

P1 : poids du ballon vides.

1.3.5. Screening phytochimique des extraits végétaux :

1.3.5.1. Détection des stérols et poly terpenes :

Les stérols et les poly terpenes ont été mis en évidence par la réaction de Liebermann.

Un aliquote de résidu est dissous a chaud dans 1ml d’anhydride acétique dans une capsule,

Puis repris dans un tube a essai dans lequel sont coulés 0,5ml de H,SO4 concentré.

L’apparition d’une coloration violette qui vire au bleu puis au vert indique une réaction

positive.
1.3.5.2. Détection des tanins :

Les tannoides (tannins hydrolysables) et les tannins vrais (tannins non hydrolysables) sont

des polymeéres de poly phénols. Ces derniers ont été mis en évidence comme suit :

A 2ml d’extrait brut sont additionnées quelques gouttes d’une solution aqueuse de feCls a

2%.

L’apparition d’une coloration bleu noir ou vert noir indique respectivement la présence de

tannoides ou de tannin vrais.

Les tannins vrais ont été mis en évidence par le réactif de stiasny

61



A un aliquote de résidu repris au MeOH puis évaporé, sont additionnés 15ml du réactif de
stiasny (30% CH>O dans HCI concentré 2/1). La formation de précipité sous forme de

flocons apreés refroidissement, indique une réaction positive.
1.3.5.3. Détection des flavonoides :

Le test consiste a ajouter a 2ml de I’extrait quelques gouttes d’HCI concentré et environ
0,5g de magnésium métallique. L’apparition d’une coloration rose- orange indique une

réaction positive.
1.3.5.4. Détection des saponines :
Les saponines ont été mises en évidence par le test de mousse.

Les résidus sont repris dans Sml d’eau distillée puis introduits dans un tube a essai. Ce
dernier est agité vigoureusement. La formation d’une mousse (hauteur supérieure a 1cm)

stable, persistante pendant 1h indique la présence abondante de saponines.
1.3.5.5. Détection des coumarines :
Les coumarines ont été mises en évidence par la réaction sur le cycle lactonique.

Dans 2 tubes a essai sont introduits 2ml de solution éthanolique obtenue a partir de chaque
résidu .Dans un des tube a essai, sont additionnés 0,5ml de NaOH a10%, puis les tubes a
essai sont chauffés au bain marie jusqu’a ébullition. Aprées refroidissement, sont rajoutés
dans chaque tube 4ml d’eau distillée. Si le liquide du tube a essai dans lequel 1’on a ajouté
la soude est transparent par rapport au liquide du tube a essai temoin, alors la réaction est
positive. En acidifiant la solution transparente avec quelque gouttes de HCI concentré, elle

perd sa coloration jaune se trouble ou il se forme un précipité.
1.3.5.6. Détection des protéines :

Les protéines ont été mises en évidence dans les résidus par la réaction de biuret. A un
aliquote de résidu dissout dans 2ml de NaOH aqueux a 20% dans un tube a essai sont
ajoutées 2-3 gouttes d’une solution aqueuse de CuSO4 a 2%. L’apparition d’une coloration

violette indique une réaction positive.
1.3.5.7. Détection des alcaloides :

Les alcaloides ont été détectés avec le réactif de Dragendorff : 0,19 de résidu est repris

dans 6ml d’éthanol a 60%. L’ajout de deux gouttes de réactif de Dragendorff sur la
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solution alcoolique provoquait un précipité rouge-orangé ou brun- rougeatre et indiquait un

test positif.
1.3.5.8. Détection des sucres réducteurs :

Les sucres réducteurs ont ét¢ mis en évidence par le réactif de Fehling. A Sml d’extrait brut
sont additionnés Sml de liqueur Fehling. La formation d’un précipité rouge brique apres 2 -

3 minutes de chauffage au bain marie a 70C°®, indique une réaction positive.
1.3.5.9. Détection des quinones libres :

A 2ml de chacun de nos extraits, sont ajoutées quelques gouttes de NaOH 1%.
L’apparition d’une coloration rouge ou violette indique un test positif.
1.3.5.10. Détection des anthraquinones :

Pour rechercher les anthraquinones, nous avons versé dans un tube a essai 10ml de I’ extrait
et 5ml de NH4sOH a 10% .Le tube était agité. La formation d’un anneau rouge indique la

présence d’anthraquinones.
1.3.2.11. Détection des substances phénoliques :
La caractérisation des poly phénols est basée sur une réaction au chlorure ferrique (FeCls).

A 2ml de I’extrait, une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique a 2% est ajoutée,
I’apparition d’une coloration bleu noiratre ou verte plus ou moins foncée fut le signe de la

présence des poly phénols.

1.3.6. Etude des activités biologiques des extraits utilisés :

1.3.6.1. Activité antioxydante :

1.3.6.1.1. Réduction du fer : FRAP (FerricReducingAntioxidant Power) :
1.3.6.1.1.1. Principe :

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. L’activité
réductrice est déterminée selon la méthode décrite par Pan et al. (2008), elle est basée sur
la réaction chimique de réduction du Fe** présent dans le complexe KsFe(CN)s en Fe?*
(Figure 1.4). La réaction est révélée par le virement de couleur jaune du fer ferrique (Fe3*)
en couleur bleu vert du fer ferreux (Fe?*). Cette capacité réductrice peut servir comme un
indicateur significatif de 1’activité anti-oxydante potenticlle d’un composé. L’absorbance

du milieu réactionnel est déterminée & 700nm.
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Figure 1.4 : mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe

tripyridyltraizine ferrique Fe3* -TPTZ et un antioxydant (AH).
1.3.6.1.1.2. Mode opératoire :

Pour le test de FRAP, Nous allons suivre la technique de karagozler et al. (2008) qui
consiste a Prélever Iml de L’extrait brut méthanolique, flavonoidique, tannique etc. a
différentes concentration (solution meére 0.5mg /ml) diluées dans 1’eau distillée et les
mélanger avec 2.5 ml d’une solution tampon phosphate a 0,2 M (pH-6,6) et 2,5ml dune
solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN) ¢ a 1%. Le tout est incubé a 50C° pendant
20 min, puis refroidi a la température ambiante. Un volume de 2,5ml d’acide
trichloracétique a 10% est ajouté pour stopper la réaction, puis les tubes sont centrifugés a
3000 tr /min pendant 10min. 2,5ml de surnageant sont ajoutés a 2,5ml d’eau distillée et
500l d’une solution de chlorure de fer (FeCls, 6H20) a 0,1%. La lecture des absorbances
se fait par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 700nm. Des témoins de contrdle

utilisant 1’acide ascorbique sont inclus dans I’expérimentation.
1.3.6.1.1.3. Expression des résultats :

Pour explorer les résultats obtenus, la maniére la plus commune utilisée par la majorité des
auteurs est de tracer les graphes des absorbances obtenues en fonction des différentes
concentrations utilisées. L’augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation

du pouvoir réducteur de I’ extrait testé.
1.3.6.1.2. Piégeage par le radical libre DPPH :
1.3.6.1.2.1. Principe :

L’¢évaluation du pouvoir antioxydant est réalisée en utilisant le radical libre DPPH (2,2-

Diphenyl 1-picrylhydrazyl) (Lee et al., 2003).

Le DPPH est pratiguement, le radical libre le plus stable, en solution (méthanol ou

¢thanol), il est caractéris¢ par une couleur violette dont I’intensité¢ est mesurée a 515 nm
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(Figure 2. 12). En présence d’un donneur d’hydrogene, le DPPH est réduit a la forme non
radicalaire de couleur jaune pale (forme d’hydrazine, Figure 1.5). Ce passage a la
deuxiéme forme est accompagné d’une diminution de I’absorbance (DO) qui peut
s’exprimer par le pourcentage de réduction de DPPH, conventionnellement une grande
capacité de piégeage (réduction) des radicaux libres est considérée comme une grande

activité antioxydante (Lee et al., 2004).

NO; + Antioxydant-OH ——> NN N0, + Antioxydant-O'

DPPH Radical libre DPPH-H forme réduite
(Violet) (Jaune)

Figure 1.5 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH entre 1’espéce

radicalaire DPPH et un antioxydant.
1.3.6.1.2.2. Mode opératoire :

L’activité antioxidante a ¢été mesurée par la méthode de DPPH (2,2-Diphenyl 1-
picrylhydrazyl) selon le Protocol décrit par Sanchez-Moreno et coll., (1998). 50 ul de
chaque solution des extraits testés a différentes concentrations (de 0,03125 a 1 mg/ml) ont
été ajoutés a 1950 pl de solution méthanolique du DPPH (0,025g/l) fraichement préparée,

Aprés agitation par un vortex.

Le contrdle négatif contient uniquement la solution de DPPH et le contrble positif ou
antioxydant standard « la vitamine C ou I’acideascorbique »a été préparé selon la méme
méthode, les échantillons et les témoins ont été incubés dans les mémes conditions et
I’absorbance a été¢ mesurée aprés 30 min a 515nm contre un blanc contenant du méthanol

absolu seulement, pour chague concentration le test est répété 3 fois.
1.3.6.1.2.3. Expression des résultats :
- Calcul des pourcentages d'inhibition :

Les valeurs obtenues sont transformées ensuite en pourcentages d’inhibition en utilisant la

formule suivante :

I % =100 x (A témoin — A test) / A
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Avec :
A témoin : est ’absorbance du témoin (contenant tous les réactifs sans le produit a tester)
A test : est I’absorbance du test.

Le graphique de la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration

des extraits permet de déterminer les valeurs 1C50.

- Calcul des IC50 et de I'activité antiradicalaire (Scavengingactivity) :
L’IC50 ou concentration inhibitrice de 50 % (aussi appelée EC50 pour Efficient
concentration of 50%), est la concentration de I'échantillon testé nécessaire pour réduire
50% de radical DPPH. Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions linéaires
ou logarithmiques des pourcentages d'inhibition en fonction de différentes concentrations
de chacun des extraits testés (Bertoncelj et al., 200 ; Marxen et al., 200 ; Scherer et al.,
2009 ; Fabri et a.l, 2009). Ainsi, l'activité antiradicalaire (Aar) est déterminée en calculant

I'inverse des valeurs des IC50 (Maisuthisakul et al., 2007) selon la formule suivante :

A ar=1/1C50

1.3.6.2. Activité antifongique :
-Technique de contact direct
-Principe

Afin d’évaluer l’activité antifongique, nous avons adopté la méthode de contact direct,
décrite par Singh et al., (2008) ou les diametres de la zone de croissance du mycélium sont

mesureés.
Mise en ceuvre pratique

Les extraits méthanoliques des deux especes etudiees sont préparés par solubilisation de 5,
10, 15 et 20 mg dans 500 microlitres de méthanol.

Des concentrations finales de 0,5, 1, 1,5, et 2 mg/ml pour ces extraits méthanoliques sont
obtenues par addition de 0,5 ml de solution préalablement préparée dans un tube contenant

9,5 ml du milieu PDA a une température comprise entre 45 et 50C°.

Aprés homogénéisation a I’aide d’un vortex, le contenu des tubes est coulé dans des boites

de pétri. On laisse sécher les boites pendant 15 a 20 min.

66



Une boite de pétrie contenant 10 ml de milieux PDA sans extrait méthanolique est utilisée

comme controle négatif.

Deux boite de pétri avec 10ml de milieu PDA, I'une contenanantifongiquetpropineb
(1,59mg /boite de pétrie) et I’autre vapcotop (2mg/ml/boite de pétri) sont utilisées comme

controles positifs.

L’inoculationa été effectuée par le dépot au centre de la boite d’un disque mycélien

d’environ 9mm de diamétre, coupé de la périphérie de pré- culture de 5 jours.

Toutes les boites de pétrie sont scellées avec du para filme stérile puis incubées a 28C°

Pendant 9 jours.
- Expression des résultats :

L'efficacité du traitement est évaluée quotidiennement pendant neuf jours en mesurant la

moyenne des deux diameétres perpendiculaires de chaque colonie.

Le pourcentage d'inhibition de la croissance des champignons testés, par rapport au
témoin, est calculé au 9éme jour, en utilisant la formule suivante (Albuquerque et al.,
2006) Pourcentage d'inhibition mycélienne = [(dc-dt)/dc] x100

Ou
dc : le diamétre de la croissance mycélienne du contréle négatif,

dt: le diamétre de la croissance mycélienne en présence du traitement a 1’extrait

méthanolique.

Tous les tests sont effectués en triplicata.
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Chapitre 11

Résultats et Discussion

I11.1. Rendements en extraits bruts

Les résultats obtenus montrent que les extraits méthanoliques et aqueux de 1’Eucalyptus
blakelyi présentent les rendements respectives de 10.12 et 15.85%, tandis que pour
Eucalyptus cladocalyx, les rendements enregistrés étaient de I’ordre de 11 et 19%. Au
sein de la méme espéce, le rendement obtenu de I’extrait aqueux est beaucoup plus

meilleur que I’extrait méthanolique (Figure 2.1).

La différence observée de rendement entre les extraits méthanoliques et aqueux pourrait
s’expliquer par le fait que I’eau est un solvant polaire, capable d’extraire énormément de

molécules.

Les extraits méthanolique et aqueux des Eucalyptus ont fait objet de quelques études dont
les valeurs de rendement étaient plus faibles comparativement a celles trouvées dans le
présent travail. Une étude effectuée sur Eucalyptus saligna ou Gaston et al. (2014) ont
montré un rendement de 9.29% pour I’extrait méthanolique. Autre étude faite par Shayoub
et al. (2015) a révelé que le rendement en extrait aqueux pour Eucalyptus camaldulensis
est de I’ordre de 6.54%.

D’une maniére générale, les teneurs en extraits bruts varient non seulement d’une plante a
une autre mais également en fonction des parameétres de 1’extraction, le solvant utilisé, la

taille des particules et le coefficient de diffusion de solvant.

Lee et al. (2003) ont mentionné que la méthode et les conditions dans lesquelles
I’extraction a été effectuée, influencent le rendement des extraits. Ainsi la méthode de
macération sous agitation réalisée dans la présente étude permet d’accélérer le processus
d’extraction et de minimiser le temps de contact du solvant avec I’extrait tout en préservant
la bio activité de ses constituants. De méme le déroulement de cette extraction a
température ambiante ainsi que I’épuisement du solvant a pression réduite permet
d’extraire le maximum des composés et de prévenir leur dénaturation ou modification

probable due aux températures €levées utilisées dans d’autres méthodes d’extraction.
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Figure 2.1: Rendements des extraits méthanolique et aqueux d’Eucalyptus blakelyi et

Eucalyptus cladocalyx
11.2. Tests biochimiques préliminaires

Le criblage phytochimique des extraits reconstitués a partir de la poudre des Eucalyptus
blakelyiet Eucalyptus cladocalyx a permis de mettre en évidence la présence de métabolites
secondaires au niveau des tissus végétaux de ces espéces. La détection de ces composés
chimiques est basée sur des essais de solubilité des constituants, des réactions de
précipitation et de turbidité, un examen sous la lumiére ultraviolette ou un changement de

couleur.

Les résultats de I’analyse phytochimique préliminaire des extraits des deux espéces sont
groupés dans le tableau 2.1. Il est a signaler que les sucres réducteurs, les quinones libres et
les anthraquinones se présentent abondamment dans les extraits méthanoliques et aqueux
des deux especes etudiées Eucalyptus cladocalyx et Eucalyptus blakelyi. En effet, les
extraits méthanoliques des deux espéces sont fortement riches en d’autres métabolites
secondaires tels que: les saponines, les flavonoides, les coumarines et les tanins et
moyennement riches en alcaloides, cependant les extrait aqueux des deux especes sont
moyennement riches en flavonoides, coumarines et en tanins et dépourvus en saponines et
en alcaloides. Tous les extraits sont aussi caractérisés par leur appauvrissement en stérols,

en poly terpénes et en protéines.

Des travaux antérieurs similaires ont été réalisés sur les tests phytochimiques. Une étude

réalisée par Shagal et al. (2012) a montré 1’absence des saponines et des alcaloides dans
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I’extrait aqueux des feuilles d’E camaldulensis. Sani et al. (2014) ont signalé la présence
des anthraquinones en quantit¢ importante sur [’extrait aqueux des feuilles d° E
camaldulensis. TeklitAmabye et al. (2016) confirment la présence des tanins dans I’extrait

aqueux de I’E globulus.

Tableau 2.1: Résultats du screening phytochimique des extraits d’E blakelyiet E

cladocalyx

Eucalyptus cladocalyx Eucalyptus blakelyi
Composés chimiques Extrait Extrait Extrait Extrait

agueux méthanolique agueux méthanolique

Les stérols et les poly
terpénes ) ) ) )
Les saponines - ++ - 4+
Les flavonoides + ++ + +++
Les coumarines + ++ + ++
Les tanins + ++ + ++
Les protéines - - - -
Les alcaloides - + - +
Les sucres réducteurs ++ +++ ++ 4+
Les quinones libres ++ ++ ++ ++
Les anthraquinones +++ +++ +++ +++

Le signe + traduit la présence du groupe de composés chimiques, les signes ++ et +++
indiquent la présence du métabolite en quantité supérieure et le signe — montre 1’absence

du groupe de composés.

Des différences ont été démontrées en comparaison avec des études antérieures, en effet,
des tests phytochimiques faits par Aleruchi et al. (2016) sur 1’extrait méthanolique des
feuilles d’E camaldulensisrévelent 1’absence des alcaloides et des anthraquinones. Ces
deux composés ont eté détectés dans les deux espéces étudiées. Ces différences

enregistrées dans les extraits sont probablement liées a 1’espece.
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A T’issue de cette analyse phytochimique, on peut conclure que 1’extrait méthanolique est
plus riche en métabolites secondaires en quantité et en qualité par rapport a 1’extrait aqueux

pour les deux especes étudiées.

La présence de ces métabolites secondaires au niveau de deux espéces étudiées justifie leur

utilisation dans la médecine traditionnelle par la population locale.
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Conclusion

Un grand nombre de plantes aromatiques contiennent des composés chimiques ayant des
propriétés antioxydantes et antimicrobiennes. Plusieurs travaux de recherche ont été
focalisés sur les extraits des plantes aromatiques. Les différents résultats publiés indiquent
qu’elles sont douées de plusieurs propriétés biologiques. Cependant, les travaux de
recherche sur les propriétés antioxydantes et antimicrobiennes de certaines plantes sont
rares. Par conséquent, I'évaluation de telles propriétés demeure une tache intéressante et
utile, en particulier pour trouver de nouvelles sources d’agent antioxydant et antimicrobien

naturel.

Le travail que nous avons entrepris a pour but de valoriser les ressources végétales, ainsi
que de trouver de nouveaux produits naturels qui peuvent substituer les produits chimiques

utilisés pour le traitement de diverses maladies.

Les espéces végetales étudiées appartenant a la famille des Myrtacées : Eucalyptus blakelyi
et Eucalyptus cladocalyx. Le choix de ces plantes a été basé sur la rareté des études sur

leurs extraits.

La préparation des extraits aqueux et méthanolique de deux plantes a été réalisée par
macération. Les résultats obtenus montrent qu’au sein de la méme espece, Le rendement de

I’extrait aqueux est beaucoup plus meilleur que celui de I’ extrait méthanolique.

Les résultats du screening phytochimique indiquent que les sucres réducteurs, les quinones
libres et les anthraquinones se présentent abondamment dans les extraits méthanoliques et
aqueux des deux espéces étudiées. En effet, les extraits méthanoliques sont fortement
riches en d’autres métabolites secondaires tels que : les saponines, les flavonoides, les
coumarines et les tanins et moyennement riches en alcaloides, cependant les extrait aqueux
sont moyennement riches en flavonoides, coumarines et entanins et dépourvus en
saponines et en alcaloides. Tous les extraits sont caractérisés par leur appauvrissement en

stérols, en poly terpénes et en protéines.

La présence de ces métabolites secondaires au niveau de deux espéces etudiées justifie leur

utilisation dans la médecine traditionnelle par la population locale.
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Par ailleurs, ces résultats qui restent préliminaires, devront étre confirmés et approfondies
par des essais en plein champ et par des études de fractionnement ciblant 1’indentification

et le profilage des substances responsables de 1’activité anti-oxidante et anti-microbien.
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