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Résumé :

Eucalyptus globulus (Kalitus) est une plante médicinale appartient a la famille des
Myrtacées, L’extrait aqueux de la plante a été prépare a partir de la partie aérienne (feuilles).
Le rendement d’extraction est d’ordre 8,639%. L’estimation quantitative des phénols totaux,
flavonoides par la méthode colorimétrique a montré que 1’extrait est riche en ces composés
(280,6372 ug EAG/mg d’extrait); (37,2839 ug EQ/mg d’extrait) par ordre. L’activité
antioxydant a été évaluée par la méthode de piégeage de radical libre DPPH dont I’IC50 a été
estimee a 0,0189+0,0015 mg/ml qui est inférieur a celle obtenue par le BHT (0,0057+ 0,0012
mg/ml).

L’activit¢ antimicrobien a été déterminé vis-a-vis quatre souches bactériennes
(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa) par
la méthode de diffusion sur géloses. Les résultats mettent en évidence que 1’extrait a
manifesté une activité antibactérienne contre les bactéries a Gram positif a des degrés
variables, tandis que sur les bactéries a Gram négatif y’a aucun effet manifeste.

Tous ces résultats mettent en valeur les différentes applications thérapeutiques de cette
plante dans la médecine traditionnelle et encourage la recherche de nouvelles molécules
naturelles a caractére antioxydante et antibactérien dont le but de les investir dans les

différentes industries : pharmaceutiques, cosmétiques, alimentaires,... etc.

Mots-clés : Activité antibactérienne, Activité antioxydante, DPPH, Eucalyptus globulus,

Polyphénols.
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Abstract :

Eucalyptus globulus (Kalitus) is a medicinal plant belongs to the family Myrtaceae. The
extract was prepared from the aerial part (leaves). The extraction yield is of the order 8.639%.
Quantitative estimation of total phenols, flavonoid by the colorimetric method showed that the
extract is rich in these compounds (280,6372 ug EAG/mg d’extrait) ; (37,2839 ug EQ/mg
d’extrait) by order. The antioxidant activity was evaluated by the DPPH free radical
scavenging method, the 1C50 of which was estimated to be 0.0189 + 0.0015 mg / ml which is
lower than that obtained by BHT (0.0057 + 0.0012 mg / ml).

The antimicrobial activity was determined against four bacterial strains (Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa) by the agar
diffusion method. The results demonstrate that the extract showed antibacterial activity
against Gram positive bacteria to varying degrees, where as on Gram negative bacteria there

is no obvious effect.

All these results highlight the different therapeutic applications of this plant in traditional
medicine and encourages the search for new natural molecules with antioxidant and
antibacterial characteristic whose purpose is to invest in different industries: pharmaceuticals,

cosmetics, food, etc.

Keywords: Antibacterial activity, Antioxidant activity, DPPH, Eucalyptus globulus,
Polyphenols.
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Introduction

Le corps humain produit des radicaux libres telles que: 1’anion superoxyde (O2), le radical
hydroxyle (OH) et le peroxyde d’hydrogene (H202), par plusieurs systemes enzymatiques a
partir de ’oxygeéne consommé (Wong et al., 2006). A des concentrations modérées, ces
especes sont connues par leurs réles physiologiques variés allant de la transduction du signal
cellulaire a la défense contre les pathogenes (Dastmalchi et al., 2008).

Cependant, au cours du stress oxydant, des quantités importantes des radicaux libres
peuvent étre dangereuses, elles réagissent avec de nombreuses molécules telles que les
protéines et les lipides (Lee et al., 2007) ce qui conduit a I’apparition de diverses maladies
chroniques telles que: le cancer, les inflammations, ’athérosclérose et le diabete (Biglari et
al., 2008).

Des études épidémiologiques révélent que la consommation des fruits et Iégumes est
associee a la réduction des maladies chroniques (Dastmalchi et al., 2008), de plus, plusieurs
études ont été investies dans la recherche de nouvelles molécules antioxydantes a partir des
extraits de plantes pour renforcer la défense antioxydante de 1’organisme (Gutiérrez et al.,
2003). Ainsi, diverses études sont focalisées sur I’extraction des antioxydantes naturels a
faible codt a partir des plantes médicinales qui peuvent remplacer les additifs de synthéses qui
pourraient étre cancérigénes et méme toxiques pour le consommateur (Daker et al., 2008 ).

Un autre probléeme qui touche la santé publique est 1’émergence de la résistance aux
antibiotiques, suite a 1’utilisation massive et parfois abusive de ces derniers (De Billerbeck,
2007). Ceci a conduit a une forte demande du consommateur pour de nouveaux antibiotiques
contre les germes pathogénes (Fisher et Philip, 2008), et a incité les scientifiques a recourir a
la phytothérapie, dans le but d’avoir des molécules aux propriétés antioxydantes et
antimicrobiennes.

Il y a une préoccupation concernant les effets indésirables des molécules synthétiques
destinées a la lutte contre le stress oxydant et les infections bactériennes. Il semble donc
important de trouver une alternative a I’utilisation des antioxydantes synthétiques et des
antibiotiques classiques. Les remedes a base de plantes constituent une alternative dans les
systemes de soins primaires et donc, une voie prometteuse pour le développement des
médicaments traditionnellement améliorés. Récemment, beaucoup de chercheurs s’intéressent
aux plantes médicinales pour leur richesse en antioxydantes naturels a savoir les polyphénols,
les flavonoides, les tannins, etc. qui possédent des activités antioxydantes et antimicrobiennes.
De ce fait, I’exploitation de nouvelles molécules bioactives ayant des effets secondaires

limités ou inexistants depuis des sources naturelles et leur adoption comme une alternative
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Introduction

thérapeutique aux molécules synthétiques sont devenues des objectifs prioritaires pour les

recherches scientifiques et les industries alimentaires et pharmaceutiques.

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la recherche des antioxydantes et des antibactériens
naturels en évaluant les propriétés antioxydantes et antibactériennes d’extrait d’une plante
médicinale largement distribuée en Algérie: E. globulus.

Les objectifs de la présente étude sont :
= Préparation d’extrait de la partie aérienne de la plante E. globulus.
= Evaluation de la teneur en polyphénols et en flavonoides totaux d’extrait de notre
plante.

= Evaluation de I’activité antiradicalaire d’extrait d’E.globulus par le test de DPPH.

= Evaluation de Pactivité antibactérienne d’extrait d’E.globulus vis-a-vis quatres
souches bactériens par le test de diffusion des disques.

]
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Partie I Syntheése bibliographique

1. Présentation de la plante étudiée :
1.1. Généralités sur la plante :

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

Beaucoup d’especes appartenant a cette famille sont une source d’huiles essentielles pour la
parfumerie mais en aromathérapie, nous avons acces a environ 15 variétés différentes. Nous
ne pouvons pas traiter tous les chémotypes et avons choisis d’aborder ceux qui nous
paraissent le plus pertinents : Eucalyptus globulus, Eucalyptus radié (Eucalyptus radiata),
Eucalyptus citronné (Eucalyptus citriodora), Eucalyptus mentholé (Eucalyptus dives
piperitone) (Bruneton, 1999).

1.2. Synonyme et Nomenclature :
Synonymes : Gommier bleu, Eucalyptus globuleux, Arbre de fievre, Eucalyptus officinal.
Nomenclature :

e Francais: eucalyptus, arbre de la fiévre, gommier bleu ;

e Anglais: blue gum tree ;

e Arabe: Kalitus, Kalatus (Goetz et Ghadira, 2012).

1.3. Description botanique d'Eucalyptus globulus :

L ’Fucalyptus 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 (Ghedira et al., 2008).

1.3.1: Feuilles

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

e Les jeunes rameaux possedent des feuilles larges, courtes, bleu-blanc, avec un vrai
limbe nervuré (vignette).
e Les rameaux plus &gés possédent des feuilles aromatiques, épaisses, vert fonce,

courtement pétiolées.

.



Partie I Synthese bibliographique

1.3.2: Fleurs

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

larges. La base des sépales adhére a 1’ovaire infére, le calice et la corolle sont soudés et sa

paroi renferme des poches d’essence aromatique.
1.3.3: 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 souleévent pour laisser échapper les graines lors de leur chute sur

le sol, comme la figure 01 démontre (Ghedira et al., 2008).

Figure 01 : Feuilles, fleurs, fruits et graines d’E.globulus.

1.4. La systématique botanique : (Goetz et Ghadira, 2012).

Reégne : Plantae

Sous-regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Dicotylédones
Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Eucalyptus

Espeéce : Eucalyptus globulus

1.5. Origine et répartition géographique :

Le genre Eucalyptus est endémique en Australie. 1l est cultivé de nos jours dans quelques

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 & ce genre sont utilisées

pour assécher certaines zones marécageuses (Amakura et al., 2002).
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1.6. Composition chimique d’E.globulus :

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

L’eucalyptol ou le 1,8 cineole (Annexe ) c’est le composé majoritaire avec une

concentration de 70 a 85% (Song et al., 2009).
1.7. Effets thérapeutiques d’E.globulus :

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) reconnait 1’usage traditionnel des feuilles
d’Eucalyptus, des polyphénols sont utilisés comme des antioxydantes naturels, des
antiseptiques des voies urinaires, analgésiques en usage interne et externe, de plus en plus,
I’intérét des chercheurs dans la prévention et le traitement du cancer, des maladies
cardiovasculaires et neurodégénératives, hypoglycémiants et antispasmodiques bronchique
(Batish et al., 2008). Et pour soulager la fiévre et les symptomes de 1’asthme, ainsi que pour
traiter ’inflammation des voies respiratoires (Juergens et Dethlefsen, 2003).

Les huiles essentielles (HE) d’E. globulus présente des propriétés antirhumatismale,
stimulante et tonifiante (Tesche et Metternich, 2008).

2. Stress oxydatif
2.1. Définition :

Le stress oxydatif, appelé aussi stress oxydant, se définit comme étant un déséquilibre
profond de la balance entre les systémes oxydantes et les capacités antioxydantes de
I’organisme (Boyd et al., 2003). Ce déséquilibre provient soit d’une production exagérée
d’agents oxydants, soit d’une altération des mécanismes de défense (Morena et al., 2002)

comme démontre la figure 02.

ANTIOXYDANTS
SOD, GPx,
Catalase, GSH,
Vit E/C, °NO
Caroténoides

OXYDANTS

B ,__‘_4_, 0., OH®, '0,, H,0;

4 °NO, ONOO
HOCL

B LOO®, LOOH

»

Figure 02 : Définition du stress oxydante.
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2.2. Les radicaux libres :

En chimie, un radical libre est un atome ou une molécule dont la structure chimique est
caractérisée par la présence d’un électron libre sur leur couche périphérique ce qui le rend
extrémement réactif (Valko et al., 2006). Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé
par 1’acceptation d’un autre électron ou par le transfert de cet électron libre sur une autre

molécule, comme la figure 03 (Afonso et al., 2007).

Electron seul

Antioxydant

Radical libre

Figure 03 : Neutralisation d'un radical libre par un antioxydant.

2.3. Les sources des radicaux libres :

Les étres humains sont constamment exposés aux radicaux libres. En effet, les sources de
radicaux libres sont variées : la pollution atmosphérique, la cigarette, le rayonnement UV, les
radiations ionisantes, les radiations cosmiques, le métabolisme cellulaire (activité
mitochondriale, réactions enzymatiques), l'inflammation et les métaux toxiques, comme la
Figure 04 montre (Favier, 2006) .

Pollution

’

Tabac Inflammation

(fll I/
'S - \gl y

Traumatismes |

(N STRESS

S OXYDATIF I
&

gégléecanljeiligreé\gi,: : :’1' W)\ Déficit immunitaire
-

5 2 b
uv ;f’"’ﬂ / Stress

Vieillissement

Infection

= ‘;‘Y facteurs exogénes (extérieur)

\‘q facteurs endogénes (intérieur)

Figure 04 : Sources de production des radicaux libres
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2.4. Les cibles des radicaux libres :
La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des
lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés
notamment lors de I'oxydation des lipides (Harris, 2002).
= Les proteines : sont des constituants cellulaires structurels, fonctionnels et essentiels
qui peuvent subir des modifications oxydatives. L’oxydation des protéines et des
acides aminés par les radicaux libres (RL) aboutit & la formation des produits
carbonylés et hydroxylés. Dans les conditions physiologiques, les cibles majeurs sont
les acide aminés : soufrés, basiques, et aromatiques (Levine, 2002).

= Les acides nucléiques: ce sont des cibles majeures des RLs. Des altérations
structurales dénaturent ’ADN et entrainent des cassures chromosomiques. Des
perturbations sur la multiplication, la transmission ou réplication sont notées
(Lehucher-Michel et al., 2001).

= Les lipides: L’attaque des radicaux libres au sein de doubles liaisons lipidiques
membranaires aboutit a la désorganisation compléte de la membrane, cette
désorganisation commence par un défaut de la fluidité ; elle se poursuit par des
perturbations de plus en plus marquées qui peuvent aller jusqu’a la lyse compléte de
la membrane (Lehucher-Michel et al., 2001).

2.5. Les antioxydantes :

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder
ou empécher 1’oxydation de ces substrats (Berger, 2006).

2.5.1. Les Systemes de défense antioxydantes :

Le maintien d’un niveau non cytotoxique des RLS est assuré par des systémes
d’antioxydantes (Berger, 2006). Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes
et consomment beaucoup d’énergie pour contrdler leurs niveaux d’espéces réactives de
I’oxygene (ERO). La nature des systemes antioxydantes différe selon les tissus et les types
cellulaires et selon qu’on se trouve dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire. Les
défenses antioxydantes de notre organisme peuvent se diviser en systemes enzymatiques

(endogénes) et systemes non enzymatiques (exogenes) (Goudable et Favier, 1997).

.
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Les antioxydants endogénes

Les superoxydes dismutases (SOD) : sont des métallo-enzymes qui catalysent la
dismutation des ions Superoxyde en oxygenes moléculaire et peroxyde d’hydrogéne,
composés stables et moins toxiques (Arora et al., 2002).
SOD
2H" + 202" »H,0, + O,
La catalase (CAT) : Est une enzyme & heme qui réduit le peroxyde d’hydrogéne en

libérant I’oxygeéne et 1’eau, elle est localisée surtout dans les peroxysomes et les
hématies (Arora et al., 2002).
CAT
2 H,0; » H,0+0;
La glutathion peroxydase (GPx) : Elle agit en synergie avec la SOD puisque son

role est d’accélérer la dismutation du H202 en H20 et O2 (Arora et al., 2002).
GPx
2 H,O, > H,O + O,

Les antioxydants exogenes :

Les vitamines :

La vitamine A (Les caroténoides): Est une molécule liposoluble joue un réle dans
I’inactivation de 1’oxygéne singulet du fait qu’elle permet la désexcitation de
I’oxygene. La B-carotene peut également réagit avec le radical peroxyle et inhiber la
peroxydation lipidique (Costantini et Moller, 2008).

La vitamine E (Le tocophérol) : Est une vitamine liposoluble, elle intervienne
directement au niveau des membranes biologiques et inhibe ainsi la propagation de la
peroxydation et assurer le maintien de 1’intégrité et la stabilit¢é membranaire (Khalil,
2002).

La vitamine C (acide ascorbique): Est une vitamine hydrosoluble, réducteur
présente dans les fluides intra et extracellulaires, est un piégeur tres efficace des ions
superoxyde, du peroxyde d’hydrogene, et de I’oxygene singulet. Elle protege les

biomembranes et les lipoprotéines (Chen et al., 2000).

Les oligoéléments :

Zinc (Zn) : Le Zinc est un oligo-élément de numéro atomique 30 et de masse
atomique 66,39. Cet oligo-élément est un des cofacteurs essentiels de la SOD. Le

-
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zinc protége les groupements thiols des protéines et il peut inhiber partiellement les
réactions de formation d’espéces oxygénées induites par le fer ou le cuivre (Mezzetti
et al., 1998).

= Le sélénium (Se) : Le sélénium est un oligo-élément de numéro atomique 34 et de
masse atomique 78,96. C’est un constituant de la glutathion peroxydase, enzyme qui
joue un role intracellulaire. Cet effet antioxydant est capital dans la détoxication des
radicaux libres produits par le métabolisme cellulaire (Wolters et al., 2005).

3. Les composés phénoliques

Les polyphénols sont des métabolites secondaires tres répondues dans le regne végétal,
sont trés réactifs comprenant au moins un noyau benzoique portant un ou plusieurs groupes
hydroxyles libres ou engagés avec un glucide. Les composés phénoliques présents dans toutes
les parties des végétaux supérieurs, ils sont contribuent au développement de la plante
(Ballasundram et al., 2007).

3.1. Classification des polyphénols :

Selon la diversité structurale des composés phénoliques, ces métabolites peuvent étre
repartis en plusieurs classes, parmi ces derniéres: les acides phénoliques, les flavonoides et les
tannins. Ces classes des composés phénoliques sont les plus rencontrées chez les végétaux
(Balasundram et al., 2007).

3.1.1. Les acides phénoliques :

Ce sont des composés possédant une fonction acide en plus de la fonction phénol,
représentés par deux groupes essentiels: les acides hydroxybenzoiques et les acides
Hydroxycinnamiques (Manach et al., 2004).

3.1.2. Les flavonoides :

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols et dont la structure comprend deux noyaux aromatiques et un
hétérocycle oxygéné de structure C6-C3-C6 (Figure 05). lls sont considérés comme pigments
quasiment universels des végétaux. Les flavonoides sont reconnus pour leurs nombreuses

activités biologiques (Krishna et al., 2001).

.
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3-

Figure 05 : Structure de base des flavonoides.
La structure de 1’hétérocycle ainsi que son degré d’oxydation permettent de distinguer
des différentes classes des flavonoides (Pietta, 2000).

3.1.3. Les tanins :

Les tannins sont des composés phénoliques a haut degré de polymérisation, de poids
moléculaire élevé (500 et 3000 Dalton). La caractéristique la plus déterminante des tanins est
leur capacité a former des complexes (par précipitation) avec les polymeéres naturels comme
les protéines et les polysaccharides (Rubenza et al., 2005). En raison de leur structure et de
leurs propriétés chimiques, deux classes sont distinguées: les tannins hydrolysables et les
tannins condensés (Schaenberg et Hess, 2007).

4. Activité antibactérienne

4.1. Généralité :

Dés la naissance, I'nomme se trouve en contact avec des microorganismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutano-muqueux. Pour résister a ces
microorganismes de nombreux moyens sont mis en jeu. On peut schématiquement en
distinguer 3 groupes : les barriéres anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle et
I'immunité acquise (Garcia-Ruiz et al., 2008).

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur [’usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multi-résistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes (Jurgen et al ., 2009).

4.2. Mode d’action des antibiotiques :

L’¢élimination des microorganismes pathogénes fait appel a des substances dites :
antibiotiques. Ces derniers sont synthétisés par des microorganismes. Ils ont la capacité soit
de détruire les bactéries (effet bactéricide), ou d’inhiber leur croissance (effet
bactériostatique) (Elghozi , 1992).

.
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La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur [’usage des
antibiotiques qui détruisent les bactéries en s’attaquant directement a leurs structures
essentielles (paroi cellulaire et membrane plasmique), inhibition de la synthése protéique et
I’acide nucléique, inhibition de certaines voies métaboliques des bactéries et par conséquent
perturbant leurs fonctions (Tenover, 2006).

4.3. Description des bacteries étudiées :

4.3.1. Bactéries a Gram positif
Staphylococcus aureus :

Sont des cocci a Gram positif. Elles sont regroupées en diplocoques ou en petits amas
(grappe de raisin). Ce type de bactéries sont immobiles, asporulés, habituellement sans
capsule. De nombreuses souches de Staphylococcus aureus produisent un pigment jaune doré
(Patrick et al., 1988).

Bacillus subtilis :

C’est une bactérie résistante, présente dans les sols. Elle contamine les aliments et une fois

ingéré, Bacillus subtilis peut étre a I'origine d'une intoxication alimentaire (Guiraud, 2003).

4.3.2. Bactéries a Gram négatif

Escherichia coli :

C’est un bacille a Gram négatif de forme non sporulée, de type anaérobie facultative,
généralement mobile grace aux flagelles.

Certaines souches sont virulentes, capables de déclencher spécifiquement chez I’homme ou
chez certaines especes animales des infections spontanées des voies digestives ou urinaires ou
bien encore des méningites néo-natales (Patrick et al., 1988).

Pseudomonas aeruginosa :

C’est I’exemple-type des bactéries pathogénes opportunistes, la contamination terminale
par Pseudomonas est classiquement rapportée dans la littérature, touchant la robinetterie et
les canalisations d’alimentation mais peu les collecteurs. La bactérie pénétre dans
I’installation trés souvent par des phénomenes de rétro contamination: mains, projection
d’eau, siphons, elle colonise le réseau quand elle trouve un terrain favorable a son
développement: température, oxygene, nutriments, support (Patrick et al., 1988).

4.4. Activité antibactériennes des polyphénols :
Plusieurs études ont été focalisées sur 1’évaluation des propriétés antimicrobiennes des

polyphénols. Les études du pouvoir inhibiteur des flavonoides sur la croissance bactérienne

:
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ont démontré que de nombreux composes flavoniques sont doués d’un effet important sur
différentes souches bactériennes & Gram négatif et Gram positif (Ulanowska et al., 2007).

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité
vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a I'inhibition des
enzymes hydrolytiques ou d'autres interactions pour inactiver les adhésines microbiennes, les

protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Tim et Andrew, 2005).

&
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11.1. Matériel végétal :

La plante " Eucalyptus globulus " a été récoltées la fin d’Avril et le début de Mai dans la
région de Ras- El- Oued a Sétif la figure 06. Les feuilles de la plante ont été nettoyée, séché
a I’obscurité dans un endroit bien aéré, puis les broyée et stockée a I’abri de la lumiére jusqu’a

[’utilisation.
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Figure 06 : Localisation géographique du site de 1’échantillonnage d’E.globulus. Région de
Ras-EI-Oued (Sétif). (Google Map2019).

11.2. Préparation de I’extrait :

L’extraction est effectuée par épuisement du matériel végétal. 50g de la poudre des
feuilles d’Eucalyptus globulus sont macérés dans 500 ml d’eau distillée. Le mélange est
maintenu sous 1’agitation et la décoction pendant 10 min a T° 100 C°. La solution obtenue a
été filtrée a travers un filet de nylon puis papier de wattman, versé dans des boites a verre,
puis les séchés dans I’é¢tuve a T° 37 C° jusqu’au séchage, pour 1’obtention d’un extrait qui
sera stockee a I’abri de la lumiére jusqu'a 1’utilisation (Annexe I1). (Fellah et al., 2008). Le
rendement est exprimé en pourcentage de masse d’extrait par rapport a la masse de la plante

seche a partir de la formule suivante :
Rdt%=M extrait /Mo échantillonx100
Le Rdt% : Le rendement d’extraction.

M extrait : Masse de I’extrait sec résultant en gramme.

Mo échantillon : Masse de matériel végétal a traiter en gramme.

&
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11.3. Dosage des polyphénols totaux :
Principe :

La méthode est fondée sur 1’oxydation des composés phénoliques par le réactif Folin-
Ciocalteu, qui est un mélange de complexes d’acide phosphotungestique et 1’acide
phosphoomolybdique de couleur jaune. Cette oxydation entraine la formation d’un nouveau
complexe molybdéne-tungesténe de couleur bleu qui absorbe a 765 nm dont I’intensité est

proportionnelle a la quantité de polyphénols présents (Hadouchi et al., 2016).

Mode opératoire :

100 pl de I’extrait est mélangé avec 500 ul du réactif de Folin-Ciocalteu (10%), apres 04
min, 400 pl de carbonate de sodium (7,5%) est ajouté, I’ensemble est incubé a température de
laboratoire pendant 1h 30 min puis la lecture est faite a 765 nm . la concentration des
polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression de la gamme d’étalonnage
¢tablie avec I’acide gallique ( la figure 07) et elle est exprimée en ug d’équivalent d’acide

gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait ) (Hadouchi et al., 2016).

0,9 -
0.7 A 4 0,068x- 0,176
R = 0,990

0,3 4

Absorbanceat 765nm

5] 7 2 k=] 10 11 1z 1z 14 15

Concentration pug/ml

Figure 07 : Courbe standard de I'acide gallique pour la détermination des polyphénols totaux.
(Moyenne = SD).

11.4. Dosage des flavonoides totaux :
Principe :

Les flavonoides forment des complexes jaunatres en présence de chlorure d’aluminium,
grace aux groupements hydroxyles libres. Ainsi la couleur jaune obtenue est proportionnelle a

la quantité des flavonoides dans 1’extrait (Riberecau-Gayon, 1968).
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Mode opératoire :

Iml de trichlorure d’aluminium (AICI3 2%) est ajouté a Iml de I’échantillon contenant
différentes concentrations. Le mélange est laissé réagir pendant 10 min a température
ambiante et a I’abri de la lumicre. La lecture est faite a 430 nm. la concentration des
flavonoides totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la gamme d’étalonnage
établie avec la quercétine ( la figure 08) et elle est exprimée en pg d’équivalent de quercétine

par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait) (Bahorun et al., 1996).
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Figure 08 : Courbe standard de la quercétine pour la détermination des flavonoides totaux.

(Moyenne * SD de trois mesures).
11.5. Activités biologiques :
5.1. L’activité antioxydante :

5.1.1. Estimation du pouvoir antiradicalaire par la méthode du DPPH :

Principe :

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

un radical libre de couleur violette qui devient jaune quand il est réduit par un donneur de

proton H+.
DPPH+AH [————>> DPPH-H+A"

Ou AH est un composé capable de céder un H+ au radical DPPH. Cette capacité de

réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des substances anti-
radicalaire (Molyneux, 2004).
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Mode opératoire :

Le protocole expérimental utilisé est celui de (Brand-williams et al., 1995). Avec quelques
modifications. La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 4mg de DPPH dans

100 ml de méthanol.

Le contrble négatif est réalisé en remplacant I’échantillon par le méthanol et les résultats
sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical DPPH, ce pourcentage est calculé selon

la formule suivante.

ou: Activité anti-radicalaire (%) = (Ao—A/Ao) X100

Ao : Absorbance de la solution du DPPH*- sans 1’échantillon (controle négatif) ;

A : Absorbance de la solution du DPPH* en présence de 1’échantillon.

Les pourcentages du DPPH résiduels en fonction des concentrations des échantillons, nous
permettent d’obtenir la quantité d’antioxydant requise pour diminuer la concentration du
DPPH initiale de 50%. Cette valeur est appelée concentration inhibitrice 1C50.

5.2. L’activité antibactérienne :
5.2.1. Origine et choix des souches microbiennes :

Les bactéries étudiées ont été choisies pour leurs fréquences élevées a contaminer les
denrées alimentaires et pour leur pathogénicité. Elles nous ont été fournies par le laboratoire
pédagogique de microbiologie de notre département. Elles sont entretenues par repiquage sur
gélose nutritive favorable & leur croissance pendant 24 h a 37°C. 2 Bactéries a Gram®
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et 2 Bactéries a Gram™ Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa ont été testées (tableau 01).

Bactéries Gram Code Provenance

- Staphylococcus aureus Positif ATCC 25923

- Bacillus subtilis Positif ATCC 6633 Laboratoire de

- Escherichia coli Négatif ATCC 8739 microbiologie )
université de

- Pseudomonas Négatif ATCC 27853 ,

) M’sila
aeruginosa

Tableau 01 : Bactéries utilisées pour les tests antibactériens.

.
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5.2.2. Préparation de I’inoculum :

A partir d'une culture pure des bactéries sur milieu d'isolement (gélose nutritive) ayant au
maximum 24h, on racle a lI'aide d'une pipette pasteur scellée quelques colonies bien isolées et
parfaitement identiques.

Ensuite, on décharge la pipette pasteur dans 10 ml d'eau physiologique stérile et on
homogénéise la suspension bactérienne; son opacité doit étre équivalente a 0,5 Mc Ferland
qui correspond & 10° UFC/ml, puis diluer pour obtenir un inoculum & 10° UFC/mI (Tyagi et
Malik, 2011).

5.2.3. Méthode de diffusion sur gélose :

Afin de tester I’activité antimicrobienne de I’extrait d’Eucalyptus globulus, nous avons
utilisé la méthode de I’antibiogramme par diffusion a partir de disques imprégnés de 1’extrait
(50 mg/ml, 75mg/ml, 100mg/ml) et un disque contient le DMSO comme témoin déposé au
centre de chaque boite. Les milieux coulés en boite de Pétri sont ensemencés par
écouvillonnage a partir d’une suspension bactérienne de 10° UFC/ml. Un volume
correspondant a 10 pL de ’extrait est déposé sur des disques de papier Wattman stériles de 6
mm de diamétre. En paralléle, des témoins sont utilisés afin de vérifier la croissance des
différentes souches, cette opération est répete 3 fois. Les boites de Pétri sont incubées a
37°C/24 h. L’activité antibactérienne est appréciée par la mesure, a 1’aide d’une régle, des
diamétres des zones claires (mm) qui se forment autour des disques ( Raho et al., 2008).
5.2.4. L’antibiogramme :

Pour détecter la sensibilité des souches bactériennes utilisées dans notre expérience, nous
avons testé 03 antibiotiques synthétiques qui sont : Gentamicine, Ampicilline, 1’Oxacilline et

avec un témoin qu’il est le DMSO, par la méthode de diffusion sur la gélose (tableau 02).

Antibiotique Code Charge
Gentamicine GEN 500 ug
Ampicilline AM 10 pg
Oxacilline OX 1oubug

Tableau 02 : Les antibiotiques testés sur les bactéries étudiées.

.
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5.2.5. Traitement statistique :

Pour chaque test ou méthode, les moyennes et les écarts type des essais ainsi que les
représentations graphiques ont été réalisees par le logiciel Excel 2007.
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I11.1. Rendement de I’extrait d’Eucalyptus globulus :

Le rendement de I’extrait aqueux (EAQ) d’E.globulus a été calculé en fonction de la matiere
végétale de la partie aérienne (feuille), I’extraction se fait par I’eau, cette opération a permis

d’obtenir un extrait aqueux, I’observation des résultats démontre dans le tableau 03.

Extrait Aspect Couleur Rendement %

EAQ Poudre Marron foncée 8,639

Tableau03 : Aspect, couleur et rendement d’extrait d’Eucalyptus globulus.

La préparation de I’extrait de la partie aérienne d’Eucalyptus globulus a été effectue par
I’eau qu’il est un solvant polaire. Su et ses collaborateurs (2006) ont rapporté que le
rendement des extractions aqueuses augmente avec la température. Cela est expliqué par le
fait que I’eau a haute température provoque la perturbation des cellules facilitant la
pénétration du solvant et la solubilisation des molécules (Albano et Miguel, 2010). La chaleur
peut, cependant, conduire a la dégradation des molécules thermolabiles (Seidel, 2005), c’est la
raison pour laquelle, la décoction a été effectuée pendant un temps réduit.

Le rendement de cette extraction est exprimé en pourcentage de masse d’extrait par
rapport a la masse de plante séche, il est de valeur (8,639%) dans notre travail. Nos résultats
sont supérieurs a ceux de Raho et al. (2012) qui est de 1,2%, et de Pal singh et al. (2012) qui
est de 1,8% pour les feuilles fraiches. De nombreux auteurs ont remarqué que les plantes
seches donnent un meilleur rendement que les plantes fraiches. Zrira et al. (1994) ont rapporté
que les feuilles d’E.globulus donnaient un meilleur rendement a 1’état sec (4,29%) que frais
(3,91%). Donc il y’a une relation entre le rendement et 1’état de fraicheur de la plante utilisée
pour ’extraction. Cette différence de rendement entre les mémes espéces peut étre attribuée a
des nombreux facteurs tels que: le stade de croissance, conditions pédoclimatiques et

édaphiques de la région, technique d’extraction, etc..... (Ben Ammar et al., 2007).
111.2. Dosage des polyphénols totaux :

Les polyphénols totaux ont été determinés par la méthode de Folin-Ciocalteu. L’acide
gallique a été utilisé comme standard. L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de
765 nm.

La quantité des polyphénols a été rapportée en microgramme d’équivalent de [’acide
gallique par milligramme de poids sec de I’extrait (ug EAG/mg Ps). Les résultats sont

présentés dans le tableau 04 :

.
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Extrait [C] des polyphénols (ng EAG/mg d’extrait)

EAQ 280,6372 + 0,1117

Tableau 04 : Teneur en polyphénols totaux d’extrait d’Eucalyptus globulus.

111.3. Dosage des flavonoides totaux :

Le dosage des flavonoides a ¢été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICIS3), la quercétine a été utilisé comme standard. L’absorbance a été lue dans une longueur
d’onde de 430 nm.

La quantité des flavonoides a été rapportée en microgramme d’équivalent de la quercétine
par milligramme de poids sec de I’extrait (ug EQ/mg Ps). Les résultats sont présentés dans le
tableau 05 :

Extrait [C] des flavonoides (ug EQ/mg d’extrait)

EAQ 37,2839 +0,1981

Tableau 05 : Teneur en flavonoides totaux d’extrait d’Eucalyptus globulus.

L’objectif de I’étude quantitative de I’extrait aqueux d’E.globulus est la détermination de la
teneur en polyphénols totaux, flavonoides totaux. Le choix de doser cet famille de substance
chimiques bioactives est justifié par leur effets antioxydantes et antimicrobiens (Li et al.,
2003).

La teneur en polyphénols totaux de I’extrait d’E.globulus est déterminée par la méthode de
Folin-Ciocalteu. Nos résultats révélent que I’extrait aqueux est riche en polyphénols avec un
taux de (280,6372 + 0,1117 pg EAG/mg Ps). Zin et al. (2006) ont rapporté que les
polyphénols sont présents dans les différentes parties de la plante étudiée mais avec des
teneurs variables d’une partie a une autre, La teneur est notée pour les feuilles (432, 63 + 4,59
Hg EAG/ mg Ps). Dans notre étude, le taux d’extraction des feuilles est presque la moiti¢ du
celles de I’autre étude. Cela peut s’expliquer par le solvant qu’il est I’un des paramétres qui
peut affecter I’extraction des polyphénols (Troszynska et al., 2002). Des études écrit par
Spignon et al.,( 2007). Montre que les solvants aqueux donnent les meilleurs rendements
d’extraction que les solvants absolus. Le systéme acétone-eau est 1’un des systémes les plus
utilisés pour ’extraction des polyphénols car d’une part il permet d’extraire des teneurs

considérables en polyphénols comparé a I’eau (Troszynska et al., 2002) et d’autre part ce

.
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systeme limite I’extraction d’autres composés comme les polysaccharides et les peptides
(Awika et al., 2004; Wang et al., 2009). Et aussi comprend une étape supplémentaire
concernant la méthode d’extraction qu’il est la délipidation. Il consiste a utilisé un solvant

apolaire a fin d’¢liminée les cires, les lipides...etc.

Cette différence peut étre aussi expliquée par les facteurs génétiques des plantes ainsi qu’a
I’origine géographique, aux conditions climatique et a la durée de stockage, de la récolte et
aussi aux méthodes d’extraction appliquées, la masse de la poudre et le temps de contact avec
le solvant (Falleh et al., 2008).

D’apres les résultats obtenus, les flavonoides sont présents dans la partie aérienne de la
plante de maniere significatif comme pour le dosage des polyphénols totaux, les feuilles
dévoile un teneur de (37,2839 + 0,1981 ug EQ/mg Ps). Nos résultats est sont supérieur a ceux
obtenue par (Chira et al., 2008; Pietta, 2000). Qui ont rapporté que I’extrait des feuilles
possede un teneur faible (1,16 + 0,03 mg EQ/ g EB) qui correspond a un taux de 31 % de
flavonoides totaux. Cette grand différence pourrait s’expliquer par la région dans la quelle la
plante est cultivée, la méthode de dosage, la sensibilité et la pureté des réactifs utilisés ainsi
que la période de récolte (Zrira et al., 1994).

I11.4. Activité biologique d’extrait :
4.1. Activité antiradicalaire par la méthode de réduction de radical libre DPPH :
L’activité antioxydant de I’extrait a été évaluée in vitro par la méthode de réduction de
radical libre DPPH. La présence des piégeurs des radicaux libres permet de réduit le DPPH de
couleur violette en DPPHH de couleur jaune.

e Détermination d’I1C50 :
L’IC50 de BHT et de I’extrait aqueux est déterminée a partir de la partie linéaire de la

courbe des pourcentages d’inhibition en fonction de la concentration.

.
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Figure 09 : les pourcentages d’inhibition de DPPH en fonction de différentes concentrations

du BHT et I’extrait aqueux.

Extrait BHT EAQ

ICs0 (mg/ml) 0,0057 + 0,0012 0.0189 * 0,0015

Tableau 06 : Valeurs d’ICso0 d’extrait aqueux et de BHT.

L’activité antiradicalaire de I’extrait a été évaluée par le test du DPPH, celui-ci est souvent
utilisé pour la rapidité des résultats comme il est employé pour le criblage des molécules
douées d'activités antioxydantes présentes dans les extraits des végétaux (Yi et al ., 2008).

Les résultats de 1’action antiradicalaire de 1’extrait d’E.globulus montrent une ICso
(feuilles) de I’ordre de (0,0189 + 0,0015 mg/ml). Nos extrait est moins actif que le
BHT (0,0057 + 0,0012 mg/ml). Ces résultats suggerent que 1’extrait d’E.globulus contient des
agents piégeurs de radicaux libres agissant comme antioxydants primaires. L’action de ces
antioxydants est supposée étre due a leur capacité de donation d’atomes d’hydrogéne ou
d’¢électrons dérivée principalement de I’hydroxyle du cycle A des flavonoides (Le et al.,
2007). Mishra et al. (2010) ont précédemment montré que 1’extrait d’E.globulus & une 1C50
de (0.057mg /mL). Et celles de Pal Singh et al. (2012) qui est de (0.136mg/mL) pour les
feuilles. les reésultats du pouvoir antioxydant peuvent influencée non seulement par la
composition chimique, mais également par les conditions de 1’essai (température de réaction,
rapport antioxydante/DPPH, type de solvant, pH, concentration en échantillon) (Popovici et
al., 2009 ; Noipa et al., 2011 et Costa et al., 2012).

Des etudes concernant le test DPPH montrent que l'extrait contiennent des molécules

antioxydantes qui ont la capacité de céder I'nydrogéne et par conséquent réduisant et
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décolorant le DPPH, c'est un phénomeéne de transfert de (s) électron (s) célibataire (s) qui sont
localisé dans l'orbitale externe du DPPH; l'antioxydant va réagir completement avec le
radical, et quand nous augmentons la concentration, l'activité antioxydante reste constante a

cause de la saturation des couches électroniques du radical.

Les mécanismes biologiques des composés polyphénoliques ont été attribués a leurs
propriétés antioxydantes grace a plusieurs mécanismes possibles, telles que leur capacité a
piéger les radicaux libres, briser les réactions radicalaires en chaine, en réduisant directement
les peroxydes, et de stimuler les activités enzymatiques de la défense antioxydantes
(Ghedadba et al., 2014).

A la différence du BHT (un radical pure), I'extrait n'est pas formé d'une seule molécule
mais de plusieurs dizaines de composes a des concentrations variables. Une forte activité
antioxydant est indiquée par une faible valeur d’IC50. Cette activité est déterminée par une

diminution de I'absorbance produite par les substances antiradicalaire. (Talbi et al., 2015).
4.2. L’activité antibactérienne:
4.2.1. Test antibactérienne :

L’activité antibactérienne d’extrait d’Eucalyptus globulus est testée vis-a-vis de quatres
souches bactériennes par la méthode de diffusion des disques. Les résultats sont présentés
dans la figure 10 et le tableau 07 suivants :

Figure 10 : Les zones d’inhibition de la croissance des quatre bactéries utilisées induites par
I’extrait d’Eucalyptus globulus.
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Diamétres des zones d’inhibition (mm)

IC] d’extrait

(mg/ml)

Les souches 50(mg/ml) 75(mg/ml) | 100(mg/ml)
Staphylococcus aureus 19 20,5 23
Bacillus subtilis 16,5 19,5 21,5
Escherichia coli 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa 0 0 0

Tableau 07 : Diamétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne induites par

I’extrait aqueux d’Eucalyptus globulus.

L’activité antibactérienne de I’extrait d’E.globulus a été évaluée vis-vis de quatre souches
bactériennes de référence, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli
et Pseudomonas aeruginosa par la méthode de diffusion des disques. La détermination des
diametres de la zone d’inhibition est faite autour des disques contenant 1’extrait testée a

différentes concentrations : 50, 75 et 100 mg/ml.

Nos résultats montrent que ’extrait est actif sur deux souches étudiées & Gram” avec un
diametre d’inhibition variant entre (19 a 23 mm) pour le Staphylococcus aureus, (16,5 a
21,5mm) pour le Bacillus subtilis, il y’a donc une relation dose-effet. Cependant aucun effet
sur les autres souchesa Gram'.

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

Ces résultats, s’accordent avec ceux de Raho et benali, (2008) sur la sensibilité de S. aureus
et la résistance de P. aerugenosa vis a vis de ’extrait des feuilles d’E.globulus. Ces auteurs
ont expliqué la résistance de P. aerugenosa par sa forte capacité de métaboliser un large
spectre de composés organiques, ce qui favorise leur utilisation dans la bioremediation. P.
aeruginosa est connu pour sa forte résistance intrinséque contre de nombreux antibiotiques
due a la restriction de sa membrane extérieure méme pour les produits synthétiques (Elaissi et
al., 2011).

La méthode de diffusion des disques a révélé que 1’effet antibactérien d’extraits de la
plante médicinale d’E.globulus différe d’une souche & une autre. Les bactéries E. coli et P.

aerugenosa sont avérées les plus résistantes alors que S. aureus et B. subtilis sont les plus

.
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sensibles. Ces résultats sont en accord avec plusieurs publications concernant les extraits de
plantes médicinales ou les bactéries & Gram négatif dévoilent une forte résistance aux extraits
de plantes que les bactéries a Gram positif (Arias et al., 2004; Khan et al., 2009; Oliviera et
al., 2008). Cette différence est liée a la présence d’une enveloppe qui comprennent une
membrane cellulaire riche en lipopolysaccharides et d’une paroi se qui limite I’acces des
agents antimicrobiennes a leur cible dans les cellules bactériennes, car les agents
antimicrobiens sont en contact avec 1’enveloppe cellulaire. Contrairement aux bactéries Gram

positif qui sont non protégés contre les agents externes. (Oumaskour et al., 2012).
4.2.2. L’antibiogramme :

Afin de vérifier la résistance des souches bactériennes utilisées dans notre expérience, nous
avons testé 03 antibiotiques synthétiques avec le DMSO dans les mémes conditions que

I’extrait. Les résultats des zones d’inhibition sont présentés dans la figure 11 et le tableau 08.

Staphylococcus Escherichia coli Bacillus subtilis Pseudomonas
aureus aeruginosa

Figure 11 : L’antibiogramme des quatres souches utilisées.
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Diamétre des zones d’inhibition (mm)
Antibiotiques Contréle Gentamicine |Oxacilline Ampicilline
négative (GEN) (OX) (AM)
souches (DMSO)
S.aureurs 0 16 0 14
Bacillus Subtilus 0 22 0 14
E.Coli 0 16 0 0
Pseudomonas.a 0 19 0 0

Tableau 08 : Diametres des zones d’inhibition de I’antibiogramme des quatre souches

utilisées.

L’analyse comparative des effets de I’extrait et des antibiotiques a révélé la:

Resistance des quatre souches a I’oxacilline, et d’E. Coli et pseudomonas.a vis a vis de

I’ampicilline.

Sensibilité des bactéries étudiées a la gentamicine avec des diameétres des zones

d’inhibition entre 16 et 22mm.

Différence significative entre I’effet de I’extrait et les antibiotiques sur la méme

souche bactérienne.

Similarité de I’action antibactérienne de la gentamicine et de I’extrait des feuilles sur

B. subtilis entre 19 et 22mm.

Sensibilité de B. subtilis et S.aureurs vis-a-vis de D’extrait des feuilles et de

I’ampicilline, ce qui peut s’expliquer par le fait que I’extrait des feuilles ont le méme

. o ag1e y . +
mode d’action que I’ampicilline sur les bactéries Gram".

D’autre étude par (Rather et al.,, 2012) a montré qu’une Sensibilité similaire a la

gentamycine pour P. aerugenosa et E .coli ceci pourrait étre du au méme mode d’action de la

gentamycine sur les bactéries Gram™. La variation de 1’activité antimicrobienne des agents

antibactériens pourrait s’expliquer par des différences structurelles entres les bactéries.

Le DMSO est utilisé pour la dissolution de I’extrait, il été test¢ comme solvant, les

résultats montrent que le solvant est approprié et ne présente aucun effet sur la croissance

normale des souches microbiennes.

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

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

Cela est interprété par le fait que les plantes produisent une variété énorme de petites
molécules antibiotiques ayant un large spectre de structures telles que les flavonoides et les
polyphénols. Cependant, la plupart de ces petites molécules ont une faible activité
antibiotique par rapport aux antibiotiques communs produits par les bactéries.

.l
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Conclusion et Perspective

L’évaluation des plantes médicinales pour leurs activités biologiques a augmenté
considérablement en Algérie. Ceci montre que les molécules isolées a partir des plantes
médicinales sont certainement intéressantes pour étre utilisees comme thérapie alternative ou
comme modele pour la synthése de nouvelles substances.

L’objectif primordial assigné par cette étude et d’évaluer les propriétés antioxydantes et
antimicrobiens du plante E .globulus utilisée dans la pharmacopée traditionnelle pour
traitement de plusieurs maladies.

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait a présenté un bon rendement 8,639 %.

L’évaluation du contenu des phénols totaux en adoptant la méthode de Folin- Ciocalteu
révéle la présence des quantités intéressantes en polyphénols 280,6372 + 0,1117 ug EAG/mg
Ps. De méme nous avons dosé les flavonoides par la méthode d’AlICl; qui nous méne a
conclure que cette plante est riche en flavonoides 37,2839 + 0,1981 pg EQ/mg d’extrait.

L’évaluation de potentiel antiradicalaire de 1’extrait par le test au DPPH a montré que les
composés phénoliques de la plante étudiée étaient doués d’activité antioxydante. Le test
DPPH d’E.globulus a présenté une activité élevé avec une I1Cs50 de 0,0189 + 0,0015 mg/ml.

D’apres ces résultats, on peut déduire qu’E.globulus présente une activité antioxydante
efficace.

L’activité antimicrobienne a été déterminée sur quatre souches bactériennes, selon la
méthode de diffusion des disques, Les résultats indiquent que I’extrait posséde une activité
antimicrobienne sur les souches testées a Gram positif tandis que les souches a Gram négatif
manifestent une résistance. Cet effet antimicrobien, évalué par une zone d’inhibition, dans
certains cas, est révélé supérieure a celui des antibiotiques commerciaux (AM et OX). La
plante E.globulus peut donc étre exploitée dans le domaine pharmaceutique comme un
antibiotique naturel.

A la suite de ces résultats, il serait donc intéressant d'étendre I'éventail des tests
antioxydantes et antimicrobiens ainsi que 1’isolement et la caractérisation des composés actifs
dans I’extrait en vue d’identifier les différentes molécules responsables des différentes
activités biologiques de cette plante.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premicre étape dans la
recherche de substances d'origine naturelle biologiquement active, une étude in vivo est
souhaitable, pour obtenir une vue plus approfondie sur les activités antioxydantes et

antimicrobiennes de 1’extraits de cette plante.

.
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Annexe | :
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Figure 01: Structure chimique de 1’eucalyptol (Pietta, 2000).

Annexe Il :

Matériels utilisés :
Les différents matériels utilisés pour nos travails sont :

e Agitateur du tube VORTEX FISCHER SCIENTIFIC TOPMIX FB 15024
e Agitateur magnétique RCT basic

e Balance analytigue KERN/ALJ220-4NM
e Balance de palliasse KERN FTB

e FEtuve Memmert

e Plaque chauffante RCT basic

e Spectrophotometre OPTIKA B-350

e Cuve

e Tubes secs

e Bécher

e Entonnoir

e Eprouvette

e Fiole
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o Filet de nylon

e Micropipette

e Boites de pétri

e Ecouvillon stériles

e Disques en papiers wattman vierges

e Porte piece
Produits de travail :

o Acide gallique (200pg /ml)

e Carbonate de sodium Na2 CO3 (7,5%)

o Reéactif de Folin-Ciocalteu (10%)

e Quercétine

o AICI3 (2%)

e Solution de DPPH

e BHT (Img/ml) : préparé dans le méthanol
e DMSO

¢ Milieu de culture (gélose nutritif)

e Antibiotiques : (AM, GEN, OX)

Annexe 11 :

Activité antimicrobienne | Degré de sensibilité Diamétre de la zone d’inhibition

Extrémement sensible e Plus de 20mm

Sensible + 8§ a l4mm

Non sensible - Moins de 8mm

Tableau 01 : Echelle de I'estimation de I'activité antimicrobienne (Ponce et al., 2003).
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Résumé

Eucalyptus globulus ( Kalitus) est une plante médicinale appartient a la famille des Myrtacées, L’extrait
aqueuex a été préparé a partir de la partie aérienne (feuilles). Le rendement d’extraction est d’ordre 8,639%.
L’estimation quantitative des phénols totaux, flavonoides par la méthode colorimétrique a montré que I’extrait
est riche en ces composeés (280,6372 ug EAG/mg d’extrait) ; ( 37,2839 ug EQ/mg d’extrait) par ordre. L activité
antioxydant a été évaluée par la méthode de piégeage de radical libre DPPH dont I'IC50 a été estimée a
0,0189+0,0015 mg/ml qui est inférieur a celle obtenue par le BHT( 0,0057+ 0,0012 mg/ml).

L’activité antimicrobien a été déterminé vis-a-vis quatre souches bactériennes (Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa) par la méthode de diffusion sur géloses. Les
résultats mettent en évidence que I’extrait a manifesté une activité antibactérienne contre les bactéries a Gram
positif & des degrés variables, tandis que sur les bactéries & Gram négatif y’a aucun effet manifeste

Tous ces résultats mettent en valeur les différentes applications thérapeutiques de cette plante dans la
médecine traditionnelle et encourage la recherche de nouvelles molécules naturelles a caractére antioxydante et
antibactérien dont le but de les investir dans les différentes industries : pharmaceutiques, cosmétiques,
alimentaires,... etc.

Mots-clés : Activité antibactérienne, Activité antioxydant, DPPH, Eucalyptus globulus, Polyphénols.

Abstract

Eucalyptus globulus (Kalitus) is a medicinal plant belongs to the family Myrtaceae, the extract was prepared
from the aerial part (leaves). The extraction yield is of the order 8.639%. Quantitative estimation of total
phenols, flavonoid by the colorimetric method showed that the extract is rich in these compounds (280,6372 ug
EAG/mg d’extrait) ; ( 37,2839 ug EQ/mg d’extrait) by order. The antioxidant activity was evaluated by the
DPPH free radical scavenging method, the 1C50 of which was estimated to be 0.0189 + 0.0015 mg / ml which is
lower than that obtained by BHT(0.0057 + 0.0012 mg / ml).

The antimicrobial activity was determined against four bacterial strains (Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa) by the agar diffusion method. The results demonstrate
that the extract showed antibacterial activity against Gram positive bacteria to varying degrees, where as on
Gram negative bacteria there is no obvious effect.

All these results highlight the different therapeutic applications of this plant in traditional medicine and
encourages the search for new natural molecules with antioxidant and antibacterial characteristic whose purpose
is to invest in different industries: pharmaceuticals, cosmetics, food, etc.

Keywords: Antibacterial activity, Antioxidant activity, DPPH, Eucalyptus globulus, Polyphenols.



