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Résumé

Le genre Eucalyptus est une plante médicinale appartenant a la famille des Myrtaceae.
L'Eucalyptus est d'origine Australienne, mais il est trés répandu en Algérie et bien connu
pour ses propriétés médicinales. Dans notre étude, nous avons choisi deux especes de cette
plante soit Eucalyptus Blakelyi Maiden et Eucalyptus Cladocalyx Mueller, pour cela des
extraits méthanolique et acétonique ont été préparés par macération dans le méthanol et
I'acétone, le rendement obtenu est de 11,55 et 3,42 %, respectivement pour I'Eucalyptus
Blakelyi, et de 25,17 % et 12,69 % pour I'Eucalyptus Cladocalyx.

Les métabolites secondaires ont éte détectés dans les extraits méthanolique et acétonique
des deux espéces par screening phytochimique des composés chimiques tels que:
saponines, flavonoides, tanins, alcaloides et coumarines, cette étude a révélé la présence

des substances mentionnées dans les deux extraits de I'E. Blakelyi et E. Cladocalyx.

L'activitée antibactérienne des extraits méthanolique et acétonique a été testée sur six
souches bactériennes pathogénes qui sont Escherichia coli isolée, E. coli ATCC, Klebseilla
pneumoniae, k.oxytoca, Enterobacter aerogenes et Citrobacter freundii par diffusion sur
disque, les bactéries C. freundii et E.aerogenes étaient les plus sensibles aux extraits
méthanolique et acétonique d'Eucalyptus Cladocalyx tandis que ceux de I'Eucalyptus

Blakelyi ont été tres efficaces contre K. pneumoniae et E. coliATCC25922.

L'activité antioxydant testée par la méthode de piégeage des radicaux libres DPPH a révélé
un bon effet des extraits étudiés de I'E.Blakelyi et E.Cladocalyx avec des pourcentages
d’inhibition de I’ordre de 31,5% et 46,66 % respectivement a une concentration de
500ug/ml.

Mots clés : Eucalyptus Blakelyi, Eucalyptus Cladocalyx, Extrait méthanolique, Extrait

acetonique, Screening phytochimique, Activité antibactérienne, Activité antioxydante.
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Abstract

Eucalyptus is a medicinal plant belonging to the genus Myrtaceae .Eucalyptus is of
Australian origin, but it is very widespread in Algeria and is well known for its medicinal
properties. In our study, we chose two types of this plant Eucalyptus blakelyi et Eucalyptus
cladocalyx, where two different extracts were prepared by Soaking using two solutions:
methanol and acetone as the yield of these extracts is 11.55% and 3.42%respectivelyfor
Eucalyptus blakelyi and 25.17% and 12.69% for Eucalyptus cladocalyx.

The secondary metabolites present in these extracts were detected by phytochemical
examination such as saponins, flavonoids, tannins, alkaloids and coumarins, where this
study proved the presence of the mentioned substances in large quantities in the methanolic

extract and the acetone extract in both species.

The antimicrobial activity of these extracts was tested on six pathogenic microbial strains:
Escherichia coli isolated, Escherichia coli ATCC, Kklebseilla pneumoniae, k.oxytoca,
Enterococcus aerogenes, Citrobacter freundii by disc diffusion on solid medium (Miller
Hinton), Whereas, C. feundii and E. aerogenes were the most sensitive to the methanolic
and acetone extracts of Eucalyptus cladocalyx, and they had the greatest effect on K.

pneumoniaeand E.coli ATCC25922 for Eucalyptus blakelyi

We also studied the antioxidant activity by using the DPPH free radical scavenging method
for the acetone extract of both E. Blakelyi and E. Cladocalyx species, the latter having the
greatest effect at a value of 46,66 %. 31,85 % for the other type.

Key words:

Eucalyptus blakelyi, Eucalyptus cladocalyx, methanol extract, Acetone extract,

phytochemical assay, Antimicrobial activity, Antioxidant activity. DPPH.



Table des matiéres

Remerciements

Dédicaces
Résumé
UA.LLQ

Summary
Liste des Tableaux
Liste des figures
Liste des abréviations
INtrOdUCTION GENBIAIE .....oviiiceie e e 01
Chapitre | : Revue bibliographique

Présentation générale du genre d’Eucalyptus.
0 1 0 o[ USRS 02
1.1.2.Description botaniqUe ..........c.vveiieiieiie e ie e e e e e e 03
1.1.3.Description MmOrphologiqUE ......ccoveiiiiiiiieiee e 04
1.1.4.Synonyme et NOMENCIAtUIE .........coiniiiii e, 06
1.1.5.0rigine et répartition géographique ............cccoiiiiiiiiiiiiiiiicee e ene 0006
1.1.6.ClasSIfICatioN .........cuiie it e et e e e ene e aenn .00
1.1.7.Composition chimique d’Eucalyptus ..........coooiiii i e e, 07
1.1.8.Propreté therapeutiQUE ........c.ouuiriiri i et e e e e e 07
LLO.CURUIES ... e et e e e 08

1.1.10.Les métabolites secondaires des plantes .............cooeeviiiiiii i ineenne....08



1.1.10.1.Les composées polyphénols ............ccoovvviiviiiiii i enn.09
1.1.10.2.les terpenoides et les StEroides ..........coovevveeiiiiineiin i ciieneen 0 13
1.1.10.3.LeS AlCAIOTAES. ..ottt e s 13
I.2.Etude des eSPECES CROISIES ... ...itie ettt et e e e e e e ee e e aenaes 14
I.2.1.Eucalyptus Blakelyi...........cooeiiiii i e 14
000 O 1 To T T= 0o [ 40 4 SRR PRORRPRR 14

1.2.1.2.Description BOtaNIQUE .......o. i e e e e e 15
1.2.1.3.Répartition géographigUe .........ccccereeiererieienie et 16
2 B I 7 o T= o (o TS o =T P 1
1.2.2.Eucalyptus CladoCalyX ..........oouurieriiiii e e e e 17

[ @ 1 To g L= o [ ] o PPN Y 4
1.2.2.2.DeSCription DOTANIGUE ........covieiiiiiie i e 17
1.2.2.3.Répartition géographigUE .........ccccuerieierierieiieiesene st st 18
1.2.2.4.1.°USAQE A€ I"ESPECE .vevveeeiieetie ettt sttt sttt sr e sb e ene e 19
1.3. Iactivité antimicrobienne et antioxydante.............c.cocoviie i, 19

1.3.1.activité antimiCrobIenne ..o e 19
1.3.1.1.les agents antimiCrobiens ..........ccooeieiiiiii i e e e e e 19

1.3.1.2. MECANISIMES A ACTION ... ..t ee ettt ettt e e e e e e eeeeaeeeas 19
1.3.1.3. les AntiDIOtIQUES ... e 20
1.3.1.4 ANtiDIOrESIStANCE . .ne et e e 002

1.3.1.5. les souches bactériennes SElectionnées ........cooeeeee i, 21
1.3.2.aCtIVItE aNtIOXYUANTE ... ..ttt e et e et e e 22

1.3.2.0.GENEIalIte ...t e e a0 22
1.3.2.2.Le Stress OXYdatif .........oiiiiiii i e 22
1.3.2.2.1.Dérivés réactifs de I’oxygeéne et radicaux libres ...............ccooveiiiiinn 23
1.3.2.2.2.Les réactions d’OXYdation ...........oueriis e et e e ae e 23
A- Le superoxXyde (O2-) .ouuviei it 240
B- Le Perhydroxyle (HO2-) ... e 24



C- L’HydroxXyIe(OH) ..v e e e e e e e e e

D- Le peroxyle (RO2) ... e e e e e e

1.3.2.2.3.Notre défense contre le stress oxydatif : les antioxydants ...................
1.3.2.2.3.1.1es antioXydants EXOQENES ... ...cuuiriieie e ietiee e e e e e ae e enns

VIEAMINE € oot e e e e e e e e e e e

VIEAMINE B oo e e e e e e e e e e

LeS POIYPNENOIS ..o

DELA- CAIOIENE ... e e e e e

1.3.2.2.3.2.Les antioxydants endOgeNneS ..........evvveeriiiriieine e,

le superoxyde dismutase SOD .........oieiiiiiiiii i e e

CALAIASE ... 26

Glutathion peroXydase GPX .........ciiiiiniiiiieiie e e s

Chapitre 11 : Matériels et méthodes
HLLIMAEErIEl .. e e
I1.1.1.Matériel DIOIOGIQUE ......oooverieieie e e

IL1.1.2.Matériel VEGALal .......coov e e e 28

HLL L1 LI RECOIE et e e e e e e e e e e e
I L L L 2, BrOYAQE oottt e e e e e e e ————
11.1.1.2.Matériel microbiologique ..........ccoviiiiiiii e
11.1.2.Matériel non biologique ........ooviii i

I1.2.Préparation des exXtraits ...........ccooiiiiiri i e e e e e e e

11.2.1.M0de OPEratoire ........oeniii et e e e e e e e
I I I V=T o Lo = o] RPN
I.3.Calcul du rendement .........cooiiiiiiii e e e

11.4.Screening phytoChIMIQUES. .. ....vue i e e e e e e,

11.4.1.Screening phytochimiques des extraits .............ccoovvviiiiiiiiiin i

.29

.30

.30

.30

32

.32

33

33



11.4.1.1.1dentification des alcaloides................co i 033
11.4.1.2.1dentification des flavonoides.............ccooeviiiii o33
11.4.1.3.1dentification des tannins ..........coooiiiiiiiiiii e e 33
11.4.1.4.1dentification des SAPONINES .........evviiiiiiii i e e eennn 34
11.4.1.5.1dentification des COUMArinesS..........coovi i v veien e 34
11.4.1.6.1dentification des stérols et polyterpenes ..........cocveviiviiiiiieinieiiias 34
11.4.1.7.1dentification des Protéines ..........couveiieiiiiiie e e e 35
11.4.2.screening de 12 POUAIe .......coiniiei i e e 3D
11.4.2.1.1dentification des tanins ..........c.uveiieiit et e 35
11.4.2.2.1dentification des SAPONINES .........uveiieiieiie e 3D
11.4.2.3.1dentification des anthoCyanes .............coceiiii it i, 30
11.4.2.4.1dentification des leuco-anthocyanes ...............ccoiiiiiiiciiiie i, 36
11.4.2.5.1dentification des flavonoides ............coooi i 36
11.4.2.6.1dentification des alcaloides .............cooov i 30
I1.5.L7activité antiDaCteriEnNne ..........cccoveieviiie i 37
11.5.1.Iactivité antibactérienne selon la méthode de diffusion par disque .......... 37

11.5.2.1eS SOUChES DACLEIIENNES ...\ \eet et e e e e e 37
11.5.3.Préparation des milieux de culture ..............ccoo i, 39
11.5.4.Préparation des dilutions des extraits ..................ccocevieiieieeinnens .40

15,5, ArOmatogramIMIe ...t et e e e e e e e e e e e e e 40

11.5.5.1.Préparation des diSQUES ..........coveriiiiieiieieceiieiiiieiieiienieeeneennan 40
11.5.5.2.Expression des résultats ............ccooiiii i, 42

I1.6.Activités antioxXydants ............coooii i e 2



11.6.1.Estimation du pouvoir anti-radicalaire par la méthode au DPPH ............ 42
@) PIINCIPE ..e ettt e e e e e A2
o)\ [o T (X0 1= - (0] | - 43

11.6.Analyses StatiStIQUES ..........vvuveiieiie e e e A4

Chapitre 111 : Résultats et discussion
HELLRESUIALS ..ov e e e e e e e e e e e aeneeen 22 4D
I11.1.1.Extraction des compos&s actifs ..........oeveiviiiieiie i e e, 45
111.1.2. Résultats des tests phytochimiques ..........coeviiiiiiiii i, 46
I1.1.3. Activité antibacterienne ...........cooviiiii i e, 50
H1L1.4.Activité antioXydante ..........cccooiiiiiiiii e 56
IT1.2.0ISCUSSION ..vvt ettt e e e e e e e e e et e et et r e e eeeaeeeeeeaenen D8

Conclusion
Référence
Annexel

Annexe 2



Liste des tableaux

N° Titre Page
Tableau 01 | Classification de I’Eucalyptus. 07
Tableau 02 | Classification botanique de I’Eucalyptus blakelyi . 15
Tableau 03 | Classification botanique de I’Eucalyptus Cladocalyx. 18
Tableau 04 | Les souches bactériennes utilisées. 32
Tableau 05 | La sensibilité et la résistance des souches bactériennes 45
selon les diamétres d’inhibition.

Tableau 06 | Rendement d’extraction en (%) des différents extraits. 50

Tableau 07 | Résultats du screening phytochimique des extraits. 51

Tableau 08 | Résultats du screening phytochimique de la poudre. 52

Tableau 09 | Activité antibactérienne des extraits méthanoliques de | 55
I’E. Blakelyi.

Tableau 10 | Activité antibactérienne des extraits acétoniques de I'E. | 55
Blakelyi.

Tableau 11 | Activité antibactérienne des extraits méthanoliques de | 55
I’E.Cladocalyx.

Tableau 12 | Activité antibactérienne des extraits acétoniques de | 56
I’E.Cladocalyx.

Tableau 13 | Activité antioxydante des extraits acétonique d’E
Blakelyi, E. cladocalyx.et I’acide ascorbique. 61




Liste des figures

N° Titre Page
Figure 01 | Feuilles, fleurs, fruits et graines d’Eucalyptus. 04
Figure 02 | Eucalyptus. 06
Figure 03 | Structure chimique d’HE 1,8-cinéole et globulol. 08
Figure 04 | Acide benzoique. (Pawlowska et al. 2006). 10
Figure 05 | Acide cinnamique. 11
Figure 06 | Structure de base des flavonoides. 12
Figure 07 | L’arbre adulte et les feuilles de I’Eucalyptus Blakelyi. 16
Figure 08 | I’arbre adulte et les feuilles de I’Eucalyptus Cladocalyx. 19
Figure 09 | Schéma général des différentes étapes du travail. 29
Figure 10 | Broyage des feuilles des plantes séchées (Eucalyptus). 31
Figure 11 | Diagramme montrant la préparation des extraits acétoniques | 33

et méthanoliques de I’Eucalyptus Blakelyi et I’Eucalyptus
Cladocalyx.
Figure 12 | Evaporateur rotatif. 34
Figure 13 | Revivification des souches bactériennes. 40
Figure 14 | Ensemencement des suspensions microbiennes dans les | 40
milieux géloseés.
Figure 15 | préparation des suspensions bactériennes dans de I'eau | 41
physiologique.
Figure 16 | Solidification des boites. 42
Figure 17 | Ensemencement des suspensions bactériennes dans des | 42
boites gélosée.
Figure 18 | Schéma montrant la préparation des dilutions des extraits. 43
Figure 19 | Préparation des disques pour I’aromatogramme. 44
Figure 20 | Dépdt des disques dans les boites de pétries. 45
Figure 21 | Présentation chimique d’une réaction du DPPH par un | 46

antioxydant.




Figure 22 | Les étapes de l'estimation des concentrations inhibitrices | 47
(IC50) du pouvoir antiradicalaire Par la méthode au DPPH.

Figure 23 | Aspect des extraits méthanoliques et acétoniques de | 49
I’Eucalyptus  Blakelyi et I’Eucalyptus  Cladocalyx
respectivement.

Figure 24 | Résultats du screening d’extrait méthanolique de | 53
I’Eucalyptus Blakelyi et I’Eucalyptus Cladocalyx.

Figure 25 | Résultats du screening d’extrait acétonique d’Eucalyptus | 53
Blakelyi et I’Eucalyptus Cladocalyx.

Figure 26 | Résultats des tests phytochimiques de la poudre Eucalyptus | 54
Blakelyi et d’Eucalyptus Cladocalyx.

Figure 27 | Histogramme représente I’Effet de [l'interaction souche- | 58
concentration des extraits méthanoliques de I’E. Blakelyi.

Figure 28 | Histogramme represente I’Effet de I'interaction souche- 58
concentration des extraits méthanoliques de I’E. Cladocalyx.

Figure 29 | Histogramme representant I’effet de I'interaction souche- 60
concentration des extraits acétoniques de I’E. Blakelyi.

Figure 30 | Histogramme representant I’effet de I'interaction souche- 60
concentration des extraits acétoniques de I’E. Cladocalyx.

Figure 31 | Activité antioxydante de I’Eucalyptus Blakelyi, I’Eucalyptus | 62

Cladocalyx et I’acide ascorbique.




Liste des abréviations
G : gramme
H : Heure
Cm : centimetre
M : métre
Min : minute
ml : millilitre
pm : micrometre
Nm : nanometre
% : pourcentage
V/V : Volume par volume
INRF : Institut National de la Recherche Forestiére
| : I'iode
Kl : I’iode de potassium
H,SO, : Acide sulfurique
HCI : Acide chlorhydrique
MH : Muller-Hinton
MeOH : méthanol
NaOH : hydroxyde de sodium

NH4OH : ammoniaque



FeCls : Chlorure ferrique

C4H : Cinnamate 4-hydroxylase

CH,0 : formol

CuSO, : sulfate de cuivre

ATCC : American type culture collection
ATB : Antibiotique

DMSO : Diméthyle sulfoxyde

D : Diametre

DO : Densité Optique.

DPPH : 2,2-diphényl-2-picrylhydrazyl
Sp:espéce

SM: solution mére

CNM: Corynobacterium, Nocardia, Mycobacterium
02- : Radicale superoxyde

HO- : perhydroxyle

RO2:peroxyde

H,0,: eau oxygénée

H+: proton

O,:I’oxygéne

PH : potentiel hydrogéne

SOD : superoxyde dismutase



CAT : catalase

GPx : glutathion peroxydase

ROS : espéce réactive de I’oxygene

LDL : lipoprotéine Law densité

ERO : espéce réactive de I’oxygéne

NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit
GSH : glutathion réduit

GSSG : glutathion oxydé

C° : Degré Celsius

X1Xe : 19 eme siécle

C : Carbonne



INTRODUCTION




Introduction

Il est connu que I’homme depuis I’antiquité utilise les plantes comme une source
de nourriture, mais avec I’apparition des maladies infectieuses qui sont causées par des
microbes, I’homme a trouvé des nouvelles méthodes naturelles du traitement a base des

plantes, ou ces derniéres gagnent un nouvel nom, les plantes médicinale.

Les plantes médicinales sont toute plantes qui a été séchée ou traitée selon des
méthodes, et employée dans la préparation des médicaments (Thurzova, 1978).

Aujourd’hui, les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour
I’lhumanité. Elles sont des usines chimiques naturelles, produisent des substances

actives biochimiques : tanins, flavonoides, coumarines... (Schauenberg et Paris, 1997).

L’usage thérapeutique des plantes médicinales est tres présent dans certains pays du
monde, malgré le progrés de la pharmacologie (Tabuti, et Dhillion, 2003).

Parmi ces plantes médicinales, I’Eucalyptus qui est une plante existe avec vaste espace
en Algérie méme en tout le monde. Il présente de nombreuses vertus. Expectorant pour
traiter les bronchites, la toux, les pneumonies, antiseptique permet de soulager les
personnes fiévreuses et traiter I’état grippal, astringent et antispasmodique avec une
action stomachique sur les inflammations des muqueuses de I’appareil digestif et de

I’intestin ; tres bon reméde contre la dyspepsie atonique (Dr Jesus Cardenas, 2017).

Eucalyptus Blakelyi et Eucalyptus Cladocalyx sont des espéces différentes. Notre
étude est basée sur la recherche sur les substances bioactives, I’étude de I’efficacité
bactéricide de ces deux espéces par méthode des disques de diffusion sur six différentes
souches bactériennes pathogénes, qui s’effectue sur extraits a base des feuilles de ces et
I’étude de leur activité antioxydante en utilisant la technique de piégeage du radical
(DPPH), ces deférents testes s’effectuent sur quatre extraits & base des feuilles de ces
deux plantes, deux extraits pour chagque espéce un extrait méthanolique et un extrait

acéetonique.
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Présentation générale du genre d’Eucalyptus
1.1.1.Historique :

Le genre Eucalyptus est originaire de Tasmanie en Australie. Il fait partie de la famille
Des Myrtacées, son nom a pour origine les mots grecs: eu «bien» et kaluptos
«couvert».Il fut décrit et baptisé en 1788 par le botaniste frangais I'HERITIER, aprés
qu'il eut examiné des échantillons d'Eucalyptus obliqua, parmi les plantes Australiennes
récoltées Par NELSON, dix-neuf espéces d'Eucalyptus avaient été nommées en 1800 et
28 en 1820 (Bigendako, 2004).

En 1840, 71 espéces d'Eucalyptus avaient recu des noms et 149 en 1890. Depuis lors,
des savants botanistes se sont succedés dans la description des especes d’Eucalyptus et
W. F. BLAKELY, assistant de MAIDEN, décrivait 500 espéces dont 138 variétés
en1938 (Bigendako, 2004).

Le nombre d’espéces d’Eucalyptus introduites dans différents pays est supérieur al150,
moins d’une trentaine sont exploitées de fagon significative en plantation et quatre
espéces (E.camaldulensis, E. globulus, E. tereticornis et E.grandis) occupaient, a la fin
Des années quatre-vingts, plus de la moitié des surfaces plantées (Eldridge et al, 1993).
Son introduction en Algérie fut par les frangais en 1860. L’ espece pionniere semble étre
I’E.camaldulensis, mais d’autres espéces furent introduites dans des placettes d’essais
notamment a Reghaia, Bouchaoui et El-Alia dans la région d’Alger. Cette zone
d’introduction a été tellement favorable qu’on a assisté a des croisements naturels qui
ont donné des hybrides dont I’Eucalyptus algériensis. Dans les années 40 et 50, les
Eucalyptus furent introduits dans 18 arboretums couvrant les étages bioclimatiques
humides et semi-arides. Dans ce cadre pas moins de 130 especes ont été plantées sur le
Territoire national. Pendant les années 60 a 70, les reboisements a base d’Eucalyptus
ont Concerné notamment I’Est (El-Kala, Annaba, Skikda), le centre (Tizi-Ouzou,
Bainem) et I’Ouest (Mostaganem) et ceci afin de répondre aux besoins nationaux en

produits Ligneux et papetiers (INF, 1996).
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1.1.2.Description botanique :

L’Eucalyptus est un trés bel arbre de 30 a 35 m, jusqu’a 100 m (Traore et al. 2013).
Leur tronc comprend une écorce a la base foncée, rugueuse, en hauteur, lisse, grisatre et
porte des rameaux dressés ( Serventyv. 1968).

1.1.2.1. Feuilles :

Les Eucalyptus portent des feuilles persistantes, glabres mais différentes en fonction de
I’a4ge des rameaux :

-Les jeunes rameaux possédent des feuilles larges, courtes, bleu-blanc, avec un vrai
limbe nervuré (vignette).

-Les rameaux plus agés possedent des feuilles aromatiques, épaisses, vert fonce,
courtement pétiolées. (Serventyv. 1968).

1.1.2.2. Fleurs :

Les fleurs sont trés variées. Elles ont de couleur blanc créme, solitaires, relativement

larges. La base des sépales adhére a I’ovaire infére, le calice et la corolle sont soudés, sa

Paroi renferme des poches d’essence aromatique. (Serventyv. 1968).

1.1.2.3. Fruits :

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

1.1.2.4. Les racines :

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

glucidiques comme I’amidon (Serventyv, 1968).
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Figure.01 : Feuilles, fleurs, fruits et graines d’Eucalyptus (Serventyv. 1968).

1.1.3.Description morphologique :

L’Eucalyptus est un bel arbre de croissance rapide qui peut atteindre a I’age adulte 30a
35 m de hauteur dans les régions Méditerranéennes (Ait. Youssef, 2006) et jusqu’a 100
m dans Le milieu naturel (Australie et Tasmanie) (Ghedira et al. 2008).

Le tronc est lisse et cendré, recouvert d’une écorce qui s’exfolie en long lambeaux
(Ghedira et al. 2008). Il posséde également des anfractuosités contenant une gomme
dite «Kito » dont la couleur varie du rouge sang au rouge sombre (Ait Youssef, 2006).
Les feuilles sont persistantes et polymorphes selon I’age du rameau. Les Rameaux
jeunes possedent des feuilles larges courtes, opposées, sessiles et disposées
horizontalement sur les rameaux (Baba Aissa, 1999 ; Ghedira et al. 2008). Elles
mesurent 10a 15cm de long et 4 a 8 cm de large avec un limbe entier qui renferme des
nodules sécréteurs visibles par transparence (Ait Youssef, 2006). Les feuilles adultes
sont aromatiques falciformes de 12 a 30 cm de long et 2 a 5 cm de large, étroites,
pointues, épaisses, vert-foncé courtement pétiolées, alternes et pendantes (Ghedira et
al. 2008 ; Wichtl et Anton, 2003). Ces feuilles commencent a apparaitre lorsque le
jeune plant atteint 1,80 a 2,50 m de hauteur, mais elles peuvent encore persister a des
hauteurs plus importantes (Ghedira et al. 2008). Leur limbe est entier a faces
semblables, il présente également des lenticelles (poches sécrétrices des huiles
essentielles) de couleur brune plus en moins foncée (Ait Youssef, 2006 ; Wichtl et
Anton, 2003). La fleur est un gros bouton floral qui prend naissance a I’aisselle de la
feuille, solitaire, de couleur bleu-blanc (Ghedira et al. 2008), elle ressemble
schématiquement une sorte de bofte s’ouvrant par un couvercle, ayant la forme d’une

urne quadrangulaire dont les arétes saillantes correspondent aux quatre sépales. Cette
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urne a quatre pans, de nature ligneuse, mesure 1 a 1,5 cm de long et a un sommet coiffé
d’un couvercle déhiscent formé parles 4 pétales soudés (Ait Youssef, 2006). Ce
couvercle se souléve a la floraison laissant apparaitre de nombreuses étamines a long
filets blanchatres disposés en bouquets, et se détache a la maturité de la fleur (Baba
Aissa, 1999 ; Wichtl et Anton, 2003). Le fruit est une capsule ligneuse dure et
anguleuse, en forme de pyramide Quadrangulaire renversée (Ait Youssef, 2006),
prenant une teinte marronne & maturité et S’ouvrant légérement par trois, quatre a cing
fentes (qui dessinent une étoile & son sommet) pour libérer de nombreuses graines
sombres (Ghedira et al. 2008).Le systeme racinaire comprend deux parties :

* Un pivot central important s’enfongant jusqu’a 2,20 m et mesurant, a 80 cm
deprofondeur, 35 cm de diametre. A partir de ce niveau, il se divise en 6 grosses
racinesayant de 6 a 12 cm de diamétre chacune, descendant parallelement (Giordano,
1968), signale, en sols sableux, et dans le cas d’Eucalyptus des pivots atteignant 4 m de
profondeur.

* Une grande concentration de racines & la base du tronc d’ou partent 8 racines latérales.
Dans les 40 premiers centimétres du sol, se trouve un réseau latéral dense avec un
maximum de racines en surface. Certaines atteignent plus de 3 m de longueur ; il y a de
véritables enchevétrements avec celles des arbres voisins, mais aucune greffe n’a été
constatée. (Bisset et Shaw, 1954 ; Jacob, 1955).

Figure.02 : Eucalyptus sp (Balmey et Wilson, 2000 ; Deysson, 1979).
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1.1.4.Synonyme et Nomenclature :
e Synonymes : Gommier bleu, Eucalyptus globuleux, Arbre de fiévre, Eucalyptus
officinal.(Serventy, 1968).
e Nomenclature :
Arabe :uslS
Francais : Eucalyptus
Anglais : Eucalyptus, oil of respiration
Allemagne : Eukalyptus
Espagne : Eucalipto
Italie : Eucalypto
Algerie : kalytous

1.1.5.0rigine et répartition géographique :

Le genre Eucalyptus est endémique en Australie. Il est cultive de nos jours dans
quelgques Régions subtropicales d’Afrique, d’Asie (Chine, Inde, Indonésie) et
d’Amérique du Sud ainsi qu’en Europe méridionale et aux Etats-Unis. Les espéces
appartenant a ce genre sont utilisées pour assécher certaines zones marécageuses
(Amakura et al. 2002).

1.1.6.Classification :

-La classification scientifique réalisée par I’AGP (AngiospermsPhylogeny Group) sur
Le Genre Eucalyptus a permis de déterminer la systématique suivante (Guignard,
2001).

Tableau.01 : classification de I'Eucalyptus.

Régne Plantes
Embranchement Spermatophytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Eudicots

Sous —classe Rosidés

Ordre Myrtales
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Division Magnoliophyta
Famille Myrtacées
Genre Eucalyptus

1.1.7.Composition chimique d’Eucalyptus :

Les Eucalyptus sont des plantes aromatiques et médicinales qui contiennent plusieurs
composés biologiquement actifs tels que, les huiles essentiels (Oxydes terpéniques :
1,8cinéole ; monoterpénes : alpha-pinene, limonene, gamma-terpinéne, paracymene ;
sesquiterpénes : aromadendréne ; sesquiterpénols : globulol), les flavonoides, les acides
phénols et les tanins (Amakura et al. 2002).

L’eucalyptol ou le 1,8 cineole (Annexe 1) c’est le compose majoritaire avec une
concentration de 70 a 85% (Song et al. 2009).

~ Hal .
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] !
: & LY -
o ., / H
5 ‘\_\____ -, --J-‘I
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1.8 cinéole (Eucalypiol) Clotasal
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Figure.03 : Structure chimique de 1,8-cinéole (a) et globulol(b).

1.1.8.Propreté thérapeutique :

On a induit depuis quelque dans la thérapeutique les feuilles d’Eucalyptus, qui ont les

propriétés suivants :

-Une propriété balsamique, ayant la fonction d’un baume doucissant pour les

muqueuses respiratoire (Brunie, 2006).

-Une propriété antiseptique des voies respiratoires et a ce titre, il soigne les rhume, les
grippes et maux de gorge (Belaouad, 1998).

- Une propriété astringente et fébrifuge (Belaouad, 1998).

- Une propriété hypoglycémiante et vermifuge (Perroti, 1994).
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-Une action détoxifiante vis-a-vis des toxines diphtérique et tétanique, et
antimicrobienne sur les bactéries Gram+ (Ait youcef, 1983).

-Une action anti catarrhale (Belaouad, 1998).
1.1.9.culture :

Eucalyptus est bien acclimaté dans les régions tempérées chaudes, il ne supporte pas les
températures au-dessous de +4°C, sa multiplication se pratique par semis des graines a
I’automne dans des godets sous serre On repique les plants au printemps et on récolte
les feuilles durant tout I’été en choisissant les plus allongées et étroites, portées par les
rameaux agés (Brunie, 2006). La grande majorité des especes ne tolérent que de trés
légéres gelées. Leur résistance a la sécheresse varie également, les Eucalyptus survivent
rarement a la transplantation et les plantes en contenant ne durent pas tres longtemps. Ils

apprécient le plein soleil & tous les stades de leur croissance (Brunie, 2006).
1.1.10.Les métabolites secondaires des plantes :

Le terme Métabolite secondaire, qui a probablement été introduit par Albrecht Kosselen
1891, est utilisé pour décrire une vaste gamme de composés chimiques dans les plantes.
Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées par
les plantes autotrophies (Boudjouref, 2011). lls 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 et Gragg, 2012).Aussi
n’exercent pas de fonction directe Au niveau des activités fondamentales de la plante
(Guignard, 1996).

Il existe plus de 200 000 métabolites secondaires classés selon leur appartenance
chimique (Buchanan, 2001). Ces composeés différents en fonction des espéces et bien
que leurs roles soient encore Mal connus, il est cependant clair qu’ils interviennent dans
les relations gqu’entretient la plante Avec les organismes vivants qui I’entourent. Ils sont
probablement des éléments essentiels dela coévolution des plantes avec les organismes
vivants. Ces différentes relations ont donné Lieu & une extréme diversification des
composés secondaires (Krief, 2003). Les métabolites secondaires sont des molécules
organiques complexes synthétisées et accumulées en petites quantités par les plantes
autotrophes, ils sont divisés principalement en trois grandes familles : Les polyphénols,

les terpenes, les alcaloides (Lutge et al. 2002 ; Abderrazak et Joél, 2007).
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- Biosyntheése :

La production des metabolites secondaires est étroitement liee au métabolisme primaire,
résultant généralement de trois voies de biosynthése : 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 & I’origine de la diversité
structurale observée au niveau des métabolites secondaires (Mayer, 2004).

Du point de vue synthétique, ces métabolites secondaires peuvent aussi étre subdivisés

en deux catégories : ils peuvent étre de type phyto anticipines ou de constitution, C'est-
a-dire Synthétisés par la plante de maniére permanente méme en absence d'un facteur de
stress par Opposition aux métabolites induits ou phytoalexines qui sont synthétisés
unigquement en cas destress et sont donc formés de nouveau (Litvak et Monson, 1998).

1.1.10.1.Les composées polyphénols :

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux, caractérises
par la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement lié au moins
un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que : éther, ester,
hétéroside...etc. (Bruneton, 1999).

1.1.10.1.1.Classe des polyphénols :

Les principales classes de composants phénoliques sont : les acides phénoliques (acide
caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides qui
représentent plus de la moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines (King,
1999;Tapiero, 2002). Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des

Végétaux supérieurs : racine, tiges, feuilles, fleurs et fruits (Boizot, 2006).

1.1.10.1.1.1.Les acides phénoliques :
Les acides phénoligues, ou acides phénols ont une fonction acide et plusieurs fonctions

phénols, Ils sont incolores et plutdt rares dans la nature (Haslam, 1994). lIs se Divisent
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en deux classes : les dérivés de I'acide benzoique (les acides hydroxycinnamique) etles
dérivés de l'acide cinnamique (les acides hydroxybenzoiques) (Pandey et Rizvi, 2009).
Ils sont incolores et plutdt rares dans la nature (Haslam, 1994).

-Acide phénols dérivés d’acide benzoique :

Sont des hydroxybenzoiques et ont une structure générale de base de type (C6-C1).

Ces molécules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides (Harrar, 2012). Les

plus répandus sont : I’acide salicylique et I’acide gallique (Bruneton, 1999).

o

S

Figure.04 : Acide benzoique. (Gorham, 1977).

-Acide phénols dérivés d’acide cinnamique :
Les acides phénols dérivés de I’acide cinnamique sont souvent estérifiés. Les plus
courants sont I’acide cinnamique, I’acide caféique, I’acide férulique, I’acide p-

coumariqueet I’acide synaptique. (Haslam, 1994).

0]

Ry OH

Figure.05 : Acide cinnamique (Gorham, 1977).

1.1.10.1.1.2.Les flavonoides :

Le terme flavonoide (de flavus, <«jaune»> en latin) désigne une trés large gamme de
composés naturels appartenant a la famille des polyphénols (Bouakaz, 2006). lls
constituent des pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge de
différents organes végétaux. (Havasteen, 2002).

Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous forme libre (aglycone) ou sous

forme de glycosides. On les trouve, d’une maniére genérale dans toutes les plantes

Page




revue bibliographique Chapitre |

vasculaires (Erlund, 2004), ou ils peuvent étre localisés dans divers organe : racine,
tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits, elles jouent un réle important dans la protection des
plantes (Bruneton, 1993). Ils sont généralement des antibactériens (Wichtl, 2009). Ils
peuvent étre exploités de plusieurs maniéres dans l'industrie cosmétique et alimentaire
(jus de citron) et de I'industrie pharmaceutique (les fleurs de trefle rouge traitent les
rhumes et la grippe en réduisant les sécrétions nasales), comme certains flavonoides ont
aussi des propriétés anti-inflammatoires et antivirales (Iserinet al. 2001).

-Localisation et distribution :

Les flavonoides possedent une large répartition dans le monde végétal, ils sont
distribués dans les feuilles, les graines, I’écorce et les fleurs des plantes (Medic et al.
2005). Les formes hétérosidiques des flavonoides s’accumulent dans les vacuoles et
selon les espéces, elles se concentrent dans I’épiderme des feuilles ou se répartissent
entre I’épiderme et le mésophylle. Dans le cas des fleurs, elles sont concentrées dans les

cellules épidermiques (Bruneton, 1999).

Figure.06 : Structure de base des flavonoides (Lovegrove et al. 2017).

1.1.10.1.1.3.les tanins :

Ils représentent un groupe hétérogene assez difficile a définir de fagon rigoureuse car il
n’y a pas de structure chimique de base. Ils sont des molécules de haut poids
moléculaire, fortement hydroxylés et peuvent former des complexes insolubles
lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives. Les
tanins sont divisés en deux groupes principaux d’aprés leurs structures et leurs
propriétés, les tanins hydrolysasbles et les tanins condensés (Chaouche, 2014).

v Tanins hydrolysables :

Les tanins hydrolysés, essentiellement localisés dans les dicotylédones des

Angiospermes, sont des oligo- ou des polyesters d’un sucre qui est trés généralement le
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glucose et d’un nombre variable de molécules d’acide phénol qui est soit I’acide
gallique dans le cas des tanins galliques, soit I’acide hexahydroxydiphénique (HHDP) et
ses dérivés d’oxydation dans le cas des tanins éllagiques (Harborne, 1998). Comme
leur nom Pindique, Ils sont facilement hydrolysables par voie chimique ou

enzymatique.

v Tanins condensés :

Les tanins condensés ou proanthocyanidine, forment le groupe le plus important. Ils ne
possédent pas de sucre dans leurs molécules et leur structure est voisine de celle des
flavonoides (Paris et al. 1981).

-Localisation et distribution :

Les tanins sont trés répandus dans le regne végétal, mais ils sont particulierement
abondants dans certaines familles comme les coniferes, les Fabacée et les
rosacées(Ghestemet al. 2001).

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

Graines.

1.1.10.1.1.4.Les 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 (Benayache, 2005). 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) Ils sont plus ou moins solubles dans I’eau (Bruneton,
1999).Les coumarines ont des effets différents sur le développement des plantes suivant
leur concentration et aussi selon I’espece. Dans la cellule végeétale elles sont
principalementprésentes sous forme glycosylée, cette glycosylation est une forme de
stockagepermettant d’éviter les effets toxiques de ces molécules. Elles sont considérées
commedes phytoalexines, c'est-a-dire de métabolites que la plante synthétise en grande
quantitépour lutter contre une infection causée par des champignons ou par des
bactéries (Hoffman, 2003).
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1.1.10.2.Les terpenoides et les stéroides :

Le terme terpene inventé par Kekulé, vient de leur origine historique de [I’arbre
deTerebinth « PistaciaTerebinthus » (Ayad, 2008).

Le terme de terpénoide est attribué a tous les composés possédant une structure
moléculaire construite d’un monomeére a 5 carbones appelé isopréne, ces composeés sont
majoritairement d’origine végétale (Malecky, 2005), synthétisés par les plantes,

organismes marins, les champignons et méme les animaux (Benaissa, 2011).

1.1.10.3.Les alcaloides :

Le terme «alcaloide» a été introduit par W. Meisner au début du XIXéme. La définition
admise des alcaloides est celle donnée par Winterstein et Trier en 1910. Un alcaloide est
une Substance organique azotée d’origine végétale a caractére alcalin et présentant une
structure moléculaire hétérocyclique complexe (Badiaga ,2011).

Généralement, les alcaloides sont produits dans les tissus en croissance : jeunes feuilles,
Jeunes racines. Puis, ils gagnent ensuite des lieux différents et lors de ces transferts, ils
peuvent subir des modifications. Ainsi, la nicotine, produite dans les racines, migre vers
les feuilles ou elle est diméthylée. 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 stockeés dans les plantes en tant que produits de différentes voies
biosynthétiques (Mauro, 2006).

Le plus souvent, la synthése de ces alcaloides s’effectue au niveau de site précis (racine
en croissance, cellules spécialisées de laticiferes, chloroplastes) ; ils sont ensuite

transportés dans leur site de stockage. (Rakotonanahary, 2012).

1.1.10.3.1.Structure des alcaloides :

La plupart des alcaloides sont dérivés d’acide aminés tels que le tryptophane,
I’ornithine, la lysine, I’asparate, I’anthranilate, la phénylalanine et la tyrosine. Ces
acidesAminés sont décarboxylés en amines et couplées a d’autres squelettes carbonés
(Cyril, 2001).

On divise les alcaloides en trois genres :

Page

13



revue bibliographique Chapitre |

- Les alcaloides vrais :

Les alcaloides vrais représentent le plus grand nombre d’alcaloides, sont toxiques et
disposent d’un large spectre d’activités biologiques. lls dérivent d’acides aminés et
comportent un atome d’azote dans un systéme hétérocyclique. lls sont présents dans les
Plantes, soit sous forme libre, soit sous forme de sel, soit comme N-Oxyde. (Badiaga,
2011).

- Les pseudo-alcaloides :

Les pseudo-alcaloides présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des
alcaloides vrais, mais ne sont pas des dérivés des acides aminés. (Badiaga, 2011).Dans
la majorité des cas connus, ce sont des dérivés d’isoprénoides (alcaloides terpéniques) et
du métabolisme de I’acétate. (Rakotonanahary, 2012).

- Les proto-alcaloides :

Les proto-alcaloides sont des amines simples dont I’azote n’est pas inclus dans un
hétérocycle, ils ont un caractere basique et sont élaborés in vivo a partir d’acide aminé.
ils sont souvent appelés « amines biologiques » et sont soluble dans I’eau. (Badiaga,
2011).Encratique, il est admis que ne sont pas des alcaloides : les amines simples, les
bétalaines, lespeptides, les acides aminés, les amino-sucres, les porphyrines, les
alkylamines et les arylakylamines. (Rakotonanahary, 2012).

-Bien que beaucoup d’alcaloides soient toxiques (comme la strychnine ou I’aconitine),
certains sont employés dans la médecine pour leur propriétés analgésiques (comme la
morphine, la codéine), dans le cadre de protocole de sédation (anesthésie, atropine)
Souvent accompagnés des hypnotiques, ou comme agents antipaludéens (quinine,
Chloroquinine) ou agents anticancéreux (taxol, vinblastine, vincristine) (Beddou,
2015).

1.2.Etude des espéces selectionnees :
1.2.1.Eucalyptus blakelyi :

1.2.1.1.origine du nom :
% Nom commun :
-En francais : La gomme rouge de Blakely, la gomme rouge de forét, la gomme

rouge bourgeonnante blanche, la gomme rouge a bourgeons blancs.
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-En anglais : Blakely’sRedGum
% Noms scientifiques : Eucalyptus blakelyi.

Tableau.02: Classification de I’Eucalyptus Blakelyi.

Régne : Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida-Dicotylédones
Sous —classe Rosidae

Ordre Myrtales

Famille Myrtaceae

Genre Eucalyptus

Espeéce Eucalyptus Blakelyi

1.2.1.2.Description botanique :

Eucalyptus blakelyi est un arbre de 25 m de haut qui forme un lignotube. Son écorce est
lisse ou rugueuse a la base du tronc, de couleur gris pale, creme et blanche avec des

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

Les feuilles juvéniles sont pétiolées, opposées pour quelques paires puis alternes,
généralement ovales, de 4-10 cm de long et de 3,3-7 cm de large, généralement bleu
vert (Maiden, 1917).

Les feuilles adultes sont en alternance, pétiolées avec un limbe lancéolé ou falciforme,
de 6-20 cm de long et de 0,7-4,5 cm de large, a base effilée vers le pétiole, concolore,
glacé ou terne, vert a bleu-vert (Maiden, 1917).

Son inflorescence est axillaire non ramifiée avec des pédoncules de 0,5-1,9 cm de long.
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Les bourgeons matures sont étroitement ovoides a fusiformes (0,8-1,4 cm de long, 0,3-
0,6 cm de large), vert a crémeux ou glauque, les étamines sont dressées a antheres
cuboides ou oblongues, la déhiscence se fait par fentes longitudinales (non confluentes),
le stigmate est contondant avec un style long, le placenta contient6 rangées verticales
d'ovules. Les fleurs sont de couleur blanche (Maiden, 1917).

Les fruits pédicellés (pedicelles de 0,1-0,6 cm de long) sont hémisphériques ou tronqué
globuleux, de 0,2-0,5 cm de long et 0,4-0,8 cm de large renfermant des disques
surélevés, convexes ou obliques (Maiden, 1917).

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

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

Figure.07 : L’arbre adulte et les feuilles de I’Eucalyptus Blakelyi (Maiden, 1917).

1.2.1.3.Répartition géographique :

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

1.2.1.4.1.usage de I’espéce :
-Utilisation potentielle dans la ferme : excellent brise-vent, bon pour les poteaux de

cloture, brise-vent ou ombrage pour le bétail.
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-Produits de spécialité : les fleurs produisent du nectar pour la production de miel, le
pollen a une valeur pour l'apiculture.

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

-Produits en bois : bois artisanal (pour le tournage, etc.), revétements de sol, bois de
chauffage de haute qualité, poteaux (y compris les cl6tures), bois de spécialité pour
meubles de qualité. (Pryor, 1955).

1.2.2.Eucalyptus Cladocalyx :

1.2.2.1.0rigine du nom (Brooker, 1990)

% Nom commun :
-En frangais : Gomme a sucre
-En anglais : Sugargum

% Nom scientifique : Eucalyptus cladocalyx

Tableau.03: Classification de I’Eucalyptus Cladocalyx.

Régne : Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida-Dicotylédones
Sous —classe Rosidae

Ordre Myrtales

Famille Myrtaceae

Genre Eucalyptus

Espeéce Eucalyptus Cladocalyx.

1.2.2.2.Description botanique :
E.Cladocalyx est un arbre de taille moyenne de 20 m, mais il peut atteindre jusqu’a 10 a
35 m. Les tiges peuvent étre claires aux deux tiers de la hauteur des arbres sur les sites

les plus favorables, tandis que sur les sites les plus pauvres, les tiges ne sont claires que
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Pour un tiers a la moitié de la hauteur totale et sont souvent tordues (Brooker, 1990).
L'écorce est lisse, formant de larges taches irréguliéres produisant une surface marbrée
de couleur jaune a orange, grise et bleu-gris (Brooker, 1990).11 a un systéme racinaire
étendu et compétitif.

Les feuilles juvéniles sont opposées pour quelques paires puis alternees, elliptiques puis
orbiculaires de 5-6 x 7-9 cm, décolorées ou vert foncées (Brooker, 1990 ; Nicolle,
1997).

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

Les inflorescences sont axillaires, non ramifiées, sur les rameaux dépourvus de feuilles
a l'intérieur de la couronne (Brooker, 1990). Les fleurs sont blanches, a 7 fleurs ou plus
dans chaque inflorescence. Les bourgeons sont pédicellés, cylindriques ou contractés
au-dessus du milieu, souvent nervurés, vert pale ou creme, de 8-10 x 3-6 mm; l'opercule
est court, hémisphérique, umboné, souvent légerement plus large que I'hypanthium
(Brooker, 1990).

Les fruits sont sur des tiges, en forme de tonneau ou urcéolées, nervurées, de 9-15 x 6-
10 mm avec 3-4 valves qui sont profondément enfermée (Brooker, 1990). La graine est
gris-brun clair, ovoide compressée, souvent pointue a une extrémité légérement bridée

et presque lisse (Brooker, 1990).

Figure.08 : I’arbre adulte et les feuilles de I’Eucalyptus Cladocalyx (Muell, 1853).
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1.2.2.3.La répartition géographique :

E.Cladocalyx est endémique de I'Australie-Méridionale ou il se rencontre naturellement
dans quatre régions isolées (Boland et al, 1984):régions d'occurrence naturelle, le sud
de la chaine des Flinders, péninsule d'Eyre et Kangaroo Island enAustralie du Sud.On le
rencontre comme essence dominante dansla foret sclérophylle séche dans les parties les
plus humides de son aire et comme élément de la savane boisée dans la partie la plus
seche. (Pryor, 1955).

1.2.2.4.1.usage de I’espéce :

Utilisation potentielle a la ferme : brise-vent excellent, bon pour les poteaux de cléture,
Bons attributs ornementaux, brise-vent ou ombre pour le bétail.

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

Pollen a de la valeur pour l'apiculture.

1.3.Activité antimicrobienne et antioxydante :

1.3.1.Activité antimicrobienne :
1.3.1.1.Les agents antimicrobiens :

Sont des agents qu’ont la capacité de tuer des populations microbiennes soit par une
action a large spectre ou rarement une action ciblée .Ces agents peuvent étre naturels ou
synthétique. L’obtention d’une action bactéricide globale sur les bactéries, s’effectue
par I’assurance de I’activité bactéricide de I’agent antimicrobien, aussi I’espéce a gram
positif que gram négatif sans oublié les groupe CNM (Corynobacterium, Nocardia,
Mycobacterium), ces trois dernies on peut les distinguer par la composition et la

structure de leur paroi cellulaire (Pibiri, 2006).
1.3.1.2.Mécanismes d’action :

On peut classer les mécanismes d’action des produits antimicrobiennes en deux
catégories selon leur effet .Le premier est létal, qui entraine la mort de I’individu. Il est
nommé par le suffixe CIDE : bactéricide, virucide, fongicide, insecticide. Le deuxiéme
c’est I’inhibition de croissance en présence du produit actif. Il est nommé par le suffixe

Statique : bactériostatique, fongistatique.
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Parmi les produits Biocides, on a

1) les composés chimiquement trés réactifs qui se caractérisent par une action
brutale, rapide et temporaire et souvent non spécifique par exemple : les
oxydants et I’eau oxygéné, les acides et les bases fortes, les aldéhydes et les
phénols,

I1)les composés chimiquement stables a action plus spécifique par exemple : les

ammoniums quaternaires, le Chlorhexidine

Il 'y a cinq étapes dans I’action des agents antimicrobiens qui sont décrites par
M.R.J. Salton en 1968 (Fleurette et Freney, 1995) :
1. Adsorption sur la cellule survie de la pénétration dans la paroi.

2. Réactions complexes avec la membrane cytoplasmique conduisant a sa

désorganisation.

3. Echappement et inhibition des composants de faible poids moléculaire du

cytoplasme.
4. Dégradation des protéines et des acides nucléiques.
5. Lyse de la paroi par des enzymes autolytiques.
1.3.1.3. Antibiotique :

Les antibiotiques sont des médicaments utilisés pour traiter les infections bactériennes.
Ces substances sont inefficaces contre les infections virales et la plupart des autres
infections. 1ls peuvent tuer les microorganismes ou bien inhiber leur reproduction,
permettant ainsi aux défenses naturelles de I’organisme de les éliminer. La classification
des antibiotiques se fait selon leur structure chimique, le plus souvent, les differentes
classes d’antibiotiques affectent I’organisme de facon différente et peuvent étre efficace
contre plusieurs bactéries (Brian J. Werth , 2020 ).

Les principales familles d’antibiotiquessont :

e Béta- lactamines

e Glycopeptides
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e Aminosides

e Macrolides

e Quinolones
1.3.1.4.Antibiorésistance :

Les bactéries gagnent une résistance contre les antibiotiques juste aprés leur
introduction dans le traitement des maladies infectieuses. Cette résistance est un facteur
majeur compliquant le traitement des infections bactériennes et la dissémination des

souches résistances (D. Yala et al , 2001)
Iy a deux catégories de résistances :
-Résistance naturelle :

Est une résistance existe naturellement chez tous les genres ou les espéces bactériennes,

donc est une partie du patrimoine génétique normal du germe (D. Yala et al, 2001).
- Résistance acquise :

Les bactéries peuvent acquiere des nouveaux genes, ces derniéres capable de rendre le
germe insensible a un seule antibiotique ou groupe d’antibiotique. Les nouveaux genes
peuvent étre obtenus rarement par une mutation dans le chromosome ou par transfert
d’ADN de plasmides conjugatifs ou de transposons qui le mécanisme le plus fréquent
(D.Yala et al, 2001).

1.3.1.5. les souches bactériennes sélectionnées :
1.3.1.5.1.Klebseilla oxytoca :

Est un bacille Gram négatif, anaérobie, de famille des Entérobactéries, partie de la flore
coligue. Sont des bactéries saprophytes de la flore fécale normale, son réle pathologique

est, difficile a apprécier par sa seule présence en coproculture(T.Vallot, paris, 1999)
1.3.1.5.2.Entérobacter aerogenes :

Sont des bacilles a Gram négatif, anaérobies facultatifs, famille d’Entérobacteriaceae.

Elles ont de 0,6 a 1um de diametre et 1,2 a 3 um de longueur, elles se déplacent grace a
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un flagelle peritriche, elles sont dotées de pilus de classel (1, 3, 4), la température
30°est la température optimale de croissance (C. Hart et al. 2006).

1.3.1.5.3.Escherichia coli :

Fait partie de la flore digestive de I’hnomme et des animaux, mode respiratoire aéro-
anaérobie facultatif, est un bacille mobile, Gram négatif, oxydase négatif, catalase
positif. Les E. coli sont naturellement sensibles aux antibiotiques actifs sur les bacilles
a Gram négatif. On peut les trouver dans les urines, les selles, le sang et les pus (Dr.
Danielle Clave, 2015).

1.3.1.5.4.Citrobacter freundii :

Est un bacille a Gram négatif de famille des Entérobacteriaceae, flagellé, présente
naturellement dans la flore intestinale, on la trouve aussi bien dans I’eau et les aliments.
Elle est une bactérie opportuniste qui peut provoquer des infections du systéme nerveux
centrale (SNC) chez les nourrissons (Dr. philippe Goeb, 2020).

1.3.1.5.5.Klebseilla pneumoniae :

Sont des bactéries a Gram négatif, causent jusqu’ & 5% des infections urinaires
communautaire et 9% des nosocomiales, des infections respiratoires, des infections
intestinales. Ce sont des germes ubiquitaires existent dans le tube digestif et dans
I’appareil respiratoire des animaux et I’lhomme en tant que bactéries commensales

(Francois Denis; Marie-Cécile Poly, 2007).
1.3.2.Activité antioxydante :
1.3.2.1.Généralité

Les plantes médicinales ont plusieurs activités biologiques, parmi ces activités, on peut
citer I’activité antioxydante, qu’est devient trés utilisable ces dernieres années lors leur
efficacité dans la prévention contre les maladies chroniques telles que les pathologies du
ceeur, le cancer, le diabéte et la maladie d’Alzheimer combattant le stress oxydatif
(Meddour, 2001).
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1.3.2.2.Le stress oxydatif :

Est un déséquilibre entre la production des espéces radicalaire et les capacités de
défense antioxydante de I’organisme (G. Baudeux j-L, Duramd, 2011).

La production d’espece radicalaire de I’oxygéene est utile mais peut étre néfaste pour le
corps lors d’une production excessive et en I’absence de mécanismes de défense, c’est
le stress oxydatif, celui- ci permet et favorise I’apparition des maladies graves (cancer,
maladie de dégénérative) ainsi la survenue d’un vieillissement prématuré (R. Belaich;S
Boujraf, 2016). La mort cellulaire ou apoptose, c’est une des principales fonctions
déclenchées par le stress oxydatif.

1.3.2.2.1.Dérivés réactifs de I’oxygene et radicaux libres :

Les dérivés réactifs de I’oxygéne sont des composés chimiques oxygénés, parmi
lesquels on a les radicaux libres. Leur propriété caractéristique commune est de disposer
d’au moins un électron libre sur la couche externe d’un atome d’oxygeéne, ce qui leur

confere une propriéte trés réactive et instable.

Ces radicaux libres sont de nature soit exogene ou endogene, ils sont produits par
I’activité de I’organisme et par les processus biologiques vitaux, leurs rapports extérieur
sont variés a cause des substances exposés devant le corps par exemple : I’alimentation,

pollution, les rayons...

Parmi les aliments riche en radicaux libres on compte notamment I’exces d’alcool et/ ou
de viande rouge, les viandes et poissons grillés ou fumes, et les graisses rances, frites ou
brulées (Delattre et al. 2007).

1.3.2.2.2.Les réactions d’oxydation :

Au moyen de réaction d’oxydation, les radicaux libres s’attaquent nombreuses cellules
de I’organisme. Ces réactions touchent particulierement le matériel génétique, les
protéines et les lipides constitutifs des nombreuses cellules. Ces lésions oxydatives sont
impliquées dans plusieurs pathologies telles que les maladies neurodégénératives
maladies articulaires, encore dans les phénoménes d’ischémie-reperfusion (cardiaque ou

cérébrale) et les processus de vieillissement. Les radicaux libres impliqués dans le stress
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oxydatif sont les radicaux superoxydes (O,-), perhydroxyle (HO,-), hydroxyle (OH),
peroxyle (RO, ou R représente un substrat organique) (Delattre et al, 2007).

A- Le superoxyde (O5-) :

La réduction monovalente de I’oxygéne donne la formation de superoxyde, soit
I’apport d’un électron a la molécule O,. Cette réaction s’effectue au niveau de
mitochondrie lors de la respiration cellulaire. Le polynucléaire neutrophile, c’est un
autre site de production, qui utilise les ERO pour son activité phagocytaire. Quelque
enzyme comme la NADPH- oxydase et la xanthine-oxydase peuvent produire des
radicaux superoxydes, lors d’un stress (sepsi, ischémie. . .) (L. Rochette, 2008).

Il est métabolisé par I’enzyme superoxyde dismutase (SOD), celle-ci permet la

disparition du radical libre par son dismutation :
Oan- + On- +2H+ ————» H,0,+ O,

Le superoxyde est peut toxique par lui-méme, ses principales cibles sont le

cytochrome c, I’acide ascorbique et surtout I’enzyme superoxyde dismutase.
B- Le Perhydroxyle (HO,-) :

La protonation du radical superoxyde en milieu PH inferieur a 4,8, donne la naissance
de perhydroxyle, ce dernier est plus reactif que le superoxyde puisque le potentiel
standard d’oxydoréduction est plus élevé ainsi que ses constantes de vitesse, notamment
vis-a-vis des acides gras polyinsaturés (acide linoleéique, arachidonique, linolénique)
(Delattre et al. 2005).

C- L’Hydroxyle(OH) :

I n’a pas de réle physiologique connu, c’est le radical le plus toxique. Par la réaction de
fenton, le peroxyde d’hydrogéne peut réagir directement avec des ions métalliques dans
la chaine respiratoire mitochondrial. 1l s’agit d’une réaction d’oxydation avancée

aboutissant a la formation du radical hydroxyle OH (Delattre et al. 2005).
D- Le peroxyle (RO,) :

La formation des radicaux peroxyles (CH,CH(O;) OH) est causée par la radiolyse ou

I’irradiation de solvants comme I’éthanol(CH3CH,OH).Ces radicaux peuvent étre captés
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par I’ascorbate, qui devient alors le radicale ascorbyle, ce dernier est inerte par rapport
aux matériaux biologiques (J. Delattre et al. 2005).

1.3.2.2.3.Notre défense contre le stress oxydatif : les antioxydants.

Les antioxydants donnent a I’organisme la capacité de défendre contre le stress
oxydatif, par le ralentissement ou I’élimination des radicaux libres. Ces antioxydants
sont d’origine soit endogénes produisent par I’organisme comme le superoxyde
dismutase(SOD), la catalase(CAT), et la glutathion peroxydase(GPXx), soit exogenes
apportés par I’alimentation qui est abondants notamment dans les fruits et Iégumes sous
forme de vitamine C et E, Béta-caroténe, et polyphénols (J. DELATTRE et al. 2007).

1.3.2.2.3.1.les antioxydants exogenes :
A-Vitamine C :

On a I’appelle vitamine ¢ ou acide ascorbique, leur rdle c’est I’inhibition de I’oxydation
de LDL produit par divers systemes générateurs d’especes réactives de I’oxygéne ROS
(neutrophile activées, cellules endothéliales activées, myéloperoxydase). Apres
I’oxydation, acide ascorbique devient déhydroascorbique. Elle passe par une forme
radicalaire intermédiaire (radical ascorbyle), qui joue un réle essentiel dans la

régénération de la vitamine E oxydee (Chen et al. 2000).
B- vitamine E :

Vitamine E ou alpha- tocophénole est trouvé principalement sur les membranes
cellulaires. 1l est liposoluble, impliqué dans la réduction de la peroxydation lipidique et
inhibe leur propagation, céde son hydrogene situé dans le noyau phénolique, réduisant
ainsi le radicale RO2, alors cet activité permet de rendre la vitamine E le seul

antioxydant liposoluble assurant cette protection (Khalil, 2002).
C- Les polyphénols :

Sont des métabolites secondaires d’un poids moléculaire élevé. Ils sont caractérisés par
la présence dans leur structure d’un ou plusieurs noyaux aromatiques auxquels sont
Directement liés un ou plusieurs groupement hydroxyle célibataire ou engagés dans

autre fonction (éther, ester) (Harborne, 1994).
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D- beta- caroténe :

Est un antioxydant existe beaucoup dans les fruits et les légumes, il protége contre le
déclin des facultés cognitives qui associé au vieillissement. Il a une action qui ne
manifeste qu’apres long temps. Le beta -caroténe a un effet semblable avec le
donépézil, un médicament de synthése employé pour améliorer les fonctions cognitives
des patients d’Alzheimer (F.Grodstein;J.H Kang, et al, 2007).

1.3.2.2.3.2.Les antioxydants endogénes :
A- le superoxyde dismutase SOD :

Est un enzyme ubiquitaire, catalyse la dismutation des anions superoxyde en peroxyde
d’hydrogéne et oxygéne moléculaire (Serrano et Klann; Hwang et Kim, 2007).

20,- +2H+ » H,0,+0;

B- catalase

Catalase ou bien CAT est une protéine héminique, localisée dans les peroxysomes, ces
derniers c’est place stratégie a cause de I’existence des enzymes comme les flavines,
I’urate et les D- amino- oxydase produisent des radicaux libres H202. Cette protéine

catalyse la transformation du H202 en eau et oxygene (M. Lehucher et al.2001).

2H202 > 2H2O + O2

y

C- Glutathion peroxydase GPx :

Est localisé dans le cytosol, le réticulum endoplasmique et dans la membrane interne
des mitochondries, catalyse la réduction par le glutathion de la peroxydase d’hydrogéne
et divers hydroperoxydes lipidiques produits (Reichheld et al.2005;Schrader et al.

2006) selon les réactions suivantes :
ROOH+2GSH —» ROH + GSSG + H,0

H,0,+2GSH » 2H,0 + GSSG
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Materiels et Méthodes Chapitre 111

Notre travail consiste en une étude phytochimique, suivi d’une évaluation de
I’activité antibactérienne et activité antioxydante des extraits méthanoliques et
acétoniques des deux especes végétales soit Eucalyptus Cladocalyx et Eucalyptus
Blakelyi appartenant a la famille des Myrtacées et au genre d’Eucalyptus.

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de biologie de I’Université Dr.
Yahia Fares de Médéa , durant la période allant du mois d’avril jusqu'a la fin du
mois de Mai de I’'année 2021. Nous avons adopté le schéma suivant:

Choix dela plante: Reécolte La
DEE Blackelyi | . Séchage ::> Macération
et D'E. Cladocalyx Broyage
: W Einde =
Evalnation de y Préparation y a
Pactivitg [0 | phytochimiques T g
des ditntions
antibactérienne
4
Aromatogramme
¥
Acfivité
antioxydante

Figure.09: Schéma général des différentes étapes du travail
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I1.1.Matériel :

11.1.1.Matériel biologique :
Le matériel biologique utilisé est constitué d’un matériel végétal représenté par les
deux plantes du Genre Eucalyptus, et d’un matériel microbiologique constitué de six

souches bactériennes.
11.1.1.1.Matériel végétal :

les feuilles adultes de deux plantes du genre d'Eucalyptus ( les parties aériennes de la
plante ) ont été nettoyées a I’eau de robinet afin d’éliminer les impuretés , égouttées
puis séchées a température ambiante et a I’abri de la lumiére pendant deux semaines ,
Une fois séchées , les feuilles ont été réduites en poudre fine a I’aide d’un broyeur
électrique, la poudre ainsi obtenue est conservée a +4°C dans des flacons en verre
hermétiquement fermeés a I’abri de I’air et de I’humidite.

11.1.1.1.1.Récolte :

Les deux plante de d’Eucalyptus Cladocalyx et Eucalyptus Blakelyi, ont été collectée
au cours de la floraison a I’'INRF (Institut National de la Recherche Forestiere) durant
le mois de Juillet et Juin respectivement dans la région de Bainem situé & 12 km a
I’ouest de la Wilaya d’Alger en Algérie.

11.1.1.1.2.Broyage :

Les feuilles des plantes séchées sont broyées a I’aide d’un moulin & café jusqu’a
I’obtention d’une poudre fine (Figure.09), le broyat va constituer la matiere seche qui

sera utilisée pour les tests phytochimiques.

Page 28



Materiels et Méthodes ‘ Chapitre 111

Les feuilles adultes séchées Les feailles adultes séchées
ID’Eucalyptus Blackelyi D’Eucalyptus Cladocalyx

Poudre végétale Poudre végétale

D’Eucalyptus Blackelyi D’Eucalyptus Cladocalyx

Figure.10 : Broyage des feuilles des plantes séchées (Eucalyptus) :

11.1.1.2.Matériel microbiologique

Le support microbien utilisé est composé de six souches bactériennes utilisées
(tableau .1) qui sont des espéces Gram négatif, pathogénes et responsables d’infections

graves chez I’lhomme et dont la plupart sont résistantes aux antibiotiques.

Elles sont entretenues par repiquage sur gélose nutritive favorable & leur croissance
pendant 24 h a 37°C.

v" deux souches bactériennes utilisées sont des souches de référence obtenues de
I’American Type Culture Collection (ATCC).
v’ quartes souches cliniques isolées de patients
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Tableau.04: Les souches bactériennes utilisées :

Souches bactériennes Provenance

Escherichia coli ATCC 25922 Université de Tiaret

Escherichia coli isolée

Klebseilla oxytoca

Klebsella pneumoniae Laboratoire de I’'EPSP du p6le urbain

) . a Médéa
Citobacter freundii

entérobacter aerogenes

11.1.2.Matériel non biologique :

Afin de réaliser cette étude nous avons utilisé un ensemble de matériaux composé
d’appareils, de produits chimiques, de réactifs et de verreries ont été utilisé, ceux -Ci

sont décrits en annexe.
11.2.préparation des extraits :

Dans cette étude, I’extraction des composés actifs des deux plantes d'Eucalyptus a
partir de la matiere végétale seche est réalisee par la macération en utilisant des

solvants organiques (méthanol, acétone).
11.2.1.mode opératoire :

Une quantité de 50 g de la poudre de chaque espece soit E.Cladocalyx et E.Blakelyi est
introduite dans un volume de 166,66 ml de méthanol pour obtenir [I’extrait
méthanoliques et le méme volume d’acétone pour I’extrait acétonique, les melanges
obtenus ont été régulierement agités pendant quatre jours a température ambiante. Puis,
ils ont été filtrés en utilisant du papier filtre. Ainsi, le filtrat récupéré est concentreé a sec
sous pression réduite a 65°C dans un évaporateur rotatif. Les substances obtenues sous
forme visqueuse sont stockées dans bocaux étanches a 4°C jusqu’a utilisation ultérieure
(Gaston et al. 2014). (Figure 10).
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Extraction par 50g dela matiere Fxtraction par
Achae S vigélal Méthanl
adogom) -/
' Sec broyés 4 (16666m)

Macération pendant quatre jours sous agitation

A températare ambiante

'
o
v

Concentration (al’aide d’un rotavapeur)

Extraitacétoniques Extrait méthanoliques

Figure.11 : Diagramme montrant la préparation des extraits acétoniques et
méthanoliques I’Eucalyptus Blakelyi et I’Eucalyptus Cladocalyx :
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11.2.1.1.Evaporation :

L’évaporation est utilisée pour séparer un melange constitué d'un solvant organiques
(méthanol, acétone) de I’extrait de la poudre végétale de d’Eucalyptus Cladocalyx et
Eucalyptus Blakelyi, cette méthode permet la séparation des composés par évaporation
de solvant organique, laissant ainsi le résidu solide dans le récipient de départ. Afin
d'accélérer le phénoméne, un rotavapeur (ou évaporateur rotatif) est utilisé, il permet
d'augmenter la surface de contact liquide-air, voire aussi de diminuer la pression, afin

d’augmenter la vitesse d'évaporation. (Figurell).

raccord au systéme
d'obtention du vide
robenat Corps de
d'zération I'évaporateur
sermpentn
d &8y
rolor

callen de clip de sécunte

recuperaion
balon
nce

metallique ban d'eau tharmostate

pognee
de descente

Figure.12 : L évaporateur rotatif :

11.3.Calcul du rendement :

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

de la matiére végétale utilisée (Abe et al, 2010).

Il est calculé par la formule suivante (Abe et al, 2010): R = P, / P,*100
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D’ou:

R : rendement

P : poids de I’extrait utilisé en g
P, : poids de la plante en g
11.4.Screening phytochimique :

Les différents tests phytochimiques ont été réalisés sur les extraits préparés par les deux
solvants organiques (méthanol et acétone) et sur les mémes poudres de deux especes
d’Eucalyptus, Ces derniers ont pour objectif de rechercher les substances bioactives
responsables de la plupart des activités biologiques.

Notre travail a été réalisé en 2 étapes :

- Un screening phytochimique des extraits préparés d'E. Blakelyi et E. Cladocalyx.
-Un screening phytochimique de la poudre végétale de la plante d’Eucalyptus

11.4.1.Screening phytochimique des extraits :
11.4.1.1.1dentification des alcaloides :

2 ml de réactif de wagner (29 de Kl et 1,27 g de | sont dissous dans 75 ml d’eau
distillée, puis ajusté a 100 ml avec I’eau distillé) sont ajoutés a 2 ml de I’infusé. La
formation d’un précipité blanc-jeune indique une réaction positive. (Trease et Evans,
1989 ; Harbone, 1998).

11.4.1.2.1dentification des flavonoides :

L’identification des flavonoides se fait dans les résidus par le test appelé " réaction de
Shinoda"(Locket al. 2006). Cette identification est réalisée par I’addition de 2 ml de
L’infusé avec quelques gouttes de I’acide chlorhydrique (HCI concentré (2N)) et 0,59

de magnésium métallique sous l'agitation pendant 3 min (Malecet Pamilio, 2003).
11.4.1.3.1dentification des tannins :

Cette identification est réalisee dans les résidus par le reactif de Stiasny. Dans deux
tubes a essai, sont introduits chaque aliquote de résidu repris au MeOH puis évaporé, et
ajouter 15 ml du réactif de Stiasny (30% CH,O dans HCI concentré 2/1). Apres
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refroidissement, la présence de tanins est indiquée par la formation de précipité sous
forme de flocons. (Yves-Alain et al. 2007).

11.4.1.4.1dentification des saponines :

Les résidus sont repris dans 5 ml d’eau distillée, puis introduits dans un tube a essai. Le
tube a essai est agité vigoureusement pendant 15 secondes et laisser le mélange au repos
pendant 15min.une hauteur d’un mousse indique la présence de saponines. (Yves-Alain
et al. 2007).

- Pas de mousse = test négatif.

- Mousse moins de 1cm = test faiblement positif.
-Mousse plus de 1cm = test fortement positif.
11.4.1.5.1dentification des coumarines :

L’identification des coumarines dans les résidus se fait par la réaction sur le cycle
laconique. Dans deux tubes a essai, sont introduits 2 ml de solution éthanolique obtenue
a partir de chaque résidu. On ajoute 0,5 ml de NaOH a 10%, dans un des tubes a essali,
puis les tubes a essai sont chauffés au bain-marie jusqu’a ébullition. Apres
refroidissement, sont rajoutés 4 ml d’eau distillée dans chaque tube a essai. Si le liquide
du tube & essai dans lequel I’on a ajouté la solution alcaline est transparente ou plus
transparente par rapport au liquide du tube & essai témoin (sans solution alcaline), alors
la réaction est positive. En acidifiant la solution transparente avec quelques gouttes de
HCI concentre, elle perd sa coloration jaune, se trouble ou il se forme un précipité.
(Yves-Alain et al. 2007).

11.4.1.6.1dentification des stérols et polyterpenes :

L’identification des stérols et les polyterpénes sont réalisées dans les résidus par la"

réaction de Liebermann.

- un aliquote de résidu est dissout a chaud dans 1 ml d’anhydride acétique dans une
capsule, puis repris dans un tube a essai dans lequel sont coulés 0,5 ml de
H,SO,concentré. La formation d’une coloration violette qui vire au bleu puis au vert

indique une réaction positive. (Yves-Alain et al. 2007).
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11.4.1.7.1dentification des protéines :

L’identification des protéines dans les résidus se fait par la " réaction du biuret "'. Dans
deux tubes a essai, sont introduit chaque aliquote de résidu dans 2 ml de NaOH aqueux
a 20% puis ajouter 2 a 3 gouttes d’une solution aqueuse de CuSQO,4 a 2%. La présence
de protéine se traduit par I’apparition d’une coloration violette, quelquefois avec une

teinte rougeatre. (Yves-Alain et al. 2007).
11.4.2.Screening de la poudre :
11.4.2.1.1dentification des tanins :

A 5 ml de I’infusé, ajouter goutte a goutte 1 ml d'une solution de Chlorure ferrique
(FeCl3) a 1%. La présence des tanins catéchiques est indiquée par l'apparition d'une
coloration verdatre et les présences des tanins galliques par I'apparition d'une coloration

bleu noiratre.

L’identification des tanins catéchiques se fait par I’ajoute de 30 ml de I’infusé a15 ml de
réactif de Stiasny (Formol a 30% + HCI concentré3-1 v/v).apres 3 min de chauffage au
bain-marie. La formation d'un précipité orange indique [I’existence des tanins
catéchiques. (Djahra, 2014).

11.4.2.2.1dentification des saponines :

Leur identification se fait par est déterminée quantitativement par le calcul de I'indice de
mousse, degré de dilution d'un décocté aqueux donnant une mousse persistante dans des

conditions déterminées.

2 g de la poudre vegétale sont utilisé pour préparer une décoction avec 100 ml d'eau. Le
mélange est porté a ébullition dans un bain marie pendant 30 min. Apres
refroidissement puis filtration, on réajuste le volume a 100 ml. Dans une série de 10
tubes a essai numérotés de 1 a 10, répartir 1 ml de I’extrait dans le tube n° 1, 2 ml dans
le tube n° 2, ..., 10 ml dans le tube n° 10. Réajusté le volume final dans chaque tube a
10 ml avec de I’eau distillée. Agiter chaque tube dans le sens de la longueur du tube
pendant 15 secondes, laisser reposer 15 min en position verticale puis mesurer la
hauteur de la mousse produite dans chaque tube. Si elle est proche de 1 cm dans le Xe

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

I : Indice de mousse

La présence des saponines dans la plante est confirmée avec un indice supérieur a 100
(DJAHRA, 2014).

11.4.2.3.1dentification des anthocyanes :

Cette identification est réalisée par le changement de la couleur de l'infusé a 10 % avec
le changement de pH: I’identification se fait par I’ajout de quelques d'HCI, puis
quelques gouttes d’Ammoniac (NH4OH).Le changement de la couleur indique la
présence des anthocyanes.(Djahra, 2014).

11.4.2.4.1dentification des leuco-anthocyanes :

L’identification des leuco-anthocyanes se fait par I’ajoute de 5 ml de I’infusé est
mélangé a 4 ml d'alcool chlorhydrique (Ethanol/HCI pur 3/1 v/v). Le mélange est porté
a ébullition dans un bain marie a 50°C pendant quelques minutes, I’apparition d’une

coloration rouge cerise est signe de la présence de leuco-anthocyanes (Solfo, 1973).
11.4.2.5.1dentification des flavonoides :

Dans un bécher, macérer 10 g de poudre végétale dans 150 ml d’acide chlorhydrique
(HCI 1 %) pendant 24h, Aprés la filtration. quelques gouttes de la solution basique de
(NH4OH) sont rajoutées a 10 ml du filtrat, apres 3h, s’il y a I'apparition d'une coloration
jaune claire dans la partie supérieure du tube, signifie une réaction positive. (Djahra,
2014).

11.4.2.6.1dentification des alcaloides :

5 g de poudre végétale sont macérés dans 25 ml de H,SO, (10%) pendant 24h. Aprés la
filtration, on ajoute a 1 ml de macéré quelque gouttes de réactif de Wagner. La présence

d'un précipité brun signifie une réaction positive. (Kanoun, 2011)
I1.5.activité antibactérienne :

Ce test est réalisé au niveau du laboratoire de biologie de I’Université « Dr. Yahia Farés

de Médéa». L’activité antibactérienne des deux différents extraits (extraits
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méthanoliques et extraits acétoniques) a été déterminée par la méthode de diffusion en
milieu gélosé « méthode de I’antibiogramme » en utilisant des disques stérile.

11.5.1.I’activité antibactérienne selon la méthode de diffusion par disque :

L activité antibactérienne a été déterminée par la méthode de diffusion en milieu gélosé
Mueller-Hinton (Al Akeel, 2014). Elle permet de déterminer I’activité inhibitrice de la
croissance bactérienne par la mesure du diamétre d’inhibition autour des disques dosés
par les extraits a tester. (Sharififar et al.2007).

11.5.2.les souches bactériennes :

Les souches bactériennes préalablement conservées a 4C° dans des tubes stérile
contenant 10 ml de gélose inclinée ont été réactivé dans le bouillon nutritif(BN), apres
incubation a 37C° pendant 24h (figure.13), les cultures ont été repiquées par stries
serrés dans des boites de pétrie contenant de la gélose nutritive et incubées a 37C°
pendant 18 a 24h (figure.14).

e colonie
actérienne

9 -'Hurmgéiﬂsaﬁﬁn- : Incubations 3707/ 24h
Culiure
Bactérienne BN
Déja conservé
a4 C

Figure.13 : Revivification des souches bactériennes :
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figure.14 : Ensemencement des suspensions microbiennes dans les milieux gélosés

A I’aide d’une anse de platine stérile et pour chaque isolat testés, on a prélevé une
suspension microbiennes (bactériennes) d’une densité optique compris entre 0.08 et
0.10 mesurées a 625 nm ont été préparées par 3 a 5 colonies dans 9 ml de I’eau
physiologique stérile. (Boudjelal ,2013) (Figure.15).

Figure.15 : Préparation des suspensions bactériennes dans de I’eau physiologique :
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11.5.3.Préparation des milieux de culture :

La gélose Muller Hinton stérile préte a 'usage sont coulée dans des boites de Pétri
stériles de 90 mm de diamétre en raison de 4mm d’épaisseur répartie uniformement

dans les boites. Laisser solidifier les boites leur emploi(Figure.16).

Figure.16 : Solidification des boites

Les suspensions bactériennes ajustées et qui ont une densité optique de 0.5 Mc Farland
ont été ensemencées dans des boites de pétrie coulées préalablement par la gélose
Muller Hinton par des stries sérié a I’aide d’un écouvillon. (Figure.17).

Figure.17 : Ensemencement des suspensions microbiennes dans des boites gélosées

E
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11.5.4.Préparation des dilutions des extraits :

200 mg de chaque extrait a été mis dans des tubes stériles dans les quels sont coulés 2ml
du DMSO, puis une agitation a I’aide du vortex a été faite pour obtenir un mélange
homogeéne et pour faire fondre le résidu dans le DMSO.

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

200 mg
de extrat

2ml DRSO lml DRSO 1 1l DRSO lml DMEO lml DRSO

S M 12 1é4 178 témoin négatif

Figure.18 : Schéma montrant la préparation des dilutions des extraits :

11.5.5.Aromatogramme :
11.5.5.1.Préparation des disques :
Les disques sont préparés comme décrits sur la figure.19.
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Figure.20 : Dépot des disques dans les boites de pétries
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11.5.5.2.Expression des résultats :

La lecture des diamétres de la zone d’inhibition se fait selon Ponce, 2003.

Tableau.05 : La sensibilité et la résistance des souches microbiennes selon les

diametres d’inhibition

Sensibilité/ résistance

Diamétre d’inhibition

Non sensible (-)

D<8mm

Sensible (+)

9Imm < D< 14mm

trés sensibles (++)

15mm <D< 19mm

Extrémement sensible (+++)

D>20 mm

11.6.Activité antioxydante :

11.6.1.Estimation du pouvoir anti-radicalaire par la méthode au DPPH :

a) Principe :

Le test au DPPH (2,2-diphényl-2-picrylhydrazyl), permet de mesurer le pouvoir
réducteur par le calcul de I’IC50 des substances antioxydants contenues dans un extrait.

Le DPPH (2,2-diphényl-2-picrylhydrazyl) est définie comme un radical libre stable
par la vertu de la délocalisation de I’électron disponible, qui provoque la couleur
violette profonde en solution, caractérisée par une absorption dans un intervalle compris
entre 512 et 517 nm. Quand une solution de DPPH est mélangée avec une substance
donneuse d'atomes d’hydrogéne ou d'électrons, antioxydante, il ya formation de la
forme réduite (figure.20).Ceci provoque la perte de la couleur violette et I’apparition

d’une couleur jaune pale et I’absorbance est lue a 515 nm.
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Figure.21 : La présentation chimique d’une réaction du DPPH par un antioxydant
b) Mode opératoire :

Le protocole expérimental utilise est celui de avec quelques modifications. La solution
de DPPH est préparée par solubilisation de 2.5 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol.

On prépare des solutions meres des différents extraits et I’acide ascorbique dans le

méthanol & une concentration de 0.5 mg/ml.

Une série de dilutions en demi est réalisée (SM, 1/2, 1/4,1/8,1/16), pour chaque
concentration 3 répétition ont été effectuées.

Un volume de 50 pL de chaque solution méthanoliques est mélangé avec 1950 uL de la
solution de DPPH, le mélange est laissé a I’obscurité pendant 30 min, toutes les lectures
de I'absorbance sont effectuées a 515 nm dans le spectrophotometre.

- Le blanc est représenté par le méthanol.

- le contrdle négatif (sans extrait) est constitué de 50 pL de méthanol avec 1950 pL de la
solution de DPPH.

- Le contrdle positif est représenté par I’acide ascorbique (standard).
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Figure.22 : Les étapes de I'estimation des concentrations inhibitrices (1C50) du pouvoir
antiradicalaire Par la méthode du DPPH :

11.6.Analyses statistiques :

Les données des variables ont été soumises a une analyse de variance a deux facteurs en
utilisant I’option ‘Factorial ANOVA’ incluse dans le logiciel STATISTICA Version 8.0
(2007).Pour les variables ; activité antibactérienne et activité antioxydante, I’effet

analysé pour chaque espéce est I’interaction «Souche X concentration».

La comparaison des moyennes pour toutes les variables étudiées est faite en référence a
la plus petite différence significative (PPDS) au seuil de 5% en utilisant le test de

Fisher.

Les valeurs de Probabilité «P» supérieures a 0,01 et inférieures ou égales 0,05 sont
considérées significatives. Les valeurs supérieures a 0,001 et inférieures ou égales a
0,01 sont considérées hautement significatives. Alors que les valeurs inférieures a 0,001

sont considérées tres hautement significatives.
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Résultats et Discussions Chapitre 111

Dans ce chapitre, nous avons expose les résultats obtenus lors de cette étude, suivies
d’une discussion pour chaque étape étudiée. Ces derniers sont subdivisés en 4 parties :

1- I’extraction des composes actifs.

2- les résultats des tests phytochimiques.

3- les résultats de I’activité antibactérienne.
4- les résultats de I’activité antioxydante.
I11.1.Résultats :

111.1.1.Extraction des composeés actifs :

Le processus d’extraction des composés actifs a partir de la partie aérienne (feuilles) de
I’Eucalyptus des deux espéces a été effectué par macération en utilisant de deux
solvants organiques (méthanol et acétone).

Notre extraction nous a permis d’obtenir deux extraits : I’extrait méthanolique et
I’extrait acétonique.

L'aspect de ces différents extraits est représenté dans la figure 23.

Figure.23 : Aspect des extraits méthanoliques et acétoniques de I’Eucalyptus Blakelyi et

Eucalyptus Cladocalyx respectivement.
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Les différents rendements de I’extraction obtenue en pourcentage (%des deux extraits
sont illustrés dans le tableau 6 suivant :

Tableau.06 : Rendement d’extraction en (%) des différents extraits.

Espéces Extraits Rendement %
Eucalyptus Cladocalyx méthanolique 25.17
acétonique 12.69
méthanolique 11.55
Eucalyptus Blakelyi acétonique 3.42

Les résultats indiquent que les extraits méthanoliques et acétoniques de I’E. Cladocalyx
présentent les rendements respectives de 25,17 et 12,69%. Alors qu’ils exhibaient des
rendements de 11,55 et 3,42% pour I’E.Blakelyi. En général, au sein de la méme espéce,
le rendement enregistré sur I’extrait méthanolique est beaucoup plus meilleur que celui

de I’extrait cétonique.
111.1.2. Résultats des tests phytochimiques :

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence des
métabolites secondaires au niveau des feuilles de I’Eucalyptus, la détection de ces
composés chimiques est basée sur des réactions de coloration et/ou de précipitation, un

changement de couleur spécifique.

Les extraits et la Poudre de chaque espéce d’Eucalyptus étudiée sont soumis a une
analyse phytochimique qui permet de déterminer qualitativement ces composés

chimiques.

Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques realisés sur les différents extraits

sont mentionnés dans le tableau? :
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Tableau.07 : Résultats du screening phytochimique des extraits.

.. Les extraits
™ ECm ECa EBm EBa
"
Les composants.
N
saponine +H + ¥ 4+
coumarine ey ++ ++ H
tanin FEe + i =3
protéine _ _ _ _
flavonoide _ _ _ =
alcaloide - " -
Stérol et polyterpéne

(++) : Test fortement positif ;(+) : Test faiblement positif ;(-) : Test négatif.
EC : Eucalyptus Cladocalyx, EB : Eucalyptus Blakelyi, m : méthanoliques, a : acétoniques.

D’apreés le tableau, on remarque que les coumarines, tanins et saponines sont présents dans les
deux extraits (méthanoliques et acétoniques) des deux espéces etudiées. De méme les protéines,

flavonoides, les stérols et les polyterpenes révelent un test totalement négatif dans ces extraits.

On note aussi la présence des alcaloides dans les extraits méthanoliques des deux espéces mais

une absence dans I'extrait acétonique de I’E. Cladocalyx.

Dans les tests réalisés pour la recherche des saponines, nous avons enregistré la présence des
saponines dans les parties aériennes des deux especes des différents extraits étudiées de
I'Eucalyptus, la hauteur de la mousse est supérieure a 1cm pour les extraits méthanolique et
acétonique de I'Eucalyptus Cladocalyx, alors qu' 'elle est égale & 1cm pour ceux de I'Eucalyptus

Blakelyi.
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Tableau.08 : Résultats du screening phytochimique de la poudre.

Lespéce EB EC
Les composants

Saponine + +

Leuco anthocyane

anthocyane +H +
flavonoide o +
Tanin gallique +H T+
Tanin catéchique +H +
alcalode

(+) : Test faiblement positif ;(++): Test fortement positif ; (-) : Test négatif.
EC : Eucalyptus Cladocalyx, EB : Eucalyptus Blakelyi, m : méthanoliques, a: acétoniques.

Selon les résultats mentionnés dans le tableau.8, on constate que les principaux
composés sont présents en quantités différentes dans la poudre des deux plante
d'Eucalyptus, qui sont les saponines, les anthocyanes, les tanins galliques, les tanins
catéchiques et les flavonoides. Les autres composants a savoir les leuco-anthocyane, et

alcaloide sont totalement absents.

Les tests phytochimiques réalisés ont montré la présence des flavonoides dans I'espéce
d’Eucalyptus Cladocalyx mais avec une quantité faiblement importante ainsi leurs
absences totales dans l'autre espece (Eucalyptus Blakelyi).
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Eucalyptus
Blakelyl

Saponines Tanins Alcaloides Coumarines

Figure.24: Résultats positifs du screening phytochimique d’extrait méthanolique

Eucalyptus
Cladocalyx

d'Eucalyptus Blakelyi et Eucalyptus Cladocalyx.

iR Alcaloide
’ i négative
1. .
e | s

Tanins Coumarines Saponines alcaloides

Figure. 25 : Résultats du screening d’extrait acétonique d'Eucalyptus Blakelyi et

Eucalyptus
Biakelyl

Eucalyptus
Cladocalyx

Eucalyptus Cladocalyx.

Page 49



Résultats et Discussions Chapitre 111

[%2]
g = .
== Flavonoide
g m négative
S o
w

Tanin galliques Tanin catéchiques  Anthocyanes Flavonoides

25

53

s 3

S5 8

w o

Figure.26 : Résultats des tests phytochimiques de la poudre d'Eucalyptus Blakelyi et
Eucalyptus Cladocalyx.

I11.1.3.L activité antibactérienne :
L'objectif de ce travail est d'évaluer I'activité antibactérienne des différents extraits des

feuilles d'Eucalyptus.
Test antibactérien :

L’étude de [I’activité antibactérienne des différents extraits (méthanoliques et
acétoniques) des feuilles d’Eucalyptus Blakelyi et Eucalyptus Cladocalyx est testée vis-
a-vis de six souches bactériennes : Escherichia coli ATCC, Escherichia coli isolée,
Klebseilla oxytoca, Klebsella pneumoniae, Citobacter freundii, Entérobacter aerogenes
par la méthode de diffusion des disques qui se traduit par I’apparition d’une zone

d’inhibition autour du disque imprégné d’extraits de feuilles d’Eucalyptus.

La lecture des résultats se fait a 37C° pendant 24 heures d’incubation, obtenus par la
méthode de diffusion en milieu gélosé (Muller Hinton) apres soustraction de diameétre
du disque, et elle est basée sur la mesure des diamétres des zones d’inhibition autour de

chaque disque a I’aide d’une réegle, exprimée en millimétre.
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Tableau.09 : Activité antibactérienne des extraits méthanoliques de I’E. Blakelyi.

. E .Coli |E .coli K.

E. aerogenes | C. freundii| K .oxytoca ATCC isolée oneumoiae
Cl 11,33 16,00 9,00 11,33 21,33 20,00
C2 9,00 11,33 8,00 9,00 18,67 22,67
C3 10,00 12,67 7,67 12,00 20,33 22,33
C4 8,67 17,67 17,33 13,33 21,00 23,33
c5 40,67 46,67 45,33 36,67 33,67 45,00

Tableau.10 : Activité antibactérienne des extraits acétoniques de I’E. Blakelyi.
.. E .Coli . K.
E. aerogenes | C .freundii| K. oxytoca ATCC E. coli pneumoniae

Cl 16,33 11,00 10,33 21,33| 11,00 13,00
C2 17,67 17,00 14,00 13,33 9,00 12,67
C3 16,33 14,33 12,67 12,67| 10,00 11,00
c4 13,67 11,67 12,00 13,67 9,33 14,33
C5 40,67 46,67 45,33 36,67 | 42,67 45,33

Tableau.11 : Activité antibactérienne des extraits méthanoliques de I’E.Cladocalyx.

E. aerogenes | C. freundii | K .oxytoca E Coli E. coli “ _
ATCC pneumoniae
Cl 21,33 26,33 22,00 23,33 20,33 22,33
c2 10,33 11,00 13,33 18,00 10,00 18,33
C3 [10,00 8,67 15,33 12,00 11,67 17,33
C4 8,67 8,00 9,67 14,00 21,33 12,33
C5 [43,00 46,67 45,33 36,67 35,00 45,33
Tableau.12 : Activité antibactérienne des extraits acétoniques de I’E.Cladocalyx.
E. aerogenes | C. freundii | K .oxytoca E .Coli E. coli K.
ATCC pneumoniae
Cl |24,00 19,00 23,33 22,33 22,33  |10,67
C2 18,33 9,67 17,67 16,33 8,67 17,33
C3 10,00 14,00 13,00 15,33 21,33  |14,67
C4 11,33 11,33 16,33 11,67 12,00 10,67
C5 |43,00 46,67 45,33 36,67 40,00 38,00
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L’analyse de la variance des valeurs prises par la variable zone d’inhibition indique des
effets trés hautement significatifs de I’extrait méthanolique de I’Eucalyptus Blakelyi et
I’Eucalyptus Cladocalyx sur les différentes souches bactériennes. Par I’application de
I’extrait méthanolique de I’Eucalyptus Blakelyi, la zone d’inhibition la plus importante
(23,33mm) a été enregistrée chez K. pneumoniae avec la concentration de 25 mg/ml
(Tableau 9). Chez I’Eucalyptus Cladocalyx un diamétre de 26,33 mm a été obtenu chez
C. freundiien application de la concentration 200mg/ml (solution mére) (Tableau 11).

Les faibles valeurs des diametres de la zone d’inhibition (7,67, 8, 8,67 et 9) ont été
observées surtout chez K.oxytocaet E. aerogenessous I’effet des différentes
concentrations de I’extrait méthanolique de I’Eucalyptus Blakelyi, (Tableau 9). Alors
que pour I’Eucalyptus Cladocalyx, ces faibles valeurs (8 ; 8,67) ont été remarqués
uniquement chez C. freundii et E. aerogenes. Le témoin positif utilisé pour ces bactéries
constitué de Gentamycine a été largement efficace contre toutes les souches
bactériennes avec des diamétres qui varient entre 33,67et 46,67mm, des valeurs notées
chez E .coli isolée et C. freundii respectivement de l'extrait méthanolique de I'E.
Blakelyi, tandis que pour celui de I’E.Cladocalyx, ces valeurs s'échelonnent entre 35,00
et 46,67mm, enregistrées sur les mémes bactéries. Ces résultats suggeérent clairement
que I’extrait méthanolique de I’Eucalyptus Cladocalyx est plus efficace que celui de
I’Eucalyptus Blakelyi.

L’analyse graphique des figures 27 et 28 montre que I’effet antibactérien varie en
fonction de la concentration appliquée, une variabilité importante a été observée chez
I’Eucalyptus Blakelyi et Eucalyptus Cladocalyx a partir de la concentration la plus
élevée (la solution mere, 200 mg/ml) a la concentration la plus faible (25mg/ml) au sein

des extraits appliqués sur les différentes bactéries utilisées.

L’effet de I’extrait méthanolique de I’Eucalyptus Blakelyi dans sa réaction avec toutes
les souches bactériennes utilisées, s’étale de 7,67 a 23,33 mm, diametres mesurés de la
zone d’inhibition. La concentration50 mg/ml chez K .oxytoca a induit la valeur la plus
faible, alors que la valeur la plus élevée a été observée en appliquant la concentration25

mg/ml sur K. pneumoniae.

L’effet global de I’extrait méthanolique de I’Eucalyptus Cladocalyx, s’étale de 9 a

26,33mm. La valeur la plus faible a été observée chez C. freundiia une concentration de
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25mg/ml, par contre la valeur maximale a été remarquée chez la méme bactérie. (Figure
28).

50,00
45,00

= 40,00
£35,00
£30.00
Z 25,00
g 20,00
g 15.00
N 10,00
5,00
0,00

EC1mC2uC3mC4u(Cs

E aerogenes  C freundii Koxytoca E Coli ATCC E coli K pneumoniae
Souche bactérienne

Figure.27 : Histogramme représentant I’Effet de I'interaction souche-concentration de
I'extrait méthanolique de I’E. Blakelyi.

C1: concentration de 200mg/ml, C2 : concentration de 100mg/ml, C3 : concentration
de 50mg/ml, C4 : concentration de 25mg/ml, C5 : concentration de la Gentamycine.

50,00
48,00
00

uCl mC2 uC3
mC4 uCs

E aerogenes C freundii Koxytoca =~ E Coli ATCC E coli K preumoniae
Souche bactérienne

Figure.28 : Un histogramme représente I’Effet de I'interaction souche-concentration des
extraits méthanoliques de I’E. Cladocalyx.

Des différences tres hautement significatives ont été révélées par I’effet de I’extrait
acetonique des deux especes Eucalyptus Blakelyi et I’'Eucalyptus Cladocalyx sur les

différentes souches bactériennes. L’extrait acétonique de I’Eucalyptus Blakelyi, a
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induit la zone d’inhibition la plus importante sous I’effet de la concentration de 200
mg/ml avec un diamétre d’inhibition de I’ordre de 21,33 mm, cette valeur a été observée
chez E. coli ATCC (Tableaul0). Chez I’Eucalyptus Cladocalyx une zone d’inhibition de
24,00 mm de diametre a été enregistrée chez E aerogenes avec la concentration de
200mg/ml (Tableau 12). Les zones d’inhibition les plus faibles ont été observées chez
Escherichia coli sous I’effet des concentrations 100 et 25 mg/ml de I’extrait Acétonique
de I’Eucalyptus Blakelyi, induisant les valeurs respectives 9 et 9,33 mm (Tableaul0).
Alors que pour L’Eucalyptus Cladocalyx, son extrait acétonique a donné des valeurs de
8,67 et de 9, 67mm chez les bactéries E. Coli et C. freundii respectivement.

D’aprés la figure 29, une variabilité importante pour I’Eucalyptus Blakelyi et E.
Cladocalyx est avéree a travers les 4 concentrations analysées, suite a I’effet de I’extrait
acéetonique appliqué sur les bactéries étudiées. Sur les 4 concentrations et en application
de I’extrait acétonique sur toutes les souches bactériennes utilisées, I’effet du traitement
s’etale 9 a 21,33 mm, diamétres mesurés de la zone d’inhibition pour I’Eucalyptus
Blakelyi, La valeur inferieure a été observée a la concentration del00 mg/ml chez
Escherichia coli tandis que la valeur supérieure a été notée a la concentration 200
mg/ml chez Escherichia coliATCC25922. Pour la totalité des souches utilisées, la
variabilité de I’effet chez I’Eucalyptus Cladocalyx était de 8,67 a 24mm. L effet majeur
a été constate a la concentration C1 sur E. aerogenes alors que la valeur inférieure a été

notée chez E. Coli pour une concentration de 100mg/ml (Figure 30).

Page 54




Résultats et Discussions Chapitre 111

50,00 mCl1—m€C2—=C3
45,00 Cc5
E 40,00
% 35,00
§ 30,00
2 25.00
s 2000
= 15,00 -
2 1000 -
§ 5,00 -
0.00 -
E aerogenes C freundii K oxytoca E Coli ATCC Ecoli K pneumoniae
Souche bactérienne

Figure.29: Histogramme représentant I’effet de I'interaction souche-concentration des
extraits acétoniques de I’E. Blakelyi.
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Figure.30 : Histogramme représentant I’effet de I'interaction souche-concentration des
extraits acétoniques de I’E. Cladocalyx.

Page 55



Résultats et Discussions Chapitre 111

111.1.4.Activité antioxydante :

L’activité antioxydante des extraits acétonique de I’E.Blakelyi et E.Cladocalyx est
évaluée en termes de capacité de piégeage des radicaux en suivant la réduction de
I’absorbance d’une solution alcoolique de DPPH qui s’accompagne par son passage de
la couleur violette a la couleur jaune, mesurable a 515nm a I’aide d’un
spectrophotometre (Majhenic et al., 2007). A des fins comparatives un antioxydant

standard a été utilisé : I’acide ascorbique.

Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes du pourcentage d’activité
antiradicalaire pour chaque extrait des plantes.

Tableau.13 : Activité antioxydante des extraits acétoniques d'Eucalyptus Blakelyi,
Eucalyptus Cladocalyx et I’acide ascorbique.

Pourcentage | Pourcentage | Pourcentage

d'inhibition | d'inhibition | dinhibition
Concentration de I'E. de I'E d’Acide
pg/mi Blakelyi Cladocalyx | asco rbique
31,25ug/ml 25,13 24,66 27,77
62,5ug/ml 22,13 32,05 44,67
125 pg/ml 22,84 35,19 57,76
250 pg/ml 26,32 34,65 57,25
500 pg/ml 31,85 46,66 67,00

L’activité antioxydante de I'extrait acétonique est différente, elle était de : 46,66 mg/ml
et 31.85 mg/ml pour I'Eucalyptus Blakelyi et I’E.Cladocalyx respectivement en

comparaison a I’acide ascorbique utilisé comme standard avec une Clde 67 mg/ml.

L’examen de la figure 31 montre que le pourcentage d’inhibition est dépendant des
concentrations, et ce pour E. Cladocalyx et E. Blakelyi ainsi que I’acide ascorbique. Plus
précisément I’augmentation en concentration de nos échantillons provoque I’élévation
de pourcentage d’inhibition et par conséquent I’augmentation de I’activité antioxydante.
En ce qui concerne I’acide ascorbique, on peut constater que I’activité antiradicalaire est
proportionnelle & I’augmentation de la concentration de la solution jusqu’a la fin de

I’expérience.
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Figure.31 : Activité antioxydante des extraits acétoniques de I'Eucalyptus Blakelyi,
Eucalyptus Cladocalyx.

C1: 500 pg/ml; C2: 250ug/ml; C3: 125ug/ml; C4: 62,5ug/ml; C5: 31,25ug/mi

-L’acide ascorbique ont montré un pourcentage de piégeage du radical DPPH plus
important par rapport aux extraits acétonique de I'Eucalyptus Blakelyi et Eucalyptus
Cladocalyx cela est indiqué par I’allure des graphes.

Les profils d’activité antioxydante obtenus montrent que I’acide ascorbique posséde une
forte activité antioxydante sur les radicaux libres DPPH.D’une maniére générale,
I’extrait acétonique de I’E.Cladocalyx présente une activité antioxydante nettement
meilleure que celle de I’E. Blakelyi pour toutes les concentrations testées. A partir de
cette analyse, on deduit que I’extrait acétonique de I’E.Cladocalyx est fortement
efficace pour les concentrations appliquées.

D’apreés le classement par ordre croissant on remarque que I’extrait acétonique de I’E.
Blakelyi et I’E.Cladocalyx varie dans le méme sens. Par ailleurs I’acide ascorbique
c’est le plus puissant.

D’apres nos résultats, I’efficacité peut étre résumée comme suit : Acide ascorbique > E.
Cladocalyx> E. Blakelyi. Celle de I’E.Cladocalyx était maximale a 46,66 mg/ml, avec
C1.
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I11.2.discussion :

La différence de rendement observée entre les extraits méthanoliques et les extraits
acétoniques pourrait s’expliquer par le fait que le méthanol est un solvant fortement
polaire, capable d’extraire énormément de molécules .Dans une étude réalisée par Dorsaf
et al, 2012 sur Eucalyptus gillii, I’extrait méthanolique a donné un rendement de 6,4%, par
contre I'extrait acétonique a révélé un rendement de5,2%.En comparant ces résultats, nous avons
constaté que les rendements obtenus chez les deux extraits sont supérieurs a ceux des extraits de
Dorsaf et al,(2012). Quel que soit I’extrait obtenu, I’E.Cladocalyx semble meilleur que
I’E. Blakelyi. De ce fait, le rendement de I’extraction varie en fonction de I’espece
végétale et son contenu en métabolites secondaires tels que les flavonoides,
tanins...... etc (Mohammedi, 2013).D’autres facteurs comme les conditions
environnementales, la période de récolte et I’age du matériel végétal jouent également

un role important dans cette variation (Smallfield, 2001).

D’apres les résultats obtenus de screening phytochimique, on a pu révéler I’existence
des différents métabolites secondaires chez les deux especes étudiés, ces métabolites

sont plus abondants dans I’extrait méthanolique que I’acétonique.

Des résultats différents ont été obtenus par Dorsaf et al, 2012 sur I’Eucalyptus gilii, ils
ont montré la présence des flavonoides dans les extraits méthanolique et acétonique,
tandis que les résultats obtenus ont révélé I’absence totale des flavonoides dans les
extraits des deux especes d’Eucalyptus étudiés, par ailleurs, des travaux antérieurs
similaires ont été réalisés sur les tests phytochimiques. Ceux réalisés par Babayi et al.
2004 sur les extraits méthanolique et acetonique d’E.Camaldulensis, confirmantles

résultats du présent travail.

Une étude réalisée par Shubhreetet al. 2019 a montré la présence des saponines et des

taninsdans lesextraits acétonique et méthanolique des feuilles d’E sp.

Subrmanian et al. 2017 ont montré I'absence totale des coumarines et la présence des

alcaloides dans I'extrait acétonique de I'Eucalyptus globulus.
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Les études de Sasikala et Kalaimath, 2014 et Shubhreet et al.2019sur Eucalyptus sp,
ont montré I’absence totale des protéines dans les extraits méthanolique et acétonique
respectivement, ce qui est le cas de notre étude.

Ibrahim et al. 2016 ont démontré I'absence des stérols et les polyterpénes dans I’extrait
méthanolique de I'Eucalyptus camaldulensis, ceci confirme les résultats trouvés durant

notre étude.

Il ressort de I’analyse phytochimique que I’extrait méthanolique est le plus riche en
métabolites secondaires par rapport a I’extrait Acétonique pour les deux espéeces
étudiées.

La présence de ces métabolites secondaires au niveau de deux espéces étudiées explique
leur fort pouvoir thérapeutique. Par conséquent ces résultats justifient I’utilisation de ces
deux especes dans la médecine traditionnelle par la population locale.

A partir de I’aromatogramme, on déduit que les deux extraits d’Eucalyptus Cladocalyx
donnent un excellent effet sur les 6 souches bactériennes étudiées par rapport a
I’Eucalyptus Blakelyi avec des zones d’inhibitions qui peuvent atteindre les 26mm pour
I'extrait méthanolique. Cette activité est en relation étroite avec la concentration en
polyphénols trouvés lors de I'étude phytochimique dont I’Eucalyptus Cladocalyx a
enregistré une richesse en tanins par rapport I’Eucalyptus Blakelyi, ce métabolite
secondaire est connu par sa capacité de précipiter les protéines microbiennes
(Subrmanian et al. 2017).

L'extrait méthanolique de | 'Eucalyptus Cladocalyx est plus efficace que I’extrait
acétonique, a cause de sa richesse en composes actifs tels que les alcaloides, ces
derniers ont un effet sur ’ADN microbien et ils sont un moyen de lutte contre les
maladies infectieuses (Subrmanian et al. 2017).C. freundii, E. coli ATCC 25922 et K.

pneumoniaesont les bactéries les plus sensibles.

Selon I’étude de Dorsaf etal,2012, les extraits méthanoliques et acétoniques de I'E.gilli

présentent un bon effet sur la bactérie K. pneumoniae.
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Une étude réalisée par Babayi et al. 2003 sur les extraits méthanolique et acétonique de
I' E .camaldulensisa montré la résistance de la bactérie E.coli ATCC25922.

L’extrait méthanolique de I'E. Blakelyi montre une efficacité supérieure que son extrait
acétonique contre les souches bactériennes etudiées dont E.coli et k. pneumoniae sont
les plus sensibles, ceci a été confirmé par I'étude de Dorsaf et al,2012.

Il est important, de préciser qu’un résultat obtenu lors de I’évaluation d’un extrait brut
est la composante de deux parametres : I’activité intrinseque des produits actifs et la
diversité quantitative et/ou qualitative des composés présents dans ces extraits. Par
exemple une activité avérée d’un extrait peut aussi bien étre le reflet d’une faible
quantité de constituants trés actifs que d’une grande quantité de constituants peu actifs
Ou & certains constituants qui démontrent un synergisme (Dorsaf et al, 2012).

L’activité antibactérienne ne dépend pas seulement de la composition chimique des
extraits mais aussi de la souche bactérienne ciblée Gram+ ou Gram-, il ressort
manifestement que les extraits étudiés d’E.Cladocalyx a un effet antibactérien aussi bien
sur les bactéries Gram+ que négatifs (Gram-) sur différentes familles bactériennes et

présente a cet effet un spectre action large.

Il existe des auteurs comme Dorman et Deans, (2000)qui ont signalé I’indépendance de
I’activité antibactérienne au Gram. Cependant d’autres ont déclaré que Les bactéries
Gram+ ont été plus sensibles aux extraits végetaux que les bactéries a Gram- (Karaman
et al., 2003). En effet les bactéries Gram- possédent une résistance intrinseque aux
agents antimicrobiens qui en relation avec la nature de leur paroi bactérienne. Chez les
bactéries a Gram+, le peptidoglycane est trés épais et associé a des protéines pariétales
et a des structures polyosidiques. Contrairement chez les bactéries a Gram-, le
peptidoglycane est tres fin et associé a une enveloppe externe complexe définissant un
espace périplasmique. Cette espace est remplie d’enzymes qui dégradent les substances
complexes pour qu’elles puissent traverser la membrane cytoplasmique et inactivent les
produits chimiques toxiques (antibiotiques). La résistance des bactéries a Gram- aux
glycopeptides et aux macrolides est due a I’incapacité de ces molécules a franchir la

membrane externe (Boukhatem et al. 2014).

La bonne activité antioxydante de I’extrait acétonique d’E.Cladocalyx pour toutes les

concentrations appliquées est probablement due a la richesse de celui-ci en composés
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phénoliques comme les coumarines et les tanins. Cette activité est plus importante que
celle de I’E. Blakelyi. La complexité de la composition des extraits en substances
phénoliques et la synergie entre elles sont a I’origine d’une meilleure activité
antioxydante (Miguel, 2010). En outre, ce potentiel élevé des substances
polyphénoliques & piéger les radicaux libres peut étre expliqué par la présence des
groupes hydroxyles phénoliques (Sawaet al., 1999). Néanmoins, il est évident que
I’activité antioxydante des composés phénoliques dépend non seulement de la
concentration mais également du nombre et de la position des fonctions hydroxylées
donneurs d’hydrogéne sur les cycles aromatiques des molécules phénoliques (Rice
Evans et al., 1996).

Il a été démontré que les molécules antioxydant telles que I’acide ascorbique,
tocophérol, tanins et flavonoides réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur
capacité a céder I’hydrogene (De Pooter et al. 1986).

Dans une étude entreprise par Bizimenyera et al. 2005 sur le piégeage du DPPH des
extraits des feuilles d’Eucalyptus camaldulensis, ils ont noté que I’extrait acétonique a
donné un pourcentage d'inhibition de 89.11%. En outre, il convient de noter que
I'activité antioxydante dépend de plusieurs paramétres tels que le rapport entre la
quantité de I’extrait et la quantité de solution de DPPH utilisée dans le mélange, la
concentration de la solution du DPPH et le temps d’incubation (Akrout et al. 2010).
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La connaissance et I’'usage des plantes médicinales constituent un vrai patrimoine pour
I’étre humain. Leur importance dans le domaine de la santé publique a connu un regain
d’intérét durant ces derniéres années grace aux thérapeutiques qu’elles procurent. Cette
diversité, en propriétés biologiques, est liée certainement aux vertus thérapeutiques
attribuées a une gamme extraordinaire de molécules bioactives, synthétisées par la
plante comme des agents thérapeutiques. Ces molécules naturelles phénoliques sont trés
recherchées en phytothérapie vue les effets secondaires des médicaments et les
séquelles néfastes des antioxydants de synthese.

Dans le but de la valorisation de la flore Algérienne, nous nous sommes intéressé a
I'évaluation de I’activité antioxydante des deux extraits (méthanolique et acétonique) de
la partie aérienne de deux espéces différentes, Eucalyptus Blakelyi et Eucalyptus
Cladocalyx.

La détermination des rendements en extraits bruts a montré une rentabilité importante
chez les deux especes. Les résultats obtenus ont montré que I’extrait méthanolique de
Eucalyptus Cladocalyx et Eucalyptus Blakelyi ont manifesté un bon rendement avec
25.17 % et 11.55 % respectivement, alors que le rendement le plus faible a été
enregistré pour I’extrait acétonique de I’Eucalyptus Blakelyi et qui était de 3.42% par
contre celui de I'Eucalyptus Cladocalyx a donné un rendement de I'ordre de12.69%.

La quantification par le screening phytochimique nous a permis de déterminer
I’existence ou I’absence de quelques polyphénols. Les résultats obtenus nous ont
permis de révéler que I’extrait méthanolique est le plus riche en polyphénols pour les

deux espéces étudiées.

Les deux extraits méthanolique et acétonique de I’E Cladocalyx ont présenté une forte
activité inhibitrice sur toutes les souches bactériennes étudiées avec des diametres
d'inhibition de l'ordre de 26,33 et 24 mm respectivement, en outre ceux de I’E. Blakelyi
ont montré des diamétres d’inhibition de 26,33 et 21,33mm respectivement. Les

bactéries C. freundii et E. aerogenes étaient les plus sensibles aux extraits méthanolique
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et acétonique d'Eucalyptus Cladocalyx tandis que ceux de I’Eucalyptus Blakelyi ont été
trés efficaces contre K. pneumoniae et E. coli ATCC25922.

Les potentialités antioxydants de I’extrait acétonique ont évalués par la méthode
depiégeage du radical libre DPPH, ou I’extrait acétonique d’E.Cladocalyx a manifesté
un bon pouvoir réducteur que celui d’E. Blakelyi avec un pourcentage d'inhibition de
46,66 % et 31,85 % respectivement.

Il serait intéressant de procéder aux différentes méthodes d’extraction et de dosage afin
d’avoir un rendement plus élevé. On pourrait également rechercher d’autres effets
bénéfiques, de ces mémes extraits, & savoir des activités antidiabétiques,

anticancéreuses, cicatrisantes.

Ainsi de déterminer des nouvelles substances bioactives naturelles qui pourront
répondre aux différents problemes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments

synthétiques.
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Figure.0l: I’ effet des extraits acétonique et méthanolique d’Eucalyptus Blakelyi sur

Citrobacter freundii.
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Figure.02 : I’ effet des extraits acétonique et méthanolique d’Eucalyptus Cladocalyx
sur citrobacter freundii.
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Figure.03 : I’ effet des extraits acétonique et méthanolique d’Eucalyptus Blakelyi sur

E. coli isolée.
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. Figure.04 : I’effet des extraits acétonique et méthanolique d’Eucalyptus Cladocalyx

sur E. coli isolée
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Figure.05 : I’effet des extraits acétonique et méthanolique d’Eucalyptus Blakelyi sur

E. coli ATCC.
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Figure.06 : I’effet des extraits acétonique et méthanoliqué d’Eucalyptus Cladocalyx sur
E.coli ATCC.
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Figure.07 : I’effet des extraits acétonique et méthanolique d’Eucalyptus Blakelyi sur

Ebtérobacter aerogenes.
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Firure.08 : I’effet des extraits acétonique et méthanolique d’Eucalyptus Cladocalyx sur

Ebtérobacter aerogenes.
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Figure.09 : I’effet des extraits acétonique et méthanolique d’Eucalyptus Blakelyi sur

Klebseilla oxytoca.
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Figure.10 :I’effet des extraits acétonique et méthanolique d’ Eucalyptus Cladocalyx

sur Klebseilla oxytoca.
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Figure.11 : I’effet des extraits acétonique et méthanolique d’Eucalyptus Blakelyi sur

Klebseilla pneumoniae.
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Figure.12: I’effet des extraits acétonique et méthanolique d’Eucalyptus Cladocalyx sur

Klebseilla pneumoniae.
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Matériel de laboratoire :

Tableau.1: Produits chimiques et milieux de culture utilisés.

Produits chimiques Utilisation
Méthanol préparation de l'extrait
méthanolique
Solvants
Acétone préparation de l'extrait
acétonique
NaOH
CuSO4
HCI
Magnésium meétallique
CH20
lode de potassium (KI)
lode () screening phytochimique
Anhydride acétique (screening du résidu
H2504 screening dTa la poudre)
Réactifs Acide chlorhydrique
Ammoniac (NH40H)
alcool chlorhydrique
Ethanol
Chlorure ferrique(FeCI3)
Formol
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DMSO

Activité antimicrobienne

2,2-diphényl-2-
picrylhydrazyl (DPPH)

Acide ascorbique

Activité antioxydante

Sels Chlorure de Sodium

(NaCl)

Préparation de I’eau
physiologigque

Milieux de culture

Milieu Mueller-Hinton
(MH)

Repiquage des souches
bactériennes et
aromatogramme

Appareillage :

-Bécher

- Entonnoir

- Erlenmayer

- Creuset

- Spatules

- Papier filtre

- Eprouvette

- Balance électronique
- Barreau magnétique
- Agitateur

- Rotavapeur

- Etuve

- Pipette pasteur

- Micropipette

- Tube a essai

- Spectrophotomeétre

- Autoclave

- Boites de pétrie
- Ecouvillons

- Portoirs

- Anse de platine

- Bec benzéne

- Plaque chauffante

- Bain marie

- Pince en métal




