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Introduction

Introduction

A travers les ages, I'homme a pu compter sur la nature pour ses besoins de base :
nourriture, abri, habillement et ses besoins médicaux. L'usage thérapeutique consistant a
utiliser les vertus extraordinaires des plantes pour traiter les maladies humaines est trés
ancien et a évolué au cours de I'histoire humaine. "La médecine traditionnelle est la somme
des connaissances, des compeétences et des pratiques, fondées sur des théories, des
croyances et des expériences propres a une culture, rationnelle ou irrationnelle, pour le
maintien de la santé humaine et la prévention, le diagnostic, le traitement et la guérison des

maladiesphysiques et mentales ».

La survie humaine dépend en grande partie des plantes, car trois de ces acides gras
importants ne se trouvent que dans les plantes ( Gomes et al., 1998 ). Aujourd'hui, les
plantes trouvent leur place dans notre quotidien alors que nous rejetons les effets

secondaires de certains puissants médicaments modernes( Gomes et al., 1998 ).

Le criblage de sources naturelles pour de nouveaux agents pharmacologiquement
actifs a conduit a la découverte d'un grand nombre de médicaments utiles qui commencent
a jouer un réle important dans le traitement de nombreuses maladies humaines ( Trigg,
1996 ).

La recherche de nouvelles molécules dans la biodiversité végétale doit se faire a
partir de données ethnopharmacologiques. Cette approche permet la sélection de plantes
potentiellement actives et augmente significativement le nombre de découvertes de

nouveaux principes actifs.

Plus de 5 millions de personnes dans le monde sont traitées par la phytothérapie, soit
une augmentation d'environ 15% chaque année : 40% des médicaments sont a base de

principes actifs d'origine végétale(Fintelmanny et Fweise, 2004).

L'Algérie posséde une riche diversité floristique associée a des siécles d'utilisation
traditionnelle des plantes. Il existe environ 3000 especes vegétales dont 15% sont
endémiques ( Cockcroft et al., 1998). Ce potentiel de plantes médicinales comprend des
milliers d'especes d'intéréts variés et constitue l'axe de la recherche scientifique,

notamment dans le domaine des substances naturelles

De nombreuses myrtacées ont été introduites en Algérie comme arbres d'ornement ou

pour le reboisement. C'est notamment le cas des eucalyptus (Quézel et Santa, 1963). Le
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genre Eucalyptus comprend au moins 600 especes, reparties dans le monde entier (Hurtel,
2001).

L’objectif de notre travail de mémoire extraction et évaluation des propriétés
bioactives de la plante Eucalyptus globulus., par la recherche des composes qui peuvent
trouver une utilisation thérapeutique. Pour cela,une plante, de la famillemyrtaceae, a fait

I’objectif d’une étude phytochimique : Eucalyptus globulus.
Notre travail de recherche comporte deux parties :

La premiére partie se compose une étude bibliographique avec trois chapitres :
e Présentation d’étudiée d’Ecalybtus globulus;
e Métabolisme secondaire ;

e Activités biologiques, I’activité antioxydants et antibactériennes.

La deuxiéme partie présente les matériel et les méthodes d’extraction des composés
Phénoliques et les huiles essentielles qui utilisés dans notre travail. Et I’évaluation de leurs
activités antioxydants et antibactériennes et présentation des résultats obtenus et leurs

discussions. En fin, une conclusion générale comporte les principaux résultats obtenus.
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Chapitre |
I.1. La famille des Myrtaceae :

1.1.1. Généralités

La famille de myrtaceae est l'une des principales familles d'arbres fruitiers
commerciaux au monde parmi les 121 genres appartenant a cette famille, les genres
syzguim, Eugenia et compomanesia(de Paulo Farias et al., 2020).

De nombreux arbres et arbustes importants appartiennent aux myrtacée
(Symposium,2012).
Beaucoup d'especes de cette famille possedent des propriétés thérapeutiques et sont

utilisées en médecine Traditionnelle ( Rabiai, 2014).
1.1.2. Répartition de la famille des Myrtaceae:

Les genres du Myrtaceae se trouvent dans la majeure partie de I'hémispheére sud et
dans certaines parties de I'némisphére nord, avec des centres de diversité genérique en
Australie et en Amérique du sud, d'autres genres du Myrtacées se trouvent en Asie du
Sud-Est et dans certaines parties de I'Afrique, avec quatre genres dans le sud de
I'’Amérique du Nord et un genre dans le sud de I'Europe (Thornhill et Crisp, 2012).

La famille était considérée comme naturellement divisible en deux sous familles, les

Myrtoideae a fruit charnus et les teptospermoideae (Wilson et al., 2001).

Figure 1:aire de répartition des myrtacées dans le monde (Bouzabata, 2015).
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1.1.3. Description botanique des Myrtacées :

Plusieurs espéces de Myrtacées intéressent le pharmacien par leurs essences
contenues dans des poches sécrétrices schizogénes , ces poches résultent de la

multiplication puis de | écartement des cellules a | origine de la poche (Dupont, 2015).

Fruit :le fruit se forme sous le ricettacolo fleuri et se devise en bacca en capsule coriace
(Merialdo et Flavio, 2016).

Feuilles : sont entiéres, coriace, le plus souvent opposées parfois alternes (Chabert,
2014).

Les racines : possédent des mycorhizes ectotrophes.

Les tiges : ont des cavités sécrétoires (plante systématique) phloéme interne et piqures
habillées sur les vaisseaux du systeme (Wilson et al., 2001).

Les fleurs : sont bisexuées, actinomorphes, bractées,épipérigynes, rarement périgynes.
Le périanthe : sont distincts ou connés fusionnés en un calyptre en forme de couvercle
(operculum) chez certains eucalyptus.

La corolle : est constituée de 4-5 pétales.

Les étamines : sont centripetes, distinctes ou conneés en 4 ou 5 groupe.

Les antheres : sont loculicidesou porcidés en déhiscence.

Le gynécée: est syncarpe, avec un ovaire infére (Michael, 2016).

L'ovaire : infére se transforme en baie ( Goyave , Myrte ) , soit en capsule ( Eucalyptus ,
Niaouli) (Dupont, 2015).

Les ovules : sont antropes ou campylotropes, bitegmiques ou unitegmiques(Michael,
2016).

La formule floraleest: 4 -55S+4 -5P + nE +2 - 5C avec S= sépales, P= pétales, E=

étamines, C= carpelles (Spichiger et al, 2004).

L ‘,:‘7 | 2

y —— stigmat
filaments unisi [} e ’h;"
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‘ '.“ ‘ style
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sepale h: /‘ - —— petale
Ay |
, ovaire

N7

Figure 2 : Coupe transversale de fleur du myrtaceace(Merialdo et Flavio, 2016).
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1.2. Le genre Eucalyptus :

1.2.1. Origine et définition :

Le terme Eucalyptus dérive du mot grec”Eu”et”kalyptus” : couvercle ou opercul(Sakina,
2009).

La conception populaire de la découverte de I'Eucalyptus se rapporte aux voyages du
capitaine James Cook dans I'Endeavour dans les années 1770 (Coppen, 2002). Le genre
eucalyptus contient plus de 750 especes (Eucalyptus gigantea, Eucalyptus diversifolia, et
Eucalyptus globulus, etc..) (Bergfeld et al., 2018).

Le genre de I'Eucalyptus qui définit sept sous genres (corymbia, Blakella, Eudesmia,
Gaubeae, Idiogenes, Monocalyptus et symphyomyrtus) (Marque, 2008).

Un grande nombre de espéces du Eucalyptus ont été introduites en Algeérie, notamment
par M Cordier de 1864 a 1876 (Trabut, 1914).Les premiers planteurs étaient des
missionnaires d’origineEuropéenne, ils I’ont exploité dans le but d’assainir les terrains
marécageux ou pullulaient lesanophé¢les et les moustiques qui sont vecteurs d’une

maladie parasitaire endémique: lepaludisme (Ait Youssef, 2006).
1.3. L’espéce Eucalybtus globulus :

Est un espece a un feuilles larges a croissance rapide avec un forte capacité d'adaptation
(Pan et al., 2020) , a été découvert dans les iles de Tasmanie en 1792 par des

explorateurs francais ( André, 1863) d'origine Australia, Brazil, Spain (Press,2013).

Figure 3:Eucalyptus globulus (photo réelle)
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1.3.1. Déscription Eucalyptus globulus:

- Les feuilles d'Eucalyptus globulus sont une composante importante du genre
Eucalyptus(Pan et al., 2020), dégagent un parfum agréable et distinct (Azzazy, 2016),
présente des structures sécrétrices endogenes sous forme de cavité, ce sont des proches
sécrétrices sphériques schizogénes qui sont nombreuse et actives (Taleb-Toudert, 2015).

- Les boutons floraux, en forme de toupie, sont cotelés et recouverts d un opercule aplati

portant un bouton central (Boukhatem et al., 2017).

- Les grains de pollen sont de forme Triangulaire aplatie obluse - convexe en vue

pelaire(Azzazy, 2016).

- La Tige lisse et parfaitement droit, garnie du haut en bas de rameaux décussés (André,
1863).

- Les rameaux sont assez robustes anguleux, singulierement Tétragones et blanchatres

dans les pousses nouvelles (Patil et Nitave, 2014).

- Le fruit une capsule ligneuse en forme de 15 mm (Bruns et al, 1990) , largement
sommitales ou arrondies, noir Terme (Orwa et al.,2009), Turbine anguleux (Luis et
Moncayo, 2002).

- Le tronc, dont les lames corticales extérieures sont souvent de tachées, est lisse cendre,

quelque fois entouré a la base d'ancienne écorce fibreuse (Patil et Nitave, 2014).
- Les filets des étamines sont allongés, les anthéres subovales(Emmanuel — Claud,1872).

- Principaux arbres cultivés dans les plantations d'Eucalyptus des régions tempérées du
monde (Hingston, 2002).

Figure 4: Fleur et feuille et fruit d’Eucalyptus globulus (Boukhatem et al., 2017).
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1.3.2. Position systématique d'Eucalyptus globulus:

La classification taxonomique de I'Eucalyptus globulus est se suivant selon : (Quezel et
santa, 1963)

Régne : plantae

Emprenchement: Spermaphyte

Sous emprenchement : Angiosperme

Classe : dicotylidones

Sous classe : Rosidae

Ordre : Myrtales.

Famille : Myrtaceae.

Gene : Eucalyptus .

Espéce : Eucalyptus globulus

1.3.3. Le nom commun Eucalyptus globulus :

Tableau 1:Le nom commun Eucalyptus globulus (Ivan A, 2001 ).

Nom Pays
Calipso Italy
Eucalyptus Tunisia
Eucalyptus Australia

1.3.4. Répartition géographique de espéce Eucalyptus globulus :

Principaux arbres cultives dans les plantations d'Eucalyptus des régions tempérées du
monde (Hingston, 2002) , originaire du sud — Est de I'Australie, mais il est cultive dans le
monde entier pour les bois a pate et le bois (Jones et al., 2011), sa distribution indigene
comprend victoria, sur le continent australien.il de Tasmanie et plusieurs iles du droit de
Bass (Steane et al., 2006), se nos jours, il est largement cultive en Europe, en Afrique du
sud, I'Espagne est le pays qui compte le plus de plantations d'Eucalyptus, couvrant

environ 0.6 million d'hectares(Puig et al.,2019).
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1.4. Definition de la phytothérapie :

Le mot "phytothérapie™ se compose etymologiquement de deux racines grecques :
phuton et therapeia qui signifient respectivement "plante" et "traitement" (Jean-Yves,
2018).

La Phytothérapie peut donc se définir comme étant une discipline allopathique destinée
a prévenir et a traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au
moyen de plantes, de parties de plantes ou de préparations a base de plantes , qu’elles soient
consommees ou utilisées en voie externe (Jean-Yves, 2018 ).

C’est donc une technique de soins qui utilise les plantes pour venir a bout
des causes et symptomes de diverses maladies . C’est 'une des plus anciennes
thérapeutiques (Gayet, 2013)

La médecine par les plantes, autrement appelée phytothérapie (Verbois,2015)

La phytothérapie est l'utilisation de plantes a des fins thérapeutiques ( Jorite ,
2015).

Un autre terme couramment rencontré est "médecine a base de plantes” ou
"médecine botanique", selon la préférence de la Food and Drug Administration (FDA).

Cette définition fait référence a I'utilisation de plantes ou de substances végétales en
tant qu'agents médicinaux, tout comme les termes "herbe", "drogue végétale" et "reméde

a base de plantes"(Capasso, 2003).
1.4.1. Usage thérapeutique d'Eucalyptus globulus:

v Usages antimicrobiens:

De par sa richesse en huiles essentielles et en polyphénols, I'eucalyptus peut étre
considéré comme un antibiotique naturel pour le traitement des maladies
bronchopulmonaires: grippe, toux, rhinopharyngite. (Ficher et Dethlesfen, 2013 ;
Haddad et al., 2016). L'eucalyptus est recommandé comme antifongique pour le
traitement de la candidose (Zhou et al., 2016) (sur le cuir chevelu, il élimine les poux et
divers parasites chez I'homme et les animaux, vermifuge et soigne les pigdres (Luis et
al., 2016).



Recherche Bibliographique Chapitre | : Présentationd’étude d’Ecalybtus globulus

v Usages anti-inflammatoires :

Gréace a ses principes actifs : cinéole, thymol, flavonoides, I'eucalyptus peut étre
utilisé pour traiter certaines inflammations : troubles gastro-intestinaux. Il stimule les

villosités qui recouvrent les voies nasales (Fabre et al., 1992).

v Propriétés médicinales d'Eucalyptus globulus:

L'huile d'Eucalyptus globulus a un effet rafraichissant indéniable sur la température

corporelle.
Ceci est un reducteur de fievre.
Il est utilisé dans de nombreuses spécialités pharmaceutiques
Respirez les vertus sur l'arbre.

Il favorise la dissolution et I'élimination du mucus bronchique (baumes,plus mince,

expectorant), combat les infections bactériennes et virales.

Antiseptique des voies urinaires, il possede également des propriétés

antirhumatismales, irritantes et Inspirant.

De plus, c'est un excellent antibiotique naturel (Tesche et Metternich, 2008).
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Chapitre |1

Meétabolismes des végétaux :

Le métabolisme est un processus trés dynamique. Les molécules se renouvellent sans
cesse, la composition d'une cellule a un instant donné est un équilibre entre synthese et
dégradation. La majeure partie de la synthése est dirigée vers la production de molécules
importantes pour la structure et la fonction cellulaires. Chez les plantes, cependant, de
grandes quantités de carbone et d'énergie sont allouées a la synthése de molécules aux

fonctions moins bien définies (Hopkins, 2003).
11.1. Métabolites primaires :

Nécessaires a la survie des plantes, présents dans toutes les cellules des organismes
végetaux pour assurer leur survie, ils se répartissent en quatre grandes familles, a savoir les

glucides, les lipides, les acides aminés (protéines) et les acides nucléiques.
11.2. Métabolite secondaire :

Le terme «métabolite secondaire» a probablement été introduit par Albrecht Kossel
en 1891 pour décrire une variété de composés chez les plantes qui sont responsables de
fonctions périphériques indirectement essentielles a la vie végétale, telles que la
communication intercellulaire, la défense et la régulation des cycles catalytiques (Berkal
et Bouchama, 2016).

Classification des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires peuvent étre divisés en trois groupes principaux: les
composés phénoliques, les terpenes et les alcaloides. Chacune de ces classes contient un
groupe tres diversifié de composés avec un tres large éventail d'activités en biologie
humaine (Krief, 2003).

11.2.1. Les composés azotés :

11.2.1.1. Les alcaloides :

Les alcaloides sont des substances organiques naturelles principalement dérivées de
plantes, qui contiennent au moins un atome d'azote dans leur structure chimique et ont des

propriétés de base & des degrés divers. Depuis l'identification du premier alcaloide, le
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Morphine - Plus de dix mille alcaloides ont été isolés a partir de plantes, a commencer par

I'opium en 1806.

Les alcaloides sont principalement extraits de plantes a fleurs, mais existent
également chez quelques animaux et sont des composés relativement stables qui sont

stockés dans les plantes en tant que produits de diverses voies de biosynthése.

Les alcaloides sont présents dans toutes les parties de la plante, mais selon les
espéces vegeétales, ils s'accumulent uniquement dans I'écorce, les racines, les feuilles
(Mauro, 2006).

a. Classification des alcaloides :

Véritables alcaloides : ils proviennent des acides aminés. Et contient un atome
d'azote dans le systeme hétérocyclique.Ces substances sont dotées d'une activité biologique

énorme.

Les pseudo-alcaloides: La plupart des propriétés des vrais alcaloides, mais pas des
dérives d'acides aminés.

Proto-alcaloides: sont des amines simples dont les azotes ne sont pas inclus dans le
systéeme hétérocyclique ; ils ont des caractéristiques essentielles et sont produits dans
l'organisme & partir d'acides aminés. Elles sont communément appelées « amines
biogénes» et sont solubles dans l'eau (Badiaga, 2011).

b. Propriétés physico-chimiques des alcaloides :

Le poids moléculaire des alcaloides est trés variable : de 100 a 900 Daltons, et
certains peuvent atteindre 1000 g/mol. Ce sont généralement des solides cristallisables,
rarement colorés, et la plupart ont la capacité de tourner. Certains sont liquides a
température ambiante, et ce sont des composés aux propriétés basiques. Ils forment des
sels avec des acides inorganiques ou organiques. Leur solubilité dans différents solvants

varie selon le pH, c'est-a-dire selon leur état (Bruneton, 2009).

Les alcaloides ont des proprietés biologiques bénéefiques dans le traitement de
diverses maladies ou dysfonctionnements du corps humain. La cocaine est un alcaloide

utilisé comme anesthésique local depuis I'Antiquité (Mohammedi, 2013).

Les alcaloides forment une grande famille tres hétérogéne de metabolites secondaires
d'intérét de par leurs propriétés pharmacologiques et leurs applications en médecine ; leur

point commun est leur solubilité dans I'eau (Hopkins, 2003).

11
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Les alcaloides ont des propriétés biologiques bénéefiques dans différents traitements.
11.2.2. Composés phénoliques :

Les composés phénoliques sont un groupe hétérogéne de composeés dérivés du
métabolisme secondaire des plantes. Structurellement, les composés phénoliques ont au
moins un cycle aromatique dans lequel un ou plusieurs groupes hydroxyle sont attachés a

une structure aromatique ou aliphatique .(Figure 5) (Ambriz-Pérez et al., 2016).

Les polyphénols sont les constituants actifs de nombreuses plantes médicinales ; ils
ont la capacité de moduler l'activité de nombreuses enzymes et de certains récepteurs
cellulaires (Sumner et al.,2005), ce sont de puissants antioxydants qui complétent et
augmentent la fonction des vitamines et des enzymes antioxydantes pour la défense contre
le stress oxydatif de I'oxygene (ROS) causée par une réaction excessive. Le représentant le

plus simple de cette classe est le phénol (Tsao, 2010;Gonzalez Mera et al., 2019).

O H

Figure 5:Structure chimique du phénol (Sobiesiak, 2017).
11.2.2.1. Classification des composée phénoliques:
Les polyphénols sont divisés en plusieurs catégories en fonction du nombre de cycles
phénoliques qu'ils contiennent et des éléments structurels qui maintiennent ces cycles

ensemble.

Les principales classes de polyphénols sont : les flavonoides, les acides phenoligues,

les alcools phéenoliques, le stilbéne et les lignanes (D’Archivio, 2007).

12
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a. Les flavonoides:
Le terme flavonoides désigne une trés large gamme de composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols, considérés comme des pigments végétaux quasi

universels (Marfak, 2003).

La structure chimique de base des flavonoides (Figure 02) contient deux cycles
benzéniques (A et C) sont liés par le cycle pyrane (B). Un cycle benzénique (A) est
fusionné au cycle pyrane, tandis que l'autre cycle benzénique (C) est attaché au cycle
pyrane en tant que substituant (Ayaz et al., 2019).

Partie provenant de
Pont de 3 la voie shikimate

Partie provenant de la
voie depolyacétate

carbones

Figure 6:Structure de base des flavonoides (Karak, 2019).

v" Structure des flavonoides :

Les flavonoides sont un terme général désignant des composés basés sur un squelette
a 15 carbones qui forme deux cycles benzéniques en C6, les cycles A et B, reliés par un
pont a trois carbones (structure C6-C3-C6). Ce dernier est situé entre les cycles A et B et
est généralement cyclisé pour former le cycle C (le cycle central). Les atomes de carbone
dans les cycles C et A sont numérotés de 2 a 8, et les atomes de carbone dans le cycle B
sont numérotés de 2' a 6' (Bruneton, 1999).

v’ Classification des flavonoide:

Les flavonoides et les flavonols sont les composés flavonoides les plus répandus,
tandis que les flavanones, les flavanols, les chalcones et les anthocyanes sont considérés
comme des flavonoides minoritaires en raison de leur distribution naturelle limitée
(Rahmani, 2017).

13
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v Propriétés biologiques et Pharmacologiedes flavonoides :

Les propriétés fondamentales des flavonoides sont leurs propriétés antioxydantes, qui
assurent des fonctions biochimiques particulierement intéressantes pour notre santé. Les
flavonoides ont la capacité de capter les radicaux libres tels que les radicaux superoxyde,
peroxyde ou hydroxyle par transfert d’hydrogéne, qui sont ce que notre corps réagit aux
agressions de l'environnement (cigarettes, polluants, infections, etc.) produits pour
favoriser le vieillissement cellulaire. renforcer nos défenses naturelles en protégeant les
composants tissulaires (Zakri, 2017). L'activité principale des flavonoides est les

propriétés de la vitamine P.

Potentiel d'activité veineuse, ils diminuent la perméabilité des capillaires et
augmentent leur résistance. Généralement anti-inflammatoires, les flavonoides peuvent étre
anti-allergiques, hépatoprotecteurs, antispasmodiques, hypocholestérolémiants,
diurétiques, antibactériens,Médicaments antiviraux et quelques cytostatiques in vitro. Ce

sont aussi des piégeurs de radicaux libres.

Généralement, les flavonoides sont des inhibiteurs enzymatiques de I'histidine
décarboxylase, de I'élastase, de [I'hyaluronidase et de I'AMPc phosphodiestérase
(ObemEngonga, 2009).

b. Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques a haut degré de polymérisation et de haut
poids moléculaire (500 et 3000 Daltons). La caractéristique la plus frappante des tanins est
leur capacité a former des complexes (par précipitation) avec des polymeéres naturels tels

que les protéines et les polysaccharides (Rubenza et al., 2005).

Les tanins sont généralement divisés en deux catégories : les tanins hydrolysables et
les tanins condensés (CIEA, 1989).

HO — o
OH
G N6 l OH
HO S S & _O\A‘ o
| OH 1 R s
T OH HC
OH | o | o S _OH OH
HO Y A . |
1 NOS=SY. o 7 “OH
S ]
1 OH OH
OH R2
(a) (b)

Figure 7: Structures chimiques (a) d’un tanin condensé et (b) d’un tanin
hydrolysables(Favier, 2003).
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c. Les Stilbénes :
Le stilbéne est un composé phénolique de structure C6-C2-C6, avec deux noyaux
benzeniques reliés par un pont vinylique. lls sont produits par les plantes en réponse a une
attaque fongique, bactérienne ou virale. On les trouve dans les bryophytes, les

ptéridophytes les gymnospermes et les angiospermes (Landrault et al., 2002)

R4

R

R3=R5=R4’=0H, R3’=H Trans resvératrol
R3=R5,R3'=H Pinosylvine
R3=R5=R3'=R4'=0H Picéatannol

Figure 8:Structure des stilbenes (Saffidine, 2015)

d. Les lignanes :

Les lignanes résultent de la condensation d'unités phénylpropane. Quatre groupes
peuvent étre considérés : les lignanes (liaisons entre deux carbones béta d'une chaine
latérale a deux unités dérivée du phénylpropane), les néolignanes (un seul carbone béta est
impliqué), les "oligomeéres”, (condensation de 2 & 5 unités phénylpropane), et enfin les
norlignans a squelette C17. Les néolignanes se trouvent principalement dans les espéces
primitives (Magnolia, Piperine), alors que les lignanes se trouvent généralement dans le

bois des gymnospermes et le tissu lignifié des angiospermes (Sabrina, 2003).

e. Coumarines
La coumarine est également un dérivé C6-C3 et appartient au groupe de composés
connus pour étre les benzo-a-pyrones, toutes substituées en position 7 par un groupe
hydroxyle. lls existent dans la nature libres ou liés aux sucres. Ils sont responsables de

I'odeur caractéristique du foin (Benmiloud, 2014).

La plupart des coumarines et leurs dérivés ont fait I'objet d'études approfondies pour
évaluer leur impact sur la santé humaine, et des études ont montré qu'elles sont anti-VIH,

antitumorales, anticancéreuses, antibactériennes, anti-inflammatoires (Feryel, 2015).
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e.l. Classification de coumarine:
v' Coumarines Simples
La coumarine simple est la plus répandue dans le régne végétal, avec des

substitutions en 6 et 7 (OH ou OCH3). Cette classe a deux sous-classes, les génines et les
hétérosides (Harkati, 2011).

Figure 9: Structure de coumarine simple.

v Furanocoumarines

Les furanocoumarines (appelées aussi furocoumarines) constituent une famille de
composés synthétisés par certaines espéces végeétales supérieures, principalement issues
des Ombelliféres, par condensation avec l'acide isovalproique en C5, et sont généralement
liposolubles, on désigne : - Furocoumarines linéaires : issues du psoralene molécule

- Les Furanocoumarines linéaires : dérivant de la molécule de psoraléne

- Les Furanocoumarines angulaires : basées sur la structure de 1’angélicine.

v" Pyranocoumarines

Les pyranocoumarines des Composés formés par la fusion d'un hétérocycle
pyraneavec la coumarine, soit dans le prolongement (forme linéaire) comme le

xanthylétine oulatéralement (forme angulaire) comme les séseline, visnadine (Harkati,

2011).
2
74 =N
0 0" Yo
0 0 0 %

Xanthylétine Séseline

Figure 10: Structures de quelques pyranocoumarines (Harkati, 2011).

16



Recherche Bibliographique Chapitre 11 :METABOLISME SECONNDAIRE

v Tricoumarines (coumarines trimériques)
v" Tricoumarines (coumarines trimériques)

Ce sont des composés issus de I’union de trois entités coumariques.

v" Les dicoumarines

Les dicoumarines sont des composes formés par la liaison de deux unités

coumariniques Simples.

HD.V;»{WUW« V,D\?ﬁ H00 \/W'j / g\{;g
Hy \{,{AG&G WA\ Y, '\U &.j N A

; +

Edgeworthine Daphnoréfine

Figure 11: Structures des quelques dicoumarines (Harkati, 2011).

11.2.3. les terpernoides et Huiles essentielles:

11.2.3.1. Définition:

La norme AFNOR NF T 75-006 définit les huiles essentielles comme « les produits
obtenus a partir de matieres premiéres végétales par entrainement a la vapeur ou
hydrodistillation ». L'OE est séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques tels
que la décantation ou en utilisant des solvants plus volatils que I'eau (éther diéthylique,
pentane, etc) (Ngakegni-Limbili, 2012).

11.2.3.2. Localisation dans la plante:

Les huiles essentielles sont présentes dans de minuscules glandes dans différentes
parties des plantes aromatiques : feuilles, fleurs, fruits, graines, écorce et racines de
certaines plantes (Makhloufi, 2013). Les glandes sécrétoires sont réparties dans toute la
plante et sont rares sur les faces supérieures des feuilles et des tiges, un peu plus sur la face
inférieure des feuilles, mais sont particulierement abondantes sur le calice des fleurs. La
formation d'HE dans les plantes est le résultat de multiples réactions biochimiques, dont
certaines ne sont pas encore clarifié. Elles prennent naissance dans des appareils sécréteurs

qui ont une forme variée ( Djarri,2011).
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11.2.3.3. Caractéristique physico-chimiques des huiles essentielles:

Composition chimique des huiles essentielles. Les HE sont des substances
composées de melanges complexes de composés volatils, caractérisés par leur poids
moléculaire inférieur a 300 Daltons et leur hydrophobicité (Sell, 2010). Il y a plus d'un

millier de constituants chimiques dans les huiles essentielles (Belaiche., 1979).

On distingue selon leurs voies de biosynthese : deux grandes classes de volatils, a

savoir les terpénoides et les phénylpropanes :

Il existe des terpénoides (hydrocarbures)

v' Monoterpénes

Elles sont constituées de deux unités isopréne (C10) couplées et constituent 90% des
huiles essentielles aux structures variées (Bakkali et al., 2008), et elles ont de multiples

fonctions (Belaiche., 1979).
v’ Sesquiterpénes

IIs sont assemblés a partir de trois unités d'isopréne (C15), mais leur structure et leur
fonction sont similaires aux monoterpenes (Bakkali et al., 2008).

v' Diterpénes (C20) et les triterpenes(C30)
Ce sont les molécules les plus couramment rencontrées dans les huiles essentielles.

Il faut souligner que seuls les terpenes de bas poids moléculaire (monoterpénes et
sesquiterpénes) se retrouvent dans les huiles essentielles (Bruneton, 1999), leur conférant
des propriétés volatiles et olfactives (Pibiri, 2006).

v’ Les Phénylpropanes :

sont des métabolites volatils biosynthétisés a partir d'acides aminés aromatiques tels

que la phénylalanine et la tyrosine, qui sont souvent caractérisés par la présence d'un

groupe hydroxyle attaché a un cycle benzénique (Petersen et al., 2010).
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DMAPP
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Figure 12: Biosynthese des principaux constituants métaboliques des huiles essentielles.
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Chpitre 111
Activité biologique :

L'activité biologique des huiles essentielles est liée a leur composition chimique, aux
groupes fonctionnels de la plupart des composés (alcools, phénols, terpenes et cétones) ou
a ceux qui peuvent étre actifs. Cependant, cette activité peut également dépendre d'un petit

nombre de composés agissant de maniére synergique (Brut et al., 2004; Lahou, 2004).
I11.1. Activité antioxydant :

Les antioxydants sont définis comme toutes les substances qui peuvent retarder ou
empécher I'oxydation des substrats biologiques, qui sont des composés qui réagissent avec
les radicaux libres pour les rendre inoffensifs. La capacité antioxydante des huiles
essentielles est étroitement liée & toute teneur en phénol ( Anoosh et al., 2010).

I11.1.1. Stress oxydatif :

Ainsi, le stress oxydatif serait défini comme un déséquilibre entre la formation
d'especes réactives de I'oxygéne aux propriétés pro-oxydantes et la régulation de leur
production d'antioxydants en faveur des premiéres (Halliwell et Aruoma, 1993 ; Azzi et
al., 2004; Soares, 2005 ; Valavanidis et al., 2006 ; Franca et al., 2007).

Le stress oxydatif est le résultat d'un déséquilibre entre la production de radicaux
libres et la perturbation des systemes de défense antioxydants (Hamadi, 2010).

111.1.2. Radicaux libres :

Un radical libre est une espece chimique qui transporte un ou plusieurs électrons
non appariés dans son enveloppe externe (Carange, 2010). Cette molécule est tres instable
et réagit rapidement avec d'autres composants pour tenter de capturer les électrons
nécessaires pour gagner en stabilité, lorsque des radicaux libres apparaissent, la chaine
commence a attaquer la molécule stable la plus proche en arrachant des électrons, et la

molécule attaquée elle-méme devient Radicaux libres (Martinez, 1995).

Ces radicaux libres sont indispensables a la vie car ils participent a de nombreuses
fonctions physiologiques de croissance ou de défense de l'organisme. En effet, ils
interviennent dans le fonctionnement de certaines enzymes, la transduction des signaux
cellulaires, la défense immunitaire contre les pathogenes, la différenciation cellulaire, La

fonction de certains neurones, la fécondation de l'ovule. D'autre part, la production
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excessive de radicaux libres peut endommager directement diverses biomolécules, a savoir
I'ADN, les protéines et les lipides, et I'organisme devra se protéger de ces dommages

excessifs par divers systémes antioxydants (Favier, 2003).
111.1.2.1. Les différentes espéces radicalaires :

Les composes chimiques dérivés de l'oxygéne représentent la classe la plus
importante de ces especes générées dans les systemes vivants et parmi toutes les espéces
réactives oxygénées (ERO), on distingue un ensemble restreint de ces composés qui jouent
un réle particulier en physiologie et que nous appelons les radicaux primaires a savoir :
I’anion superoxyde (O2-), le radical hydroxyle (OH-), le monoxyde d'azote (NO-), le
radical peroxyde (ROO-) et le radical alkoxyle (RO-),les autres radicaux libres dits
radicaux secondaires telles que I’oxygene singulet 102, le peroxyde d’hydrogéne (H202)
et le nitroperoxyde (ONOOH), se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les

composes biochimiques de la cellule (Favier, 2003).
111.1.3. Different types des antioxydants :

111.1.3.1. Les antioxydants endogénes (enzymatique) :

Les systemes enzymatiques antioxydants sont principalement représentés par des
protéines cellulaires dont la fonction principale est de maintenir un environnement
intracellulaire réduit (99). Ce sont des enzymes ou des protéines antioxydantes qui sont
produites par notre corps a l'aide de certains minéraux. lls sont présents en permanence

dans I'organisme mais augmentent en nombre avec I'dge (Mika et al., 2004).

v’ Le superoxyde discutasse (SOD):

accelere la disputation de I'anion super oxyde en peroxyde d’hydrogéne, il existe plusieurs
iso enzymes de SOD ; SOD ferreux (Fe-SOD), SOD a cuivre (Cu-SOD) et SOD a
manganése (Mn-SOD) (Piquet et Hebuterne, 2007).

v Glutathion peroxydases

Les glutathion peroxydases sont localisées dans le cytosol et la matrice mitochondriale.
Elle a pour activité la dégradation des peroxydes organiques (ROOH) et du peroxyde
d’hydrogéne (H202) (Valko et al., 2007).
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v’ Catalases

Cette enzyme est localisée essentiellement dans les peroxysomes .Elle permet de convertir
deux molécules de H202 en H20 et O2 (Valko et al., 2007).

v La thiorédoxine (TRX)

Cette enzyme a une structure similaire a la glutathion réductase. Il consomme
également du NADPH en fonctionnement. En raison de ses propriétés de piégeage des
radicaux libres, il protége contre une variéte de stress oxydatifs. Les données biochimiques
suggérent que la thiorédoxine réduit le développement, la division cellulaire ou une

protéine clé en réponse au stress oxydatif (Reichheld et al., 2005).
111.1.3.2. Les antioxydants exogénes (non enzymatique) :

Les antioxydants exogenes sont largement utilisés comme additifs pour prévenir le
rancissement des aliments en raison de leur grande efficacité, de leur faible codt et de leur
disponibilité aisée. Cependant, leur innocuité est controversée car ils nécessitent des
recherches en tant que matériau alternatif basé sur des sources naturelles comme

antioxydants alimentaires (Wang et al., 2003).

v Vitamine C (acide ascorbique) :

Empéche l'oxydation des LDL par divers systemes générateurs d'espéces réactives de
I'oxygéne (ROS) (neutrophiles activés, cellules endothéliales activées, myéloperoxydase).
Lors de son oxydation en acide déhydroascorbique, il passe par une forme radicalaire
intermédiaire (radical acide ascorbique), qui joue un réle important dans la régénération de

la vitamine E oxydée (Chen et al., 2000).

v" Vitamine E

Il est bien éetabli que les radicaux libres des tocopherols sont régénérés par l'acide
ascorbique, et sans cette synergie, les tocophérols sont inactifs (Carr et al., 2000). Lors de
I'initiation de la peroxydation lipidique, apres attaque radicalaire, I'a-tocophérol (aTocH),
connu comme inhibiteur de la prolifération lipidique, céde son hydrogeéne situe dans le
noyau phénolique, réduisant ainsi les radicaux libres RO2, constituant ainsi le seul

liposoluble les antioxydants assurent cette protection (Khalil, 2002).
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v Oligoéléments
Le cuivre, le zinc, le manganése, le sélénium et le fer sont des métaux essentiels
contre le stress oxydatif. Ces oligo-éléments agissent comme cofacteurs pour maintenir

I'activité catalytique des enzymes antioxydantes (Garait, 2006).

v" Les polyphénols

Les polyphénols sont les antioxydants les plus abondants dans notre alimentation,
les plus importants étant les flavonoides (Médart., 2009). Ils sont naturellement capables
de le capter en disproportionnant I'oxygene singulet 102 et le radical anion superoxyde
02e+- en H202 (Chen et al.,2000). Selon( Achat , 2013 ) Les composes phénoliques

exercent une activité antioxydante . Via plusieurs mécanismes:

- Le piégeage direct des ERO
- L’inhibition des enzymes génératrices d’ERO
- Lachélation des ions de métaux de transitions, responsables de la production des ERO

- L’induction de la biosynthése d’enzymes antioxydantes

I11.1.4. Mécanismes d’action des antioxydants :

Les antioxydants ont divers mécanismes d'action, notamment le piégeage de
I'oxygéne exotique, l'inactivation des radicaux libres par des réactions covalentes, la
réduction des radicaux libres ou des peroxydes et la chélation des métaux de transition.

Catégorie:

Systeme de défense primaire : comme la catalase, le glutathion (GSH), ces
antioxydants empéchent la production d'espéeces réactives de lI'oxygéne en limitant le stade

initial de la réaction oxydative. lls jouent donc un réle préventif :

Systeme de défense secondaire : Par exemple, les tocophérols sont capables de
capter directement les radicaux libres oxydants et sont donc des antioxydants (destructeurs)
de la chaine radicalaire, bloguant ainsi les réactions de propagation (Labiod, 2016).

111.2. Activité antimicrobienne :

Plusieurs études in vitro et in vivo ont porté sur I'évaluation des propriétés
antibactériennes et antifongiques des polyphénols, et a I'heure actuelle, cet effet est bien
établi et démontré par de nombreuses études expérimentales. (Ulanowska et al ., 2007) ont

étudié I'effet inhibiteur des flavonoides sur la croissance bactérienne. 1ls ont montré que de
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nombreux composes flavonoides (apigénine, kaempférol, etc.) ont des effets importants sur
différentes souches bactériennes gram-négatives (Escherichia coli...) et gram-positives

(Staphylococcus aureus...).

Moroh et al. (2008) ont démontré I'effet antibactérien d'un extrait d'acide acétique
riche en alcaloides et flavonoides de Morinda officinalis contre 8 souches d'Escherichia

coli, bactérie de la flore intestinale.
I11.2.1. Activité antimicrobienne des polyphénols :

Les recherches scientifiques menées ces dernieres années ont conduit a un intérét
croissant pour leur réle potentiellement important dans le maintien de la santé humaine
(Malesev et Kunti, 2007).Les flavonoides sont I'un des produits naturels les plus courants
ayant une activité antimicrobienne a large spectre (Xiao et al., 2014). De nombreux
flavonoides ont été isolés et identifiés comme ayant des activités antifongiques, antivirales

et antibactériennes (Cushnie et Lamb, 2005).
111.2.2. Définition des bactéries :

Ce sont des procaryotes : leur ADN est contenu dans un seul chromosome qui n'est
pas contenu dans le noyau. Les trois formes de base trouvées dans le sol sont les cocci
(sphériques ou ovales), les bacilles et les bactéries spiralées. Les bactéries se reproduisent
par division cellulaire, c'est-a-dire qu'une cellule se divise en deux et produit deux cellules

qui se divisent, donc en (Jeff et Wayne, 2008).
111.2.3. Définition des antibiotiques :

Le terme « antibiotique » (du grec anti, signifiant « contre », bios, signifiant « vie ») a été
créé a la fin du 19éme siecle. 1l désignait a I'origine toute substance qui présentait un "effet
antagoniste” a de faibles concentrations contre I'organisme général. Au milieu du XXe
siecle, la définition était limitée a toute substance d'origine naturelle produite par des
micro-organismes (généralement des bactéries ou des moisissures) capables d'inhiber la
croissance ou de détruire d'autres micro-organismes. Depuis, de nombreuses molécules
antibiotiques ont été synthétisées ou modifiees en laboratoire. Quelle que soit son origine,
pour gqu'une substance soit un antibiotique, deux caractéristiques importantes doivent étre
présentes : elle est efficace a faible dose et présente une toxicité propre a un groupe de

micro-organismes ; elle est donc non toxique pour les cellules hotes (Chevalier, 2003).
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111.2.4. Description des bactéries étudiees :

111.2.4.1. Bacillus subtilis

Est une bactérie aérobie a Gram positif, sporogéne, seprésentant sous forme
debatonnets généralement mobiles(Julien, 2002).

Figure 13: Vue sous le microscope électronique deBacillus subtilis.
111.2.4.2. Staphylococcus aureus :

C'est une espece de la famille de Micrococcaceae, constituée de cellules arrondies

(cocci a gram positif) disposées en amas ou en grappes de raisin d'ou le nom staphylos en
grec (Berreghioua, 2016).

Figure 14: Vue sous le microscope électronique deStaphylococcus aureus.
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111.2.4.3. Pseudomonas aeruginosa

C’est un germe appartenant au groupe des bacilles a Gram négatif, il pousse

facilement sur les milieux usuels, cette espece se caractérise par la pigmentation bleu-vert

de ces colonies (Berreghioua, 2016).

Figure 15: Vue sous le microscope électronique Psaudomonas aeruginosa

(Elmeskini, 2011).

111.2.4.4. Escherichia coli :

E.coli est un bacille a gram négatif (Berche et al., 1988), de forme non sporulée, de type
anaérobie facultative, généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur varie de 2 a 6

um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um (Steven et al., 2004).

Figure 16: Vue sous le microscope électronique deEscherichia coli
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PartieExpérimentale CHPITRE I: MATERIEL ET METHODES

Chapitre |

I.1.0bjectif:

L’objectif de notre étude consiste a faire I’extraction des huiles essentielles et des
extraits d’Eucalyptus globulus et faire leur caractérisation suivie d’une étude del’activité
antioxydant des différents extraits et d’huile essentielle en utilisant la technique suivante :
la réduction du piégeage du radical libre DPPH et 1’évaluation de [Dactivité
antibactériennedon’t le but d'étude et détermination les caractéristiques et l'utilisation des

produits essentiels de I'arbre Eucalyptus globulus
1.2. Matériel végétal :

La plante " Eucalyptus globulus" a été récoltées la fin de Mars et le début d'Avril
dans la région de M'sila (Figure 17), 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 et de

température ambiante jusqu’a I’utilisation.
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Figure 17: arbre, feuilles Eucalyptus globulus

Figure 18: Matiere seche de I' Eucalyptus globulus
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|.3.Extraction des huiles essentielles :

1.3.1.1a technique d’hydrodistillation:

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation dans un
appareil de type Clevenger (Figure 19) au niveau des laboratoires de la faculté des
sciences de la nature et de vie et des sciences de la terre et de ’universitt MOHAMED
BOUDIAF M'SILA, Algérie.

Le principe de 1’hydrodistillation consiste a submerger une quantité de matiére
végeétale (50 a 100g). dans un ballon de 1 litres d’eau distillée. Le tous est porté a ébullition
pendant 3 heures. L’huile obtenue est récupérée dans des flacons en verre fumé (sombres),

préalablement pesés et tarés.

Le rendement en huiles essentielles (volume en mL) est déterminé par rapport a
100 g de la matiére végétale (Laghchimi et al., 2014).Les flacons sont ensuite bien scellés

et conserves a une température de -4 °C jusqu'a utilisation.

Figure 19:Photographie du montage de
type Clevenger utilisé pour I’extraction
des huiles essentielles (Photo originale).

Figure 20: 50 g matiére végétale séche. J

28



PartieExpérimentale CHPITRE I: MATERIEL ET METHODES

1.3.2. Détermination du rendement en huiles essentielles :

Le rendement est la quantit¢ maximale d’huile essentielle que donne une masse
donnée de végétal pendant une période donnée. C’est le rapport entre la masse de 1’huile
essentielle obtenue sur la masse du matériel végétal utilisé. Le rendement est calculé selon

la formule suivante :

R(%) = Masse (HE)/ Masse (M V) x 100

R (%) :Rendement en huile essentielle.
Masse (HE) : masse de 1’huile essentielle.

Masse (MV) : masse du matériel végétal sec ou frais.
1.3.3. Conservation de I'huile essentielle obtenue Eucalyptus globulus:
la conservation des huiles essentielles exige certaines précautions indispensables.

C'est pour cela nous les avons conservées a une temperature voisine de 4c", dans un flacon

en verre brun fermé hermétriuement pour la préserver de l'air et de la lumiére.

I.4. Evaluation quantitative des substances bioactifs Eucalyptus

globulus :
1.4.1.Extraction solide- liquide :

1.4.1.1. la macération :

v Principe :
- La macération est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal

en contact prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs. C’est une

extraction qui se fait a température ambiante.
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- L’extrait méthanolique de la plante Eucalyptus globulus a été préparé a partir de :

50g poudre des feuilles, des poudre qui a été mise a macerer dans un mélange hydro-
alcoolique méthanole/eau (80/20 : v/v), a température ambiante pendant (24 a 48) heures.

Cela répété trois fois poure obtenu L’extrait méthanolique.

- L’extrait aqueuxde la plante Eucalyptus globulus a été préparé a partir de :

50g poudre des feuilles, des poudre qui a été mise & macérer dans un mélange de
I’eaudistillée(100v), a température ambiante pendant (24 a 48) heures. Cela répéte trois

fois poure obtenu L’extrait aqueux.
1.4.1.2. Evaporation :

Les solvants ont été récupéré du filtré par évaporation dans un rotavapeurde type
BUCHI R-210, a une température de 58C°.

1.4.1.3. Conservation de I’extrait obtenu :
La conservation des I’extraits exiges certaines précautions indispensables ;Il doit étre
conservé a une température voisine de 4°C, dans un flacon en verre stérile fermé

hermétiquement pour le préserver de l'air et de la lumiere (en utilisant le papier

Aluminium) jusqu’a ’utilisation (Mahmoudi et al., 2012).

1.4.2. Extraction liquide-liquide :

Le but de partager les molécules selon leurs propriétés physico-chimiques, un
fractionnement liquide-liquide est réalisé entre deux phases non miscibles (Mosbah,
2017).

30



PartieExpérimentale CHPITRE I: MATERIEL ET METHODES

Matiere végétale ( le feuilles de la plante)J

1
Extraction avec methanol-eau (70/30) V/V

- Répéter 3 fois chaque 48h

- Concentration a sec (T* =45-55°C)

|
v

L’extraction brut concentré (racine/feuille) J

!

Traitement avec de 1’eau distillée bouillante

Extraction liquide-liquide avec 1’acétate d’éthyle

!

-I’extraction avec 1’acétate d’éthyle (*3 fois)+décantation,

concentration a T° ambiante

!

Phase d’acétate Phase aqueuse

Phase oraaniaue -
Extraction liquide —liquide avec butanol

- Extraction avec n-butanol(*3fois)

- Décantation, concentration a T* ambiante

!

Phasen-butanolique Phase aqueuse

Figure 21: les étapes d'extraction des Flavonoides (Ciulel, 1983). J
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v" Calcule du rendement:

Chaque extrait est pesé pour calculer le rendement de I’extraction, exprimé en

gramme de lyophilisat et huile 4 par 150 g de matiere seche et 200 g de matiere fraiche

respectivement. Le rendement est calculé par la formule suivante :

R (%)=M’ x 100/M

R: Rendement de chaque phase.
M: masse de I’extrait de chaque phase et de 1’huile essentielle.

M’: masse de la matiére seche de la plante et de matiére fraiche pour I’huile.
1.5. Extraction des coumarines :

La méthode de travail est réalisée selon les étapes suivantes:

Matiére séche

Poudre de la partie aérienne de Eucalyptus globulus

Macération et filtration a chaque 24 heures pendant 3
Rotavapor

Le reste /extrait brute
NH,OH

PH=9
Le solvant résultant
CH CL;

Phase agueuse Phase oraganiaue -1-
HCL

PH=9
Résultats

Phase agueuse Phase organique -2- (cumarine)

Figure 23 : L'extraction de la cumarine de la plante Eucalyptus globulus(Ciulel, 1983).
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|.6. Evaluation qualitatives des substances bioactive de Eucalyptus

globulus :

1.6.1. Chromatographie sur couche mince :

v Objectif :
L’objectif de cette étude a savoir la présence de quelque groupe chimique

(polyphénols,flavonoides, cumarines) dans nos extraits.

v Principe :

Séparer les différentes molécules présentes dans les extraits parChromatographie
sur couche mince (CCM). Puis, tirer le spectre UV-visible de chaque molécule. La
comparaison de ces spectres avec des témoins permettait de connaitre la nature des

molécules présentes.

Les composés présents dans les différentes phases ont été séparés par une CCM

préparative, qui se réalisait sur des plaques en verre de 20x20 cm.

Certains composeés apparaissent forme de taches brillantes.

Plaque de 20x20 cm -

Constituant

s séparés en

lignes
continues

Dépot en ligne
continue

Figure 24: CCM préparative donnant des flavonoides sous forme de lignes séparée.
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v' Les phases de chromatographie sur couche mince :

Toute méthode de chromatographie est basée sur la distribution des substaces a
séparer entre deux phases, La phase mobile s'écoule au long d'une phase stationnaire. Selon
leur affinité, les substances en solution sont plus ou moins retenues par la phase
stationnaire, ce qui rend possible leur séparation, Il existe plusieurs applications pratiques.

les phases peuvent en particulier étre solides, liquides ou gazeuses.

La chromatographie sur couche mince repose principalerment sur des phénomeénes a
absorption: la phasie mobile vest un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le
long ne phase stationnaire solide fixée sur une plaque de verre ou sur feuille semi-rigide de

matiére plastique ou d'aluminium (Kebbab, 2014).

v Méthode :

La mise en oeuvre d'une CCM nécessite plusieurs étapes :
Choix de la phase stationnaire: des plaques de silice fluorescent ( silicagel 60

F254,de 0, 25mm d'épaisseur ) déposées sur feuille d'aluminium gel de silice . Ces plaques
sont decoupées selon les dimensions: 2,5 cm de diamétre, et 10 cm de long.

Choix de la phase mobile: qui peut étre généralement un mélange de solvants

organiques T.

Pour cela, différents systémes solvants ont été essayés pour définir ceux qui donnent
les meilleures séparations. En plagant la plaque sous une lampe UV a 365nm, Certains

composés apparaissent sous forme de taches brillantes.
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Tableau 2: les déférents systemes des solvants utilisés pour la chromatographie sur couche

mince (Belkassam, 2009).

Systemes solvants N° Proportion Référence
Heptane / Acétate d’éthyle 01 (2; 8, Vviv) (Belkassam, 2009)
Chloroforme / Acétate d’éthyle | 02 (8;2,viv) (Belkassam, 2009)
Heptane / Acétate d’éthyle 03 (2; 6, Vviv) (Belkassam, 2009)
Chloroforme /Méthanol 04 (2;2,viv) (Belkassam, 2009)
Chloroforme /Méthanol 05 (6;2,vIv) (Belkassam, 2009)

Hexane /chloroforme/Méthanol | 06 (7;4;0.2,vlv) | (Belkassam, 2009)

Hexane /chloroforme/Méthanol | 07 (7;4;05,viv) | (Belkassam, 2009)
1.7.Activités biologique

1.7.1. Evaluation de I’activité antioxydant:

L’activité anti-radicalaire des différents composés extraits a été évaluée in vitro, par
le test au DPPH*.Test de radical libre DPPH (2,2-diphényl 1-1-picrylhydrazyl)

v Principe
La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant peut étre suivie par

spectrophotométrie UV-visible, en mesurant la diminution de I’absorbance a 517 nm
provoquée par la preésence des extraits (Wu et al 2007). Le DPPH initialement violet, se

décolore lorsque 1’¢lectron libre s’apparie selon la réaction suivante :
DPPH° + AH — DPPH-H + A°

ou AH est un composé capable de donner un H+ au radical DPPH (Figure 25). Cette
décoloration est représentative de la capacité des extraits a piéger ces radicaux libres, loin
detoutes activités enzymatiques.

Dans ce test, le substrat est un radical stable qui, en réagissant avec une molécule
antioxydante se transforme en DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) avec perte de son

absorbance caractéristique a 517 nm. Les réactions ont lieu en milieu éthanolique a
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température ambiante, cela permet une bonne solubilisation de la plupart des antioxydants.

Ce test est tres utilisé car il est rapide, facile et non couteux (Hadbaoui, 2012).
NO. </,\ /> g\ />
),NQN'—N + A-H - O,N Q
> O kol
VIOLET i \\‘ \ JAUNE

Figure 25: Mécanisme de réduction du radical libre DPPH par un antioxydant
(Molyneux, 2004).

v Mise en oeuvre pratique
- Le DPPH est solubilisé dans le éthanol pour avoir une solution 4000ppm (4g de DPPH
avec100ml d’éthanol), et mélangée avec différents concentration des extraits de Juniperus
phoenicealL. (10, 25, 50,100pg/ml);
- Mettre (2, 5, 10,20ul/ml) respectivement de chaque dilution de ces extraits dans un tube ;
- Ajouter 1’éthanol (38, 35, 30,20ul);
- Ajouter 160pul de solution éthanolique de DPPH ;
- Le mélange est vigoureusement agité, puis les sont incubés a température ambiante et a
I’obscurité pendant 30 minutes ;
- Pour préparer le contrdle négative, on mélange (2, 5, 10,20ul) d’éthanol respectivement

avecl160ul de DPPH ;

- La réduction du DPPH s’accompagne par le passage de la couleur violette a couleur jaune
de la solution. Toutes les lectures sont effectuées a 517nm par un spectrophotomeétreToutes

les opérations sont répétées trois fois.

v’ Expression des résultats
L'activité antioxydante, qui exprime la capacité de I'extrait a piéger le radical libre

DPPH est donnée par la formule suivante (Burits et Bucar, 2000).
Inhibition %=( Abs control — Abs test) x 100/Abs

Avec :Abs control : Absorbance du control négatif a longueur d’onde 517 nm ;

Abs test : Absorbance de I’échantillon a la longueur d’onde 517 nm.
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v Calcul des concentrations inhibitrices a 50 % " IC 5"

ICso (Concentration inhibitrice de 50 %), aussi appelée ECs, (Concentration
efficace50), est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de
radical DPPH.

Les IC50 sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en

fonction dedifférentes concentrations des extraits testées (Torres et al, 2006).
1.7.2.Evaluation de P’activité antimicrobienne :

Seul I’extrait méthanolique est subi le test de 1’activité antibactérienne.
1.7.2.1. choix des souches microbiennes :

Quatre souches de référence ont servi a 1’étude de D’activité antibactérienne des
extraits.Ces bactéries ont été selectionnées en fonction de leur pouvoir pathogene pour
I’Homme.

v' Bactéries a Gram positif
-Staphylococcus aureus ; ATCC 25923 (SAIDAL- Antibiotical)
-Bacillus subtilis; ATCC 6633 (SAIDAL Antibiotical)

v Bactéries a Gram négatif
-Escherichia coli(ATCC25922)

-Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

1.7.2.2. Choix Les milieux de culture :

Selon les méthodes utiliséus dans I'essai et selon les souches, nous avons utilisé les

milieux suivants:
- La gélose nutritive pour l'isolement et I'entretien des souches bactériennes;

- La gélose Mueller Hinton pour I'étude de la sensibilité des bactéries aux différents

extraits de Hertia cheirifolia L.
1.7.2.3. 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 homogenéise la suspension bactérienne; son opacité doit

étre équivalente a 0,5 Mc Farland qui correspond & 108 UFC/mL, puis diluer pour obtenir
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un inoculum & 10°UFC/mL (Tyagi et Malik, 2011), L’ensemencement des souches

bactériennes sur la gélose nutritive et I’incubateur a 37C°.
1.7.2.4. Préparation des dilutions d’extraits Eucalyptus globulus :

Aprés la préparation de I'extrait Méthanoliquebrut de quantité 30 mg qui devient
testé, on a ajouté dans 2ml de DMSO ensuite nous pronons 1ml et ajoutons dans un tube
avec desdilutionssuccessives a La moitié(1/2)pour données quatre concentration
C1=15mg/ml, C2=7.5mg/ml, C3=3.75mg/ml, C4=1.875mg/ml .

1.7.2.5. L’ensemencement :

La culture se fait dans un milieu stérile en présence de bec benzen Immerge un
écouvillon stérile dans la suspension bactérienne ;En fait Frotter 1’écouvillon sur les boites

pétrie qui contient la gélose nutritif (Mueller Hinton) ;

L’opération doit se faire deux fois en tournant la boite de pétrie d’un ongle de 60°a
chaque fois. sans oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finirl'ensemencement

en passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose (Benzeggouta,2005).
1.7.2.6. L application des disques :

Dans cette étape on a disposeles disques sur la surface du milieu gélosé a l'aide
d'unepipette pasteur stérile au nec benzene de diamétre 0.8 mm .Puis On a préléve 150 ul et

on la met dans les disques (dans chaque trou a chaque boite avec déffirente concentration).
1.7.2.7. La lecture :

Pendant 18 a 24 heures a 37°C, pour toutes les boites, et a température ambiante
(température de la chambre) pour les boites qui contiennent des disques imbibés I'extrait
Méthanolique brut

Les résultats sont observés le lendemain des expériences, en Mesurant les diametres

des zones d'inhibition. Si le diamétre des zones d’inhibition est :
< 8 : la bactérie résistante.

8 << 14 : la sensibilité est limitée.
14 << 20 : un peu sensible.

> 20 : la bactérie trés sensible
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Chapitre 11
I1.1. Evaluation des techniques d'extraction :

11.1.1. Extraction des polyphénols :

La méthode d’extraction par macération des différents parties dela partie aérienne
(feuille) Eucalyptus globulus a réalisée par les solvants suivant : Méthanol, acétate
d’éthyle, n-butanol, chloroforme.

Cette méthode a permis d’obtenir des extraits de chaque partie: I’extrait brut (EBr.aq)

(EBr.méth), I’extrait d’acétate d’éthyle (EAcOE?t), I’extrait de butanol(En-BuOH) .

La macération répetée 3 fois suivie d'une évapooration , la deuxiéme technique utilsée est

I'extraction liquide-liquide.

35
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Rendement

Extrait brut Extrait brut Rendements Rendements
méthanolique aqueux d'extrait acétate  d'extrait n-
d'ethyle butanole

Type d’extraits

Figure 26: Rendement des différents extraits de 1’espéce Eucalyptus globulus.

Le rendement a été déterminé par rapport au poids du matériel végétal sec rendu en
poudre, les résultats ont été exprimés en pourcentage. Les résultats obtenus montrent que
lesrendements des extraits sont variables .

le rendement le plus élevé a été observé avec 1’extrait méthanolique brut

(30,63%), suivi par I’extrait ageux brut de feuille (18,37%).

La fraction butanolique présent en rendement important (12,52%) par rapport la fraction
acétate d'ethyle faible (10,2) .

Les résultats obtenus montrent que les rendements en extraits de la plante Eucalyptus

globulus sont plus ou moins variables.
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11.1.2. Extraction des coumarines et des huiles essentiales de la plante Eucalyptus
globulus :

Les résultats des rendements des coumarines et des huiles essentielles adécrits dans

ce histogramme :

12 -

Rendement

.

Coumarine Huiles essentielles

Types d'extraits

Figure 27: Rendement des coumarineset des huiles essentielles de I’espéce Eucalyptus

globulus.

Les résultats obtenus ont été exprimés en pourcentage de masse d’extrait par rapport
a lamasse de la plante Eucalyptus globulus, le résultat faible obtenus par extrait de
coumarine (11,4%).

Nous avons observé le rendement d'extraction des huiles essentielles est important, il
est égal a 1,2 %. Ce résultat est different que le résultat trouvé par ( Boudiaf etBentayeb,
2016). Dans la méme espéce on trouve le rendement en huile essentielle de Eucalyptus
globulus .est égale 0.4 % pour chaque 100g de matiére vegétale.

les études de (Karmiche et Chaougui, 2013). Le rendement des huiles essetielles de
Eucalyptus globulus a marqué la valeur 0,48%,etles études (Rabiai, 2014) . Le rendement
égale 0,43 % pour 190g de matiere végétale de I’Eucalyptus globulus. Et d'aprés (Daraoui,
2011). pour 100g de I'Eucalyptus obtenu 2,5% de huile de couleur jaune et d'odeur

agréable.

Selon (Boukhalfoun, 2012 ; Taleb-Toudert, 2015 ). La composition chimique de
huile essentielle de I'Eucalyptus globulus révele qu' elle est composee essentiellement des

mono terpénes .
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Le rendement des huiles essentielles sont varient beaucoup, cette variation
probablement due & plusieures facteurs a savoir la cmposition chimique du sol, origine

géographique, et méme les facteurs pédoclimatiques.
11.2. Chromatographie analytique sur couche mince (CCM) :

Les résultats de la chromatographie sur couche mince (CCM) de nos HEs est résumeés
dans les tableaux et les figures suivants . Il s’agit des informations sur les facteurs de
rétention (RF) desconstituants chimiques, leur comportement a la lumiére UV (a360nm), et

leur coloration.

v photoqgraphie représentant les plaque CCM :

Systeme N°1: Systeme N°2:
heptane / Acétate d'éthvle (2:8) chloroforme / Acétate d'éthvle (8:2)

Ebr.Ecoumm.EACOEt.En-buOH Ebr.Ecoumm.EACOEt.En-buOH
Systeme N°3: Systeme N°4:
heptane / Acétate d'éthyle (2:6) chloroforme / méthanol (2:2)

Ebr,Ecoumm,EAcOEt,En-buOH Ebr.Ecoumm.EAcOEt.En-buOH
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Systeme N°5: Systéme N°6: Systeme N°7:
chloroforme / méthanol he xane / chloroforme / méthanol hexane /chloroforme /méthanol
(6:2) (7:4:0,2) (7:4:05)

Ebr,Ecoumm,EAcOEt,En-buOH Ebr,Ecoumm,EAcOEt,En-buOH Ebr,Ecoumm,EAcOEt,En-buOH

Figure 28: Révélation de la CCMpar la lampe UV a la longue d’onde 360 nm des 1’éxtraits
d’acétate d’éthyle(EAcOEL), I’extrait brut , I’extrait de butanol (En-BuOH) et 1’éxtrait de

coumarine des fuillesde I’espéce Eucalyptus globulus.

Tableau 3: Les RFs et couleurs des spots obtenus dans les 7 systémes par CCM dans
I'extrait brut de Eucalyptus globulus.

N° des systémes de solvants Extrait brut
N° des spots Couleur des spots RF
1 marron 0,06
2 violet 0,15
01 3 rouge 0,56
heptane / Acétate d éthyle (2:8)
4 rose 0,67
5 bleu 0,91
6 rouge 0,97
1 rose 0,05
02 2 rouge 0,1
chloroforme / Acétate d éthyle
(8:2) 3 mouve 0,6
4 rouge 09
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1 marron 0,06
03 2 violet claire 0,12
heptane / Acétate d éthyle (2:6)
3 rose 0,43
4 orange 0,9
5 violet 0,96
1 bleu 0,6
04 2 vert 0,8
chloroforme / méthanol (2:2)

3 violet 0,9
4 rouge 0,96
1 orange 0,13

05
chloroforme / méthanol (6: 2) 2 rouge 0,9
1 rouge 0,02

06
hexane / chloroforme / 2 violet 0,11

méthanol ( 7: 4: 0,2)
3 bleu 0,15
4 rouge 0,4
5 orange 0,45
1 rouge 0,13
07 2 violet 0,27
hexane / chloroforme /

méthanol( 7: 4: 0,5) 3 bleu 0,3
4 rose 0,88

Dans le systéme de solvants N°1 : heptane / Acétate d éthyle (2/8) . D aprés ces
résultats on constate que | EBr donnent une meilleur séparation des composés phénoliques
, ou le nombre des spots est egal 6 spots avec une variabilité des RF et différents couleur

(marron , violet , rouge ,bleu, rouge) .

Dans le systéme de solvants N°2 : chloroforme / Acétate d éthyle (8/2) . D apres
cesrésultats se trouve 4 taches avec une variabilité des RF etdifférents couleur ( rose

,orange , mauve , rouge ) .

Dans le systétme de solvants N°3 : heptane / Acétate d éthyle (2/6).D aprés
cesrésultats se trouve 5 taches avec une variabilité des RF etdifférents couleur (marron ,

violet clair , rose , orange, violet) .
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Dans le systéme de solvants N°4 : chloroforme / méthanol (2/2) . D apres cesrésultats
se trouve 4 taches avec une variabilité des RF etdifférents couleur ( bleu , vert , violet ,

rouge ).

Dans le systéme de solvants N°5 : chloroforme / méthanol (6/2) . on remarquer 2

taches avec une variabilité des RF etdifférents couleur( orange , rouge) .

Dans le systéme de solvants N°6 : hexane / chloroforme / méthanol ( 7/4/0,2) .D aprés
cesrésultats se trouve 5 taches avec une variabilité des RF etdifférents couleur (rouge ,

violet , bleu, rouge , orange) .

Dans le systéme de solvants N°7: hexane / chloroforme / méthanol ( 7/4/0,5) . D aprés
cesrésultats se trouve 4 taches avec une variabilité des RF etdifférents couleur (rouge ,

violet , bleu , rose) .

Tableau 4: Les RFs et couleurs des spots obtenus dans les 7 systémes par CCM dans

I'extrait de coummarine du Eucalyptus globulus

Extrait de coummarine
N° des systéemes de

solvants N° des spots Couleur des spots RF
1 bleu 0,01
01 2 rose 0,4
heptane / Acétate d éthyle 3 rouge 0,5
(2:8) 4 violet 0,65
5 rouge 0,96
6 bleu vert 0,98
1 bleu ciel 0,01
02 2 rose 0,1
chloroforme / Acétate d 3 bleu 0,6
éthyle (8:2) 4 rouge 0.9
5 bleu vert 0,97
1 bleu vert 0,01
03 2 bleu 0,03
heptane / Acétate d éthyle 3 orange 0,5
(2:6) 4 rouge 0,93
5 bleu 0,98
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04 1 Vert 0,67

chloroforme / méthanol 2 bleu 0,83

e 3 rose 0,9

4 rouge 0,96

05 1 rose 0,03

chloroforme / méthanol 2 mouve 0,15

(6:2) 3 rouge 0,91

4 bleu ciel 0,98

06 1 rouge 0,2

hexane / chloroforme / 2 orange 0,37
méthanol ( 7: 4: 0,2)

07 1 bleu 0,03

hexane / chloroforme / 2 rouge 0,12

méthanol( 7: 4: 0,5) 3 rose 0,85

Dans le systéme de solvant N°1: heptane / Acétate d éthyle (2/8) de | extrait de
coummarine donnent un meilleur séparation des composés phénoliques ou le nombre de
spots est égal 6 spots avec une variabilité de RF et différents couleurs ( bleu, rose , rouge

, violet , rouge , bleu vert) par contre les autres systémes.

Dans le systéme N°2: chloroforme / Acétate d éthyle (8/2) et N°3: heptane / Acétate
d éthyle (2/6) le nombre des spots est eégale( 5 spots) avec une variabilité de RF et
différents couleurs ( N°2: bleu ciel , rose , bleu , rouge , bleu vert) ; ( N°3 : bleu vert

bleu, orange, rouge, bleu).

Dans le systéme N°4chloroforme / méthanol (2/2) et le systéme N°5: chloroforme /
méthanol (6/2) le nombre des spots est égale (4 spots ) avec une variabilité de RF
différents couleurs (N°4: vert , bleu , rose , rouge ) ; ( N°5: rose , mauve , rouge , bleu

ciel).

Dans le systéme N°6: hexane / chloroforme / méthanol ( 7/4/0,2) et N°7: hexane /
chloroforme / méthanol ( 7/4/0,5 ) donnent faible séparation présente 2 spots et 3 spots
avec une variabilité de RF et différents couleurs ( N°6 : rouge , orange ) ; ( N°7 : bleu ,
rouge , rose ) ces résultats sont différents que notre travail qui donne 6 spots dans le

systéme N°1.
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Tableau 5: Les RFs et couleurs des spots obtenus dans les 7 systémes par CCM dans

I'extrait de d'acétat d'éthyl Eucalyptus globulus.

N° des systémes de solvants

Extrait d'aceitat d'éthyl

N° des spots Couleur des spots RF
1 mouve claire 0,25
2 violet 0,26
01 3 bleu 0,27
heptane / Acétate d éthyle (2:8) 4 orange 0,31
5 orange 0,56
6 bleu claire 0,81
7 rouge 0,95
1 violet 0,03
2 marron 0,06
3 rouge 0,12
02 4 mouve claire 0,25
chloroforme / Acétate d éthyle 5 bleu 0,31
(8:2) 6 violet 07
7 rouge 0,82
8 rouge noir 0,83
9 bleu 0,96
1 mouve claire 0,17
2 violet foncé 0,23
03 3 violet claire 0,25
heptane / Acétate d éthyle (2:6) 4 orange 0,3
5 orange claire 0,4
6 bleu 0,8
7 rouge noir 0,9
04 1 rouge 0,8
chloroforme / méthanol (2:2)
05 1 bleu 0,3
chloroforme / méthanol (6: 2) 2 marron 0,12
3 rouge 0,3
4 mouve claire 0,32
5 bleu 0,5
6 violet 0,8
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1 violet 0,12

06 2 bleu 0,16

hexane / chloroforme / 3 orange 0,25
méthanol (7: 4: 0,2) 4 rouge 0,46
5 rouge 0,62

1 mouve 0,2

07 2 rouge 0,15

hexane / chloroforme / 3 violet 0,27
méthanol( 7: 4: 0,5) 4 bleu 0,32
5 orange 0,8

Dans le systéme de solvant N°1: heptane / Acétate d éthyle (2/8) etN°3: heptane / Acétate
d éthyle (2/6) le nombre des spots est semblable( 7 spots) avec une variabilité de RF et
différents couleurs (N1°: mauve clair , violet , bleu , orange , orange , bleu clair, rouge)
; ( N°4 : mauve clair , violet foncé , violet clair , orange , orange clair , bleu , rouge

noir ).

Dans le systéeme N°2: chloroforme / Acétate d éthyle (8/2) on remarquer extrait
d’acétate d'éthyle sont riche en composés phénoliques (9 spots ) avec une variabilité des
RF et différents couleurs ( violet , marron , rouge , mauve clair , bleu , violet , orange ,

rouge noir , bleu) .

Dans le systéme N°4chloroforme / méthanol (2/2) se trouve un seul tache

apparissent dans UV en couleur rouge .
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Tableau 6: Les RFs et couleurs des spots obtenus dans les 7 systémes par CCM dans

I'extrait de n-butanol d' Eucalyptus globulus.

NP° des systémes de Extrait de de n-butanol
solvants
N° des spots Couleur des spots RF
01 1 rose 0,37
heptane / Acétate d éthyle
(2:8)
02 1 vert 0,86
chloroforme / Acétate d 2 orange 0,93
éthyle (8:2) 3 bleu 0,96
03 1 violet 0,98
heptane / Acétate d éthyle
(2:6)
04 1 vert 0,8
chloroforme / méthanol
(2:2)
05 1 orange 0,9
chloroforme / méthanol 2 bleu 0,91
(6:2)
06 - - -
hexane / chloroforme /
méthanol ( 7: 4: 0,2)
07 - - -
hexane / chloroforme /
méthanol( 7: 4: 0,5)

Dans les premiers sing systémes on remarquer une faible séparation des composes
phénoliques avec une variabilité des RF et différents couleurs par contre dans le systéme

N°6 et le systéme N°7 on remarquer aucun séparation que En-BuOH .

A partir des résultats de ces tableaux on constate que le meilleurs systémes les qu'
ont plus séparer les différents constituants dans les extrais de eucalyptus globulus dans tous
phases AcOEt et n-BuOH et extrait brut et extrait des coummarines sont le systéme N°1
heptane / Acétate d éthyle (2/8) et le systéme N°2 chloroforme / Acétate d éthyle (8/2) par

rapport les autres systémes sont donne un faible séparation dans la plaque de CCM .
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D’aprés le chromatogramme on remarque plusieurs taches sur la plaqgue CCM avec
des Rf différents ce qui variétés compositionnelle d’ou les variétés des colorations des
différents spots sur la plaque (violet, bleu, marron,rouge ) qui peuvent étre des flavonoides

ou des coumarines.

D’aprés les études de (Conde et al., 1997). Les flavonoides les plus abondants dans
les feuilles sont essentiellement des flavonols aglycone (quercétine, myricétine et
kaempférol) et glycosides tels que les dérivés de la quercétine (quercétine-3-glucoside,
quercétine-3-rhamnoside); du kaempférol (kaempférol-3-rhamnoside, kaempférol-3-

rutinoside) et de la myricétine (myricétine -3-glucoside, myricétine-3-rutinoside).
11.3. Résultats activité biologiques de la plante Eucalyptus globulus :

11.3.1. Activité antioxidant :

v Détermination de I’activité anti-radicalaire des extraits Eucalyptus
globulus

par la méthode DPPH

L’activité antioxydants des différents extraits de la Juniperus phoenicea L. a été

testée par la méthode du radical libre DPPH a I’aide d’un spectrophotomeétre.

Les résultats obtenus sont représentés sous forme de histogramme sont les suivants:

138.10
140 7 109.32
120 -
100 A
80 -

o | 36.10

20 -

Concentration d'inhibitation 1Cs,

Aguex Méthanolique Huile essentille
Type d’extrait

Figure 28 : Représentation de I’Inhibition du radical DPPH par I’estimation des valeurs

d’ICsodes différents extraits d'Eucalyptus globulus
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Les résultats obtenus de IC50 de notre extraits, montre que 1’extrait qauex des
feuilles de Eucalyptus globulusprésent un meilleure activité antioxydant d’IC50 =36.10
ug/ml, par contre a l'autre extrait et les huiles possedent une faible activité antioxydant,les
résultats sont interprétés comme suit: I’extrait qauex > extrait de méthanol> les huiles

essentilles.

D’apr¢ Gueddah et Soualat (2019) les résultats de I’action antiradicalaire de
I’extrait aquex d'Eucalyptus globulus montrent une IC50 (feuilles) de 1’ordre de (0,0189 +
0,0015 mg/ml) possede une activité antioxydant plus importante que le résultat de notre
travail (1C50=36.10).

D’apré les études de Erau (2019) dans le méme genre d'Eucalyptus ontrouve les
résultats de 1’action antiradicalaire montrent une IC50 (feuilles) de 1’ordre des les huiles
essentilles ( 110 + 139.8 pg/ml) possede presque méme activité antioxydant que le résultat
de notre travail (IC50=109.32).

11.3.2. Activité antibactérienne :

L'activité  antibactérienne a été évaluée in vitro par l'action de I'extrait brut
méthanoique des feuilles de la plante Eucalyptus globulus sur quatre souches bactériennes
(deux a Gram négatif Eschershia coli ATCC 25922, Pseudomonas aerogenosa ATCC
25923 et deux a Gram positif Bacillus subtilis ATCC 6633et Staphylococcus aureus
ATCC 25923 par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé (méthode de
puits).

Les résultats de test présenté dans la Figures et les tableaux suivants :
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Extrait brut méthanoique de feuille Extrait brut méthanoique de feuille
(Staphylococcus aureus) (Bacillus subtilis)

Extrait brut méthanoique de feuille Extrait brut méthanoique de feuille
(Eschershia coli) (Psaudomonas aerogenosa)

Figure 29: présentation des résultats de Activité antibactériennede produits d'extrait brut

méthanoique des feuilles de la plante Eucalyptus globulus
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Les résultats sont observés le lendemain des expériences, en Mesurant les diamétres
des zones d'inhibition. Si le diamétre des zones d’inhibition est :
e <8: labactérie résistante.
e 8<<14:lasensibilité est limitée.
e 14 << 20 : un peu sensible.

e 20 : la bactérie trés sensible

Tableau 7: Diamétre en (mm) de la zone d’inhibition de Ebr Méthanolique des feuilles

d’Eucalyptus globulus sur les quatres souches de la bactéries

Ebr Méthanolique
Concentration d’Ebr Méthanolique des feuilles d’Eucalyptus
globulus
Les Souche 15 7.5 3.75mg/ml | 1.875 mg/ml | Sensibilité
mg/mi mg/mi
Staphylococcus 22.2 17.2 14.2 11.2 ++
Aureus
19.2 18.2 14.2 12.2 ++
Bacillus subtilis
Echerichea. Coli 17.2 15.2 12.2 10.2 ++
Psaudomonas 12.2 12.2 11.2 11.2 ++
aerogenosa

Les résultats d’activité antimicrobienne des différentes concentrations de I'extrait
Ebr Méthanolique sont présentées dans le tableau au-dessous, montre que la fraction Ebr,
chez la bactérie Staphylococcus aureus présent une activité antibactérienne plus élevées et
forte que les autres bactéries avec la zone d'inhibition d'orde : 22.2 mm..

Le pouvoir d'inhibition bactérienne sur la bactérie Bacillus subtilis élevée,etait
d'ordre (19.5 mm-18.2) dans la concentrationvarie entre 15mg /ml et 7.5mg/ml une méme
zone d'inhibition contre les deux bactéries ,Staphylococcus aureus etEscherichiacoli
del7. 2 mm été enregistré par la fraction Ebr Méthanolique avec déffirente concentration

7.5 mg/ml et 15 mg/ml.
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Cependant, la fraction Ebr Méthanolique exerce une activité antibactérienne
modérée estimé a 12. 2 mm sur les trois bactéries Bacillus subtilis, Eschershiacoli et
psaudomonas aeruginosa avec la concentration 1.875mg/ml, 3.75mg /ml et (dans les
concentration 15mg /ml — 7.5mg/ml). La bactérie Bacillus subtilis represent la zone
d'inhibition de l'ordre de 1.9 cm pour la concentration 7.5mg/ml La fraction étudié Ebr
Méthanolique posséde une faible activité antibactérienne de zones d'inhibitions environ
entre 1.2cm et 1.1 cm sur psaudomonas aeruginosa et Escherichia coli. Le diamétre de
zone d’inhibition différe d’une concentration a une autre mais proche et dans des certaine
concentration est null pour les quatres souches

Les interprétations sont faites en se référant a I’échelle de 1’estimation de 1’activité
antimicrobienne donnée par Ponce et al., (2003). A partir de cette échelle on peut classer
les bactéries de la plus sensible a la plus résistante comme suivant: S. aureus > 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.
La méthode de diffusion des disques a révélé que I’effet antibactérien d’extraits de la
plante médicinale d’E.globulus différe d’une souche a une autre. Les bactéries E. coli et
P.aerugenosa sont avérées les plus résistantes alors que S. aureus et B. subtilis sont les plus
sensibles. Ces résultats sont en accord avec plusieurs publications concernant les extraits
de plantes médicinales ou les bactéries a Gram négatif dévoilent une forte résistance aux
extraits de plantes que les bactéries a Gram positif (Arias et al., 2004; Khan et al., 2009;
Oliviera et al., 2008).
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Conclusions générales

Eucalyptus globulusest I'un des plantes médicinalequi Appartenant a la famille
myrtacées, elle est trés importante dans notre ére actuelle, surtout apres avoir détecté ses
effets positifs et thérapeutiques sur le coronavirus, donc nous avons étudié la qualité et la
quantité des composants chimiques et biologiquesqui trouvent de nombreuses applications
dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologic et I’agriculture.de
notre plante I'etude phytochimiqueet biologiqueque nous avons faite dans la région
deM'silavise a La détermination de rendement des huiles essentielles aprés I'extraction par
la méthode de hydrodistillation, puis la détermination des rendements des différent
extraites (Ebr Méthanolique, aqueuse, acétate d'éthyle, n-butanol) ,I'évaluation de I'activité
antioxydant et I'activité antibactérienne des feuilles de la planteEucalyptus globulus.donné

les résultats comme suites :

L'extrait Méthanolique brut représente la meilleur valeur du rendement avec un
pourcentage de %18,378 -%30.63 respectivement . Par contre les extraits acétate d'ethyle
et n-butanol qui donne une faible valeur du rendement de 10.2 % et 12.52%tandis que le
rendement d“huile essentiel est important par rapport les autres payes avec 1.2% .

L analyse phytochimique qualitative s‘est faite par la chromatographie sur couche
mince (CCM) des extraits. Est indique la présence des molécules bioactives qui par leur
tour joue un rdle dans I'activité biologique, ces molécules sont :les flavonoides (les plus
abondants) , tannins, Les Stilbénes. Les lignanes, Les saponines, et l'absance des
coumarines. Et montré que les meilleurs systémes les qu' ont plus séparer les différents
constituants dans les extraits de Eucalyptusglobulus dans tous phasesAcOEt, n-BuOH ,
extrait brut et extrait des coummarines sont le systeme N°1 heptane / Acétate d éthyle
(2/8) et le systeme N°2 chloroforme / Acétate d éthyle (8/2) avec 7 spots et 9 spots

respectivement.

L'évaluation de l'activité antioxydant de [I'extraitMéthanolique des feuilles de
I'eucalyptus globuluspar le teste de DPPH révele que Ebr Méthanoliqueposséde un pouvoir
antioxydantintégréavec un meilleure activité antioxydant d‘1C50=36.10 pg/ml, par contre
a l'autre extrait et les huiles possédent une faible activité antioxydant, les résultats sont

interprétés comme suit: I‘extrait qauex<extrait de méthanol<les huiles essentille.
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L'activité antibactérienne de I'extrait Méthanolique Ebr se fait par la méthode de
diffusion des disques sur un milieu gelosé ou aromatogramme vis-a-vis les quatres souches
étudiées:Staphylococcus Aureus, Bacillus subtillus,Pseudomonas aeruginosa, Eschershia.
Coli,les les résultatsde test montre que les quatres souchesdes Grams positifs et gramd
négatifssont resistantes a I'extrait testé .

Enfin ’ensemble de ces résultats analysés ouvre des perspectives d’utilisation de
cette plante pour différents usage et ne constitue qu’un début dans le domaine de la
recherche des substances naturelles biologiquement actives. Des essais complémentaires
seront nécessaires afin de pouvoir confirmer les activités mises en évidence. Il sera

intéressant de poursuivre ce travail afin de:

e [L’extraction au soxhlet par plusieurs solvants différents.L’extraction par lixiviation.

e [’¢tude du pouvoir antioxydant des extraits obtenus par les différentes méthodes
d’extraction et différentes solvants.

e D’étudier d’autres propriétés biologiques de ces plantes, a savoir les propriétés anti-
inflammatoires, antiseptiques, anticancéreuses, antispasmodiques, antimutagenes.
Antidiabétiques ect.....

e De tester les composés identifiés individuellement en faisant appel a des tests

pharmacologiques in vivo. De vérifier 1’absence d’effets toxiques de ces composés.
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Matériel :

Annexes 01:

Appareillage

Verrerie

Solvants et Réactive

(Produit chimique)

e balance de
précision

e Balance

e Agitateurs
magnétique

e Evaporatour

rotatif
(rotavapor)
e FEtuve
e \ortex

e Spectrophotomét

rie

Béchers, pipettes,
ballons,
éprouvettes
graduees,

flacons 100 ml,
flacons 1000 ml,
spatule,
Erlenmeyers, tubes
a essais, tubes
avise, pipette et
micro pipette,
boites de pétrie,
entonnoirs,
micropipette, tubes
a essai, les cuves.
Autres : Mortier
Portoir, papier
aluminium, papier
filtre .broyeur

électrique

acide gallique
(C7H605)

eau distillée

réactif de
FolinCiocalteau
éthanol (C2H50H)
quercétine(C15H1007)
NaNO3 (5%),
Trichlorure
d’aluminium (AICI3)
NaOH

Acide chlorhydrique
(Hcl) 37%

chlorure ferrique
(FeCI3)

NH40H

CHCL3

Acétate d’éthyle
N-butanol
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Annexes 02:

Figure: Méthode d’extraction liquide-liquide du feuille. J
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Annex 03 :

Figure: Appareil de 1’Ulltra-violet pour

feuille.

Figure: Méthode de I’extraction des coumarines de la
I’observation des couleur de la séparation.

Disques de papier
Whatman N°1 (06 mm)

(Gelose Mueller Hinton
ensemencee avet la

N 3 ; souche teste

Figure:Appareil de spectrophotométrie

. Figure: Méthode de diffusion sur disque (Bekka, 2009).
(Photo originale).
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Annex 04:
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Abstract

Eucalyptus globulus is a medicinal plant, pharmacological and aromatic this
study aims at evaluating the essential oils and extracts of this plant's leaves from both
aspects biologically and phytochemicaly following quantitative and qualitative research
methods, the polyphenol were analysed in terms of screening, extraction and
determination. Ther fore ,it was founded that leaves contain flavonoids, essential oils
and coumarins.

The extraction efficiency of the Ebr Methanol and Ebr aqueous fractions gave
successively (30.63%, 18.378%) was higher than that found in the Acetat 12,52% ,n-
butanol 10,2% Flavonoids for the ethyl acetate that was elevated compared to that
found in the fraction n-butanol.

The hydrodistillation of essential oils gave an extraction yield equal to 1.2 %.
The results of the antioxidant activity show that all extracts have a considerable power
(IC50= 36.10 pg/ml and IC50 = 138.44 pg/ml, and 1C50 = 109.32 pg/ml for the Ebr,
Methanol and HE fraction (respectively).

properties, the objective of this study is the phytochemical and biological
evaluation of the essential oils and extracts of the leaves. The quantitative and
qualitative analysis of the species was carried out a screening, extraction and
determination of polyphenols. Based on the results of the practices we evaluated that the
composition of the leaves found the presence of flavonoids, essential oils, coumarines. .
The extraction efficiency of the Ebr Methanol and Ebr aqueous fractions gave
successively (30.63%, 18.378%) was higher than that found in the BUT 12.52, ACT
10.2%. Flavonoids, for the BUTfraction that was elevated compared to that found in
the fraction ethyl acetate, The hydrodistillation of essential oils gave an extraction yield
equal to 1.2 % .The results of the antioxidant activity show that all extracts have a
considerable power (IC50 = 36.10 pg/ml and IC50 = 138.44 pg/ml, and IC50 = 109.32
png/ml for the Ebr, Methanol and HE fraction (respectively). Antimicrobial activity
performed on the four strains: Bacillus Cereus and Escherichia coli. , Psaudomonas
aeruginosa , Staphylococcus aureus has shown that the tested extract has an
appreciable antibacterial activity is less evident in reference to psaudomonas
aeruginosa.

Keywords: Eucalyptus globulus, phytochemical, antioxidant activity,

antimicrobial activity.



Résumé

Eucalyptus globulus est une plante médicinale, caractérisée par leur propriétés
pharmacologique, aromatiques, l'objectif de cette étude est I'évaluation phytochimique et

biologique de I' huiles essentielle et des extraits des feuilles.

L'analyse quantitative et qualitative de I'espece a été réalisé un screening, une extraction et

le dosage des polyphénols .

D'apres les resultats des pratiques nous avons évaluons que la composition des feuilles a

relevée la présence des flavonoides, les huiles essentielle, coumarines. .

Le rendement d'extraction de les fractions EBr Méthanolique et EBr aqueuse a donnée
successivement (30.63%, 18%, 18.378 %) était supérieur a celui trouvé dans les fractions
BUT 12.52, ACT 10.2%.

Les flavonoides, pour la fraction acétate d’éthyle qui a été élevé par rapport a celle trouvé
dans la fraction BUT L’hydrodistillation des Huiles essentielle a donné un rendement
d’extraction égale a 1.2 %. Les résultats de 1’activité antioxydants montrent que tous les
extraits ont un pouvoir considérable (ICso = 36.10 pg/ml et 1Cso = 138,44 pg/ml, et I1Cs =
109.32 pg/ml pour la fraction Ebr, Méthanolique et HE (respectivement).

L’activité antimicrobienne réalisé sur les quatre souches :Bacillus Cereus et Escherichia
coli., Psaudomonas aeruginosa , Staphylococcus aureus a montré que l'extrait testé douées
d’activité

Antibactérienne appréciable et contraste que l'activité le plus élevées chez Staphylococcus

aureus et le us moins chez psaudomonas aeruginosa.

Mots clés : Eucalyptus globulus, phytochimique, activité antioxydant, activité

antimicrobienne.



