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Résume

Résumé
Nous avons mené une étude sur les effets successifs de différentes concentrations
métaboliques d'Eucalyptus globulus Labill, une plante médicinale appartenant a la famille des

Myrtacées, afin d'évaluer ses activités biologiques. Les extraits bruts ont été obtenus par une

méthode de macération.

Nos resultats indiquent que des tests de screening phytochimiques ont revélé la
présence d'acides phenoliques, tanins, glucosides, saponines, flavonoides, alcaloides,

quinones libres, coumarines et d'huiles essentielles dans la plante.

Nous avons constaté que I'extrait hydrométhanolique (40%) présentait le rendement le

plus élevé, atteignant 23,4%.

En ce qui concerne l'activité antibactérienne, nous avons observé que I'Eucalyptus
globulus possédait une activité antibactérienne important. La sensibilité des souches
bactériennes testées variait en fonction des dilutions des extraits bruts et de la nature
bactérienne. Nous avons notamment observé une forte activité contre la souche B. subtilis

(11-26,50mm). En revanche, une faible activité contre la souche E.coli (7,00-14mm).

Mots clés : Eucalyptus globulus Labill, extrait bruts, phytochimie, rendement, activité

antibactérienne.
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Abstract

Abstract

We conducted a study on the successive effects of different metabolic concentrations
of Eucalyptus globulus labill, a medicinal plant belonging to the Myrtaceae family, in order to

evaluate its biological activities. The crude extracts were obtained by maceration method.

Our results indicate that phytochemical screening tests revealed the presence of
phenolic acids, tannins, glucosides, saponins, flavonoids, alkaloids, free quinones, coumarins

and essential oils in the plant.
We found that the hydroethanolic extract had the highest yield, reaching 23:4%.

Regarding antibacterial activity, we observed that Eucalyptus globulus possessed
significant antibacterial activity. The sensitivity of the bacterial strains tested varied according
to the dilutions of the crude extracts and the bacterial nature. In particular, we observed strong
activity against the B. subtilis strain (11-26,5mm). On the other hand, bacterial activity is

weak against the E.coli strain (7, 00-14,00mm).

Keywords: Eucalyptusglobulus labill, crude extract, phytochemistry, yield, antibacterial

activity.
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Introduction

Pendant de nombreuses années, la médecine traditionnelle a employé les plantes
médicinales en tant que remédes a base de végétaux, pouvant étre utilisées entierement ou
sous forme de parties spécifiques, dans un but thérapeutique. Aujourd’hui, il est largement
reconnu que ces plantes constituent une importante source de molécules bioactives
(Bruneton, 1993).

De nos jours, le domaine des plantes médicinales et aromatiques englobe
principalement des industries telles que la parfumerie, les cosmétiques, I’agroalimentaire et
I’aromathérapie. Cette derniére est une branche de la phytothérapie qui exploite les propriétés
médicales des ardmes, des essences et des huiles essentielles. Elle fait partie intégrante des

médecines naturelles (Oullai et Chamek, 2018).

En raison de sa position biogéographique, 1’Algérie est reconnue pour sa diversité
taxonomique. Sa flore est potentiellement riche, abritant de nombreuses espéces endémiques.
De plus, le pays offre un environnement propice au développement de la culture des plantes

aromatiques et médicinales (Chouitah, 2011).

Plusieurs especes de la famille des Myrtacées ont été importées en Algérie a des fins
d’embellissement ou de reboisement. C’est particuliérement le cas des eucalyptus (Quézel et
Santa, 1963). Le genre Eucalyptus compte au moins 600 espéces réparties a travers le globe
(Hurtel, 2001). Parmi ces espéces, ils ya : Eucalyptus citriodora ; Eucalyptus camaldulensis ;

Eucalyptus globulus Labill.

L’objectif de notre mémoire est de procéder a I’extraction et a 1’évaluation des
propriétés bioactives de I’Eucalyptus globulus, une plante de la famille des Myrtaceae, en
recherchant des extraits bruts d’avoir une utilisation thérapeutique. Ainsi, nous avons choisi

d’étudier la plante Eucalyptus globulus dans le cadre d’une étude phytochimique.
Notre étude se concentre principalement sur les axes suivants :

Dans le premier chapitre, nous avons examiné les références bibliographiques liées ou

Eucalyptus globulus labill.

Le deuxiéme chapitre est consacré a la description du matériel et des méthodes utilisés

dans notre étude.

Le troisieme chapitre présente les résultats expérimentaux obtenus, suivis de leur

discussion. Ce chapitre se conclut par une synthese des résultats.
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Chapitre I Généralités sur (Eucalyptus globulus

I. Généralité sur la famille de Myrtaceée

La famille des Myrtacées est constituée de plantes dicotylédones, comprenant plus de
5 650 especes réparties approximativement entre 48 et 134 genres différents. Ces plantes se
présentent sous la forme d’arbres et d’arbustes et sont souvent riches en huiles aromatiques

(Gevaert et al, 2008).

De nombreuses especes de cette famille possedent des propriétés médicinales et sont

fréqguemment utilisées en médecine traditionnelle.

La famille de myrtacée pousse principalement dans plusieurs régions du monde, telles
que 1’Australie, I’Amérique tropicale, la région méditerranéenne, 1’Afrique subsaharienne,
Madagascar, les régions tropicales et tempérées d’Asie, ainsi que les iles du pacifique. On

peut citer le genre : Eucalyptus (Bruneton, 1999) (figure 01).

M Existence de famille
des myrtacées

Figure 01 : Aire de répartition des myrtacées dans le monde (Heywood, 1996).

I.1. Principales espéces d'Eucalyptus en Algeérie

En Australie, il existe plus de 600 espéces d'Eucalyptus. Un certain nombre d'entre
elles sont cultivées ou essayées en Algérie, d’aprés ces auteurs Ait Youssef (2006) et Baba
Aissa (1999) sont :

- Eucalyptus globulus ou gommier bleu ;

3



Chapitre I Généralités sur (Eucalyptus globulus

- Eucalyptus citriodora son huile essentielle lui procure odeur citronnelle et verveine ;

- Eucalyptus camaldulensis ou gommier rouge.
1.2. Généralités sur I’Eucalyptus globulus
1.2.1. Nom commun E. globulus
» Nom latin : Eucalyptus globulus Labill.

» Noms francais : Eucalyptus globuleux, gommier bleu, eucalyptus bleu, Arbre a fiévre,

eucalyptus commun, eucalyptus officinal.

» Les noms vernaculaires : Calitous « le nom le plus connue en Algérie », Calibtus, Kafor.
Ces noms sont les plus populaires en Algérie qui sont appelés dans plusieurs différentes
régions (Ait Youssef, 2006).

1.2.2. Historique

L’Eucalyptus globulus, appelé aussi Gommier bleu de Tasmanie, a été découvert par
le botaniste francais La Billardiére, naturaliste qui accompagnait I’expédition de 1’explorateur
frangais Bruni d’Entrecasteaux en Tasmanie en 1791. En 1792, il lui a donné le nom
d’Eucalyptus globulus Labill (Orme,2000).

L’espéce a été introduite en Europe pour la premiére fois en 1804 mais ¢’est grace aux
efforts de Ramel a son retour d’ Australie en 1857, que des plantations ont été créesdans le sud

de I’Europe et en Afrique du nord (Orme, 2000).

A peu pres a la méme date, des eucalyptus (principalement globulus) ont été introduits
au Portugal, en Californie, en Amérique du nord, au chili (1823), en Afrique du sud (1828),
en Inde (1843), en Argentine (1857), en Egypte et en Andalousie (Orme, 2000).

Dés 1883, Balbino mentionne la présence d’Eucalyptus globulus en Europe et indique
que les arbres ont été plantés pour la premiere fois prés de Santander en Espagne en 1863.Ces

plantules venaient des iles d’Hyeéres, pres de Toulon en France (Orme, 2000).

Les arbres mere de ces plantules provenaient des collectes faites par Labillardiere en
Tasmanie, puisque a I’époque il n’aurait pas €té possible de trouver de graines provenant

d’autres collections (Orme, 2000).

Les espéces du genre Eucalyptus ont été introduites massivement en Algérie des
leX1Xe siecle (des 1856), en particulier I’E. globulus qui est planté aux bordures des routes

dans le nord de I’Algérie. Les premiers planteurs étaient des missionnaires d’origine
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européenne, ils 1’ont exploité dans le but d’assainir les terrains marécageux ou pullulaient les
anopheles et les moustiques qui sont vecteurs d’une maladie parasitaire endémique : le

Paludisme (Ait Youssef, 2006).
1.2.3. Description botanique

Le E. globulus ou gommier bleu est un arbre (Figure02) sempervirent qui peut croitre
jusqu’a 30a35 m de hauteur dans les régions méditerranéennes (Ait Youssef, 2006), et jusqu’a

100 m dans le milieu naturel (Australie et Tasmanie) (Ghedira et al., 2008).
» Odeur : forte, fraiche, balsamique « odeur d’une baume », camphrée.

» Saveur : chaude aromatique, un peu amére, suivie d’une sensation de fraicheur prononcée

et agreable.
Diameétre : de 0-80cm a 1 m50.
Couleur du bois : péale ou légerement fonce.

Densité : au 2m de 750 a 950, moyenne 890 kg.

vV VvV VY V

Biotope : Tres cultivé sur le littoral dans ’air de 1’oranger, il préfere les terrais humides.
Le but, c’est d’assainir les régions marécageuses. Comme il est planté fréquemment en

bordures de routes et forme beaucoup de bois dans la partie nord de pays.

» Epoque de la floraison : janvier-avril et septembre-octobre (Menager, 1952).

Figure 02 : Photo d’arbre d’E .globulus (photo personnelle, 2023)
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< Tronc

Est lisse et cendré, recouvert d’une écorce qui s’exfolie en long lambeaux (Ghedira et
al., 2008). Il posséde également des anfractuosités contenant une gomme dite « Kito » dont la

couleur varie du rouge sang au rouge sombre (figure 03) (Ait Youssef, 2006).

Figure 03 : Tronc de I’Eucalyptus globulus (Photo personnelle, 2023).
s Feuilles

Sont persistantes et polymorphes selon 1’dge du rameau. Les rameaux jeunes
posseédent des feuilles larges courtes, opposées, sessiles et disposees horizontalement sur les
rameaux(Figure 04)(Babba Aissa, 1999 ; Ghedira et al., 2008).

Elles mesurent 10 a 15 ¢cm de long et 4 a 8 cm de large avec un limbe entier qui

renferme des nodules sécréteurs visibles par transparence (Ait Youssef, 2006).
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Figure 04 : Feuille de |'Eucalyptus globulus (Photopersonnelle, 2023).
s Fleur

Est un gros bouton floral qui prend naissance a 1’aisselle de la feuille solitaire, de
couleur bleu-blanc (Ghedira et al., 2008), elle ressemble schématiquement a une sorte de
boite s’ouvrant par un couvercle, ayant la forme d’une urne quadrangulaire dont les arétes
saillantes correspondent aux quatre sépales. Cette urne a quatre pans, de nature ligneuse,
mesure 1 a 1,5 cm de long et a un sommet coiffé d’un couvercle déhiscent formé par les 4
pétales soudées (Ait Youssef, 2006). Ce couvercle se souléve a la floraison laissant apparaitre
de nombreuses étamines a long filets blanchatres disposés en bouquets, et se détache a la
maturité de la fleur(Figure 05)(Baba Aissa, 1999 ; Wichtl et Anton., 2003).

Figure 05 : photographie de fleur de 1I’Eucalyptus globulus (Photo personnelle, 2023).

®,

% Fruit

Est une capsule ligneuse dure et anguleuse, en forme de pyramide quadrangulaire
renversée (Ait Youssef, 2006), prenant une teinte marronne & maturité et s‘ouvrant légérement
par trois, quatre a cinq fentes (qui dessinent une étoile a son sommet) pour libérer de

nombreuses graines sombres(Figure 06) (Ghedira et al., 2008).
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Figure 06 : Fruit de I’Eucalyptus globulus (Photo personnelle, 2023).

1.2.4. Classification
La systématiqued 'E. globulus selon Deysson (1979) est la suivante :
e Reégne : Végétal
e Embranchement : Spermaphyte
e Sous embranchement : Angiosperme
e Classe : Dicotylédones
e Ordre: Myrtales
e Famille : Myrtaceae (Myrtacée)
e Genre : Eucalyptus
e Espeéce : Eucalyptus globulus.

1.2.5. Répartition géographique :

L'Eucalyptus globulus est une espece dominante des régions tempérées du monde.
(Hingston, 2002). Cependant, il est rarement trouvé en vastes peuplements purs, ce qui

signifie qu'il est généralement associé a d'autres especes d'eucalyptus.

L'Eucalyptus globulus est originaire du sud-est de I'Australie, mais il est cultivé dans
le monde entier en raison de son utilisation dans I'industrie du bois a pate et du bois (Zhang et

Koubaa, 2011). En Europe, en Afrique du Sud et en Espagne en particulier, sa culture est
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répandue. L'Espagne est le pays qui compte le plus de plantations d'Eucalyptus, couvrant
environ 0,6 million d'hectares, (Puig et al., 2019).

s En Algérie :

Les eucalyptus ont été introduits en Algérie entre 1856 et 1860, et plusieurs especes
ont donné d'excellents résultats dans les régions subhumides et semi-arides du pays,
principalement en dessous de 800 metres d'altitude et dans des régions recevant plus de 400
mm de précipitations annuelles. En 1965, la superficie des plantations était estimée a 28 200

hectares I'E. globulus estrapidement répandu en Algérie entre 1860 et 1870 (Jacques, 1966).

A cette époque, il occupait une surface de 5 855 hectares, dont plus de la moitié se
trouvait dans la région Oranaise. Actuellement, des plantations d'eucalyptus longent le littoral
d'El-Kala et d'Azzefoun. On peut également trouver cette espece dans la région de la Mitidja
et celle de Hadjout. D'autres régions en Algérie ont également planté des eucalyptus,
notamment a Blida, Boumerdes (93 hectares), Relizane, Skikda (2250 hectares), S.Belabas
(342 hectares), Sétif (10 ares) et Ataref (1000 hectares) (boukhelfoun, 2012).

1.2.6. Utilisations traditionnelles :

Le baron Ferdinand von Muller, directeur des Jardins botaniques de Melbourne, a fait
connaitre ses qualités médicinales. Grimbert a signalé que l'eucalyptus était efficace pour
assainir les régions marécageuses ou il était planté et qu'il purifiait I'atmosphére grace a son
essence volatile. En fait, les plantations d'eucalyptus ont été utilisées pour désinfecter la
région d'Alger. Son action antipaludique a été confirmée par la disparition des moustiques en
Campanie (ltalie), en Sicile, en Sardaigne et au lac Fezara en Algérie. Au XIXe siécle,
I'eucalyptus était considéré comme un antipyrétique, un analgésique contre les maux de téte,
un antispasmodique et un expectorant. L'écorce était réputée pour ses propriétés
antispasmodiques et antipyrétiques (Ghedira et al., 2008 ; Pal Sing et al., 2012). Les feuilles
d'E. globulus sont traditionnellement utilisées par voie orale et en usage local pour soulager
les symptébmes du rhume et de la congestion nasale (Bruneton, 1993). Cette huile essentielle
présente également des propriétés antirhumatismales, stimulantes et tonifiantes (Dhaked et
al., 2018). Elle est utilisee pour traiter les affections des voies respiratoires telles que la
tuberculose pulmonaire. C'est un excellent cicatrisant naturel utilisé pour panser les plaies, les

brdlures et les leucorrhées (Boulekbache et al., 2011).
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1.2.7. Intéréts du genre Eucalyptus
1.2.7.1. Croissance trées rapide

Dans le passé, nous avons constaté qu'il existe plus de 700 espéces d'eucalyptus, mais
seulement une petite dizaine d'entre elles sont exploitées a grande échelle de nos jours. Les
eucalyptus sont largement exploités en raison de leur croissance extrémement rapide (Burnig
et al., 2013). Grace a cette caractéristique, les eucalyptus ont rapidement été considérés
comme une ressource économique précieuse et sont devenus les arbres feuillus les plus
plantés au monde. Ainsi, en 2018, la superficie totale des plantations d'eucalyptus couvrait
environ 20 millions d'hectares de terre dans une centaine de pays. Cette caractéristique rend
I'utilisation de l'eucalyptus incontournable dans I'industrie, notamment pour la fabrication de
pate a papier. En effet, la demande de I'industrie papetiere ne cesse de croitre, mais les
ressources disponibles sont insuffisantes. Les industries ont donc da s'adapter pour répondre a

cette demande croissante (Cirad, 2018).

La solution trouvée a été de planter des foréts d'eucalyptus a croissance tres rapide afin
d'obtenir une quantité suffisante de bois pour répondre a la demande. Ainsi, des foréts
spécifiques ont été créées pour la fabrication de pate a papier, notamment au Brésil. La Chine
occupe actuellement une position dominante sur le marché de la pate a papier (FigureQ7)
(Copacel, 2017).

La pate a papier est désormais produite a partir de plantations de coniféres ou
d'eucalyptus, en particulier I'E. globulus (Halle, 2008). Il est donc juste de dire que
I'eucalyptus est devenu "l'or vert" de I'industrie papetiére.

Production de pates
en 2016

Amérique
Latine
16%

Figure 07 : Répartition de la production mondiale de pate a papier en 2016 (copacel, 2017)
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1.2.7.2. Absorption importante de ’humidité

L'introduction des eucalyptus a entrainé une diminution des ressources en eau, car ces
arbres ont une forte demande en eau, ce qui peut restreindre, voire empéché, la croissance des
plantes indigenes environnantes. L'absence d'ombre et le manque de réserve d'eau dans
I'environnement peuvent entrainer la disparition de la flore avoisinante (Chevalier, 2013). La
plupart des espéces d'eucalyptus possedent une grande capacité d'absorption de I'eau

souterraine, méme dans des conditions désertiques (Harding, 200).

Cependant, cet inconvénient peut également étre considéré comme un avantage. Les
eucalyptus ont souvent été plantés dans le but de drainer les zones marécageuses qu'ils
colonisent. 1ls contribuent ainsi a assainir les zones humides, qui peuvent parfois étre
insalubres. Le drainage élimine les marécages, supprimant ainsi les gites de reproduction des
larves de moustiques et contribuant efficacement a réduire les risques de transmission de
certaines maladies (Bertrand, 2007). Par exemple, des eucalyptus ont été plantés dans les
zones marécageuses de Californie (Brosse, 2000) et de Madagascar pour lutter contre le
paludisme (Harding, 2005).

En plus de leur croissance rapide, c'est cette capacité d'absorption de l'eau qui a
d'abord valu a ces arbres une reconnaissance mondiale (Brosse, 2000).

Cependant, cette capacité a assécher les sols pose de nombreux problemes, notamment
une diminution de la flore environnante, comme mentionné précédemment, ainsi que
l'augmentation des risques d'incendie. En effet, pendant les périodes de fortes chaleurs, de
nombreux incendies se déclarent dans les foréts d'eucalyptus en raison de la sécheresse

accentuée par la diminution de I'eau dans le sol.
1.2.7.3. Dégagement d’huile essentielle

Nous avons récemment constaté que la chaleur combinée a l'assechement des sols
causeé par les eucalyptus peut provoquer des incendies de forét. Cependant, il existe une autre
conséquence de la chaleur : le phénomeéne appelé "Blue haze"(Figure 08) (brume bleue en
francais). En raison de la chaleur, les eucalyptus libérent des vapeurs d'huiles essentielles dans
I'atmosphere, créant ainsi ce spectre bleu qui est hautement inflammable. Ainsi, lorsque
I'atmosphere est saturée en vapeurs d'huiles essentielles d'eucalyptus, les feux de brousse

peuvent facilement se déclencher, et parfois les arbres explosent (Unesco, 2007).

La chaine de montagnes Greater Blue Mountains, située dans I'Etat de Nouvelle-Galles

du Sud, dans le sud-est de I'Australie, tire d'ailleurs son nom de cette brume bleue. Cette

11
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région des Montagnes Bleues abrite une grande diversité d'especes et d'écosystémes, avec 152
familles de plantes, 484 genres et environ 1 500 espéces. On y trouve notamment plus de 100
especes de la famille des Myrtacées, plus de 100 especes de la famille des Fabacées et plus de
70 espéces de la famille des protéacées. Les eucalyptus présents dans cette région représentent
13% du total mondial. Grace a cette diversité d'espéces, la région des Montagnes Bleues a été
inscrite au patrimoine mondial de 'UNESCO en I'an 2000. Elle est ainsi devenue la quatrieme
région de Nouvelle-Galles du Sud a recevoir cette distinction. La région s'étend sur 1,03

million d'hectares et est principalement recouverte de foréts d'eucalyptus (Unesco, 2007).

Figure 08 : Blue haze (Woods, 2019)

1.2.7.4. Capacité d'adaptation

Nous avons précédemment constaté que les eucalyptus possédent une remarquable
capacité d'adaptation, pouvant prospérer aussi bien dans des climats froids que chauds. Il est
intéressant de noter qu'ils ont également développé une stratégie pour maintenir leur espéce

malgré les feux de forét.

Les incendies sont fréequents dans les foréts d'eucalyptus, car ces arbres ont la
particularité d'assécher les sols et d'émettre une vapeur d'huile essentielle inflammable. De

plus, ils produisent une grande quantité de déchets inflammables.

Chaque été, des dizaines de milliers d'hectares d'eucalyptus partent ainsi en fumée,
principalement en raison de la monoculture de cette espece qui est riche en essence. Par
conséquent, I'embleme de la Tasmanie peut se transformer, a cause de I'activité humaine, en

un arbre synonyme de désolation et de désertification (Bertrand, 2007).
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Cependant, pour faire face a ce probleme, les eucalyptus se sont adaptés aux feux
périodiques afin de survivre. lls possédent des bourgeons de réserve situés sous leur écorce,

qui peuvent rapidement donner naissance a de nouvelles pousses (Unesco, 2007).

De plus, les fruits des eucalyptus sont résistants a la chaleur et ne libérent leurs graines
qu'aprés avoir été brilés et lorsque l'incendie est passé. Ainsi, aprés un feu de forét, les
cendres compensent I'appauvrissement des sols en nutriments, favorisant ainsi la dispersion
des graines sur des sols enrichis par les cendres. Cela permet aux eucalyptus de repeupler les

foréts (Unesco, 2007). Comme le phénix, I'eucalyptus peut renaitre de ses cendres.
1.2.8. Conditions de culture de I'eucalyptus

-Rusticité : La plupart des eucalyptus ne tolerent pas des températures inférieures a -
3/5°C. Cependant, la résistance au froid peut varier selon les especes. Elle dépend également
de la provenance de l'arbre, de la durée du froid, de I'age et de I'état général de I'arbre, ainsi

que des caractéristiques du sol (Baid, 2018)

D’E. globulus, par exemple, peut supporter des tempeératures moyennes maximales du
mois le plus chaud entre 18 et 23°C, des températures moyennes minimales du mois le plus
froid de 4°C, et des périodes de gel jusqu'a 7°C. Il peut résister a des gelées pendant 0 a 5
jours (FAO, 1982).

-Exposition : L'eucalyptus préfere une exposition en plein soleil, avec un espace
suffisant pour permettre son plein développement (Baid. 2018). Il peut supporter des vents

moderés et des embruns occasionnels (Rahmane et al., 2016)

-Sol et pluies : L'eucalyptus est adaptable a la sécheresse et a différents types de sols.
Cependant, il ne tolére pas la preésence de calcaire actif dans le sol, ce qui entraine une
chlorose des feuilles. Il ne tolere pas non plus les sols hydromorphes, qui sont réguliérement
saturés d'eau (Baid, 2018).

L'E. globulus peut résister a des pluies d'hiver a pluies uniformes, avec un total de 500
a 1500 mm de précipitations. Il peut également survivre dans des saisons seches peu séveres
jusgu'a 3 mois (FAO, 1982)

Il est important de noter que ces informations s'appliquent principalement a I'E.

globuluset peuvent varier selon les especes d'eucalyptus.
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11.1. Généralités

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées par
les plantes autotrophes (Boudjouref, 2008). Ils se caractérisent par leur faible concentration
dans les tissus végétaux, représentant généralement quelques pour cent du carbone total (si
I'on exclut la lignine de cette catégorie) (Newman et Gragg, 2012). De plus, ils n'exercent pas
de fonction directe dans les activités fondamentales de la plante (Guignard. 1996).0n recense
plus de 200 000 meétabolites secondaires classifiés selon leur structure chimique. Ces
composés varient en fonction des espéces et, bien que leurs roles restent encore mal connus, il
est clair qu'ils interviennent dans les interactions entre la plante et les organismes vivants qui
I'entourent. Ils jouent probablement un role essentiel dans la coévolution des plantes avec leur
environnement biologique. Ces différentes interactions ont conduit a une extréme

diversification des composés secondaires (Buchanan, 2001).
11.2. Classification

Les métabolites secondaires peuvent étre classés en trois grandes catégories : les
composés phénoligues, les terpenes et les alcaloides. Chacune de ces classes englobe une
grande diversité de composés qui possedent une large gamme d'activités biologiques chez
I'nomme. lls ont une grande valeur économique, notamment dans l'industrie pharmaceutique

et cosmetique (Peeking et al., 1987).
11.2.1. Polyphénols

Les polyphénols sont des composés phénoliques qui constituent une famille de
molécules largement répandues dans le regne végétal. Cela signifie qu'ils ne jouent pas de role
direct dans les fonctions fondamentales de lI'organisme végétal, telles que la croissance ou la
reproduction (Yusuf, 2006).

Le terme "composés phénoliques” désigne un vaste ensemble de substances qui
possédent un cycle aromatique avec un ou plusieurs groupements hydroxyles
(Waksmundzka et Sherma, 2001). lls sont solubles dans la solution de carbonate de sodium.
Sur le plan chimique, ils sont réactifs et peuvent former des liaisons hydrogéne ou chélater
des metaux dans le cas des O-dihydroxyphénols (catéchol). De plus, ils sont sensibles a
I'oxydation (Gorham, 1977).

- Structure chimique : La structure chimique des polyphénols est similaire pour tous les

composés phénoliques. Ils sont classés en différents groupes en fonction du nombre de cycles
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aromatiques qu'ils contiennent et des substitutions qui les relient(Figure 09) (Manallah,
2012).

OH

Groupe phénol

Figure 09 : Noyau phénols (Herzi, 2013).
11.2.1.1. Acides phénoliques

Egalement connus sous le nom d'acides phénols, sont des composes qui possédent a la
fois une fonction acide et des groupes phénoliques. Ils sont incolores et relativement rares
dans la nature (Haslam, 1994). On peut les diviser en deux classes principales : les dérivés de
I'acide benzoique, également appelés acides hydroxycinnamiques, et les dérivés de I'acide

cinnamique, connus sous le nom d'acides hydroxybenzoiques (Pandey et Rizvi, 2009).
v' Acide phénols dérivés I'acide benzoique

Sont des composés hydroxybenzoiques qui présentent une structure générale de base
de type (C6-C1) (Figure 10). Ces molécules sont souvent présentes sous forme d'esters ou de
glycosides. Parmi les dérivés les plus courants, on trouve I'acide salicylique et I'acide gallique
(Bruneton, 1999).

OH

Figure 10 : Acide benzoique (Pawlowska et al, 2006)

v Acides phénols dérivés de I'acide cinnamique

16



Chapitre 1T Métabolisme secondaire

Les acides phénols dérivés de l'acide cinnamique, sont freqguemment estérifiés. Parmi
les plus courants, on retrouve l'acide cinnamique(Figure 11), l'acide caféique, l'acide

férulique, l'acide p-coumarique et I'acide synaptique (Haslam, 1994).

O

X OH

Figure 11 : Acide cinnamique (Gorham, 1977)
11.2.1.2. Tanins

Sont des substances amorphes présentes dans de nombreux végétaux. Ils possedent
diverses propriétés telles que des effets antiseptiques, antibiotiques, anti-inflammatoires, anti-
diarrhéiques, hémostatiques et vasoconstricteurs (ce qui réduit le calibre des vaisseaux
sanguins) (Delille, 2013). Ils conférent un godt amer a I'écorce ou aux feuilles, les rendant

ainsi impropres a la consommation pour les insectes ou le bétail (Eberhard et al, 2005).

Sur le plan structural, les tanins peuvent étre classés en deux catégories principales : les

tanins hydrolysables et les tanins condensés :

% Tanins hydrolysables : Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et
d'acides phénoliques. Ils peuvent étre décomposés par hydrolyse chimique ou

enzymatique en oses (unités de glucides) et en acides phénoliques(Figures 12).

% Tanins condensés : Les tanins condensés sont des polymeéres flavanoliques complexes
qui résultent de la polymérisation des unités de flavan-3-ols et/ou des flavan-3,4-diols. Ils
ne contiennent pas de sucres dans leur structure et ne peuvent étre hydrolysés qu’en
présence d'acides forts ou d'agents d'oxydation (Amarowicz et Janiak, 2019). Structure
des tanins hydrolysables (figure 13).
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n

OH

Figure 13 : Structure de base des tanins condensés (Muanda, 2010).
11.2.1.3. Flavonoides

Le terme "flavonoides" vient du latin "flavus™, qui signifie jaune. Les flavonoides sont
des pigments présents dans diverses plantes. Cette classe de composés comprend des
molécules responsables de la coloration jaune, d'autres qui donnent des couleurs variées (bleu,
violet, etc.), et certaines qui sont incolores. Les flavonoides sont les composés phénoliques les
plus abondants (Chira et al., 2008), et environ 4000 flavonoides ont été identifiés jusqu'a

présent (Heim et al., 2002).

Dans les plantes, les flavonoides jouent différents réles en tant que métabolites
secondaires. lls participent aux processus de défense contre les rayons ultraviolets, stimulent
la formation de nodules de fixation de I'azote et renforcent la résistance aux maladies (Chira
et al.,2008 ; Marais et al., 2006).
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Les flavonoides se caractérisent par une structure moléculaire en forme de C6-C3-C6
(Marais et al.,2006 ; Pietta, 2000), composée de deux cycles aromatiques A et B reliés par
un hétérocycle C contenant de I'oxygene (figure 14) (Balasundram et al., 2006). Le noyau A
provient de la voie acétate-malonate, tandis que le noyau B et le pont a 3 carbones sont

produits par la voie de I'acide shikimique (Chira et al., 2008).

Figure 14 : Structure de base des flavonoides (Lovegrove et al., 2017)
11.2.1.4. Lignine

La lignine est formée de maniere aléatoire par la polycondensation et la
déshydrogénation enzymatique de trois alcools phénylpropénoiques en configuration trans, a
savoir ’alcool coumarylique, I’alcool sinapylique et 1'alcool coniférylique. Ces trois alcools
sont regroupés sous le terme général de monolignols. Les précurseurs de ces monolignols,
appelés acides hydroxycinnamiques (ou alcools phénylpropénoiques) (Figurel5), sont
produits dans le réticulum endoplasmique des cellules en cours de lignification a partir de la
phénylalanine. La phénylalanine est désaminée en cinnamate, qui est ensuite hydroxyle,
méthylé et réduit en alcool au niveau de la fonction carboxyle (Gellerstedt et Henriksson,
2008).

HACO
. _-CH:OH N _CHOH  7° . _-CH:0H
H HO
HO <
OCH3 mH'ﬁ
Alcool p-coumarique Alcool coniférique Alcool sinapique

Figure 15 : Structure des alcools formant la lignine (Ghnimi, 2015).
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11.2.1.5. Coumarines

Les coumarines sont formées a partir des acides hydroxy cinnamiques par une réaction
de cyclisation interne de leur chaine latérale. Elles jouent souvent un roéle écologique ou
biologique et se trouvent dans la nature sous forme libre ou associée a des sucres (Cowan,
1999).

Lacoumarine désigne aussi la classe des composés phénoliques dérivés de cette
derniere molécule, la 2H-1-benzopyrane-2-one(Figurel6). Ces composés possedent des
hydroxyles phénoliques qui peuvent étre méthyles ou étre engagés dans des liaisons
hétérosides. Plus d’un millier de coumarines naturelles ont été décrites. Elles sont trés
largement distribuées dans le régne végétal (Iserin, 2001).Les coumarines sont responsables

de I’odeur distinctive du foin (Cowan, 1999).

Figure 16 : Structure chimique des acides coumariques (Macheix et al., 2005).

a) Coumarines simples : Ce sont celles qui ont des substituants dans le cyclebenzénique.
Elles peuvent étre des dérivés hydroxylés, méthoxylés, alkylés, alcoxylés et glycosylés de la

molécule mére.

b) Coumarines complexes : ils se constituent d’un noyau furane ou pyrane associé aunoyau

benzo-a-pyrone, la prénylation est a 1’origine des coumarines polycycliques (Cohen, 1979).
11.2.1.6. Saponines

Le terme saponosides (saponines) est dérive de mot savon, les saponosidesproduisent
de la mousse en contact avec 1’eau Sont des molécules de forme hétérosidique. Ils se divisent
en saponosides a génuine tri terpénique et stéroidien (Bruneton, 1999).1Is ont un goQt amer et
acre (Hopkins, 2003).

11.2.1.7. Anthocyanes

Les anthocyanes sont présents uniquement sous forme d’hétérosides appelés
anthocyanosides, on les trouve dans les racines, tiges, feuilles et graines. Leur structure de

base estcaractérisée par un noyau « flavon » généralement glucosylé en position Cs.
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Les pigments anthocyaniques qui colorent les fleurs, les fruits et parfois les feuilles,
proche des flavonoides sur le plan de ['origine, de la structure et des propriétés

pharmacologiques (Catieret, 2007).
11.2.2. Alcaloides

Les alcaloides sont un groupe de composés azotés, hétérocycliques et doué de
propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose (Zenk et Juenger, 2007). Leurs
noms se terminent toujours par <-ine. Ils présentent des réactions communes de précipitation
par lesquelles, lls sont détectés (capacité de se combiner avec des métaux). Représentant un
groupe fascinant de produits naturels, ils constituent 1’un des plus grands groupes de prés de

10000 a 12000 structures (Stockigt et al., 2002)

On peut citer les alcaloides selon leur biogénése et la position de 1’azote, en trois
classes (Beddou, 2015) :

e Alcaloides vrais.

e Pseudo-alcaloides.

e Proto-alcaloides.
11.2.3. Terpenes et les stérols
a) Terpénes

Les terpenes sont des hydrocarbones naturels, de structure, soit cyclique soit a chaine
Ouverte : leur formule brute est (CsHX) n dont le x est variable en fonction du degré
D’insaturation de la molécule et n peut prendre des valeurs de (1-8) sauf dans les Polyterpénes
ou il peut atteindre plus de 100 (caoutchouc). La molécule de base est L’isopréne de formule
CsHs. Le terme terpénoide désigne un ensemble de Substances présentant le squelette des
terpénes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone,
etc.)(Figure 17) (Malecky,2005).Ces composés sont majoritairement d’origine végétale. Ils
sont synthétisés par les plantes, les organismes marins, les champignons et méme par les

animaux (Benaissa,2011).
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O
H

Figure 17 : Structure chimique d'un Terpénoides (Fettah, 2019).

Selon Hernandez-ochoa, 2005, Ils sont subdivisés selon le nombre d’entités isoprénes en :
-Monoterpénes : formés de deux isoprénes (CioHzs).

-Sesquiterpénes : formés de trois isoprenes (CisHo4).

-Diterpenes : formés de quatre isoprénes (C2oHs2).

-Tétraterpénes : formés de huit isoprénes qui conduisent aux caroténoides.

-Polyterpenes : formés de (CsHs) n, ou, (n de 9 a 30).

b) Stérols

Les stérols ont une structure chimique similaire a celle du cholestérol, ce qui leur
permet de tromper I’organisme et de limiter 1’absorption du cholestérol de I’intestin dans le
sang. Ce sont des substances naturelles stéroidiennes qui ont un noyau polycyclique avec une

fonction alcool (Bruneton, 1993).

Pour plusieurs biochimistes, les « stérols constituent une catégorie a part entiére

incluant les stéroides, ainsi que cing autres sous-classes (Fahy et al., 2005) :
= Les stérols et dérivés : cholestérol, phytostérol et stérides.
= Lesstéroides : cestrogénes, androgénes, gluco- et minéralocorticoides.
= Les sécostéroides : vitconjugués
» Les stéroides conjugués.
= Les hopanoides.
11.2.4. Huiles essentielles
Ce sont des substances odorantes, liquides, volatiles a température ambiante,

hydrophobes, souvent colorées, totalement solubles dans 1’alcool, ce type des huiles s'oppose
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aux huiles fixes qui sont des lipides par leur volatilité et leur composition chimique
(Baudoux, 2000). Elles sont obtenues a partir de feuilles, de graines, de bourgeons, de fleurs
de brindilles, d’écorces, de bois, de racines, de tiges ou de fruits (Burt, 2004), mais également

a partir de gommes qui s’écoulent du tronc des arbres.

Les huiles essentielles sont utilisées dans le domaine pharmaceutique, alimentaire,
cosmétique..., néanmoins, une seule huile peut avoir plusieurs utilisations a la fois (Bekkali
etal., 2008).

11.3. Métabolites secondaires les plus courants chez les Eucalyptus

La recherche bibliographique réalisée sur cet axe montre que la majorité, sinon la
totalité des études phytochimiques effectuées sur un nombre important d’espéces de la famille
des myrtacées (principalement E globulus) certifie la richesse en métabolites secondaires tels

que :
% les flavonoides(Eckhard, 2000),
% les huiles essentielles (Ogunwande, 2005) ;
% les terpénoides (.Michael, 2003).

11.4. Rbles des métabolismes secondaires

Les métabolites secondaires revétent une grande importance, notamment dans leur
réponse face aux contraintes biotiques et abiotiques auxquelles ils peuvent étre soumis, tels
que les variations de température, la sécheresse, la salinité, les radiations, les herbivores, les
infections pathogenes, ainsi que dans leur role de défense contre les attaques d’organismes
compétitifs tels que les bactéries, les champignons, les insectes, les animaux et les autres
plantes (Costaetal., 2013). Cependant, le role écologique le plus important est lié a la
fonction reproductrice qui garantit le succés évolutif de toutes les especes vivantes, les
pigments et les composés volatils de ces métabolites peuvent attirer les pollinisateurs et ainsi
favoriser la dispersion des graines et la fécondation (Iriti, 2013).

Ces molécules jouent un réle majeur au niveau de la croissance des végétaux et dans la
lutte contre des agents pathogenes et des infections. Ils sont importants, non seulement en
raison de leur r6le dans la défense contre la prédation par les micro-organismes comme les
insectes et les herbivores mais aussi pour leurs propriétés biologiques comme antioxydant,
antimicrobien et anti-cancérigenes ainsi leurs effets thérapeutiques contre plusieurs maladies a

savoir I'hypertension, le diabéte et I'obésité (Aires et al.,2013). Certains, composés commeres
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terpenes, donnent aux plantes leurs odeurs, d'autres comme les quinones et des tanins sont
responsables de pigments végétaux. De nombreux composés sont également responsables de
la saveur de la plante par exemple les terpénes du piment (Cowan, 1999).
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I11.1. Activité antibactérienne

Les infections bactériennes sont provoquées par divers micro-organismes et
représentent la source des maladies les plus graves et des épidémies les plus répandues. De
nombreux médicaments antibactériens sont développés pour les traiter, mais leur utilisation

excessive conduit a I'émergence de la résistance multiple aux antibiotiques (Yala et al., 2001).
111.2. Bactéries

Ce sont des procaryotes : leur ADN est contenu dans un seul chromosome qui n'estpas
contenu dans le noyau(Figure 18). Les trois formes de base trouvées dans le sol sont les
cocci(sphériques ou ovales), les bacilles et les bactéries spiralées. Les bactéries se
reproduisentpar division cellulaire, c'est-a-dire qu'une cellule se divise en deux et produit

deux cellulesqui se divisent, donc en (Jeff et Wayne, 2008)

Figure 18 : Structure d'une bactérie (Heart et hears,2006)

1-Capsule. 6-Grains de réserves 11-Membrane
2-Chromatophore. 7-Flagelle cytoplasmique
3-Mésosome. 8-Vacuole a gaz 12-ADN plasmidique
4-ADN Chromosomique. 9-Pili 13-paroi

5-pigments. 10-Ribosome
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111.3. Antibiotiques

Un antibiotique est une substance naturelle ou synthétique, d'origine microbienne ou
chimique, qui a la capacité d'inhiber spécifiquement la croissance d'autres micro-organismes
en utilisant un mécanisme particulier qui agit sur les processus vitaux de ces germes (Gogny
et al., 2001). Afin d'étre efficace, un antibiotique doit étre capable de pénétrer dans la bactérie
ciblée sans étre détruit ni altéré, se lier a une cible spécifique et perturber la physiologie de la
bactérie (Ogwara, 1981).

I11.4. Résistance aux antibiotiques

Entre la fin des années 1940 et les années 1970, de nombreuses molécules
antibiotiques, qu'elles soient d'origine naturelle ou synthétique, ont été découvertes. Les
premiers traitements anti-infectieux ont connu un succés remarquable, ce qui a conduit a
penser que le probléeme des maladies infectieuses était résolu de maniere définitive.
Cependant, cet enthousiasme a été rapidement tempéré par l'apparition des premiéres
résistances bactériennes aux antibiotiques. Les bactéries ont montré leur capacité a s'adapter
et a développer des mécanismes de résistance face a chaque nouvel antibiotique utilisé en
thérapie (Ploy et al., 2000). Ces résistances peuvent étre spécifiques a un ou quelques
antibiotiques de structure similaire, mais ces derniéres années ont également été marquées par
I'’émergence de mécanismes de résistance croisée affectant des médicaments aux structures et
modes d'action différents. De nos jours, nous sommes confrontés a I'apparition de véritables
"super bactéries" résistantes a tous les antibiotiques potentiellement efficaces (Ploy et al.,
2000).

I11.5. Culture des bactéries

Pour cultiver des bactéries, il est courant d'utiliser des milieux complexes contenant
des extraits ou des hydrolysats enzymatiques de viande. Ces milieux peuvent étre sous forme

liquide (bouillons) ou solide.

La solidification des milieux solides est obtenue en ajoutant de l'agar, un extrait
d'algues qui fond lorsqu'il est porté a ébullition et se solidifie a des températures inférieures a
40°C.

Dans un milieu liquide, les bactéries se dispersent librement et leur multiplication
entraine une turbidité généralement homogéne. Sur un milieu solide, lorsque la quantité de
bactéries est faible, chaque bactérie peut se multiplier sur place pour former un amas de

bactéries visible a 1'eeil nu, appelé une colonie. Si la densité bactérienne est trop élevée dans
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I'échantillon ensemencé, les colonies se fusionnent et forment une nappe continue.

L'utilisation de milieux solides permet ainsi de dénombrer les bactéries viables présentes dans
un échantillon (Nauciel et Vildé, 2005).

111.6. Classification des bactéries

Les bacteries sont classées de différentes maniéres (larry, 2022) :

Noms scientifiques : Les bactéries, comme les autres étres vivants, sont classées en genre
(selon la présence de caractéristiques communes) et en especes. Le nom scientifique est
composé du genre et de l'espéce (par exemple, Clostridium botulinum). Au sein d'une
espece, il peut y avoir plusieurs souches qui different par leur matériel génétique et leurs
composants chimiques. Certains médicaments et vaccins peuvent étre efficaces contre

certaines souches uniquement.

Coloration : Les bactéries peuvent étre classees selon leur coloration aprés avoir été
traitées avec des colorants chimiques. La coloration de Gram est une méthode de
coloration couramment utilisée. Les bactéries qui prennent une coloration bleue sont
appelées Gram positives, tandis que celles qui prennent une coloration rouge sont appelées
Gram négatives. Cette difféerence de coloration est due a des différences dans les parois
cellulaires des bactéries. Les bactéries Gram positives et Gram négatives sont
responsables de différents types d’infections et sont sensibles a différents types
d’antibiotiques. Il existe de nombreuses autres méthodes de coloration en plus de la

coloration de Gram.

Formes : Les bactéries peuvent étre classées en trois formes de base : coques (forme

sphérique), bacilles (forme de batonnets) et spirochétes (forme de spirale ou d'hélice).

Besoin en oxygéne : Les bactéries sont classées selon leurs besoins en oxygéne pour vivre
et se multiplier. Les bactéries qui ont besoin d'oxygéne sont appelées aérobies, celles qui
n'en ont pas besoin sont appelées anaérobies. Les bactéries aéro-anaérobies facultatives

peuvent vivre et se multiplier avec ou sans oxygéne.

Caractéristiques génétiques : Des examens spécialisés permettent de déterminer les

différences au niveau des caractéristiques génétiques (génotype) des bactéries.

I11.7. Principales substances antimicrobiennes

Les substances antimicrobiennes sont définies comme étant des substances utilisées

pour détruire les micro-organismes ou empécher leur croissance, par :
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» L’environnement (Meyer et Deiana, 1988).
» Lanature du microorganisme
» L’agent antimicrobien.

111.8. Données générales sur les bactéries testées

» Pseudomonas aeruginosa
Ces bactéries sont des bacilles Gram négatif, de forme non sporulée, aérobies
et mobiles grace a la présence de 1 a 2 flagelles. Elles synthétisent deux principaux
types de pigments pyocyanine : bleue phénazine, pyoverdine: jaune vert. Ces bactéries
sont résistantes a plusieurs antibiotiques (Percival et al., 2004). Pseudomonas
aeruginosa est responsable de 16% des cas de pneumonie nosocomiale, 12% des
infections urinaires et 8% des infections suites aux blessures chirurgicales. (Van
Delden et Iglewski, 1998)
» Bacillus subtilis

Les bacilles appartenant au groupe Bacillus subtilis sont de grande taille (> 1,0 um) et
ont une coloration de Gram positive. Ils sont généralement mobiles grace a une ciliature
péritriche et se distinguent des autres Bacillus par leur capacité a croitre en anaérobiose. Les
espéces sporulées sont courantes dans la nature et sont souvent isolées du sol, de la poussiére
ou de la surface des plantes, ce qui favorise leur propagation dans les aliments. Certaines

especes peuvent également infecter des mammifeéres et/ou des insectes (Kunst et al., 1997).
» 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 2 6

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

Le genre Escherichia comprend plusieurs especes, mais seule la souche E.coli est
potentiellement pathogéne pour ’homme. E.coli est I’espéce bactérienne la plus étudiée pour
des travaux de physiologie et de génétique. Elle est la bactérie la plus courante dans la flore
intestinale aérobie, ou elle aide & empécher la croissance d’espéces bactériennes nuisibles.
E.coli colonise le tube digestif des les premieres heures aprés la naissance et sa capacité de se
diviser rapidement lui permet de rester la bactérie dominante tout au long de la vie de
I’individu. Sa présence dans I’eau, le sol ou les aliments témoigne d’une contamination fécale

et rend 1’eau ou les aliments impropres a la consommation(Cristian et al.,2008).
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» Staphylocoques aureus

S. aureus est une bactérie a Gram positif qui mesure de 0,5 a 1 um de diamétre, ne
sporule pas, est immobile, aéro-anaérobie facultatif et posséde une catalase et une coagulasse.
Elle est I'espece type du genre Staphylococcus, parfois appelée staphylocoque doré, et produit
de nombreuses toxines. Ces toxines sont produites par certains S. aureus portant les génes
correspondants et sont responsables d'épidémies liées a cette bactérie (Buyser et Sutra,
2005).

111.9. Méthodes d’étude de I’activité antibactérienne

Iy a 3 méthodes différentes ont été utilisées pour la détermination de

I’activitéantimicrobienne, in vitro :
+ Une méthode de diffusion en disque dans un milieu gélosé

+ Uneméthode de dilution (méthode de micro-dilution en bouillon pour les
bactéries) (Haddouchi et al., 2016).

+ Antibiogramme.
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Notre étude expérimentale a été réalisé au niveau des laboratoires pédagogiques du
Centre Universitaire Abdelhafid BOUSSOUF-Mila, comporte quelques aspects d’ordre
techniques concernant 1I’étude phytochimiques, 1’évaluation du rendement d’extraction et

I’activité antibactérienne des extraits bruts méthanolique des feuilles d’E .globulus.
I.1. Matériel :
1.1.1. Matériel végétal

Les feuilles d’E .globulus qui ont fait 1’objet de cette étude, sont récoltés durant le
mois de Février 2023 dans la région Rahbat wilaya de Mila. Elles sont conservées loin
d’humidité jusqu’a utilisation.

1.1.2. Réactifs utilises :

a) Réactif de Wagner

La solution est composée de 1,279 d’Tode et 2g d’Todure de potassium dissous dans
75ml d’eau distillée. Le mélange est dilué¢ avec de 1’eau jusqu’a ce que la solution atteigne un

volume total de 100ml.
b) Réactif de Liqueur de Fehling.
1.1.3. Souches bactériennes utilisées

Pour tester la capacité antibactérienne des extraits de la plante, 4 souches

microbiennes ont été utilisées :

v' Deux Bactéries a Gram positif : Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis
ATCC 6633.

v' Deux bactéries a Gram négatif : Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
Aeruginosa ATCC 27853.

Que nous avons recu de MMe AMMARI S. et MMe BENSERADJ W.

Toutes les souches bactériennes utilisées dans 1’étude ont été maintenues a 4°C sur un

Milieu agar nutritif.
1.2. Méthodes :
1.2.1. Préparation d’échantillon

Ont été effectués deux opérations de prétraitement des feuilles d ’E.globulus(figure 19)

pour faciliter ’extraction des extraits bruts a partir de ces méthodes : séchage et broyage.
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v' Séchage

Immédiatement apres avoir obtenu le matériel végétal, les feuilles ont été lavées a I'eau
du robinet et débarrassées de toutes impuretés. Ensuite, elles ont été séchées a température

ambiante dans un endroit ombragé, aéré et sec pendant cing jours.

Figure 19 : Feuilles d’E.globulus (photo personnelle ,2023).
v' Broyage

Il est important que cette étape soit effectuée avec précision et sans altération pour
obtenir une poudre végétale fine et homogéne (figure 20). Les feuilles séchées sont broyées a
I'aide d'un moulin a café jusqu'a ce qu'elles deviennent une poudre. La poudre est tamisée et
stockée a I'abri de la lumiére et de la chaleur jusqu'a son utilisation.

Figure 20 : Poudre d’E.globulus (photo personnelle ,2023).
1.2.2. Préparation des extraits :
a) Principe

L’extraction joue un role crucial dans I’analyse et I’identification des molécules

bioactives. Dans le cas des produits naturels, I’extraction se fait généralement selon le procédé
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solide-liquide. Jusqu’a présent, une méthode traditionnelle appelée macération était largement

employée et considérée comme la technique préférée pour extraire les composes naturels.
b) Préparation de I’extrait éthanolique

Selon la méthode décrite par (Abaza et al., 2007), L’extrait éthanolique a été préparé
en ajoutant 100 ml d’éthanol/eau (70%30%) a 5 g de poudre en obscurité, a température
ambiante, avec agitation a une vitesse de 100 Hz continue pendant 24 heures. Ensuite, on a
filtré le mélange sur un papier filtre pour obtenir un filtrat. Cette opération a été répétée trois

fois, et le filtrat de ces trois cycles a été évaporé a sec a 1’aide d’un rota vapeur a 60°C.

L’extraction est représenté indique dans le schéma suivants (Figure 21) :

/ 100 ml Ethanol/eau\ ﬁ/latériel végetale (5&
i i % &\

70/30%)

/ Conservation a \

température ambiante
jusqu’a utilisation

ﬁiltration sur un papith / Rota vapeur 60 °C\
‘i. S
2

filtre

Figure 21 : étapes d’extraction par macération des extraits éthanoliques (Abaza et al., 2007).
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) Préparation de I’extrait méthanolique
Principe

La maceération est une méthode simple d’extraction solide/liquide. Elle implique la
mise en contact du matériel végétal avec un solvant, a température ambiante et a 1’obscurité
pendant une durée déterminée. Cette méthode d’extraction a été réalisée en suivant le

protocole décrit par (Adil et al., 2012)(Figure 22) :

» Dans un Erlenmeyer, 5g de la poudre est ajouté au 100ml du méthanol a 40% et met

sous agitation mécanique pendant 24h.

» Aprés on fait une filtration sur un papier filtre pour obtenir un filtrat. La méme
opération est répétée cing fois (cing cycles).

» Le filtrat des cing cycles est évaporé a une petite quantité a I’aide d’un rota vapeur.

» L’extrait obtenu est mis dans une boite de pétré en verre dans I’étuve jusqu’a séchage

pondant 24h, puis conservé a 4°C jusqu’a utilisation.

La méme opération est répétée avec les autres concentrations du méthanol (60%, 80%,
100% méthanol).
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/Agitation 24 h ) / 100 ml méthanol \ /Matériel végétale\

(40%,60%, 80%, 100%) (59)

Filtration sur un
papier filtre

/ Etuve a 40 °C \ / Extrait sec \
r—" 1 A \

®,

@

.

\ BErrEreme /

Figure 22 : etapes d’extraction par macération des extraits méthanoliques (Adil et al., 2012).

1.2.3. Screening phytochimique :

Les tests phytochimiques sont des tests qualitatifs qui permettent de mettre en
évidence et de caractériser les différents groupes chimiques contenus dans les extraits
végétaux. Ils se basent sur des réactions de coloration et/ou de précipitation, et des
observations sous lampe UV peuvent également étre utiles. Pour détecter les métabolites
secondaires, la méthode de reaction en tubes a été utilisée. Les résultats sont classés comme

suit :
v Réaction (absence) : -
v Réaction (présence) : +

a) Recherche des tanins
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Pour détecter la présence de tanins, on ajoute 1 ml de I’extrait éthanolique, 1 ml d’eau
distillée et 1 a 2 gouttes de solution de FeCls diluée. Si une coloration vert foncé ou bleu-vert

apparait, cela indique la présence de tanins (Trease et Evans. 1987).
b) Recherche des flavonoides

On trempe 10 g de la poudre dans 150 ml d’acide chlorhydrique a 2 % pendant 24
heures, puis on filtre et on procéde aux tests suivants : on ajoute des gouttes de KOH dilué a 2
ml du filtrat. Si une couleur jaune apparait, cela prouve la présence de flavonoides (Benwghi,
2001 ; Chaouch, 2001).

c) Recherche des substances poly phénoliques

Pour caractériser les polyphénols, on ajoute une goutte de solution alcoolique de
chlorure ferrique a 2 % a 2 ml de I’extrait. Si une coloration bleu noiratre ou verte plus ou

moins foncée apparait, cela est exprimé la présence de polyphénols (Békro et al., 2007).
d) Recherche des saponines

Pour détecter la présence de saponines, on ajoute 2 ml de I’extrait a analyser et 2 ml
d’eau distillée chaude dans un tube a essai. On agite le mélange pendant 15 secondes et on le
laisse reposer pendant 15 minutes. Si une mousse d’une hauteur supérieure a 1 cm apparait,

ceci est mentionné la présence de saponines (Harborne, 1998).
e) Recherche des quinones libres

On ajoute quelques gouttes de NaOH a 1 % a un volume de notre extrait. Si une
couleur qui vire au jaune, rouge ou violet apparait, on mentionne ceci par la présence de

quinones libres (Oloyede, 2005).
f) Recherche des composes réducteurs (glycosides)

Pour détecter ces molécules, on chauffe un mélange composé de 2 ml d’extrait, 2 ml
d’cau distillée et quelque goutte de liqueur de Fehling & 90°C dans un bain-marie. Si un test
est positif, un précipité rouge brique se forme (Trease et Evans, 1987).

g) Recherche des alcaloides

Nous avons filtré un mélange composé de 2 g de poudre végétale et de 40 ml de HCI
dilué a 1 % aprés une maceration sous agitation pendant 2 heures. Pour détecter la présence

d’alcaloides, on ajoute quelques gouttes de réactif de Wagner a 5 ml de filtrat dans un tube a
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essai. Si une couleur marronne apparait, cela indique la présence d’alcaloides (Benzahi,
2001 ; Chaouch, 2001).

h) Recherche des coumarines

Pour détecter les coumarines, nous avons dissous le résidu de chaque extrait dans 2 ml
d’eau distillée chaude. Ensuite, nous avons partagé le mélange dans deux tubes. Nous avons
ajouté 0,5 ml de NH4OH a 25 % a I’un des tubes, puis prélevé quelques gouttes de chaque
tube et les avons déposées sur un papier filtre. Nous avons observe le papier filtre sous U.V. a
366 nm. Nous avons observé une fluorescence intense pour le tube contenant le NH4OH
(Bruneton, 1999).

i) Recherche des huiles

La présence des huiles est mise en évidence en ajoutant, 10g de la poudre dans la
cartouche du soxhlet et 250ml éthanol dans la boule, aprés 30mn si on observe une couche
mince huileuse transparente sur les parois de la verrerie, indique la présence d’huile, aprés le
mélange est évaporé a sec a 1’aide d’un rota vapeur pour €liminer le solvant et la récupération

De I’huile (Trease et Evans, 1987).
Nous avons testé 1’extrait éthanoliques D’E globulus préparé précédemment.
1.2.4. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction (%) est calculé par la formule suivante :
R%=M/M° X 100

R (%) = Masse de l'extrait sec.

M? : Masse en gramme du mateériel.

M : Masse en gramme de 1’extrait sec résultant (Harborne, 1998 et Chaouche, 2014).
1.2.5. Evaluation de I’activité antibactérienne

Principe

Pour évaluer I’activité antibactérienne des extraits de plantes, nous avons réalisé une
culture bactérienne sur un milieu gélose nutritive en présence de disques imbibés d’extrait de
plante. Si les extraits ont une activité antibactérienne, nous observerons une zone d’inhibition
autour du disque due a la diffusion des échantillons dans le milieu (Bauer et al., 1966). Le

diametre de la zone d’inhibition est proportionnel a I’activité bactériostatique de 1’extrait sur
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la souche testée. Plus le diamétre est grand, plus la souche est dite sensible (Ofeogbu et al.,
2013).

Nous avons testé tous les extraits méthanoliques D’E globulus préparés précédemment.
Souches bactériennes testées
Le support microbien est composé de souches ATCC :

v Deux Bactéries a Gram positif : Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis
ATCC 6633.

v' Deux bactéries a Gram négatif : Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.

Préparation des milieux

Selon (Bauer et al., 1966), ont décrit les méthodes suivantes pour la préparation des
milieux :

®,

% Préparation de milieu Mueller Hinton (MH)

Pour preparer le milieu Mueller Hinton (MH), vous devez introduire 38g de MH dans

un erlenmeyer avec 1000ml d'eau distillée.

Ensuite, vous devez semer le mélange sous agitation continue a une température

élevée sur une plaque chauffante jusqu'a ce qu'il bouille.

Enfin, vous pouvez diviser le milieu dans des flacons en verre (Figure 23).

Figure 23 : Préparation de milieu Mueller Hinton (MH) (photo personnel 2023).
% Préparation de milieu Bouillon Nutritif (BN)

Le bouillon nutritif est employé pour évaluer la vitalité des bactéries et pour réactiver

et entretenir les souches bactériennes. En ajoutant 13g de BN a 1L d’eau distillée et en agitant
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pendant quelques minutes jusqu’a dissolution compléte, la solution sera ensuite répartie dans

des tubes en verre a 1’aide d’une pipette (figure.24).

Figure 24 : Préparation de milieu Bouillon Nutritif (BN) (photo personnel 2023).
< Préparation de I’eau physiologique

On prépare I’eau physiologique en dissolvant 0,9 g de NaCl dans 100 ml d’eau
distillée. On agite le mélange pendant quelques minutes, puis on le répartit dans des tubes en
verre a vesse, (Bauer et al., 1966) (Figure.25)

Figure 25 : Préparation de I’ecau physiologique (photo personnel 2023).
Préparation des disques d’aromatogramme

Des disques de 6 mm de diamétre sont découpés a partir d’une feuille de papier
Wattman N°3. Ensuite, ces disques sont placés dans un tube en verre a vesse, stérilisés a

I’autoclave, et conservés jusqu’a leur utilisation ultérieure (Figure 26).
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Figure 26 : Préparation des disques d’aromatogramme (photo personnel 2023).
Stérilisation du matériel

Le milieu de culture MH, I’eau physiologique, le BN, les tubes a vesse et les disques
prépares (ainsi que les pinces et les embouts enrobés de papier aluminium) ont été stérilisés a

I’autoclave & 121°C pendant 20 minutes (figure 27).

Figure 27 : Stérilisation du matériel a I’autoclave (photo personnel 2023).
Réactivation des souches bactériennes

Les souches bactériennes ont éte réactivées dans un BN et incubées a 37°C pendant
24h(Figure 28).

Figure 28 : Réactivation des souches bactériennes.
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Repiquage des souches bactériennes

différentes souches ont été transférées sur un milieu nutritif en utilisant la méthode des stries
sur une boite de Pétri. En utilisant une anse de platine stérile, les souches ont été déposées sur

la gélose et ensuite incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures. Cette étape a permis de préparer

Pour favoriser une croissance rapide et obtenir des colonies bactériennes distinctes, les

I’inoculum bactérien nécessaire (Figure 29).

Figure 29 : Repiquage des souches bactériennes (photo personnel 2023).

Dilution d’extraits

Les dilutions des extraits sont réalisées a analyses selon les étapes suivantes :

SM : 100mg d’extrait avec 1ml de DMSO.
TY : 0,5ml d’extrait de SM avec 0.5ml de DMSO.
TY : 0.5ml d’extrait de T% avec 0.5ml de DMSO.

T% : 0.5ml d’extrait de T2 avec 0.5ml de DMSO.

Figure 30 : Dilution d’extraits (photo personnel 2023).

Préparation de I’inoculum bactérien

v Aprés avoir désinfecté la zone de travail avec de ’eau de Javel.
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v Nous avons utilisé I’anse de platine pour prélever quelques colonies bactériennes bien

isolées et identiques de chaque souche a tester.

v" Ces colonies ont ensuite été transférées dans un tube contenant 10 ml d’eau
physiologique stérile a 0,9% et homogénéisées a I’aide d’un vortex.
v" On mesuré la densité optique de la suspension bactérienne a une longueur d’onde de

625 nm, obtenant une lecture de 0,08 a 0,10.

v" 1l est important de semer I’inoculum dans les quelques minutes suivant sa préparation

(Younsi et al., 2010)(Figure 31).

Figure 31 : Préparation de I’inoculum bactérien (photo personnel 2023).
Coulage de milieux de culture MH

Afin de garantir une stérilisation optimale jusqu’a la solidification, nous plagons le
milieu de culture (MH) stérilisé par autoclave dans des boites de Pétri, situées a environ 4 mm

du bec de benzene (figure 32).

Figure 32 : Coulage de milieux de culture MH

Ensemencement bactérienne

Apres la préparation et I’identification des boites de Pétri, nous avons effectué
I’inoculation des bactéries dans un milieu stérile en présence de bec benzene. L’inoculation a

été réalisée en utilisant un écouvillon sur les boites de Pétri. Voici les étapes de 1’inoculation :
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Immerger un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

Essorer fermement I’écouvillon en le pressant contre la paroi interne du tube tout en le

tournant, afin d’éliminer 1’excés de liquide.

Frotter I’écouvillon sur toute la surface gélosée séche de haut en bas, en effectuant des

stries serrees.
Répéter cette opération trois fois en tournant la boite de Pétri de 60° a chaque fois.
Terminer I’inoculation en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Recharger 1’écouvillon a chaque fois si I’on souhaite ensemencer plusieurs boites de

Pétri avec la méme souche.(Bendahou et al., 2007)(Figure.33).

Figure 33 : Ensemencement bactérienne (photo personnel 2023).

Dépots des disques et I’injection des extraits

Les disques de papier Wattman de 6 mm de diameétre sont délicatement placés sur la
surface de la gélose MH préalablement ensemencée avec les souches testées, en

utilisant une pince stérilisée au bec benzene.

Ensuite, 10 pl de chaque dilution des extraits méthanoliques (SM / C2 / C% / Cls)

sont ajoutés sur les disques a 1’aide d’une micro pipette (Figure).

Enfin, les boites de Pétri sont incubées a 37°C pendant 24 heures. Il est crucial de
stériliser la zone de travail et le matériel avant, aprés et pendant le processus en

utilisant de I’eau de javel concentrée, en particulier prés du bec benzeéne.

La stérilisation est une étape essentielle pour obtenir des résultats fiables et éviter toute

contamination.
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Figure 34 : Dépots des disques et I’injection des extraits (photo personnel 2023).

Lecture

L’effet des extraits se manifeste par I’apparition d’une zone transparente autour du

disque, ce qui indique I’absence de croissance bactérienne.

La lecture consiste a mesurer le diametre (en mm) de la zone d’inhibition autour de

chaque disque a 1’aide d’une regle (pied a coulisse).

Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition, en prenant en
compte le diametre du disque de papier (6 mm). Plus le diametre de cette zone est grand, plus

la souche est sensible (Boudjouref, 2011).
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11.1. Screening phytochimique
11.1.1. Résultat

Le screening phytochimique des extraits hydroéthanolique et a permis qualitativement,
la mise en évidence des différentes classes des métabolites secondaires de 1’espece E.globulus
dont les résultats sont rassemblés dans le tableau 01.

Tableau 01 : Résultats des tests phytochimique des feuilles d’E. globulus.

Test Résultat Description des résultats Photo

Le test des tanins a révélé un

Test des . L )
_ +++ résultatfortement positif, signalé par
tanins i . ,
I’observation d’une coloration vert foncé.
. Nous avons observé une couleur verte
Test d’acide
0 T+ foncée dans I’extrait d’E. globulus, ce qui
phénolique
indique la présence de substances “
phénolique.
Le test des flavonoides a révélé un résultat
Test des - '
) +++ fortement positif, signalé par I’observation
flavonoides o
d’une coloration jaune.
L’observation d’une couleur marron de -
Test des . o
) + ’extrait d E. globulus est un indicateur de
alcaloides

la présence d’alcaloide.
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Tes de Présence de la mousse dans ’extrait d’E.
++

saponosides globulus indique la présence de saponines.

Présence d’une coloration jaune dans

Test de )
_ +++ I’extrait d’ E .globulus peut effectivement
quinones ) ) )
suggérer la présence des quinones.
On a remarqué la présence des
Test de
) + fluorescences dans ’extrait d’E. globulus
coumarines o ) )
qui indique la présence des coumarines.
La formation d’un précipité rouge brique
Test des o ) _
_ + indique la présence de glycosides dans
glycosides
I’extrait d 'E. globulus.
Une couche mince d’huile transparente est
Test d’huile o ) )
_ +++ visible sur les parois de la verrerie,
essentielle

accompagnée d’une odeur tres forte.

(+++) : Test fortement positif.
(++) : Test positif
(+) : Test faiblement positif.
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11.1.2. Discussion

Le criblage phytochimique de 1’espéce Eucalyptus globulus a révélé une présence
significative de plusieurs métabolites secondaires, notamment les alcaloides, les saponosides,

les tanins, les polyphénols, les flavonoides et les huiles essentielles.

Les alcaloides, les tanins, les flavonoides et les composés réducteurs sont présents
dans notre extrait, mais en quantités variables. Ces résultats sont en accord avec une étude
menée par Belbachir en 2019 sur une espéce d’Eucalyptus a Ain Timouchent en Algérie, qui
a également observeé la présence de ces métabolites. Cependant, les saponosides présents dans
notre espéce ne sont pas présents dans 1’espéce étudiée par (Belbachir, 2019).La présence des
saponosides dans notre espéce sont en accord avec les travaux de Shubhreet et al., En 2019
sur I’Eucalyptus en Inde, qui ont obtenu des résultats similaires. De plus, cette espece contient

des flavonoides et des tanins, que nous avons également identifiés dans notre plante.

La présence de certaines familles chimiques peut étre déterminée, tandis que 1’absence
d’autres familles chimiques peut étre observée. Cette variation dans les résultats peut
s’expliquer par plusieurs parametres, tels que des facteurs biologiques, géographiques ou
physicochimiques. Par exemple, 1’influence du stade de croissance de la plante, I’organe de la
plante étudié, la différence de site de récolte incluant I’environnement de la plante, la lumiere,
les précipitations, les conditions du sol, la période de récolte, le patrimoine génétique et la
méthode d’extraction utilisée. Ces facteurs peuvent influencer la composition chimique des
plantes et expliquer les variations observées dans la présence ou l’absence de certaines

familles chimiques (Benini, 2007 ; Bruneton, 1999).
11.2. Rendement d’extraction :
11.2.1. Résultat

Dans cette étude, nous avons préparé des extraits bruts a partir des feuilles d’E.
globulus. En utilisant la méthode de maceération dans le méthanol (extraits methanoliques).
Nous avons déterminé les rendements d’extraction de nos extraits obtenus apreés €évaporation

par rapport au matériel végétal sec. Les résultats sont présentés dans le tableau 02 :
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Tableau 02 : Récapitulatif regroupant les rendements des extraits des feuilles d’E. globulus.

Matériel végétal Extraits Rendement /g  Pourcentage /%
Méthanolique100% 0,99 19,8
Feuille Meéthanol /eau 80%20% 1,05 21
d’E.globulus  \éthanol /eau 60%40% 1,11 22,2
Méthanol /eau 40%60% 1,17 23,4

11.2.2. Discussion

Il existe différentes méthodes d’extraction qui sont particulicrement adaptes a
I’extraction des extrait brut parmi lesquelles on a choisi la méthode qui été réalisé par
(Chaouche, 2014).

Les extraits preparés a partir de notre échantillon ont produit des rendements variant
de 19.8 a 23,4%. Nous avons observé que le rendement le plus élevé a été obtenu avec
I’extrait méthanolique (40%), tandis que le rendement diminuait proportionnellement a la

concentration de MeOH.

Selon les résultats obtenus, 1’extrait méthanolique de 1’Eucalyptus globulus a affiché
un rendement élevé de 23.4 %. D’apres la littérature consultée, le méthanol est généralement
considéré comme un solvant efficace pour I’extraction des composés phénoliques en raison de
sa polarité et de sa capacité a solubiliser et a récupérer de maniére optimale les composants
actifs des plantes (Sultana et al., 2014). Par conséquent, I’extrait méthanolique d 'E. globulus
présente un rendement significatif en libérant la majorité des métabolites secondaires
(Mohamed et al., 2013).

11.3. Activité antibactérienne des extraits bruts d’E. globulus :
11.3.1. Résultats

L’activité antibactérienne des extraits d’E. globulus est testée vis-a-vis de quatre
souchesbactériennes (deux a Gram positif : S. aureus et B. subtilis, et deus a Gram négatif : E.
coli et P. aeruginosa) par la méthode de diffusionsur disque.

Selon le tableau 03 est observé que 1’extrait méthanolique des feuilles d’E. globulus

présente un pouvoir antibactérien tres élevé contre la souche S. aureus. La sensibilité de la
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souche bactérienne S. aureus se traduit par une zone d’inhibition de (25,00 mm) avec la
solution mére & une concentration de 100%. Ensuite, on observe une zone d’inhibition de (23
mm) avec l’extrait a une concentration de 80%, suivie d’une zone de (20,45 mm) avec
I’extrait & une concentration de 60%. L’extrait le moins sensible est celui a une concentration

de 40%, avec une zone d’inhibition de (17mm).

Concernant les autres dilutions C1/2, C1/4 et C1/8, on remarque un bon pouvoir

antibactérien avec des zones d’inhibition variant entre (13,00 et 24,00 mm).

Tableau 03 : Diamétres des zones d’inhibition des différents extraits méthanoliques

(S.aureus).

Zone d’inhibition mm
Souche Bactérienne

D 40 % 60% 80% 100%
T 0 0 0 0
SM 17 20,45 23 25
S.aureus C1/2 16 18 22 24
Cl1/4 14,5 17,5 20,5 21,5
C1/8 13 14 16 19

Selon le tableau 04 La zone d’inhibition la plus significative est toujours observée
avec la solution mere de I’extrait de concentration méthalonique a 100%, montrant une zone
de (26,50 mm). Ensuite, 1’extrait de concentration a 80% présente une zone de (22,50 mm),
suivi par I’extrait a 60% avec une zone de (20,50 mm). L’extrait de concentration a 40%
présente une activité antibactérienne moins marquée, avec une zone de (16,50 mm). Les
dilutions restantes, C1/2, C1/4 et C1/8, ont montré une activité antibactérienne significative
avec des zones d’inhibition variant entre (11 et 25,45 mm), a ’exception de 1’extrait a 40%

qui a montré une activité plus faible (11,00-16,50 mm).
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Tableau 04 : Diamétres des zones d’inhibition des différents extraits méthanoliques

Souche Bactérienne

SM
B.subtilis C1/2
Cl/4

C1/8

(B.subtilis).

Zone d’inhibition mm

40 % 60% 80%
0 0 0
16,5 20,5 22,5
15 19,5 21,5
13 18 19
11 13,5 15

100%

26,5
25,45
21,5

18,5

En se référant au tableau 05, une faible activité antibactérienne est observée avec

I’extrait méthanolique des feuilles d 'E. globulus. Contre la souche E. coli. Le diamétre de la

zone d’inhibition résultant de 1’activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique varie entre

(7,00 et 14,00 mm). La zone d’inhibition la plus importante est obtenue avec la solution mére

de I’extrait a une concentration de 100%, montrant une zone de (14,00 mm), suivie par

I’extrait & une concentration de 80% avec une zone d’inhibition de (12,50 mm), puis I’extrait

a une concentration de 60% avec une zone de (11,00 mm). L’extrait a une concentration de

40% présente une faible activité antibactérienne (10,5 mm). Pour les autres dilutions C1/2,

C1/4 et C1/8, une activité antibactérienne trés faible est observée avec des zones d’inhibition

variant entre (7,00 et 13,00 mm).

Tableau 05 : Diamétres des zones d’inhibition des différents extraits méthanoliques (E.coli).

Souche Bactérienne

SM
E.coli C1/2
C1/4

C1/8

Zone d’inhibition mm

40 % 60% 80%
0 0 0
10,5 11 12,5
9 10 11
8 9 9,5
7 8,5 9
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A partir du tableau 06, une activité antibactérienne modérée de 1’extrait méthanolique
des feuilles d’Eucalyptus globulus contre la souche P. aeruginosa est observée. Le diametre
de la zone d’inhibition résultant de I’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique varie
entre (10,00 et 17,00 mm). La meilleure activité antibactérienne est obtenue avec la solution
mere a une concentration de 100%, montrant une zone d’inhibition de (17,00 mm), suivie par
I’extrait a une concentration de 80% avec une zone d’inhibition de (15,50 mm), puis I’extrait
a une concentration de 60% avec une zone de (14,00 mm). L’extrait a une concentration de
40% présente une activité antibactérienne moins importante (13,00 mm). Pour les autres
dilutions C1/2, C1/4 et C1/8, une faible activité antibactérienne est observée avec des zones
d’inhibition variant entre (10,00 et 17,00 mm).

Tableau 06 : Diameétres des zones d’inhibition des différents extraits méthanoliques (P.

aeruginosa).

Zone d’inhibition mm
Souche Bactérienne

D 40 % 60% 80% 100%

T 0 0 0 0

SM 13 14 15,5 17

P. aeruginosa C1/2 12 13,45 14 16
Cl/4 11,5 12 12,5 13,5

C1/8 10 11,5 11 12

11.3.2. Discussion

Les résultats de I'étude sont évalués aprés une période d'incubation de 24 heures.
L'évaluation est basée sur la mesure des diamétres des zones d'inhibition exprimés en
millimetres. Les diametres des zones d'inhibition sont obtenus a partir de la méthode de
diffusion en milieu solide, en soustrayant le diamétre du disque. Selon les souches et en
fonction de différentes concentrations.

Selon (Rodriguez Vaquero et al., 2007), le méthanol utilisé pour dissoudre les
extraits n'a pas montré d'effet antibactérien sur les souches testées. Cette constatation est en

accord avec les résultats obtenus par (Al-Zoreky ,2009).
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B.subtilis est une bactérie a Gram+, elle est trés sensible a 1’extrait des feuilles d’E

globulus. Avec diamétre des zones d’inhibition entre (11-26,50mm).

S.aureus est une bactérie a Gram+, elle est sensible a 1’extrait de Feuilles d’F

globulus. Avec diamétre des zones d’inhibition entre (13,00-17,00mm).

P.aeruginosa est une bactérie & Gram-, elle est moins sensible a ’extrait des feuilles

d’E globulus. Avec de diamétre des zones d’inhibition entre (10,00-17,00mm).

E.coli est une bactérie a Gram-, elle est a une trés faible sensibilité a 1’extrait des

feuilles d 'E globulus. Avec de diamétre des zones d’inhibition entre (7,00- 14,00mm).

Les résultats obtenus concordent avec ceux de 1’étude menée par (Raho et Benali,
2008), qui mettaient en évidence la sensibilité de S. aureus et la résistance de P. aeruginosa a
I’extrait des feuilles d’Eucalyptus globulus. L’ utilisation de la méthode de diffusion des
disques a révélé que I'effet antibactérien des extraits de cette plante médicinale varie d’une
souche a une autre. Les bactéries E. coli et P. aeruginosa se sont révélées les plus résistantes,
tandis que S. aureus et B. subtilis étaient les plus sensibles. Ces résultats sont en accord avec
plusieurs études antérieures portant sur les extraits de plantes médicinales, qui ont montré que
les bactéries a Gram négatif présentent une forte résistance aux extraits de plantes par rapport
aux bactéries a Gram positif (Arias et al., 2004 ; Khan et al., 2009 ; Oliveira et al., 2008).
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Conclusion

L'espece Eucalyptus globulus Labill., appartenant a la famille des myrtacées, est
largement connue pour ses feuilles aromatiques et est utilisée depuis longtemps comme plante
medicinale. L'objectif de cette étude était d'évaluer la présence de substances bioactives, le

rendement d'extraction et I'activité antibactérienne d'Eucalyptus globulus.

Les tests phytochimiques ont révélés la présence de diverses substances bioactives
dans les feuilles d'Eucalyptusglobulus, telles que des polyphénols, flavonoides, saponines,
alcaloides, tanins, quinones, glycosides et des coumarines. Ces composés sont largement
utilisés dans la médecine traditionnelle, la parfumerie, les produits cosmétiques et

pharmaceutiques.

Les résultats de I'extraction a partir des feuilles d'Eucalyptus globulus ont montrés un
rendement de23, 4% pour les extraits bruts hydrométhanoliques (40%). Dans cette étude, il a

été démontré que la macération au méthanol est une bonne technique d’extraction.

L'activité antibactérienne de I'extrait hydrométhanolique d'Eucalyptus globulus a été
évaluée par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé, également appelée
aromatogramme. Les résultats ont montré que les souches de B. subtilis présentaient un
diamétre de zone d'inhibition variant entre 11 et 26,5 mm, suivies de S. aureus avec un
diametre variant entre 13,00 et 25,00 mm, puis P. aeruginosa avec un diameétre de 10,00 a
17,00 mm, et enfin E. coli avec un diametre de 7,00 a 14,00 mm. Cependant, les indiquent
que les quatre souches bactériennes étudiées, a la fois Gram-positives et Gram-négatives, sont
résistantes a l'extrait testé.Ces résultats encourageants suggérent que I'Eucalyptus globulus

Labill. Pourrait étre une source potentielle de molécules bioactives a des fins thérapeutiques.
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Annexe 01 : Matériel de laboratoire
> Appareillage
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(ommmuy )

(Plaque chauffante)

CAgltateur magnehque)
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n Bain marie

(Agitateur mécanique)

Verreries, matériel en plastique et produits chimiques :

Verreries et matériel en plastique Produits chimiques

- Anse de platine - Acide chlorhydrique (HCI)

- Béchers - Chloroforme

- Biotes de pétri en verre - Chlorure de ferrique (FeCls)

- Burette graduée - Ethanol C2HsO

- Compte-gouttes - Hydroxyde de potassium (KOH)

- Ecouvillon - Hydroxyde de sodium (NaOH)

- Embouts - Hydroxyde I’ammonium (NHsOH)
- Entonnoir - L’eau distillée

- Eprouvette - L’eau physiologie
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- Erlenmeyer - Liqueur de Fehling
- Fioles - Méthanol
- Flacons (250ml)

- Flacons en verre ambré

- Micro pipette (1000 pl, 200 pl)
- Papier aluminium

- Papier filtre (0.45pum)

- Parafilm

- Pince

- Pipettes

- Pipettes graduée

- Porte tube a essai

- Portoirs

-pied a coulisse

- Spatule

- Tube en plastiques citrates
- Tubes a essai

- Tubes secs a bouchons

- Verres de montre

Annexe 02 : Réactifs utilisés pour le screening phytochimique.

> Réactif de Wagner

L0 . e 1.27 g.
Todure de potassIUML. .......uiieiie e e e 2g.
Eau distill€e. ..o 75 ml.

> Réactif de Liqueur de Fehling

Annexe 03 : Préparation des solutions pour les extraits bruts.

> Ethanol 70%

BHhanol . ..o 70 ml.
Bau diStille. ..o 30 ml.
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» Meéthanol 40%
\Y (<110 F: 14 (o) KT 40 ml.

Bau distillé. . ..o e 60ml.

» Meéthanol 60%
J\Y (<11 5F: 11 (o) E 60 ml.

BEau distille. ..o 40 ml.

» Meéthanol 80%
MENANOL ... &80 ml.

Bau distille. ...oooooiii 20ml.

» Méthanol 100%
MBENANOL .« ... 100ml.

Annexe 04 : Préparation des milieux d’ isolements pour la réalisation d’

activitéantibactérienne.

» Mueller Hinton (MH)

> L’ eau physiologique
2 L 0.9¢.
Eau distill@e. ......ooeii e 100 ml.
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Annexe 05 : Diamétres des zones d’

metanoliques.

Tableau 01 :

B.subtulis.

Souche

Bactérie D

nne 40%
T 00 00 00
S 16. 1
M 16 5 .

B.subtilis Ci 5 | 16 | 14

Ci 11 | 13|15

c, 10. 11

8 55 45 1

Tableau 02
S.aureus.
Souche
Bactérien
ne D
40%
T 00 00 00
S
17 17 17
M
S.aureus Cy 1 16 20
2 8
Cu 14. 1
4 14 5 5
Cv 1 41 13
8 5

00
20

19.

16

14

00

20.4
5

19

195

17

60%

00

19
5

20

18

14.
5

inhibition des différents extraits

13
5

00
22

19

18.

12

Zone d’inhibition mm

80%

00

19
5

21
5

19.
5

15

Zone d’inhibition mm

60%

00

22.4
5

20

175

11
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00

18.4
5

18

15.5

14

80%
00 00
23 25
22. 2
5 2
19 22
16 18

19

18

00

21

23

20.

14

100%

00

27

25.
45

20

18.
5

00

24

26

21.

19

00

25

19

19
5

. Diameétres des zones d’inhibition des différents extraits métanoliques

100%

00

26

24
20.

18

Diametres des zones d’inhibition des différents extraits métanoliques de

o
o

©OrRr RPN O oN

de

00

25

22

20
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Tableau 03 : Diamétres des zones d’inhibition des différents extraits métanoliques de

P.aeruginosa.

Souche Zone d’inhibition mm
Bactérie
nne 40% 60%0 80% 100%
T o0 o0 00 00 00 00 00 00 00 8 8 00
S 16 15 17 18 16
v 1218 14 15 131 P2y e T
Paerugi 1. 12. 11. 13. 15. 14 17.
nosa w s 5 45 45 45 4 12 16 5 16 g
c 9 11 13 12. 1. 13. 15
wm|5 |5 | 5| 2|2 2 25 Bl | 5]|s
c 9 10 11. 1
a5 45 10011 ¢ 12 ;7 12 10 11 13 12

Tableau 04 : Diamétres des zones d’inhibition des différents extraits métanoliques d’E.coli

Souche Zone d’inhibition mm

Bactérie D 60

nne 40% 0 80% 100%

Y0
0 0 0 0

T 0 00 00 0 00 00 0 0 00 00 00 00
S 9 10 11 1 14 12 10
M 5 c c 1| 18| 9 5 | & e 15 14 13

Ecoli ¢, 1 7. 2 1 1 12. 13
2 0 8 9 5 10 5 0 1 12 5 5 13
C1 1 8 9. 10 7. 10 13
/4 8 1106 0 8 9 5 5 5 5 5 5
C. 6. 7. 8. 11. 9. 7.4
/8 5 5 ! 5 8 9 9 9| 9 45 45 5
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Annexe 06 : Rendements d’extraits méthanoliques

Matériel : Rendement/ Rendement/g Rendement /g
Extraits
végétal gR1 R2 R3
Méthanolique100% 0,99 1 0,98
Méthanol /eau
1,05 1 11
80%20%
Feuille
A E.globulus Méthanol /eau 111 . 122
60%40%
Méthanol /eau
1,17 1 1,34

40%60%
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Effet des extraits successifs de déférentes concentrations méthanoliques surles

activités biologiques d’Eucalptus globulus labill.

Résumé

Nous avons mené une étude sur les effets successifs de différentes concentrations
métaboliques d'Eucalyptus globulus Labill, une plante médicinale appartenant a la famille des
Myrtacées, afin d'évaluer ses activités biologiques. Les extraits ont été obtenus par une méthode de

macération.

Nos résultats indiquent que des tests de screening phytochimiques ont réevélé la présence
d'acides phénoliques, tanins, glucosides, saponines, flavonoides, alcaloides, quinones libres,

coumarines et d'huiles essentielles dans la plante.

Nous avons constaté que I'extrait hydroéthanolique présentait le rendement le plus élevé,
atteignant 23,4%.

En ce qui concerne l'activité antibactérienne, nous avons observé que I'Eucalyptus globulus
possédait une activité antibactérienne significative. La sensibilité des souches bactériennes testées
variait en fonction des dilutions des extraits bruts et de la nature bactérienne. Nous avons
notamment observé une forte activité contre la souche B.subtilis (11-26,50mm). En revanche, une

faible activité contre la souche E.coli (7,00-14mm).
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