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Résumé

Résumé

L'eucalyptus est une plante appartenant a la famille des Myrtaceae, connu
pour son usage dans de multiples domaines, ces propriétés phytochimiques et
biologiques font de cette espéce végétale une plante trés recherchée et trés utilisée
dans la médecine traditionnelle.
L'analyse phytochimique et I'étude des propriétés biologiques ont montré que la
teneur en flavonoides dans l'extrait aqueux est de 23.60+745 yg EAG/mg et dans
l'extraits éthanolique 32.9315,51 ug EAG/mg. La teneur en tanins est estimée a
229,25 +56.96pg EAG/mg
La teneur en polyphénols dans l'extrait aqueux, partie de tige (Frenda) est estimé a
23,60pug EAG/mg et 9,90 uygEAG/mg, dans l'extrait éthanolique. Dans la région de
Tissemsilt le résultat obtenu est de 32.93+ 6.47ug EAG/m.
Concernant l'activité antioxydante, la Valeur d IC50 pour radical libre DPPH avec
extraits d'Eucalyptus globulus 0,32 pg ml.
Les résultats de [l'activité hémolytique montrent que présentant une concentration
élevée de 48.500% (-32.75) mg/ml
Concernant l'activité antibactérienne les résultats des tests ont montré que les trois
souches bactériennes Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa(Gram+) et
Escherichia coli. (Gram-) ont présenté une résistance a I'extrait éthanoique des

feuilles (échantillon Frenda).

Mots-clés : Eucalyptus, Polyphénols, Flavonoides, tanins, Propriétés biologiques.
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Summary

Eucalyptus is a plant belonging to the Myrtaceae family, known for its use in
multiple fields, these phytochemical and biological properties make this plant
species a highly sought after plant and widely used in traditional medicine.
Phytochemical analysis and study of biological properties showed that the flavonoid
content in the aqueous extract was 23.60+745 ug EAG/mg and in the ethanolic
extract 32.9315.51 uyg EAG/mg. Tannin content estimated 229.25 +56.96ug EAG/mg
The polyphenol content in the aqueous stem part extract (Frenda) is estimated at
23.60 ug EAG/mg and 9.90 pg EAG/mg as well but in the ethanolic extract. In the
region of Tissemsilt the result obtained 32.93+ 6.47ug EAG/m
Antioxidant activity, IC50 value for DPPH free radical with extracts of Eucalyptus
globulus 0.32 pg ml.
The results of the hemolytic activity with a high concentration of 48,500 + (-32.75)
mg / ml
Regarding the antibacterial activity the test results showed that the three
bacterial strains Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa (Gram+) and
Escherichia coli. (Gram-) showed resistance to the ethanoic extract of the leaves

(Frenda sample).

Keywords: Eucalyptus, Polyphenols, Flavonoids, tannins, Biological properties.
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Introduction

Introduction :

Depuis des milliers d'années les ressources végétales constituent une source
d'intérét primordial pour I'humain et ses besoins. Elles continuent d'étre un moyen
thérapeutique utilisé dans le monde entier (Cardoso et al, 2019) car elles
représentent une ressource de composés actifs. En effet les métabolites
secondaires restent I'objet de nombreuses recherches in vivo et in vitro, notamment

la recherche de nouveaux constituants naturels (Hazzit, 2015)

L'eucalyptus est une plante médicinale de la faille de Myrtaceae, Chimiquement
cette famille est riche en composé phénoliques et en tannins et elle est aussi
reconnue comme une des principales familles qui produit des flavonoides et souvent
producteurs d'huiles aromatiques beaucoup d'espéces appartenant a cette famille
sont une source pour la parfumerie ou pour l'usage thérapeutique, ces composés
sont appelées composés métaboliques secondaires responsable a la protection
contre les agents pathogenes et des activités biologiques comme l'activité
antioxydante , anti-inflammatoire, anticancéreuse, antimicrobienne, traitement de

infections, analgésiques,...... etc.

Malgré les diverses études sur l'utilisation d'Eucalyptus dans plusieurs domaines
et celui de la médecine traditionnelle, peu de travaux ont été réalisés sur certaines
fractions de ses feuilles L'Algérie ne fait pas exception, c'est un pays regorgeant
d’'une richesse tres importante en flore, et cela est di a sa position géographique,
présente une large gamme d’étages bioclimatiques, induisant une biodiversité de
plantes (Emberger,1971)

La valorisation de notre patrimoine végétal et la recherche des extraits des plantes
qui présentent des propriétés biologiques intéressantes font 'objet des axes de
recherches actuelles et I'utilisation de ces plantes pour le traitement de différentes
maladies s'est développée de maniere spectaculaire Dans ce cadre, nous avons donc
choisi de mener une étude scientifique sur l'eucalyptus globulus sur le plan
phytochimiques et biologiques de deux régions défirents:Tiaret et Tesmssilet, afin de
contribuer a valorisation in vitroles constituants de cette espece et de mettre en

évidence les éléments non développés auparavant.

L'objectif de notre travail de mémoire extraction et évaluation des propriétés
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bioactives de la plante Eucalyptus globulus., par la recherche des composés qui
peuvent trouver une utilisation thérapeutique. A cet effet, la plante Myrtaceae,
Eucalyptus globulus, a fait l'objet d'études phytochimiques. Notre étude se compose

de deux parties.

La premiere partie consiste en des études bibliographiques. Présentation de la
recherche sur la bioactivité métabolique secondaire, l'activité antioxydante et
l'activité antibactérienne d'Ecalybtus globulus. Dans la deuxieme partie, le matériel et
les méthodes utilisées dans notre étude pour obtenir des composés phénoliques
sont introduits. Ensuite, nous évaluerons leurs activités antioxydantes et
antibactériennes, présenterons et discuterons les résultats obtenus. Enfin, en guise

de conclusion générale, nous présentons les principaux résultats obtenus.



Synthése Bibliographie




Syntheése Bibliographie

1-Généralités :
La plupart des especes d'Eucalyptus, y compris Eucalyptus globulus et toutes les

autres Myrtaceae, sont originaires d'Australie et de Nouvelle-Zélande (Guignard, 2001
; Broussard et Cuisance, 1984).

Le nom "Eucalyptus” a été inventé en 1789.par le botaniste frangais L'Héritier De
BRUTELLE et est dérivé des mots grecs « Eu » pour « bon » et « Kaluptos » pour « je
couvre « en référence au caractere distinctif des boutons recouverte d'une calotte
appelée opercule. L'eucalyptus a été introduit dans la civilisation occidentale au XIXe
siécle et en Algérie en 1854 (Boullard, 2001), (Beloué, 2005).

E. globulus, E. camaldulensis et E. gomphocephala sont les especes les plus
répandues dans la région méditerranéenne en raison de leur facilité d'adaptation.
Environ 600 espéces sont connues dans le monde. Certaines especes d’eucalyptus
s’hybrident facilement entre elles car les graines de pollen peuvent étre facilement
transférées d’'une espece a une autre, ce qui complique encore leur identification
(Ghenaiet, et al., 2016).

Figure 01: Feuille d’eucalyptus globulus (photo reél).

Les feuilles d'eucalyptus globulus sont un ingrédient essentiel en raison de leurs
propriétés médicinales, notamment comme antitussif et expectorant. Dans la
médecine traditionnelle africaine, les infusions ou décoctions de feuilles sont
utilisées pour traiter I'asthme, la bronchite, 'amygdalite, le rhume, les problemes

urinaires et les saignements. Pour la grippe et la diphtérie, les vapeurs de feuilles
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séchées et bouillies ou une poudre fine sont inhalées (Boukhatem et al., 2017).

Une décoction de feuilles est ajoutée a I'eau du bain et utilisée pour traiter la
varicelle chez les enfants, et un bain de bouche d’extrait de feuilles a été préparé

pour la méningite (Boukhatem et al., 2017).

L’extrait de feuilles est utilisé pour traiter les ulcéres gastro-intestinaux (Abirami
et al., 2017) et la résine de gomme de la plante est utilisée pour traiter la diarrhée
(Boukhatem et al., 2017).

L'huile essentielle d’eucalyptus a une activité antivirale et antifongique contre « le

virus de I'herpes simplex (HSV) et le VIH » (Messous et Chourar, 2019).

En raison de la teneur élevée en 1,8-cinéole de 'huile essentielle d'eucalyptus, elle a
des effets expectorants, antihypertenseurs, vasodilatateurs, hépatoprotecteurs et
cicatrisants importants. De plus, des effets immunostimulants, des effets
antiparasitaires contre les nématodes et les trypanosomes, et des effets

antifongiques et antiacnéiques ont également été signalés.

Par conséquent, plusieurs études ont montré que les flavonoides abondants dans
les feuilles d’eucalyptus provoquent des effets hypoglycémiants (El Baraka, 2019).
L'utilisation d’eucalyptus comme sédatif Iéger du systéme nerveux central peut aider
a calmer le systéme nerveux central (Goetz et Ghedira, 2012).

2.Répartition géographique d'espéce Eucalyptus globulus :
2.1. Dans le monde :

Arbre majeur poussant dans les plantations d'eucalyptus des régions tempérées
du monde (Hingston, 2002), originaire du sud-est de I'Australie mais cultivé dans le
monde entier pour le bois a péate et le bois (Jones et al., 2011). Son aire de répartition
naturelle comprend également Victoria sur le continent australien. Il est cultivé en
Tasmanie et dans certaines des iles Bas Lo (Steane et al., 2006), mais est
maintenant largement cultivé en Europe, en Afrique du Sud et en Espagne. C'est le
pays qui compte le plus de plantations d’eucalyptus, couvrant une superficie
d’environ 600 000 ha (Puig et al., 2019).
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2.2. En Algérie

Les eucalyptus couvraient une superficie de 5855 ha dont plus de la moitié se
trouvait dans I'Olannaise (Boudy, 1955). Aujourd’hui, des plantations bordent les

cotes d'El Qala et d’Azefaun. Cette espéce habite les régions de Mitijah et Hajuut.
3. Description botanique d’Eucalyptus globulus :

Les feuilles d’Eucalyptus globulus sont une partie importante du genre Eucalyptus
(Pan et al, 2020), ont un arébme agréable et distinctif (Azzazy, 2016), et sont
endogénes sous forme de cavités. Une structure sécrétoire d'elles sont étroites,
nombreuses et actives, comparables aux cellules sécrétoires globulaires du
schizugel (Taleb-Toudert, 2015).

Le bouton floral est en forme d'apex, nervuré et recouvert d'un couvercle plat qui
supporte une bosse centrale (Boukhatem et al., 2017).; les grains de pollen sont
triangulaires, ovales aplatis et convexes en vue pélaire (Azzazy, 2016); la tige est
lisse et parfaitement droite, avec des branches cruciformes s’étendant de haut en
bas (André, 1863); les branches sont trés robustes, anguleuses, particulierement
quadrangulaires et blanchatres dans les nouvelles pousses (Patil et Nitave, 2014) ; le
fruit est une capsule ligneuse de 15 mm (Bruns et al., 1990), large ou arrondie au
sommet, dite noire (Orwa et al., 2009), et turbinée (Luis et Moncayo, 2002).

4. Taxonomie :

Classification des espéces d'Eucalyptus globulus selon la nomenclature classique
(Goetz et Ghedira, 2012).

Tableau 01: Taxonomie systématique de I'Eucalyptus Globulus :

Régne Plantae
Division Magnoliophyta
Sous-régne Tracheobionta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae

Ordre Myrtales
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Famille Myrtaceae
Genre Eucalyptus
Espéce Eucalyptus globulus (Labill.)

5. Composition chimique de I'Eucalyptus Globulus :

L'eucalyptus contient des huiles essentielles (oxyde terpénique: 1,8-cinéol;
monoterpenes:  alpha-pinéne, limonéne,  gamma-terpinéne,  paracymene;
sesquiterpenes : aromadendréne ; sesquiterpénol : globulol), flavonoides, acides
phénoliques, tanins (Amakura et al, 2002).

L'eucalyptol ou 1,8-cinéole (annexe ) est le principal composé a des concentrations
de 70 a 85 % (Song et al., 2009).

6. Usage traditionnel :

L'arbre a été découvert en 1792 par La Villalardiere de Tasmanie. Le baron Ferdinand
Von Miiller, conservateur des jardins botaniques de Melbourne, a popularisé ses
propriétés médicinales. Grimbart a noté que l'eucalyptus peut purifier les zones
humides ou il est planté et peut désinfecter 'atmosphére avec son essence volatile.
En effet, les plantations d’eucalyptus servaient a désinfecter la région d’Alger. Son
activité antipaludique a été confirmée par la disparition des moustiques dans le lac
Fesara en Campanie (Italie), en Sicile, en Sardaigne et en Algérie. Au 19e siécle,
I'eucalyptus était considéré comme un antipyrétique, un analgésique des maux de
téte, un antispasmodique et un anti-inflammatoire. On pensait que I'écorce avait des
propriétés antispasmodiques et antipyrétiques (Ghidira et al., 2008 ; Pal Sing et al.,
2012).

Les feuilles d’E. Globulus sont traditionnellement utilisées par voie orale et topique
contre le rhume et la congestion nasale (Bruneton, 1993). Cette essence posséde
également des propriétés antirhumatismales, stimulantes et toniques (Ernest, 1987).
Utilisé pour les maladies respiratoires telles que la tuberculose pulmonaire. C’est un
excellent remede naturel utilisé pour soigner les plaies, les bralures et les
leucorrhées (Boulekbache-Makhlouf et al., 2011).

7. Métabolites secondaires :
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Les métabolites secondaires sont des molécules organiques synthétisées a partir de
métabolites primaires de diverses maniéres par les plantes. lls n'ont pas de fonction
évidente impliquée dans la croissance et le développement. Il est produit dans
diverses familles de plantes, tissus spécifiques, cellules ou stades de développement
des plantes. (Singh, 2015 ; Gnatta et al., 2016)

7.1. Composés phénoliques ou polyphénols :

Les phénoliques sont un groupe hétérogene de composés dérivés du métabolisme
secondaire chez les plantes. Structurellement, les composés phénoliques ont au
moins un cycle aromatique auquel un ou plusieurs groupes hydroxyle sont attachés

pour former des structures aromatiques ou aliphatiques (Ambriz-Pérez et al., 2016)

Ce sont de puissants antioxydants qui compléetent et améliorent la fonction des
vitamines et des enzymes antioxydantes dans la défense contre le stress oxydatif
induit par un exces d’'especes réactives de I'oxygene (ROS). Le représentant le plus

simple de cette classe est le phénol (Tsao, 2010 ; Gonzalez Mera et al., 2019)
7.2. Les flavonoides :

Le terme flavonoide désigne un trés large spectre de composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols, dont la structure contient deux cycles
aromatiques et un hétérocycle oxygéné de structure C6-C3-C6. lls sont considérés
comme des pigments végétaux presque universels. Les flavonoides sont connus

pour leurs diverses activités biologiques (Krishna et al., 2001).

Différentes classes de flavonoides peuvent étre distinguées par la structure de

I'hétérocycle et son degré d’oxydation. (Pietta, 2000).
7.3. Tanins :

Les tanins sont des composés phénoliques hautement polymérisés a 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 polymeres

naturels tels Que les protéines et les polysaccharides (Rubenza et al., 2005).

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

8. L'activité antioxydante:

Le terme « antioxydants » fait référence a tous les composés qui ont la capacité
d’'empécher ou de retarder I'oxydation des substrats biologiques. Ces composés
interagissent avec les radicaux libres pour les rendre toxiques. D’huiles Lié a toute

concentration de phénol (Anoosh et al., 2010).
9. L'activité antibactérienne:

Les infections sont provoquées par une variété de micro-organismes et sont
responsables de bon nombre des maladies les plus mortelles et des épidémies les
plus répandues. Ont été développées pour les traiter, mais leur utilisation abusive est

a l'origine de la souche bactérienne multi résistante (Yala et al., 2001).

Des études ont montré que I'HE d'Eucalyptus globulus a une activité antimicrobienne
|égére contre les bactéries Gram-positives et Gram-négatives, activité y compris
contre les bactéries Gram-positives et Gram-négatives, y compris Salmonella
enteritidis, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. Activité bactériostatique
contre tous test les échantillons a I'exception de Pseudomonas aeruginosa (Ait-
Ouazzou et al ,2011)

C'est l'effet sur les bactéries peut étre attribué a la présence prédominante
d’eucalyptol présence quid’ eucalyptol, qui a déja démontré une activité
antimicrobienne puissante contre de nombreux agents pathogenes majeurs (Bakkali
et al ,2008).

10. L'activité hémolytique:

Le processus d’hémolyse est un phénomene irréversible dans lequel les globules
rouges sont détruits et leur contenu libéré (Mezzou et al. 2006). Des facteurs
spécifiques a l'organisme tels que I'état de la membrane, le métabolisme énergétique

intracellulaire et la structure de I'hémoglobine régulent I'étendue de I'hémolyse
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1. Matériel biologique :

Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire de biologie moléculaire et
cellulaire de la faculté SNV de Tiaret (Université Ibn Khaldoun).

L'étude s’est étalée sur une période de quatre mois (du mois de Mars jusqu’'au mois
de Juin 2023)

Les échantillons d’Eucalyptus globulus ont été prélevés durant le mois de mars
2023, de deux régions de la wilaya de Tiaret, il s’agit d'un site de la région de Frenda
(Tiaret), et d’'un autre lieu situé a Bordj Bounama (tissemsilt)

Relizane
. I jalé . kS i:ii:l
o .;J- : : Q.
[ N9O | Tissemsilt
' 2 [ N120
Tiaret
= g 5 'N4O.
i () Mehdia
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Q Sougueur R K?ﬁ;jrell
4 =
Takhemaret F. d [ N14 | 285 )
- 4k} renda o
\—U:} i Zmalet EI E
§ | N23 | Abdelkad
- el dls
Ain Deheb S

o

Figure 02: Localisation géographique du site de I'échantillonnage d'Eucalyptus Globulus.

Région de Tiaret (frenda) et Tissemsilt (bordj bounaama)
2. Echantillons du sang humain

Le sang humain a été prélevé des volontaires sains non-fumeurs, qui ne prennent
pas d'anti-inflammatoires, pour évaluer les effets hémolytiques et anti-hémolytiques

des extraits de plantes.

Le sang, du groupe O positif, a été obtenu par ponction veineuse des volontaires et
a été collecté dans des tubes héparines puis utilisé directement pour les analyses

hématologiques.
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3. Préparation de I'extrait végétal

L'extraction a été réalisée selon le protocole de Potel (2002). Les poudres de
plantes ont été Extraites dans de I'eau distillée au ratio 10% donc, 50 g de la poudre
ont été extraits dans 500ml De l'eau distillée pendant 24 heures par macération a

température ambiante puis le mélange a été Filtré a I'aide de papier Whatman.

4. Dosage des polyphénols totaux :

4.1. Principe :

La méthode est basée sur I'oxydation de composés phénoliques avec le réactif
Folin-Ciocalteu, un mélange de complexes d'acides phosphotungstiques et
phosphomolybdiques jaunes. Cette oxydation déclenche la formation d'un nouveau
complexe bleu molybdéne-tungsténe qui absorbe a 765 nm et dont lintensité est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents (Hadouchi et al., 2016).

4.2. Mode opératoire :

Chaque extrait a été mélangé avec 200 pl de volume a 1 ml de Folin-Ciocalteu. Les
solutions ont été combinées et laissées incuber pendant 5 minutes. Aprés
l'incubation, 800 pl de solution de carbonate de sodium (Na2CO3) ont été ajoutés. Le
mélange final a été agité puis incubé dans l'obscurité a température ambiante
pendant 30 minutes. Ensuite, I'absorbance de la couleur bleue résultante a été

mesurée a une longueur d'onde de 765 nm a l'aide d'un spectrophotometre.

Pour préparer le blanc, la méme procédure a été suivie, a I'exception que l'extrait a

été remplacé par le solvant.

5. Dosage des flavonoides totaux :

5.1. Principe :

En présence de chlorure d’aluminium, les flavonoides forment des complexes
jaunatres grace aux groupements hydroxyles libres. La couleur jaune obtenue est
donc proportionnelle a la quantité de flavonoides dans I'extrait (Ribereau-Gayon,
1968).

13
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5.2. Mode opératoire :

Tml de trichlorure d’aluminium (AICI3 2%) est ajouté a Tml de I'échantillon (2mg/ml)
Le mélange est laissé réagir pendant 15 min a température Ambiante et a I'abri de la
lumiere. La lecture est faite a 430 nm. La concentration des Flavonoides totaux est
calculée a partir de I'équation de régression de la gamme d’'étalonnage Etablie avec
la quercétine et elle est exprimée en pug d'équivalent de quercétine Par milligramme
d'extrait (ug EQ/mg d’extrait) (Bahorun et al., 1996).

6. Dosage des tannins :

6.1. Principe :

Les tannins condensés sont dosés par la méthode de la vanilline en milieu acide
décrite par Swain et Hillis (1959). Le principe de cette méthode est basé sur la
capacité de la vanilline a réagir avec les unités des proanthocyanidines en présence

d’acide, pour produire un complexe de couleur rouge.
6.2. Mode opératoire:

Le mélange réactionnel contient 50 pl de I'extrait et 15ml du réactif de la vanilline
(a 4%). On ajoute 750 pl de HCL pur. Aprés l'incubation a 37°C pendant 20 minutes,

I'absorbance a été mesurée a 550 nm.
7. L'activité antioxydante :
7.1. Estimation du pouvoir anti radicalaire par la méthode du DPPH :

7.2. 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
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réduction est déterminée par une diminution de l|'absorbance induite par des
substances anti-radicalaire (Molyneux, 2004).

7.3. 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 contréle négatif est réalisé en remplagant 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 (%) = (A0 —A 7 AQ)

AO : Absorbance de la solution du DPPH- sans I'échantillon (controle négatif) ;
A : Absorbance de la solution du DPPH- en présence de I'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 IC50.
8. L'activité hémolytique:

Du sang fraichement prélevé sur un tube sec a été centrifugé a 3000 tours/minutes
pendant 10 minutes a 'aide d'une centrifugeuse. Aprés élimination du surnageant, le
culot a été lavé 2 fois par une solution de lavage eau physiologique resuspendu dans

la méme solution a raison de 10%. (Sadique et al., 1989).

Un volume de TmL de la suspension érythrocytaire a 10% a été incubé avec TmL
d’extraits a différentes concentrations (1,25mg/ml-2,5mg/ml-5mg/ml) pendant 30
minutes, Apres refroidissement les tubes ont été centrifugés pendant 5 minutes a
2500 rpm et la fuite de 'hémoglobine intracellulaire a été mesurée par la lecture de
I'absorbance du surnageant a une longueur d'onde de 560 nm a l'aide d'un

spectrophotometre UV/Vis.
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Pour chaque échantillon le pourcentage d'hémolyse a été déterminé par I'équation

suivante

8.1. Evaluation de I'activité antibactérienne des extraits:

8.2. Principe :

Le principe de la détection de l'activité antibactérienne repose sur la diffusion des
agents antimicrobiens dans un milieu de culture solide ou semi-solide afin d'inhiber
la croissance d'un micro-organisme indicateur sensible. L'évaluation de l'activité
antibactérienne des extraits est réalisée a l'aide de la méthode de diffusion sur

gélose, telle que décrite par Vincent.

L'apparition et la taille du diamétre de la zone d'inhibition reflétent l'impact des

extraits sur les souches bactériennes.
8.3. Matériel biologique:

Les souches bactériennes utilisées dans cette étude sont couramment
rencontrées dans différentes pathologies chez 'homme. Ces souches appartiennent
au Laboratoire de Microbiologie, Salle 3, Labo B, Faculté des Sciences de la Nature et
la Vie, IBN KHALDOUN Tiaret:

8.4. Deux souches bactériennes (Gram négatif):

e Escherichia coli: Une bactérie caractérisée par une sporulation anaérobie non
facultative, présente dans l'intestin, les selles des animaux et reptiles a sang
chaud, ainsi que dans le microbiote intestinal (Tenaillon, 2010). Cependant,
certaines souches d'E. coli ont été identifiées comme pathogenes pour
I'homme, causant diverses affections allant de simples diarrhées a des
infections systémiques potentiellement mortelles (Duniére et al., 2012).

e Pseudomonas aeruginosa: L'agent pathogene le plus couramment rencontré,

provoquant une infection chronique (Pressler, 2011).

8.5. Une souche bactérienne ( Gram positif):
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e Staphylococcus aureus: Responsable d'intoxications alimentaires, d'infections
locales purulentes et, dans certains cas extrémes, de septicémies chez les
sujets ayant subi une greffe ou portant une prothése cardiaque (Delphine,
2008).

8.6. Préparation de la suspension bactérienne:

A partir de colonies jeunes (adgées de 18 a 24 heures), une suspension bactérienne
est préparée dans de l'eau physiologique ajustée a une turbidité de 0,5 McFarland. La
densité bactérienne de la suspension obtenue est d'environ 0,9 a une longueur d'onde
de 625 nm.

8.7. Préparation du milieu de culture:

Le milieu de culture est constitué d'une seule couche de gélose MH (Mueller-Hinton).
Cette couche est versée en une épaisseur de 2 mm (15 a 20 ml), uniformément

répartie dans des boites et laissée solidifier.
8.8. Préparation des disques:

Le milieu de culture solide est ensemencé en inondant la suspension bactérienne

pour couvrir entierement la surface de la gélose.

Des disques (ou patchs) de 6 mm de diamétre sont découpés a partir de papier
Whatman, puis autoclavés a 120°C pendant 15 minutes. En utilisant une micropipette
et des pinces stériles, les disques sont chargés avec 20 ul de chaque concentration
préalablement préparée. Les disques sont ensuite déposés sur la surface du milieu

ensemencé.

8.9. Méthode des puits:

Des boites de Pétri contenant du milieu Mueller Hinton agar sont ensemencées par
une suspension issue d'une jeune culture bactérienne. L'ensemencement se fait par

écouvillonnage.

Apres séchage des boites, la gélose est perforée au centre avec le bouchon d'une
pipette Pasteur.
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Les cavités formées sont remplies de la solution aqueuse d’eucalyptus. (40ml).

Les boites sont incubées dans une étuve a 37°C pendant 24 heures.

8.10.Préparation des dilutions:

Les extraits sont préparés a différentes concentrations, a partir d'une solution
mére de 5mg /ml. A partir de cette solution mére, des dilutions de 2,5m g/ml et
1,25mg/ml et 0,75gm/ml sont réalisées. Ces dilutions sont dissoutes dans du DMSO

(Diméthylsulfoxyde) a 50 % pour l'extrait éthanoique et I'extrait aqueux.
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Résultats

1. Rendement d'extraction

Les taux des rendements ont été calculés suivant I'équation suivante :
R (%) =M x 100/M’ Ou:

R: Rendement de chaque phase.

M: masse de I'extrait de chaque phase

M’: masse de la matiere séche de la plante

Les rendements des différents extraits de Eucalyptus globulus sont renseignes dans
le tableau ci-dessous

Tableau 02: Tableaux rendement des extraits

Types Rendment (%)
Feuille frenda (aq) 11.54%

Tige frenda (aq) 7.775%
Feuille bordj (aq) 11.922%

Tige bordj(aq) 9.138%
Feuille frenda (éth) 7.20%

Tige frenda (éth) 12.106%
Feuille bordj (éth) 2.178%

Tige bordj(éth) 1.682%

Les résultats obtenus montrent que parmi que I'extrait éthanoique de la partie tige
(région de Frenda) représente le rendement le plus élevé avec un taux de 12.106%
alors que celui de Tissemsilt (Bordj Bonaama) pour le méme organe représente un
taux de 1, 682.%.

L'extrait aqueux de la partie feuille d’Eucalyptus globulus de la région Tiaret (Frenda)
représente un rendement élevé avec un taux de 11.54% comparativement a I'extrait
éthanoique qui représente 7.20 %.

D’'un autre coté, L'extrait aqueux des feuilles (région Tissemsilt) présente un taux
de 11,92 % par rapport a I'extrait éthanoique (2,178 %).

Selon Ben Ammar et al, (2007) les différences qui peuvent exister entre les

rendements d'extraction chez les feuilles et les tiges peuvent étre attribuées a des
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nombreux facteurs tels que : le stade de croissance, conditions pédoclimatiques et
édaphiques de la région, technique d'extraction, solvants...etc

2. Criblage phytochimique :

L'analyse phytochimique des différents échantillons prélevés a été réalisée en se
référant aux protocoles d’analyse conventionnels et les résultats obtenus concernant
le dosage des flavonoides, polyphénols et les tanins sont représentés dans les

figures ci-dessous.

2.1. Flavonoides totaux :

35 1

w
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N
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Tissem ssilt
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Figure 03: Teneur en flavonoides (les feuilles et les tiges)

L'histogramme des résultats montre que I'extrait éthanoique des tiges d'Eucalyptus
globulus de la région de Tissemsilt (Bordj Bounama) contient une quantité
relativement importante de flavonoides avec une teneur de 32,93 pug EAG/mg
d’extrait. Tandis que I'extrait aqueux des feuilles affiche une teneur de de 5,51 pg
EAG/mg d'extrait.

L'analyse phytochimique de I'échantillon d’Eucalyptus globulus prélevé de la région
de Tiaret(Frenda), montre que la teneur en flavonoides varie selon le type d'extrait et
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la partie de la plante, on remarque que l'extrait aqueux des feuilles affiche des
teneurs faibles de I'ordre de 7,45 pg EAG/mg alors que I'extrait éthanoique du méme
organe a une teneur de 23,45 ug EAG/mg.

On remarque que l'extrait éthanoique des tiges affiche des teneurs faibles de l'ordre
de 9,90 pg EAG/mg alors que I'extrait aqueux du méme organe a une teneur de 23,60
Mg EAG/mg.

2.2. Tanins totaux :

250.00 1

200.00 A

150.00 - M Tiaret
Tissemssilt
100.00 -
50.00 ]
F.aq

F.éth Tig.aq Tig.éth

Tanins (mg CE/mg extrait)

Figure 04: Teneur en tanins (feuilles et les tiges)

L'histogramme résultant montre que I'extrait éthanoique des tiges d'Eucalyptus
globulus de la région de Tissemsilt (Bordj Bounama) avec 229,25 ug EAG/mg
d’'extrait contient une quantité relativement élevée en tanins .En revanche, I'extrait
aqueux des tiges a une teneur de de 23,06 ug EAG/mg d’extrait.

L'analyse de I'échantillon d'Eucalyptus globulus de la région de Tiaret (Frenda),
montre que la teneur en tanins varie selon le type d'extrait et la partie de la plante,
I'extrait aqueux des feuilles ont une faible concentration en tanins d'environ 96,56 pg
EAG/mg alors que I'extrait éthanoique du méme organe ont des niveaux de 167,34
Mg EAG/mg.

On note que l'extrait éthanoique des tiges a une teneur de l'ordre de 158,14 ug
EAG/mg alors que I'extrait aqueux du méme organe a une teneur faible de 132,58 ug
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EAG/mg.

2.3. Polyphénols totaux :

40.00 4
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Ml Tiaret
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polyphenols(mg G AE/mg extrait)

F.aq F.éth Tig.aq Tig.éth

Figure 05: variation des teneurs en polyphénols entre les feuilles et les tiges
d’eucalyptus globulus

Les teneurs en polyphénols les plus élevées ont été enregistrées par l'extrait
éthanoique des tiges d'eucalyptus globulus de la région de tissemsilt (bordj
bounaama) 32,93 pg EAG/mg d'extrait. Tandis que I'extrait aqueux des feuilles
affiche une teneur de 5,51 de pg EAG/mg d’extrait.

L'analyse de ['échantillon d’Eucalyptus globulus prélevé de la région de
Tiaret(Frenda), montre que la teneur en polyphénols varie selon le type d’extrait et la
partie de la plante, on remarque que l'extrait aqueux des feuilles affiche des teneurs
de 'ordre de 22,52 uyg EAG/mg, alors que I'extrait éthanoique des tiges a une faible
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teneur de I'ordre de 9,90 ug EAG/mg.

3. Evaluation de Activité antioxydant:

Détermination de I'activité anti-radicalaire des extraits d’Eucalyptus globulus par la méthode
DPPH :

L'activité antioxydant des différent extrait de la d’Eucalyptus globulus L. a été testée
par la méthode du radical libre DPPH a l'aide d'un spectrophotométre

Les résultats obtenus sont représentés sous forme des graphes sont les suivants:

i y = 55.346x + 41,507 i

R extrait aq " R extrait eth = 50091 + 43017
= s b R=0.3361
@ 120.000 @ 100.000 1 e
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Figure 06: Evaluation de l'activité antioxydante (DPPH IC50) des feuilles d'eucalyptus
globulus en Tiaret

L'allure exponentielle des deux courbes, signifie I'existence d'une relation
proportionnelle entre le pourcentage de réduction du radical libre et la concentration
de I'échantillon dans le milieu réactionnel. Les résultats montrent que I'extrait aqueux
des feuilles d'eucalyptus globulus de la région de Tiaret (Frenda) est doué d'une

activité antioxydante supérieure a celles I'extrait éthanoique du méme organe
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Figure 07: Evaluation de I'activité antioxydante (DPPH IC50) des tiges d’eucalyptus

globulus en Tiaret

L'allure exponentielle des deux courbes, signifie I'existence

proportionnelle entre le pourcentage de réduction du radical libre et la concentration
de l'échantillon dans le milieu réactionnel. Les résultats montrent que l'extrait
d'éthanoique des tiges d'eucalyptus globulus de la région de Tiaret (Frenda) est doué
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Figure 08: Evaluation de I'activité antioxydante (DPPH IC50) des feuilles d'eucalyptus

globulus en Tissemsilt.

25




Résultats

L'allure exponentielle des deux courbes, signifie I'existence d'une relation
proportionnelle entre le pourcentage de réduction du radical libre et la concentration
de l'échantillon dans le milieu réactionnel. Les résultats montrent que l'extrait
d'éthanoique des feuilles d'eucalyptus globulus de la région de Tissemsilt (bordj
bonaama) est doué d'une activité antioxydant supérieure a celles I'extrait aqueux du

méme organe

extrait aq extrait eth y=55.071x+42429
120,000 120000 R=0.386
y = 55.31x+ 44,864

: R = 0.3607 ©
©100.000 @ 100.000 4
- 5
- 'Y

X
5 0
- 80.000 = 80.000 4
£ £
3 )
o)
£ 60.000 E 60.000 4
A

o
o
0 n
0 40.000 9 4 1
I E 20.000
2 90,000 0
e )
a

0.000 ‘ : : ‘ ‘ ‘
0000 ' ! ‘ ‘ ' ' 0 02 04 06 08 1 12
0 02 04 06 08 1 12
. concentration mg/ml
concentration mg/ml

Figure 09: Evaluation de I'activité antioxydante (DPPH IC50) des tiges d'eucalyptus
globulus en Tissemsilt.

L'allure exponentielle des deux courbes, signifie I'existence d'une relation
proportionnelle entre le pourcentage de réduction du radical libre et la concentration
de l'échantillon dans le milieu réactionnel. Les résultats montrent que l'extrait
d'éthanoique des tiges d'eucalyptus globulus de la région de Tissemsilt (bordj
bonaama) est doué d'une activité antioxydant supérieure a celles I'extrait aqueux du

méme organe

Tableau 03: Valeurs de concentration inhibitrice 50

Région Extrait IC50(mg/ml)
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Feuille (aq) 0,15
Tiaret Feuille (eth) 0,13
Tige (aq) 0,057
Tige(eth) 0,1
Feuille (aq) 0,32
Tissemsilt Feuille (eth) 0,1
Tige (aq) 0,09
Tige (eth) 0,13

Les résultats obtenus a partir de IC50 de notre extraits indiquent que I'extrait aqueux
des feuilles de Eucalyptus globulus a une excellente activité antioxydant d'IC50 =0.32

pug/ml, alors que l'autre extrait éthanolique ont une activité antioxydant moindre

Et on remarque IC50 de I'extrait aqueux des feuilles de Eucalyptus globulus a une
excellente activité antioxydant d’IC50 =0.15 pg/ml, alors que l'autre extrait

éthanolique ont une activité antioxydant estime 0,13ug/ml.

4. Evaluation de Activité hémolytique :
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Figure 10: Evaluation du taux d'hémolyse en fonction de la concentration

d’eucalyptus globulus (Tiaret et Tissemsilt)

Ces graphes représentent les résultats de I'effet hémolytique de I'extrait aqueux et

éthanolique des tiges d'eucalyptus globulus (Tissemsilt et Tiaret)

Notez que cela indique un faible pourcentage d'hémolyse montre que les tiges de
I'extrait aqueux. Le principale effet hémolytique est un taux d'hémolyse maximal de

48,50%, compare a un faible pourcentage de 3,31% et par rapport dans les extraits

éthanolique.
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5. Activité antibactérienne

Figure 11: Evaluation de I'activité par la méthode des disques

Concernant I'évaluation du pouvoir antimicrobien des extraits aqueux et éthanolique
de la partie « feuille » a différentes concentrations (10mg/ml, 15mg/ml, et 20mg/ml),
I'observation des disques révéele qu'il n y a aucun effet anti bactérien des extraits sur
Staphylococcus aureus (Gram +), Escherichia. Coli et Pseudomonas aeruginosa
(Gram-).

Figure 12: Evaluation de I'activité par la méthode des puits

Pour évaluer I'activité antimicrobienne (méthode des puits), des extraites des feuilles
a différentes concentrations (075mg/ml, 1.25mg/ml, et 2.5mg/ml), 'observation a
montré que les extraits n’ont exercé aucun effet antibactérien contre les souches

bactériennes utilisées : Staphylococcus aureus (Gram +), Escherichia. Coli et
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Pseudomonas aeruginosa (Gram-).
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Discussion

L'eucalyptus est une plante réputée pour ses multiples propriétés biologiques,
il est connu pour ses propriétés anti-inflammatoires, anti-infectieuses et
antioxydantes. C'est dans ce contexte que s'inscrit cette étude qui vise a une
caractérisation phytochimique suivie d'une étude de ses propriétés biologiques.
Les résultats du criblage phytochimique montrent que la teneur en polyphénols de la
fraction « feuilles » de nos échantillons peut atteindre 432, 63 + 4.59.49 uyg EAG/mg.
Alors que la teneur en polyphénols des tiges est de 32,93 ug EAG/mg. La teneur en
polyphénols est généralement variable selon qu'il s'agit de 'organe considéré ou le
type de solvant. Il est généralement admis que les feuilles sont relativement riches
en polyphénols que les tiges (Troszynska et al., 2002). D'autre part, Pars et al (2007),
montrent que les solvants aqueux donnent les meilleurs rendements de solvants
absolus, l'extraction par acétone est l'un des plus courant, il est utilisé pour
I'extraction des polyphénols car d'une part il permet d'extraire des niveaux Significatif
en polyphénols par rapport a I'eau (Troszyniska et al., 2002).
Les résultats du dosage des flavonoides montrent que la région de Tissemsilt (Bordj
Bounama) avec une teneur de 229,25 pg EAG/mg d'extrait contient une quantité
relativement élevée en tanins .En revanche, I'extrait aqueux des tiges a une teneur de
de 23,06 uyg EAG/mg d’extrait.
Par ailleurs, I'analyse de I'échantillon d'Eucalyptus globulus de la région de Tiaret
(Frenda), montre que la teneur en tanins varie selon le type d’extrait et la partie de la
plante, I'extrait aqueux des feuilles ont une faible concentration en tanins d’environ
96,56 pg EAG/mg alors que I'extrait éthanoique du méme organe ont des niveaux de
167,34 ug EAG/mg.
On note que l'extrait éthanoique des tiges a une teneur de l'ordre de 158,14 ug
EAG/mg alors que I'extrait aqueux du méme organe a une teneur faible de 132,58 pug
EAG/mg. Cette grande différence peut s'expliquer par la région ou les plantes sont
cultivées, la méthode de dosage, la sensibilité et la pureté des réactifs utilisés et le
moment de la récolte (Zrira et al., 1994).
Les résultats obtenus de IC50 de notre extraits, montre que I'extrait éthanoique des
feuilles de Eucalyptus globulus présent une meilleure activité antioxydant d’'IC50
=0.32 pg/ml, par contre a l'autre extrait aqueux possedent une faible activité
antioxydant, les résultats sont interprétés comme suit: I'extrait éthanoique > extrait

de aqueux. ce méme, ce pouvoir antioxydant de ces fractions est di a I'abondance de
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composés phénoliques, dont les groupements hydroxyles jouent le réle de donneurs
d'électrons et de monoterpénes oxygénés et hydrocarbonés. En fait, les flavonoides

eux-mémes sont considérés comme d'excellents antioxydants (Bruneton, 1999).

Par ailleurs, Les variations de la valeur d'IC50 peuvent étre attribuées a plusieurs
raisons, notamment a la composition chimique de la plante (polyphénols et
flavonoides) qui est tributaire des facteurs génétiques et environnementaux (Abou
Elella et al, 2014)

L'hémolyse est le processus de destruction les globules rouges qui libérent
I'hémoglobine dans le plasma sanguin. Les résultats obtenus montrent que I'extrait
éthanoique des feuilles d'eucalyptus globulus de la région tissemsilt (bordj
bounaama) enregistre le taux d'hémolyse le plus élevée 48,50%. D’autre part, I'extrait
aqueux de la partie feuille de la région de Tiaret (Frenda) a un taux d’hémolyse de
18,69%, celui des tiges est de 26,50%.

L'activité antibactérienne de l'extrait d'E. Globulus a été évaluée en testant I'extrait
aqueux et éthanoique des feuilles de I'échantillon prélevé de la région de Frenda sur
trois  souches bactériennes: Staphylococcus aureus (Gram+) Pseudomonas
aeruginosa aureus, et Escherichia Coli ,(Gram -). Il ressort des résultats obtenus que
I'extrait n’a exercé aucun effet antimicrobien sur les souches.

Ces résultats, s'accordent avec ceux de Raho et benali, (2008) sur la résistance de P.
aerugenosa vis a vis de l'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. D'autre
part selon Elaissi et al. (2011), P. aeruginosa est connu pour sa forte résistance
intrinseque contre de nombreux antibiotiques due a la restriction de sa membrane

extérieure méme pour les produits synthétiques.
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Conclusion

L'eucalyptus est une plante appartenant a la famille des Myrtaceae, connu
pour son usage dans de multiples domaines, ces propriétés phytochimiques et
biologiques font de cette espéce végétale une plante tres recherchée et trés utilisée
dans la médecine traditionnelle.

Le présent travail se propose danalyser et caractériser du point de vue
phytochimique une variété locale appelée eucalyptus globulus et étudier ses
propriétés biologiques.

Les résultats obtenus montrent une teneur en polyphénols totaux de 32,9315,51 ug
EAG/mg de la partie tige (extrait éthanoliqu de I'échantillon de Tissemsilt.)

De méme, la teneur en flavonoides est de 32,93 + 5,51 uyg EQ/mg.de la partie tige
(extrait éthanoliqu de I'échantillon de Tissemsilt.)

Les tanins ont affiché une teneur de 229.25 + 23.06ug EQ/mg de la partie tige (extrait
éthanoliqu de I'échantillon de Tissemsilt.)

L'évaluation du potentiel antioxydant de I'extrait a montré d’Eucalptus.globulus a
présenté une activité élevée avec une pourcentage IC50 de 0,32 + 0,057 mg/ml.

Les résultats de I'activité hémolytique montrent, que I'hémolyse est un phénomeéne
physiologique irréversible pouvant provoquer la rupture des membranes des globules
rouges présentant une concentration élevée de 48.500+(-32.75) mg/ml

Concernant l'activité antibactérienne les résultats des tests ont montré que les trois
souches bactériennes Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa(Gram+) et
Escherichia coli. (Gram-) ont présenté une résistance a l'extrait éthanoique des
feuilles (échantillon Frenda).

Il ressort des résultats obtenus que les échantillons d'eucalyptus étudiés présentent
des propriétés biologiques (activité antioxydante et hémolytique) intéressantes. Il
serait utile de reprendre cette recherche en multipliant le nombre de sites
d’échantillonnage, [lidentification et la caractérisation d’autres métabolites, I'étude
d'autres propriétés biologiques (activité anti-inflammatoire) et en fin varier les

méthodes d'extraction
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