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Introduction

Le corps humain produit des espéces réactives de I’ oxygene (ERO) telles que: |’ anion
superoxyde, le radical hydroxyle et le peroxyde d hydrogéne, par plusieurs systeémes
enzymatiques a partir de I’oxygene consommé (Wong et al., 2006). A des concentrations
modérées, ces especes sont connues par leurs réles physiologiques variés alant de la
transduction du signal cellulaire a la défense contre les pathogénes (Dastmalchi et al., 2008).
Cependant, au cours du stress oxydant, des quantités importantes des ERO peuvent étre
dangereuses, elles réagissent avec de nombreuses molécules telles que les protéines et les
lipides (Lee et al., 2007) ce qui conduit a |’ apparition de diverses maladies chroniques telles

gue: lecancer, lesinflammations, I’ athérosclérose...etc (Biglari et al., 2008).

Les cellules peuvent réduire I'impact des ERO par des systemes endogenes comme
les enzymes (catal ase, superoxyde dismutase) et par des systémes exogenes non enzymatiques
tels que : la vitamine C, I’ a-tocophérol (Lee et al., 2007) et les polyphenols (Wang et al.,
2007).

Des études épidémiologiques révélent que la consommation des fruits et |égumes est
associée a la réduction des maladies chroniques (Dastmalchi et al., 2008), de plus, plusieurs
études ont été investies dans la recherche de nouvelles molécules antioxydantes a partir des
extraits de plantes pour renforcer la défense antioxydante de I’ organisme (Gutiérrez et al.,
2003). Ainsi, ces dernieres années, diverses études sont focalisées sur I'extraction des
antioxydants naturels afaible colt a partir des plantes médicinales qui peuvent remplacer les
additifs de synthéses tels que le BHA (Butyl-hydroxy-anisole) et le BHT (Butyl-hydroxy-
toluene) qui pourraient étre cancérigénes et méme toxiques pour le consommateur (Daker et
al., 2008 ). Outre I’ activité antioxydante, les extraits des plantes ont montré également des

effets antibactériens vers diverses bactéries pathogéenes (karou et al., 2005).

Le Eucalyptus est I’'un des principaux genres de la famille des Myrtacées. Il est
originaire d Australie et de Tasmanie, et il est acclimaté dans d autres pays comme I’ Inde, le
Brésil (Ghediraet al., 2008) et dans le bassin Méditerranéen (Ait youssef, 2006). En Algérie,
le Eucalyptus occupe une surface de 39.000 ha en 1995 (Jacovelli, 2002) et I’ espece E.
globulus est I’'une des éspeces les plus répondues (Ait youssef, 2006). Ses feuilles sont
employées traditionnellement comme reméde tonique sous forme d’infusion pour traiter la
grippe saisonniére, les infections des voies respiratoires, les diarrhées, les fiévres, les

douleurs dentaires, les engelures et autres complications (Ait youssef, 2006; Kim et al., 2001).
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Les propriétés pharmacologiques de Eucalyptus sont liées essentiellement a sa
composition en diverses classes de métabolites secondaires a savoir les huiles essentielles, les
tannins et les flavonoides (Vankar et al., 2006).

Outre les effets thérapeutiques traditionnels, les extraits de feuilles de cette plante sont
inclus, au Japon, dans la liste des additifs alimentaires (Avis n°120,16 avril 1996 ministére de
la santé) (Amakura et al., 2002). Ces extraits ainsi  que les huiles essentielles de E. globulus
sont introduits également dans la formulation de multiples produits pharmaceutiques de
diverses maladies, cas des affections respiratoires, et dans certains produits cosmétiques
(Ghediraet al., 2008; Takahashi et al., 2004).

Ces dernieres années, les recherches scientifiques concernant les extraits des feuilles
de E. globulus sont basées sur I’ extraction, I’ identification de polyphénols (Atoui et al., 2005;
Conde et al., 1997) et I'’évaluation de propriétés biologiques de ces extrats telles que
I activité antidiabétique (Ghedira et al., 2008; Goetz, 2007), antibactérienne (Takahashi et al.,
2004) et antioxydante ( Atoui et al., 2005). Plusieurs publications ont rapporté que |’ écorce
contient différentes classes de polyphénols en particulier des tannins (Cruz et al., 2005;
Gonzdlez et al.2004; Kim et al., 2001; Vazquez et al., 2008), ainsi ses extraits inhibent la
peroxydation lipidique (Gonzélez et al., 2004) et exercent des effets antibactériens (Cruz et
al., 2001). Toutefois, et a nos jours aucun travail n’'a éé publié sur la quantification des

composés phénoliques et sur |” activité antioxydante des fruits de cette plante.

En Algérie, aucune donnée n’a été rapportée sur I'éude des polyphénols de E.
globulus, d’ou I'intérét de mener une étude de ce contexte. Le présent travail est réservé donc,
a I'éude des composes phénoliques et de deux activités biologique (antioxydante et
antibactérienne) des extraits des différentes parties (feuilles, écorce et fruits) de E. globulus

de larégion de Derguinah wilaya de Bgjaia.

Le but de cette étude consiste non seulement a renforcer les données phytochimiques,
antioxydantes et antibactériennes des extraits phénoliques de I’ écorce et des feuilles de E.
globulus, mais aussi a mettre en évidence pour la premiére fois, I’activité antioxydante et
antibactérienne de I'extrait de ses fruits en vue de leur utilisation ultérieure dans les

différentes industries.
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Ce document est divisé en deux parties :

v Lapremiére partie est une synthése hibliographique relative aux radicaux libres, stress
oxydant, et les systémes antioxydants (endogénes et exogenes), les composés phénoliques
et aux données hibliographiques liées a la plante E. globulus qui afait I’ objet de la présente
étude.

v' Ladeuxiéme partie concerne I’ étude expérimentale, en premier lieu, la description des
différentes étapes suivies au cours de cette étude: la récolte des échantillons et |’ extraction
des polyphénols, suivie du fractionnement des extraits bruts sur le gel de Sephadex LH-20 et
le dosage de différentes classes de polyphénols. En second lieu, I’évaluation par trois
méthodes I’ activité antioxydante des extraits bruts et leurs fractions chromatographiques et

en dernier lieu I’ éude de I’ activité antibactérienne des extraits bruts.

.



Synthese bibliographique



I. Les radicaux libres, le stress oxydant et la défense antioxydante



Synthése bibliographique I.Les radicaux libres, le stress oxydant et la défense antioxydante

|.1. Lesradicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules ou atomes qui possedent un ou plusieurs
électrons non appariés sur leur couche externe. Ils apparaissent soit au cours de la rupture
symétrique d’ une liaison covalente pendant laguelle chaque atome conserve son éectron, soit
au cours d'une réaction redox avec perte ou gain d éectrons a partir d'un composé non
radical (Koechlin-Ramonatxo, 2006; Leverve, 2006). Cet état leur confere une tres grande
réactivité afin de revenir a |’ état stable soit en donnant un électron ou en prenant un électron
d’une autre molécule (Koechlin-Ramonatxo, 2006). En jouant le r6le d’ accepteur ou donneur
d’ éectrons, les radicaux libres ont donc la propriété d étre extrémement réactifs envers
d’ autres molécules et possedant un temps de demi-vie de la nano- a la milliseconde (Houée-
Levin et al., 2005; K oechlin-Ramonatxo, 2006).

Dans I’ organisme |’ oxygene est a I’ origine des différents radicaux libres (Koechlin-
Ramonatxo, 2006), |I'ensemble de ces radicaux et de leurs précurseurs est souvent appelé
espéces réactives de I’ oxygene (ERO) (Favier, 2003). Les ERO peuvent étre des radicaux de
I’ oxygene, de I’ azote ou des espéces non radicalaires qui peuvent étre facilement oxydées ou
converties aux radicaux libres (Aron and Kennedy, 2008). Les ERO sont des produits
inévitables de la consommation de |’ oxygene moléculaire par I’ organisme et leur production
est permanente (Koechlin-Ramonatxo, 2006). En effet, les ERO participent a de nombreuses
fonctions physiologiques de I’organisme telles que la phagocytose, |I'’améioration de la
fixation du glucose par les cellules musculaires et la reconstitution des stocks en glycogene

musculaire (K oechlin-Ramonatxo, 2006).

Les radicaux libres les plus courants sont: I’anion superoxyde (O,"), I"hydroxyle (OH"),
I’alkoxyle (RO), le peroxyde (ROQ"), le monoxyde d'azote (NO®) et les especes non
radicalaires qui incluent: le peroxyde d hydrogene (H.0,), I'acide hypochloreux (HOCI),
I ozone (O3), I’ oxygéne singulet (*O,) et le peroxynitrite (ONOO") (Aron and Kennedy, 2008;
Baudin, 2006).
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I. 1. 1. Formation des especesréactives de |’ oxygene
Les espéeces réactives de I’ oxygene sont produites d’ une maniere continue dans I’ organisme,

lafigure ci-dessous résume les principal es sources des radicaux libres dans lacellule.

..........................................................................................

Figure 1: Principales sources des radicaux libres dans la cellule (Houée-Levin et al., 2005 ).

Les principaux radicaux libres dérivés de I’ oxygene sont les suivants :
+« L’anion superoxyde

L’ oxygene consommeé par la mitochondrie est réduit de fagon tétravalente (addition de
guatre électrons) en deux molécules d’eau par le cytochrome oxydase (1), et participe a la
production d énergie par I'intermédiaire d’ une série de transporteurs d’électrons appelés
communément la chaine de transport d’ électrons (Figure 2) (Karp, 1998; Koechlin-Ramonatxo,
2006).

Cytochrome oxydase

Oz+4e_+4H+ > 2H20 (1)

Cependant, une fuite d’'électrons qui ne dépasse pas 3 a 5% de la production
mitochondriale peut avoir lieu au niveau du complexe | et |1, ce qui est a I’origine de la

formation de I'anion superoxyde (2) (Beaudeux et al., 2006).

O+ le— 0O, (2

-
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Cytosol
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mitochondriale & ‘L & &

Succinate (FADH,)

p-oxydation

cycle de Krebs

Figure 2: Schéma représentant |es é éments de la chaine de transport d’ é ectrons dans la membrane
mitochondriale interne (K oechlin-Ramonatxo, 2006).

Les électrons issus du NADH et du succinate provenant de la B-oxydation des substrats au niveau du cycle de Krebs,
sont transférés respectivement au complexe | (complexe NADH- ubiquinone réductase) et au complexe Il (complexe
succinate déshydrogénase). Les ubiquinones, aussi connus sous le nom de coenzyme Q, acceptent les électrons issus
des deux premiers complexes qui sont réduits alors en ubisemiquinone puis ubiquinol. Les électrons sont aors
transférés de I’ ubiquinol au complexe 111 (ubiquinol cytochrome C réductase) puis au cytochrome C et enfin au
complexe IV (cytochrome C oxydase). L’ oxygene moléculaire présent a ce niveau accepte de fagon tétravalente et
simultanée les électrons, se réduisant en eau.

Outre la mitochondrie, qui est le site principa de la formation des ions superoxydes
dans la cellule (Houée-Levin et al., 2005), la NADPH oxydase des cellules phagocytaires
intervient également dans la production extracellulaire d’ anions superoxydes au cours de la de
destruction des corps étrangers (Baudin, 2006).

La NADPH oxydase existe également dans d autres cellules telles que les cellules
endothéliales vasculaires et les cellules musculaires (Beaudeux et al., 2006). En dehors de ces
fonctions physiologiques, elle joue un réle prépondérant dans la production intracellulaire de

superoxyde (Beaudeux et al., 2006).

La xanthine oxydase est une autre source importante de superoxyde. Elle catalyse
I’oxydation de la xanthine (produit de dégradation des purines) en présence d’ oxygene en
acide urique (3) (Owen and Johns, 1999; Vako et al., 2006).

Xanthine oxydase

Xanthine+ 20,+H,O0 —— >  Acideurique+20,” +2H" (3)

el
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+ Le peroxyde d’hydrogene

Le radical superoxyde est peu réactif avec les biopolymeres (protéines, acide
nucléque (Marfak, 2003), maisil se transforme rapidement en peroxyde d' hydrogéne lors de
la réaction (4) catalysée par I'’enzyme superoxyde dismutase (SOD) (Gardes-Albert et al.,

2003).

SOD
O + O +2H" —» H0,+0, (4)

s Leradical hydroxyle

Le peroxyde d’ hydrogene est potentiellement toxique (Marfak, 2003) car il diffusetrés
facilement a travers les membranes et peut donc agir a distance de son lieu de production et
en présence de cations tels que Fe**, il se transforme en radical hydroxyle selon la réaction
Fenton (5) (Beaudeux et al., 2006; Gardes-Albert et al., 2003) ou bien par la réaction Haber-
Weiss (6) (Beaudeux et al., 2006). Le radical hydroxyle ainsi obtenu par ces réactions est

extrémement réactif (Favier, 2003).

Fe? + H,0, » Fe* +OH + OH (5) Réaction de Fenton

H202+ Oz._ S OH" + OH + 02 (6) Réaction Haber-Weiss

+ Le monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote (NO°) joue un réle trés important dans I’ organisme comme un
puissant vasodilateur, il contribue également dans la défense contre les cellules malignes et
les bactéries (Parke, 1999). La principale source endogéene de la production de NO® chez les
mammiféres est le systéme enzymatique NO synthétase qui transforme la L-arginine en
citrulline (Figure 3) (Beaudeux et al., 2006). Le NO" ainsi formé n'est pas réactif mais
constitue un précurseur pour dautres especes plus réactives. En effet, lors dune
surproduction d'anions superoxydes, ces derniers réagissent trés rapidement avec le
monoxyde d’ azote pour former le peroxynitrite (ONOQ") qui est trés toxique pour la cellule
car il intervient dans I’ oxydation de ADN et des lipides (Beaudeux et al., 2006; Parke, 1999;
Vako et al., 2006).
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Figure 3: Production de NO" a partir de la L-arginine (Houée-Levin et al., 2005).

|. 2. Lestress oxydant

Le stress oxydant est un déséquilibre profond entre les antioxydants et les prooxydants
en faveur de ces derniers (Pincemail et al., 2002). Cette situation peut résulter d’ une altération
de la membrane mitochondriale suite au dysfonctionnement de la chaine respiratoire
(Leverve, 2006), d'une activation des systémes enzymatiques (xanthine oxydase, NADPH
oxydase,..), d'une libération du fer a partir des protéines chéatrices (ferritine) ou d'une

oxydation de certaines molécules (glucose, hémoglobine) (Pincemail et al., 2002).

D’ autres facteurs tels que la fumée de cigarettes, les polluants, les ultraviolets (Lee et
al., 2007), et les efforts répétés (Pincemail et al., 2002) sont également a I’origine d une
production accrue de radicaux libres dans I'’organisme. Une aimentation pauvre en

antioxydants contribue aussi al’ apparition du stress oxydant (Pincemail et al., 2002).
l. 2. 1. Les conséquences du stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provoque des |ésions directes de mol écules
biologiques comme I’ oxydation de |’ ADN, des protéines, et des lipides (Favier, 2003; Tapiero
et al., 2004), mais aussi des |ésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des
meétabolites libérés notamment lors de I’ oxydation des lipides. L’ organisme peut aussi réagir
contre ces composes toxiques par production d’anticorps, qui malheureusement peuvent étre

aussi des auto-anticorps créant ainsi une troisiéme ligne d’ attague chimique (Favier, 2003).

o
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I. 2. 1. 1. Lesconségquences biochimiques
+ Laperoxydation lipidique

Les lipides notamment les acides gras insaturés sont les cibles privilégiées des
radicaux libres (Baudin, 2006). En présence de dioxygene, la réaction des radicaux sur les
doubles liaisons initie une réaction en chaine menant a des peroxydes ou a des
hydroperoxydes (Houée-Levin et al., 2005 ). Les hydroperoxydes ainsi formés peuvent subir
plusieurs transformations: étre réduits et neutralisés par la glutathion peroxydase ou continuer
a s oxyder et a se fragmenter en aldéhyde et en alcane qui, par leur volatilité, sont éiminés

par voie pulmonaire (Favier, 2003; Guichardant et al., 2006).

L'attaque des lipides peut concerner les lipoprotéines circulantes ou les
phospholipides membranaires, les conséguences seront différentes:

v/ L’attague des lipides circulants aboutissent a laformation de LDL (lipoprotéines de |égére
densité) oxydées, qui seront captées par des macrophages formeront ainsi des dépots lipidiques
de la plague d’ athérome responsabl es des mal adies cardiovasculaires (Favier, 2003);

v L’attague des phospholipides membranaires a une action sur la fluidité des membranes et
donc sur le fonctionnement de nombreux récepteurs, les aldéhydes ains libérés dans le

cytosol réagissent avec les proténes (Favier, 2003; Houée-Levin et al., 2005).
% L’oxydation des protéines

La toxicité des ERO s exerce également sur les protéines. Les ERO sont en effet
capables de réagir avec les différents acides aminés des proténes. Les plus sensibles aux

actions des ERO sont :

v les acides aminés aromatiques comme le tryptophane et la tyrosine sur lesquels le

radicl OH® s additionne en modifiant la conformation de la protéine (Baudin, 2006;

K oechlin-Ramonatxo, 2006);

v Les acides aminés contenant un atome de soufre tels que la cystéine et la méthionine; leur

oxydation par les radicaux libres conduit a la formation de ponts disulfures, donc a

I’ agrégation de plusieurs molécules de protéines (K oechlin-Ramonatxo, 2006);

v' Les acides aminés basiques : I'histidine, la lysine et I’ arginine, sont également sensibles
au radical hydroxyle et forment ainsi des dérivés carbonyles ou hydroxyles semi-aldéhydes
(Baudin, 2006).

o
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Les ERO peuvent aussi couper les liaisons peptidiques et former ains des fragments
peptidiques. Les protéines modifiées perdent leurs propriétés biologiques (enzyme,
récepteur,..) et deviennent beaucoup plus sensibles a |’ action des protéases (Favier, 2003). Les
protéines oxydées deviennent aussi hydrophobes et vont aors former des amas anormaux
dans ou autour des cellules. Ces amas, associés aux lipides, forment des dépots

caractéristiques des tissus des sujets agés (Favier, 2003).
% L’oxydation del’ADN

L’ADN qu'il soit nucléaire ou mitochondrial est également la cible majeur des ERO
(Koechlin-Ramonatxo, 2006). Les radicaux hydroxyles sont les plus actifs, ils ont la capacité
d’ oxyder rapidement les bases azotées. La guanine est la base la plus exposée al’ oxydation et
le principal produit formeé est la 8-hydroxyguanine (figure 4). Ces radicaux peuvent aussi
attaquer la fraction glucidique de I’ADN. L’ oxydation du désoxyribose est moins probable
gue celle des bases, elle mene soit a une perte de base adjacente et donc ala formation des
sites abasiques ou bien a une rupture de la liaison phosphodiester créant une coupure du
simple brin d’ ADN (Favier, 2003; Houée-Levin et al., 2005).

Figure 4: Produit de I’ oxydation de labase de I’ ADN, la guanine (Houée-Levin et al., 2005).

Ces dtérations structurales, lorsgu’ elles ne sont pas réparées, entrainent a long terme
des dtérations génétiques telles queles cassures chromosomiques, les mutations, et les
délétions qui sont a I’origine d'un dysfonctionnement au niveau du métabolisme protéque
(Koechlin-Ramonatxo, 2006).
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l. 2. 1. 2. Les conséquences biologiques
Elles sont extrémement variables selon la concentration des ERO :

v' des |égers stress augmenteront la prolifération cellulaire et |’ expression de protéines,

v’ des stress moyens faciliteront |’ apoptose;

v' des forts stress provoqueront une nécrose;

v les stress violents désorganiseront la membrane cellulaire et entraineront des lyses
immeédiates (Favier, 2003).

De nombreuses autres anomalies biologiques sont induites par le stress oxydant telles
gue les mutations, la carcinogénese, les maformations du feetus, les dépbts de protéines
anormales, les fibroses, la formation d’auto-anticorps, les dépbts de lipides oxydés, et les

immunosuppressions (Favier, 2003).

|. 3. La défense antioxydante contrelesERO

Les effets physiologiques des ERO s observent uniquement lorsgu’il ya un équilibre
entre les ERO et les antioxydants qui représentent un systeme de protection cellulaire face ala

réactivité des radicaux libres (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

L’ organisme possede deux systemes de défense: Le systéme endogene constitué
d’enzymes dont le role est de neutraliser les ERO par leur transformation en molécules
stables et non réactives. La deuxiéme ligne de défense “les piégeurs de radicaux libres” qui
sont des composes exogenes apportés par |I'aimentation et dont le réle essentiel est de
neutraliser les effets toxiques des ERO, limitant ainsi toute atteinte de I’intégrité cellulaire
(Koechlin-Ramonatxo, 2006; Negre-Salvayre et Salvayre, 2005).

Lafigure 5 illustre les différents antioxydants exogenes et endogenes qui interviennent

dans le mécanisme de la défense antioxydante contre |e stress oxydant.




Synthése bibliographigue I.Les radicaux libres, le stress oxydant et la défense antioxydante

Caroténoides
Vitamine E

Mn-80D
. Glutathion
Glutathion peroxydases

Vitamine C

Membrane
cellulaire

Catalase

Thiol / disulfure oxvdo-réductases
Glutathion
Cu-Zn SOD

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

i Peroxydases
1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

; Peroxydases (glutathion peroxydase, thioredoxine peroxydase)
1

Figure 5: Défenses cellulaires contre |e stress oxydant (Houée-Levin et al., 2005).

I. 3. 1. Ladéfense endogéne

La défense endogene est caractérisée par deux systémes différents. le systeme
enzymatigue et le systéme non enzymatique.

% Lesysteme enzymatique

Les systémes enzymatiques sont au nombre de trois et ils fonctionnent en

complémentarité.
* L es superoxydes dismutases (SOD)

Les SOD existent sous trois types : les SOD cytosolique a cuivre —zinc (Cu-ZnSOD),
les SOD mitochondriales a manganése (MnSOD) et les SOD extracellulaire a cuivre —zinc
(Cu-ZnSOD). Les SOD transforment le O™ en peroxyde d hydrogéne (Negre-Salvayre et
Salvayre, 2005; Valko et al., 2006).

L’ activité antioxydante des SOD est incompléte, car en éliminant |’ anion superoxyde,
elles produisent du peroxyde d’ hydrogéne (Baudin, 2006).

12
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Les deux autres systémes enzymatiques antioxydants a savoir |es peroxydases
(glutathion-peroxydase) et |a catalase ont pour réle d' éiminer le H,O, y compris celui produit
par les SOD (Baudin, 2006).

*L es peroxydases

Un taux de 85% de I’ activité peroxydasique est assuré par les peroxydases, et chez
I’Homme tout particuliérement par les glutathion-peroxydases (GPX) (Baudin, 2006). Ces
enzymes sont séléno-dépendantes et leurs réactions catalytiques nécessitent le glutathion
réduit (GSH) (Baudin, 2006).Trois GPX ont été identifiées :

v' La GPX classique (cGPX) localisée dans le cytosol et les mitochondries, elle intervient
dans laréduction du peroxyde d’ hydrogene et des hydroperoxydes,

v LaGPX gastro-intéstinale (GI-GPX) est spécifique des cellules digestives, elle intervient
dans laréduction des peroxydes apportés par |’ alimentation;

v' LaHPGPX locaisée au niveau des membranes cellulaires, €lle catalyse la réduction des
hydroperoxydes des acides gras polyinsaturés (AGPI) et des phospholipides (Negre-Salvayre
et Salvayre, 2005).

Les GPX peuvent également éliminer les peroxynitrites qui sont des oxydants trés
puissants (Cillard et Cillard, 2006).

Il existe d'autres peroxydases comme |la thioredoxine-peroxydase qui est une enzyme
antioxydante a séénium, €lle intervient également dans I'édimination du peroxyde
d’ hydrogene (Houée-Levin et al., 2005).

*|_a catalase

La catalase est une enzyme antioxydante intracellulaire, localisée essentiellement au
niveau des peroxysomes; €lle est capable d éiminer le peroxyde d hydrogéne in situ en le
transforment en eau et en oxygéne moléculaire (Cillard et Cillard, 2006; Negre-Salvayre et
Salvayre, 2005; Valko et al., 2006).

En plus de ce principal systéme enzymatique de défense, il en existe un autre
secondaire compose de phospholipases, de I’ADN endonucléase, de lipases et de
macroxyprotéinases empéchant d une part |’accumulation dans la cellule des molécules
oxydées (lipides, ADN et protéines) et d'autre part participe a I’élimination de leurs
fragments toxiques (Pincemail et al., 2002).

13
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+ Le systeme non-enzymatique
Ce systéme est compose de:
*Leglutathion

Le glutathion est un tripeptide, compose de glutamate, de glycine et de cystéine, cette
derniere lui apporte le groupement soufré caractérisant cette molécule (Gardes-Albert et al.,
2003). Le glutathion réduit (GSH) est généré a partir de glutathion oxydé (GSSG) par la
glutathion réductase en présence de NADPH (Baudin, 2006). Le GSH éimine directement les
ERO ou intervient comme cofacteur dans les réactions catalytiques de la glutathion-
peroxydase (Baudin, 2006; Houée-Levin et al., 2005) et il régénere également les principaux
antioxydants tels que lavitamine C et lavitamine E (Houée-Levin et al., 2005).

*Lathioredoxine

C’est une protéine a deux fonctions thiols. La thioredoxine réduite (TRX-(SH),) est
générée a partir du thioredoxine oxydée (Trx-SS) par la thioredoxine réductase (Houée-Levin
et al., 2005); €le intervient dans la réduction des ponts disulfures des protéines oxydées en
thiols (Houée-Levin et al., 2005).

* Lesprotéines de stockage de métaux detransition

Les protéines telles que la ferritine et la céruloplasmine jouent un réle important dans
le systeme de défense antioxydante comme agents chélateurs de métaux de transitions libres
(fer, cuivre) en les rendant inactifs a la formation des ERO (Curtay et Robin, 2000; Pincemail
et al., 2002).

|. 3. 2. La défense exogene
*Les polyphénols

Les polyphénols en particulier les flavonoides sont connus pour leurs propriétés
antioxydantes in vitro. Les flavonoides réagissent avec les radicaux libres les plus
prooxydants particulierement impliqués dans la peroxydation lipidique. De plus, ils ont une
activité chélatrice des métaux (Curtay et Robin, 2000). Plusieurs études épidémiol ogiques ont
montré que la consommation de fruits et légumes riches en flavonoides est associée a la

prévention de nombreuses maladies chroniques et dégénératives telles que le cancer, le

u
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vieillissement, la cataracte, la perte de mémoire, I’inflammation et I’infection (Pham-Huy et
al., 2008).
*L es caroténoides

Les pigments caroténoides sont tres répandus dans la nature. Ils contribuent a la
coloration de nombreux fruits et légumes, dont la couleur varie du jaune au rouge
orangé (Nicol et Maudet, 2000). L es caroténoides font partie de la famille des tétraterpenoides
et ils sont classés en deux catégories: les composés non oxygénés "les caroténes ', tels que le
béta carotene et les composés oxygenés "les xanthophylles® tels que la luténe
(Figure 6) (Dutta et al., 2005). Les caroténoides sont les composeés les plus efficaces dans le
piégeage de I’ oxygene singulet (*O,) (Stahl and Sies, 2004). L’ efficacité des caroténoides
dans le piégeage des ERO est liée au nombre de double liaisons conjuguées présent dans la
molécule (Tapiero et al., 2004).

e
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B-Caroténe

Figure 6: Structure du B-caroténe (carotenes) et de laluténe (xanthophylles) (Liu, 2007).

*Lavitamine E

La vitamine E est le terme générique utilisé pour décrire la famille des huit
antioxidants liposolubles avec deux types de structures; les tocophérols (a-tocophérol, -
tocophérol, y-tocophérol et &-tocophérols) et tocotriénols (a-tocotriénol, B-tocotriénol, -
tocotriénol, d-tocotriénol) (Liu, 2007).

L’ a-tocophérol (Figure 7) est la forme la plus abondante dans la nature et la plus
active (Berset, 2006). Son caractére liposoluble lui confére une possibilité de s'insérer entre
les acides gras des phospholipides constituants les membranes et les lipoprotéines et de les
protéger des radicaux libres (Gardés-Albert et al., 2003).
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Son réle essentiel est de bloquer I’ étape de propagation de la peroxydation lipidique en
réduisant les peroxydes lipidigues en alcool (Negre-Salvayre et Salvayre, 2005). De plus, I a-
tocophérol est capable de capter les radicaux superoxydes, hydroxyles ainsi que I’ oxygene
singulet (*O,) (Gardés-Albert et al., 2003).

CHj

Figure 7: Structure chimique de |’ a. -tocophérol (Berset, 2006).

*Lavitamine C

La vitamine C inclue I'acide ascorbique et son produit d oxydation acide
déhydroascorbique (Podsedek, 2007). La vitamine C est un bon capteur de radicaux libres
oxygénés notamment les radicaux hydroxyles et les superoxydes et elle intervient également
dans larégénération de lavitamine E (Gardes-Albert et al., 2003).

H,OH
2 H,OH
CHOH CHOH
o o
© O
OH o o

OH

Acide ascorbique (forme réduite) Acide déhydroascorbique (forme oxydée)

Figure 8: Structure chimique de la vitamine C (Grusse, 2003).

*Lesoligo-ééments

Les oligo-éléments comme le cuivre, le zinc et le sélénium exercent un réle important
contre le stress oxydant. En effet, ces ééments sont des cofacteurs de nombreuses enzymes
impliquées dans la détoxification des ERO telles que les Cu-ZnSOD et la glutathion-
peroxydase (Pincemail et al., 2002).
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Les plantes produisent une grande variété de composes non nutritifs et qui ne sont pas
directement liés a leur développement. Ces composés sont appelés les métabolites
secondaires. En se basant sur leurs origines biosynthétiques, les substances naturelles
veégétales peuvent étre divisées en trois groupes principaux: les terpénoides, les alcaloides et

les composés phénoliques ou les polyphénols (Richter, 1993).

I. 1. Lesterpénoides

Les composes de ce groupe sont constitués uniquement de carbone, d’ hydrogene et
d’ oxygene. Ils résultent de la condensation des unités isopréniques (Figure 9). La chaine
carbonée par la suite peut étre modifiée par des réactions d’ oxydations ou de réductions ou
par I’ élimination du carbone. Ce groupe comporte les huiles essentielles, les caroténoides, les

résines, les stéroides et les polymeres comme le caoutchouc (Richter, 1993).

CHs CH,

AN

CH,

Figure 9: Structure d' une unité isopréne (Richter, 1993).

Il.2. Lesalcaloides

Ce sont des bases organiques possedent souvent deux ou plusieurs atomes d’ azote
dans la molécule. La majorité des acaoides dériveraient des acides aminés tels que le
tryptophane, la tyrosine, la lysine et I’ornithine. D’autres ééments peuvent introduire
également dans la structure moléculaire des alcaloides et en particulier des groupes méthyle et
acétyle, des unités en Cs et Cyg (isopréne, monoterpene), des dérivés de I’ acide cinnamique et
des composés phénoliques. Parmi ces composés la nicotine et la colchicine (Richter, 1993).
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I1. 3. Les composés phénoliques

Les polyphénols sont des composés possédant un ou plusieurs cycles benzéniques
portant un ou plusieurs groupes hydroxyles, en plus d’ autres constituants (Chira et al., 2008).
Plusieurs milliers de composés phénoliques ont été caractérisés (Macheix et al., 2006).

Ces composés peuvent aler de molécules simples comme les acides phénols a des
composes hautement polymeérisés de poids moléculaire élevé (30 000 Dalton) (Balasundram
et al., 2006; Chiraet al., 2008).

Chez les végeétaux, ces composes fournissent des fonctions essentielles dans la
reproduction et la croissance, ils sont impliqués dans les mécanismes de défense contre les
pathogenes, les parasites et les prédateurs, et ils contribuent également ala couleur des
plantes (Liu, 2007).

Ladistribution des polyphénols dans la plante, les tissus et au niveau de lacellule n’est
pas uniforme. Les polyphénols solubles se localisent au niveau des vacuoles tandis que les
insolubles se retrouvent au niveau des parois cellulaires (Maisuthisakul et al., 2008; Naczk
and Shahidi, 2004).

I1. 3. 1. Labiosynthése
Les phénols des plantes sont synthétisés a partir de deux voies principales:

*Voie du shikimate : Cette voie permet la transformation des monosaccharides, issus du
métabolisme primaire, en acides aminés aromatiques (phényalanine et tyrosine). Par
désamination, ces acides aminés conduisent a la formation des acides cinnamiques et a leurs
nombreux dériveés tels que les acides benzoiques, les lignines et les coumarines (Bruneton,
1999).

*\ oie acétate-malonate: Cette voie de biosynthése consiste a former des noyaux aromatiques
par cyclisation des chaines polycétoniques. Ces derniéres sont obtenues par condensation
d’unités acétate (Richter, 1993). La voie de |’ acétate-malonate intervient dans la synthese
d’un second noyau benzénique de nombreux composés ayant dga un noyau aromatique

obtenu par la voie du shikimate chez les végétaux supérieurs (Richter, 1993).
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La diversité structurale des composes phénoliques est due a cette double origine
biosynthétique et augmente par la fréquence de combinaison des deux voies dans
I’ éaboration des composés d’ origine mixte tels que les flavonoides (Bruneton, 1999; Chira et
al., 2008).

I1. 3. 2. Lesdifférentes classes de polyphénols

Vue la diversité structurale des composés phénoliques, ces métabolites peuvent étre
repartis en plusieurs classes (Balasundram et al., 2006), parmi ces dernieres. les acides
phénoliques, les flavonoides et |es tannins. Ces classes de composeés phénoliques sont les plus

rencontrées chez les végétaux (Balasundram et al., 2006).
I1.3.2. 1. Acides phénoliques

Ils appartiennent a deux groupes, les acides hydroxybenzoiques et les acides
hydroxycinnamiques. Ces substances sont généralement a I’état soluble dans les vacuoles
(Macheix et al., 2006).

¢ Lesacides hydroxybenzoiques

Ces acides présentent une structure en Cg-C;, composée d’ un noyau benzénique sur
lequel s attache une chaine aiphatique a un carbone (Figure 10 a). lls incluent I’acide
vanillique, I’acide syringique et I’acide gallique, ce dernier est le compose le plus répandu
dans la nature (Chira et al., 2008). Ces acides existent fréquemment sous formes d’ esters ou
de glucosides et peuvent également étre intégrés dans de nombreuses structures complexes

comme celles de certains tannins (Macheix et al., 2006; Richter, 1993).
s Lesacides hydroxycinnamiques

IIs représentent une classe trés importante, dont la structure en Cs-C3 (figure 10 b)
dérive de I'acide cinnamique. Ces acides sont rarement présents a I’ état libre et existent
généralement sous forme d’ esters ou de glucosides (Macheix et al., 2006; Richter, 1993). Les
acides hydroxycinnamiques les plus répandus dans la nature sont les acides caféique, p-
coumarique, férulique et sinapique (Bruneton, 1999).
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R;
a
R, COOH
R3
Substitutions
Dérivés d'acide benzoique R, R, R

Acide p-hydroxybenzoique H OH H
Acide protocatéchique H OH OH

Acide vanillique CH;O OH H

Acide syringique CH30 OH CH30

Acide gallique OH OH OH

Ry
b
R, C==C——COOH
R3
Substitutions

Dérivés d'acide cinnamique R, R, Rs
Acide p-coumarique H OH H
Acide caféique OH OH H
Acide férulique CH;O OH H
Acide sinapique CH:0 OH CH:0

Figure 10 : Structure des acides phénoliques: (a) les dérivés d' acide benzoique et (b) les

dérivés d’ acide cinnamique (Liu, 2007).




Synthése bibliographique 11, Les composés phénoliques

[l.3.2. 2. Flavonoides

Le terme flavonoides dérive du latin flavus qui veut dire jaune. Les flavonoides sont
des pigments de divers végétaux. Cette classe comprend des composés contribuants a la
pigmentation jaune, d’autres sont responsables des couleurs variées (bleu, violet,.. etc.) aors
gue certains sont incolores (Richter, 1993). Ces composés constituent le groupe le plus
abondant parmi les composeés phénoligues (Chira et al., 2008), environ 4000 flavonoides ont
ééidentifiés (Heim et al., 2002). Chez les plantes, |es flavonoides ont des roles variés en tant
gue métabolites secondaires, ils sont impliqués dans les processus de défense contre les
ultraviolets, la stimulation des nodules de fixation de |’ azote et la résistance aux maladies
(Chiraet al., 2008; Marais et al., 2006).

Les flavonoides se caractérisent par un squelette carboné Cg-Cs-Cs (Marais et al.,
2006; Pietta, 2000 ), a deux cycles aromatiques A et B liés par un hétérocycle C oxygéné
(figure 11) (Balasundram et al., 2006). Le noyau A dérive de la voie acétate —malonate, alors
gue le noyau B et le pont a 3 carbones sont issus de la voie de I’acide shikimique (Chira et
al., 2008).

Figure 11: Structure de base des flavonoides (Heim et al., 2002).

La structure de I'hétérocycle ainsi que son degré d oxydation permettent de
distinguer les différentes classes des flavonoides (Aron and Kennedy, 2008; Macheix et al.,
2006), les plus importantes (Figure 12) sont: les flavones, les flavanones, les isoflavones, les
flavonols, les flavan-3-ols et les anthocyanidines (Pietta, 2000; Scalbert et Williamson 2000).
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Figure 12: Structures de base des principaux flavonoides (Chiraet al., 2008; Heim et al., 2002).

Les substitutions autour de la structure de base des flavonoides donnent naissance a
des composés différents a |’ intérieur de chaque classe (Tableau |, annexe I) (Macheix et al.,
2006). La plupart des flavonoides existent sous forme de glycosides. La solubilité des ces

composes est modifiée par les réactions de substitutions, les hydroxylations et les

2
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glycosilations les rendent généralement plus hydrophiles en revanche d autres substitutions

telle que la méthylation, les rendent plus lipophiles (Chira et al., 2008).
[1.3.2. 3. Tannins

Le terme tannin utilisé depuis I’ Antiquité par I’Homme, pour designer les composés
d’origine végétale responsables de la transformation des peaux animales fraiches en cuir
imputrescible et peu perméable, cela en formant des complexes stables avec le collagéne
(Bennick, 2002; Ribéreau-Gayon, 1968). Ainsi, les tannins sont considérés comme étant des
composes phénoliques ayant un poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Dalton et qui ont

la propriété de précipiter les acaloides et |es protéines (Ribéreau—Gayon, 1968).

Les tannins sont classés en deux groupes différents selon leur réactivité chimique et
leur composition: les tannins hydrolysables et les tannins condensés (Macheix et al., 2006;
Ribéreau —Gayon, 1968).

+ Lestannins hydrolysables

Ils sont caractérisés par le fait qu'ils peuvent étre dégradés par hydrolyse chimique
(acide ou alcaline) ou enzymatique (Macheix et al., 2006). Is libérent une fraction phénolique
qui peut étre soit de I’ acide gallique (cas des gallotannins) soit un dimére de ce méme acide
appelé I’ acide élagique (cas des tannins élagiques) et une fraction non phénolique qui est
souvent du glucose (Figure 13A) (Bennick, 2002; Bossu et al., 2006). Les tannins
hydrolysables sont abondants dans le bois, I’écorce, les feuilles et les fruits des végétaux
(Bossu et al., 2006 ).

% Lestannins condensés

Les tannins condensés sont des monomeéres de flavan-3-ols tels que la catéchine ou
I’ épicatéchine qui sont liés par des liaisons C-C le plus souvent C4-Cg ou C4-Cs. Le degré de
polymérisation varie considérablement de quelgques molécules de flavanols a plus de 50
(figure 13B) (Bennick, 2002; Chira et al., 2005; Rahim et al., 2008). Contrairement aux
tannins hydrolysables, les tannins condenses sont résistants a I’hydrolyse et seules les
attaques chimiques fortes permettent de les dégrader. Ainsi, par traitement acide et a chaud,
les tannins condensés peuvent libérer des pigments rouges (les anthocyanidines), pour cette
raison, les tannins condensés sont également désignés par le terme “proanthocyanidine ”
(Bennick, 2002; Macheix et al., 2006).

3
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Figurel3: Structures chimiques destannins ; (A) Tannins hydrolysables, (B) Tannins
condensés (Naczk and Shahidi, 2004).
I1.3.2. 4. Lignines
Les lignines sont des polymeres phénoliques qui sont les seconds biopolymeres
répandus dans la nature aprés la cellulose (Vermerris and Nicholson, 2009). Les lignines
constituent 15 a 35 % du bois des angiospermes et des gymnospermes, ils constituent une

biomasse considérabl e produite par les végétaux (Macheix et al., 2006).
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En raison de leur caractere hydrophobe marqué, les lignines s accumulent au niveau
des parois des cdlules, elles se localisent au niveau des vaisseaux conduisant la séve et sont
responsables de la rigidité des fibres végétales (Vermerris and Nicholson, 2009). Ces
composes se localisent également dans les tissus végétaux présentant une forte résistance
mécanique comme le noyau des fruits (Macheix et al., 2006). Les lignines jouent un role de
barriere chez la plante contre les champignons et les attagues d'insectes (Vermerris and
Nicholson, 2009).

L’ étude des lignines reste difficile pour cette raison une dégradation est préconisée
avant de pouvoir les analyser (Macheix et al., 2006). Elles résultent de la polymérisation
tridimensionnelle de trois unités phénoliques dénommeées monolignols et qui sont les acools
coumarylique, coniférylique et sinapylique (Figureld), dérivant respectivement des acides p-

coumarique, férulique et sinapique (Vermerris and Nicholson, 2009).
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Figure 14: Les monomeéres constitutifs des lignines (Vermerris and Nicholson, 2009).

La structure des lignines varie d une fagon remarquable avec les groupes végeétaux
(gymnospermes ou angiospermes), avec la nature ou I’ &ge des tissus concernés ou encore sous
I'action de certains facteurs exogenes comme la lumiere (Macheix et al., 2006). Ces
variations reposent principalement sur trois points; la fréguence des trois monomeéres dans le
polymére final, I'hétérogénéité des liaisons intervenant entre les différents monomeres
(Macheix et al., 2006) et les constituants incorporés dans le polymeére tels que: I’ acides p-
coumarique, |’acétate, les sucres simples, et les aldéhydes phénoliques (Vermerris and
Nicholson, 2009).
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I1. 3. 3. Activités biologiques des composeés phénoliques

Les polyphénols ont une importance remarquable vue leurs effets bénéfiques sur la
santé. En effet, leur réle comme antioxydants naturels suscite, de plus en plus, I'intérét des
chercheurs dans la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et
cardiovasculaires, de I’ athérosclérose, du diabete et des mal adies neurodégénératives (Chira et
al., 2008; Siddhuragju, 2007). De plus, ces métabolites sont doués d’ activités antibactérienne
(Karou et al., 2005), antivirale et antiparasitaire (Aron and Kennedy, 2008 ).

[1.3.3.1. Activité antioxydante

Ces dernieres années, plusieurs éudes sont focalisees sur I'extraction et la
détermination des composés phénoliques de divers plantes (Jang et al., 2007) dans le but
d’étudier la relation entre ces composés et leur activité antioxydante (Tabart et al., 2009),
d’ élucider le mécanisme d'action de ces composés (Yang et al., 2008) et de les faire
introduire par la suite comme additifs dans I’industrie agroalimentaire, pharmaceutique et
cosmétique (Chiraet al., 2008).

% Les acides phénoliques

Les acides phénoliques possedent un caractére antioxydant pour la plupart des dérivés
cinnamiques ou benzoiques (Berset, 2006). Parmi les plus actifs : les acides rosmarinique,
galique, caféique, dihydrocaféique et chlorogénique (Berset, 2006). L’ activité antioxydante
des acides phénoliques augmente avec |e nombre de groupements hydroxyles (Balasundram et
al., 2006).

Plusieurs é éments sont en faveur de la relation structure-activité des acides phénoliques.
Ainsi, les acides hydroxycinnamiques ont toujours une activité antioxydante plus éevée que
celle des acides hydroxybenzoiques. Ceci peut étre di au groupement CH=CH-COOH, qui
assure une plus grande capacité de donation d atome d hydrogéne et de stabilisation du
radical que le groupement COOH des acides hydroxybenzoiques (Balasundram et al., 2006).

D’autres part, I"addition d'un second OH sur le cycle aromatique augmente fortement
I’activité des acides phénoliques et |a position également des hydroxyles joue un role dans
leur efficacité : para > ortho > méta ou para = ortho > méta. Un troisieme hydroxyle renforce
le caractére antioxydant de ces composés (Berset, 2006).

2%
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D’apres Terao et ses collaborateurs (1993) (cités par Berset (2006)), les groupements
methoxy jouent, dans une moindre mesure, le méme role que les groupements hydroxyles. Le
groupement O-CHj3; augmente la réactivité envers les radicaux peroxydiques. Ainsi,
I’ efficacité des acides hydroxybenzoiques est classée comme suit : acide syringique > acide
vanillique > acide p- hydroxybenzoique et pour la famille des cinnamiques, I’ efficacité suit
I’ ordre décroissant suivant : acide sinapique > acide férulique > acide p-coumarique (Berset,
2006).

La condensation de deux acides phénoliques peut renforcer aussi |'activité
antioxydante d’un composg; la curcumine formée par la dimérisation de deux acides
férulique, I’ acide rosmarinique par condensation de deux unités d’ acide caféique, et del’ acide

éllagique est obtenu par cyclisation de deux acides galliques (Berset, 2006).
+» Lesflavonoides

Beaucoup d études se sont focalisées sur I'impact de la consommation du the,
boissons riches en flavonoides et surtout en quercétine sur la santé (Derbel et Ghedira, 2005).
En effet, les flavonoides sont connus pour leurs propriétés scavenger des especes oxygéenées

invivo et in vitro (Yang, 2008).
Les flavonoides peuvent exercer leur activité antioxydante par divers moyens :

* La plupart des flavonoides possédent la capacité de piéger les radicaux libres en agissant

comme donneurs d’ hydrogéne et d’ électrons;

* Certains peuvent aussi agir comme antioxydants par réaction directe avec les radicaux

libres pour former des produits moins réactifs ;

* Quelques flavonoides aussi sont des inhibiteurs puissants de certaines enzymes qui généerent
les radicaux libres telles que: la cyclooxygenase, |a lipooxygénase et la xanthine oxydase (Le
et al., 2007);

* La chéation des métaux de transition est aussi un effet antioxydant exercé par certains
flavonoides (Tripoli et al., 2007). Le complexe flavonoide-métal formé exerce a son tour un
réle préventif en piégeant les superoxydes. De plus, ces complexes sont plus actifs que les
flavonoides seuls dans le piégeage des radicaux libres superoxydes (Aron and Kennedy,
2008).

wa
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En général, |’ activité de piégeage des radicaux libres par les flavonoides dépend de
leur structure chimique, substitution, conjugaison et leur degré d’ hydroxylation (Tripoli et al.,
2007).

Selon des études basées sur larelation structure-activité des flavonoides trois é éments

structuraux importants sont décrits pour |’ évaluation de |’ activité antioxydante (figure 15) :

a La structure ortho-dihydroxy (catéchol) sur le cycle B qui confere une grande stabilité au

radical aroxyl et elle participe ala délocalisation des électrons (Tripoli et al., 2007);

b- La présence de la double liaison 2, 3 conjuguée avec le groupement 4-oxo, favorise la
délocalisation des électrons du cycle B (Heim et al., 2002; Pietta, 2000);

c- La présence des groupements hydroxyles libres au niveau du carbone 3 de I’ hétérocycle et
du carbone 5 du noyau A augmentent aussi |’ activité antioxydante des flavonoides (Berset,
2006; Shi et al., 2001).

La quercétine qui présente toutes ces caractéristiques structurales est plus active que le
kaempférol (Berset, 2006; Le et al., 2007; Shi et al., 2001). Cependant, la glycosilation du
groupement hydroxyle du carbone 3 du cycle C entraine une baisse de I’ activité antioxydante
(Heim et al., 2002 ), €elle est plus marquée lorsque le sucre est un diholoside, cas de la rutine
(Pietta, 2000). Egalement, |a substitution des groupes hydroxyles du noyau B par des groupes
méthoxyles dtere le potentiel redox qui affecte la capacité antioxydante des flavonoides
(Balasundram et al., 2006).
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Figure 15 : Les groupes fonctionnels des flavonoides a haute capacité
antioxydante (Shi et al., 2001).
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Les flavonols sont les antioxydants les plus efficaces de tous les flavonoides. Leur
pouvoir antioxydant est supérieur a celui des flavones, flavanols, flavanones et des acides
phénoliques, gréce a leur groupe céto et leur groupement hydroxyle libre en position 3 du
cycle C (Berset, 2006).

«» Lestannins

Ces composés sont également doués d' un pouvoir antioxydant. C'est ains que les
tannins hydrolysables inhibent la peroxydation des lipides et que les tannins condenses
inhibent laformation des superoxydes (Derbel et Ghedira, 2005).

Selon les résultats d’ une étude faite par Nakagawa and Y okozawa (2002), un mélange
préparé a base de tannins purifiés du thé vert a montré une activité de piégeage de monoxyde
d’ azote et du superoxyde, plus importante que celle de I’ extrait issu du thé vert. Les catéchols
du thé piégent les radicaux libres, chélatent les ions métaliques et préservent d'autres
antioxydants comme la vitamine E (Derbel et Ghedira, 2005).

L’ activité antioxydante des tannins est conditionnée par plusieurs facteurs :
*Lavitesse de laréaction;

*Lastabilité du radical formé;

*Laformation de liaisons hydrogéne intramol écul aires;

* Les réarrangements structuraux possibles (Berset, 2006). En effet, la présence d’ un groupe
pyrogalol sur le cycle B tel que I’ epigallocatéchine ou I acylation du groupement OH porté
par le carbone 3 des flavanols par I'acide gallique tels que |’ épicatéchine- gallate,
I’épigallocatéchine- gallate, renforce I'activité (Pietta, 2000) en portant des fonctions
hydroxyles supplémentaires (Berset, 2006).

*La capacité antioxydante des tannins dépend également de |’ ouverture du cycle pyranique
(cycle C) (Rahim et al., 2008).

[1.3.3.2. Activité antibactérienne

Les polyphénols sont connus aussi pour leurs propriétés inhibitrices de la croissance
bactérienne (Karou et al., 2005). Cependant, les mécanismes d’ actions de ces composés sur
les microorganismes ne sont pas totalement éucidés. D’apres ces auteurs Cowan (1999),
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Daciana Ciocan and Bara (2007) et Rodriguez Vaguero et al. (2007), les effets inhibiteurs
des composés phénoliques pourraient étre expliqués par leur adsorption sur les membranes
cellulaires, par leurs interactions avec les enzymes et par privation des substrats et des

meétaux.
+ Lesacides phénoliques

Il a éé rapporté que les acides phénoliques peuvent exercer des effets antibactériens
sur plusieurs souches. Puupponen-Pimia et ses collaborateurs (2001) ont rapporté que les
acides hydroxycinnamiques (p-coumarique, caféique et férulique) inhibent la croissance de
Escherichia coli et Salmonella enterica. Landete et al. (2007) (cités par Rodriguez et al.,
2009) ont testé les effets antibactériens de neuf composés phénoliques du vin parmi eux les
acides hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques sur Lactobacillus plantarum, ces auteurs
ont constaté que les acides hydroxycinnamiques ont une forte activité antibactérienne que les
acides hydroxybenzoiques. La présence de la chaine aliphatique confére aux acides
hydroxycinnamiques un caractére moins polaire que celui des acides benzoiques. Cette
propriété peut étre a I’origine de leur activité antibactérienne considérable par rapport aux
acides hydroxybenzoiques, ce qui facilite d’ une part la pénétration de ces acidesal’intérieur
delacdlule et d autre part leur réarrangement entre les lipides membranaires ce qui engendre
la perturbation du métabolisme énergétique de la cellule bactérienne (Rodriguez Vaquero et
al., 2007).

La toxicité des acides phénoliques vis-a-vis des bactéries peut étre également liée au
nombre de groupements hydroxyles (Cowan, 1999). D’ apres les résultats d’ une étude réalisée
par Rodriguez Vaquero et ses collaborateurs (2007), I’ acide gallique, avec ses trois groupes
hydroxyles, exerce une forte activité antibactérienne sur les souches testées (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa et Saphylococcus aureus) comparativement a |I'acide

protocatéchique qui présente deux groupements hydroxyle.
+ Lesflavonoides

L’ activité antibactérienne des flavonoides est largement documentée, la propolis est
I’un des produits les plus éudiés pour sa richesse en flavonoides (Cushnie and Lamb, 2005).
Kosalec et al. (2005) ont montré que les extraits de propolis a une concentration de 1% en
flavonoides exercaient une forte activité antibactérienne sur plusieurs souches: Bacillus

subtilis, Sataphylococcus aureus, Enterococcus faecalis et Streptococcus pyogenes.
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D’ apres Cushnie and Lamb (2005), I’ action des flavonoides sur la cellule bactérienne
peut s exercer a différents niveaux : ils peuvent affecter la paroi bactérienne, la membrane
cytoplasmique, ou inhiber la synthése de I’ADN, comme ils peuvent également perturber les

voies métaboliques des bactéries.

Les études de relation structure-activité antibactérienne ont montré que la présence de
groupements hydroxyles en position 2',4' ou 2',6' sur le noyau B des flavonoides ainsi que les
substitutions au niveau du carbone 8 ou 6 du cycle A par une chaine aliphatique longue,
augmentent |’ activité antibactérienne de ces composés (Cushnie and Lamb, 2005).

«» Lestannins

Des études récentes ont révél é que les tannins condensés et hydrol ysabl es apportés par
les diments empéchent I’adhésion de Helicobacter pylori aux parois cellulaires et par

conséquent ilsinhibent le dével oppement de I’ ulcere de I’ estomac (Vattem et al., 2005).

Une étude réaisée in vitro sur I’évauation de I'effet de 36 polyphénols et de 4
terpenoides isolés a partir de plusieurs plantes médicinales, sur le développement de
Helicobacter pylori, a montré que tous les tannins hydrolysables testés ont présenté une
activité bactéricide sur Helicobacter pylori, comparativement au reste des polyphénols testés.
Cette action peut étre due a I’ atération de la membrane cytoplasmique de la bactérie par les

ces composés (Funatogawa et al., 2004).

D’apres, Cowan (1999), Rodriguez et al. (2009) et Zimmer et Cordesse (1996)
I’activité antibactérienne des tannins condensés est plus marquée que celle des tannins
hydrolysables. Les mécanismes avec lesquels ces composés inhibent |es microorganismes ne
sont pas clairement définis (Galdo Rodrigues et al., 2008; Zimmer et Cordesse, 1996). Par
ailleurs, ces effets inhibiteurs peuvent étre liés aux propriétés astringentes des tannins qui se
lient avec les enzymes bactériennes et les polysaccharides, aleur capacité d’interagir avec la
membrane cytoplasmique en modifiant sa perméabilité et ala chélation des différentsions, ce
qui rend ces composés inaccessibles aux bactéries (Akiyama et al., 2001; Cowan, 1999;
Galvao Rodrigues et al., 2008; Zimmer et Cordesse, 1996).

Galvao Rodrigues et ses collaborateurs (2008) ont rapporté que |’ activité antibactérienne des
tannins peut étre déterminée par deux facteurs essentiels; leur poids moléculaire élevé ains

gue la configuration ortho de leurs groupements hydroxyles.

a3



II1. Les plantes médicinales-Eucalyptus globulus



Synthése bibliographique 111. Les plantes médicinales-Eucalyptus globulus

L’Homme, depuis I’Antiquité, utilise des plantes pour se soigner sans qu'il ne
cherchait a savoir pourquoi ou comment elles agissaient (Schauenbeg et Paris, 1977).
Environ 250 000 a 500 000 especes de plantes ont été répertoriées dans le monde, un
pourcentage faible (1 et 10%) est utilise comme nourriture pour I"'Homme et les autres
espéces animales alors qu’ un taux plus éleve est utilisé pour des besoins médicinaux (Cowan,
1999).

La science moderne, en analysant et étudiant les effets thérapeutiques des plantes, n'a
pas pour but de diminuer la confiance que I’'Homme avait envers les plantes, mais plutdét de
préciser, comparer et classer les diverses propriétés des plantes afin de mieux les connaitre
(Encyclopédie des plantes médicinales, 2001; Schauenberg et Paris, 1977).

La plante médicinale se définit comme “toute plante renfermant un ou plusieurs
principes actifs capables de prévenir, de soulager ou de guérir certaines maladies”
(Encyclopédie des plantes médicinales, 2001; Schauenberg et Paris, 1977).

I11. 1. LesMyrtacées et I’ espéce Eucalyptus globulus

La famille des Myrtacées est |I'une des familles les plus importantes dans le regne
végétal renfermant divers genres reconnus pour leurs effets thérapeutiques remarquables.

Parmi ces genres, le Eucalyptus précisément |’ espece : Eucalyptus globulus.
[11. 1. 1. Lafamille des Myrtacées
[11. 1. 1. 1. Description botanique

Les plantes de cette famille sont des arbres ou des arbustes a feuilles généralement
opposees, entiéres, de grandes trandlucides avec stipules réduits ou totalement absents (Judd
et al., 2002; Ozenda, 1982). Ces plantes se caractérisent par des fleurs odorantes cycliques,
actinomorphes et bisexuées (Deysson, 1979; Spichiger et al., 2002 ). Leurs fruits sont sous
forme de baie ou de capsule et parfois de drupe (Ozenda, 1982; Spichiger et al., 2002 ).

[11. 1. 1. 2. Distribution géographique

Ces plantes se localisent principalement dans les régions tropicales et se rencontrent
particulierement en Amérigue et en Australie (Spichiger et al., 2002). Néanmoins, certaines
espéces ont été acclimatées dans d’autres pays tels que les pays du bassin Méditerranéen,
I’Europe et I’Ameérique du nord (Ait youssef, 2006).
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[11. 1. 1. 3. Genres principaux

Lafamille des Myrtacées possede environ 3500 especes reparties en 150 genres dont
les principaux sont : Eucalyptus, Eugenia (giroflier), Psidium (goyavier), Myrtus (myrte) et
Syzygium (jambosier) (Judd et al., 2002; Ozenda, 1982).

[11. 1. 1. 4. Intéréts de certaines espéces de Myrtacées

Les fruits de certaines espéeces de cette famille comme Psidium guajava (goyave),
Eugenia uniflora (cerisier de Cayenne), syzygium jambos (pommier rose) sont comestibles
(Ozenda, 1982; Spichiger et al., 2002). Les boutons floraux de Eugenia caryophyllata (clous
de girofle) et les fruits de Pimenta clioica sont utilisés eux aussi comme épices (Judd et al.,
2002; Ozenda, 1982; Spichiger et al., 2002).

Certains genres de cette famille sont utilisés comme plantes ornementales appréciées
notamment pour leurs pétales, sépales ou étamines parmi ces genres: le Myrtus (myrte) et le
Eucalyptus (Judd et al., 2002; Ozenda, 1982; Spichiger et al., 2002).

D’autres genres sont une source importante dhuiles essentielles extraites
essentiellement  de leurs feuilles. Ces composes exercent plusieurs effets
thérapeutiques (antiseptique, balsamique..) et rentrent dans la préparation des produits
pharmaceutiques. Le tableau | illustre les effets thérapeutiques des huiles essentielles

extraites de certaines espéces de lafamille des Myrtacées.

En plus des effets thérapeutiqgues des especes de Eucalyptus qui sont liés
principalement aux huiles essentielles, I’ eucalyptus est utilisé a grande échelle comme arbre
de reboisement en zone tropicale et semi-aride. Son bois intervient dans des utilisations trés
diversifiées comme source d' énergie, dans la construction, il est également utilisé dans les
industries papetiéres,... etc (Bigendako, 2004; Forrest and Moore, 2008; Ozenda, 1982;
Spichiger et al., 2002).
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Tableau |: Effets thérapeutiques des huiles essentielles de certaines especes de lafamille des

Myrtacées.
Espéce Partie utilisée Effetsthérapeutiques Références
Eucalyptus globulus Feuilles Balsamique, antiviral, Bachir Raho et Bendali (2008) ;
antibactérien, et antimalarique, | Batish et al. (2008) ;
antibactérien et pesticide. Ghediraet al., (2008) ;
Wichtl et Anton(2003).
Eucalyptus camaldulensis | Feuilles Antibactérien. Bachir Raho et Bendali (2008).
Melaleucu cajupuli Feuilles Effets antirhumatismal,
. antidermatique et insecticide.
(Cajeput)
Malaleuca quinquenervia | Feuilles Antiseptique, fébrifuge, anti- | Judd et al. (2002);
diarrhéique et antirhumatismal. | o enda (1982);
(Niaouli) '
Spichiger et al. (2002).
Myrtus communis Feuilles Contre les affections
pulmonaires et les
Myrt
(Myrte) hémorroides.
Eugenia caryophyllata Bouton flora Analgésique dentaire,

(Clous de girofle)

bactéricide et insecticide.

[11. 1. 2. Legenre Eucalyptus

[11.1.2. 1. Origine et définition

Le genre Eucalyptus fat décrit et baptisé en 1788 par le botaniste Frangais Heritier,

apres qu'il eut examiné des échantillons de Eucalyptus obliqua parmi les différentes plantes
récoltées en Australie (Bingendako, 2004).

Le terme Eucalyptus dérive du mot grec “Eu”; vrai et “Kalyptus ”: couvercle ou

opercule (Boullard, 1997), allusion au couvercle du bouton floral qui couvre les éamines (Ait

Y oussef, 2006).
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[11. 1. 2. 2. Description botanique

Les plantes du genre Eucalyptus sont des arbres a feuillage persistant souvent a écorce
s exfoliant. Elles présentent deux types de feuilles, souvent tres larges et dressées chez les
plantes au stade juvénile puis étroites et pendantes chez les sujets matures (Balmey et
Wilson, 2000). Les fleurs sont généralement en bouquets ombelliformes, rarement solitaires
et elles possedent des sépales soudées en opercule conique qui tombe d une seule piece
lorsgue la fleur s'ouvre; les étamines sont nombreuses et proéminentes. Le fruit de ce genre
est sous forme de capsule (Balmey et Wilson, 2000).

[11. 1. 2. 3. Distribution géographique

Le Eucalyptus est originaire d’Australie et de Tasmanie, pays ou il constitue la
majeure partie de la flore forestiere (Ait youssef, 2006; Schauenberg et Paris, 1977). De
nombreuses, especes sont acclimatées dans d’ autres pays comme |’ Inde, le Brésil, I’ Europe et
le bassin Méditerranéen (Forrest and Moore, 2008; Ghedira et al., 2008 ) certaines pour leur
bois, d autres pour stabiliser le sol, comme brise vent ou comme arbres d’ ornement (Balmey
et Wilson, 2000).

Le genre Eucalyptus fait partie des genres les plus importants de la famille des
Myrtacées avec environ 600 especes (Spichiger et al., 2002) dont seulement 16 sont utilisées
en médecine (Ghedira et al., 2008).

[11. 1. 2. 4. Historique des eucalyptus en Algérie

Les especes du genre Eucalyptus ont été introduites massivement en Algérie dés le
XIX® siécle (dés 1856), en particulier le E. globulus qui est planté aux bordures des routes
dans le nord de I'Algérie. Les premiers planteurs étaient des missionnaires d’origine
Européenne, ils I’ ont exploité dans le but d assainir les terrains marécageux ou pullulaient les
anophéles et les moustiques qui sont vecteurs d'une maladie parasitaire endémique: le
paludisme (Ait Y oussef, 2006).

Les espéces présentes en Algérie, d’ apres ces auteurs Ait Youssef (2006) et Baba Aissa
(1999) sont :

* Eucalyptus globulus Labill ou gommier bleu;

* Eucalyptus citriodora son huile essentielle lui procure odeur citronnelle et verveine;
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* Eucalyptus camaldulensis ou gommier rouge.

[11. 1. 3. L"espéce Eucalyptus globulus

[11. 1. 3. 1. Classification

La systématique de E. globulus selon Deysson (1979) est la suivante :

Regne: Végétal

Embranchement: Spermaphyte

Sous embranchement: Angiosperme

Classe: Dicotylédones

Ordre: Myrtales

Famille: Myrtaceae (Myrtacée)

Genre: Eucalyptus

Espece: Eucalyptus globulus.

[11.1.3. 2. Nomsvernaculaires

Les différents noms vernaculaires de E. globulus sont représentés dans le tableau I1.

Tableau I1: Noms vernaculairesde E. globulus.

Noms vernaculaires

Ré&férences

Arbre alafiévre, Ait Y oussef, 2006;
Francais gommier bleu et Ghediraet al., 2008.
Eucalyptus officinal.
Anglais Bleu gum tree. Ghediraet al., 2008.
Arabe Kalitls, kalatus, Ait Youssef, 2006;
calibtous et kafoura. Baba Aissa, 1999.
Kabyle Timezrit. Ait Y oussef, 2006.
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[11. 1. 3. 3. Description botanique

Le E. globulus est un bel arbre de croissance rapide qui peut atteindre al’ &ge adulte 30
a 35 m de hauteur dans les régions Méditerranéennes (Ait Y oussef, 2006) et jusgu’a 100 m
dans e milieu naturel (Australie et Tasmanie) (Ghediraet al., 2008).

*Letronc est lisse et cendré, recouvert d une écorce qui s exfolie en long lambeaux (Ghedira
et al., 2008). Il possede également des anfractuosités contenant une gomme dite “ Kito ” dont

la couleur varie du rouge sang au rouge sombre (Ait Y oussef, 2006).

*Les feuilles (figure 16 a, b) sont persistantes et polymorphes selon I’age du rameau. Les
rameaux jeunes possedent des feuilles larges courtes, opposées, sessiles et disposees
horizontalement sur les rameaux (Babba Aissa, 1999; Ghedira et al., 2008). Elles mesurent 10
als5cmdelong et 4 a8 cm de large avec un limbe entier qui renferme des nodules sécréteurs
visibles par transparence (Ait Youssef, 2006). Les feuilles adultes sont aromatiques
falciformes de 12 a30 cm delong et 2 a5 cm de large, étroites, pointues, épaisses, vert-foncé
courtement pétiol ées, alternes et pendantes (Ghedira et al., 2008; Wichtl et Anton, 2003). Ces
feuilles commencent a apparaitre lorsque le jeune plant atteint 1,80 & 2,50 m de hauteur, mais
elles peuvent encore persister a des hauteurs plus importantes (Ghedira et al., 2008 ). Leur
limbe est entier a faces semblables, il présente également des lenticelles (poches sécrétrices
des huiles essentielles) de couleur brune plus en moins foncée (Ait Y oussef, 2006; Wichtl et
Anton, 2003).

*Lafleur (Figure 16 d) est un gros bouton floral qui prend naissance al’ aisselle de lafeuille,
solitaire, de couleur bleu-blanc (Ghedira et al., 2008 ), €lle ressemble schématiquement a une
sorte de boite s ouvrant par un couvercle, ayant la forme d’'une urne quadrangulaire dont les
arétes sallantes correspondent aux quatre seépales. 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 souleve a la floraison laissant
apparaitre de nombreuses étamines a long filets blanchétres disposés en bouquets, et se
détache ala maturité de lafleur (Baba Aissa, 1999; Wichtl et Anton, 2003).

*Le fruit (figure 16 e) est une capsule ligneuse dure et anguleuse, en forme de pyramide
guadrangulaire renversée (Ait Youssef, 2006), prenant une teinte marron a maturité et
S ouvrant |égerement par trois, quatre a cing fentes (qui dessinent une étoile a son sommet)

pour libérer de nombreuses graines sombres (Ghedira et al., 2008).
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Figure 16: Eucalyptus globulus (Balmey et Wilson, 2000; Deysson, 1979).

a. Rameau fleuri; b. Feuilles au stade juvénile; c. Fleur avant I’ anthese, en coupe verticale;

d. Fleur ou la coiffe tombée; e. Fruit.

I11. 1. 3. 4. Composition chimique

L’ensemble (écorce, fruits et feuilles) de I'eucalyptus renferme des principes
aromatiques localisés dans des poches sécrétrices volumineuses (Wichtl et Anton, 2003).
L’ espéce E. globulus contient plusieurs constituants parmi eux : les huiles essentielles, les
tannins, les flavonoides et les résines (Tableau 1) (Wichtl et Anton, 2003).
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Tableau |11 : Composés identifiés dans les différentes parties de E. globulus.

\Partie dela plante

Constituants

Références

Huiles essentielles

(1 23,5 % de poids feuilles)

De 70 285 %: 1,8cinéole (eucalyptol). Terpénes: o terpéne, B pinene, a —limonene, para- cymene,
camphréne, a —phellandréne, a —frenchéne, p-terpinéne, aromadendréne..etc. Alcools: endesmol, o -
terpinéol, globulol, pinocarveol, euglobal ... etc. Aldéhydes: citral, myrténal. Cétones: carvone, pinocarvone,
verbénone acétate de géranyl.

Acides phénoliques: caféique, gallique, ferulique, protocatéchique, gentisique.

Cadahiaet al. (1997); Conde et
al. (1997); Egwaikhide et al.

Feuilles . . .y . . . . _
Composés phénaliques Flavorl10|des *H avone,s.. e}JcaIyptlne, 8 Qemethyeucalyptl.ne, sidéxylique,8-déméthylsidéroxyline. Rutine et (2008): Ghedira et al. (2008);
essentiellement des dérivés de la quercetine; anthocyanosides, ] )
Kim et al. (2001); Poletti
Tannins : Tannins condensés, proanthocyanidines et gall otannins. (1982); Vankar et al. (2006);
Divers Cires, stérols, saponines, polysaccharides, dicétone (n-triacontane 16,18-dione) dérivés du phloroglucinol, | Wichtl et Anton (2003).
stéroides, macrocarpals, acides aminés et acides organiques.
Acides phénoliques : Acides benzaiques: gallique, vanillique. Acides cinnamiques : ferulique.
Composés phénoliques Acide éllagique et ses dérivés glycosilés et méthylés.
Tannins: Ellagitannins, proanthocyanidines, gallotannins et tannins condensés.

Ecorce _ _ _ Cruz et al.(2005); Gonzalez et
Flavonoides : quercétine, naringénine. al (2004): Vazquez et al (2008).
lignines.

Divers Lignocellulose, hémicellulose, xylose et rhamnose...€tc.
Huiles essentielles 1,8-cinéole, camphene, a-pinéne, globulol, p-cyméne, limonéne, aromodendréne, myrcene,
y-terpinene et o-terpinéol.
Fruits Guo and Yang (2006); Y ang et

Composés phénoliques

Divers

Acide gallique, acide élagique et phénols glycosilés estérifiés avec I’ acide oleuropéique.

Acide bétulinique, B-sitostérol, B-sitostérol-3-O-glycopyranosyl, macrocarpals A, B et cypellocarpin C.

al. (2007).
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Aride ellagique 1.8 Cinéele

CHO
HO ‘ OH .
OHC
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OH Limonéne

Macrocarpal E

Figure 17: Structures de quel ques composes identifiés des feuilles de E .globulus (Jacovelli, 2002).

[11. 1. 3. 5. Usages traditionnels de E. globulus

L’ espece E. globulus est connue, depuis longtemps dans |la médecine populaire, par ses
effets thérapeutiques multiples: le traitement des fiévres, du diabéte, des affections des voies
respiratoires, des diarrhées... etc. Outre, les effets thérapeutiques liés aux constituants
chimiques, cette espece est une source également de bois que I’'Homme exploite pour des
usages divers. Le tableau IV résume les usages traditionnels des différentes parties de E.

globulus.
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Tableau 1'V: Quelques usages traditionnels de E. globulus.

Parties utilisées

M ode

Usage

Références

Tisanes des feuilles séchées
ou fraiches

Usage interne: traitement des affections des voies respératoires; balsamique; tonique;
astringeant; contre les parasites intestinaux; affections des voies urinaires.

Ait Youssef ( 2006 ); Baba Aissa
(1999) ; Djerroumi et Nacef (2004) ;
Poletti (1982); Wichtl et Anton (2003).

Aérosol  (fumigation  des
feuilles sechées ou fraiches)

Désinfecter les maisons en période de grippe.

Ait Youssef ( 2006 ); Baba Aissa
(1999) .

Feuilles et I'huiled’ olive

Usage externe: appliquer en cataplasme sur la téte pour abaisser lafiévre,
ou dansle cas d’insolation (en Tunisie).

Ait Youssef (2006 ) .

Tisanes des feuilles

Usage interne : traitement du diabéte (au Maroc).

Ghedira et al.(2008); Goetz (2007).

Feuilles
Décoction Bain de bouche pour soigner la carie dentaire (en Tunisi€); traitement gingivite et autres | Ait Youssef ( 2006 ); Djerroumi et
affections liées ala bouche. Nacef (2004).
Voie externe: les vapeurs produites et I application du décocté servent atraiter les engelures. | Ait Youssef ( 2006 ) .
Décoction
Usage externe: traitement des brileurs. Poletti (1982).
Usage interne: antirhumatismal.
Fruits Aérosol (fumigation) Par inhilation: traitement de |’ asthme ( au Maroc). Ait Youssef (2006 ) .
Ecorce Pour adultérer la poudre de canelle ; Balsamique. Ait Youssef (2006 ) .
Gomme Usage interne: poudre administrée contre les diarrhées (au Maroc). Ait Youssef (2006 ).
Pour désinfecter I’ atmosphére par |’ essence volatile ; lutte contre les moustiques (vécteurs de
L certaines maladies ) en Compaghie (Italie), en Sicile en Sardaigne et au lac Fezara en | Ghedira et al.(2008).
Plante entiére Algérie
Bois Fabrication du papier, poteaux et source d’ énégie. Ait Youssef ( 2006); Batish et al.

(2008).

4

£



Partie pratique



IV, Matériels et méthodes



Partie pratique IV Matériels et méthodes

V.1 Matériel végétal
*Echantillonnage

Lesfeuilles, |I’écorce ainsi que les fruits de E. globulus ont ét€ récoltés au mois d Avril
de I’année 2009, d'une maniére aléatoire, au sein de [I'arboretum de la commune de
Derguinah willaya de Bejaia et loin de tout impact de pollution. L’identification delaplante a

été effectuée, au niveau du laboratoire d’ Ecologie de I’ Université de Bejaia.

B

Figure 18: Photographies du matériel végétal. A) Feuilles, B) Ecorce, C) Fruits.
*Séchage, broyage et tamisage

**|_e séchage : Apreslarécolte, tous les échantillons ont été nettoyés avec I’ eau courante afin
de les débarrasser de la poussiére et autres particules, puis séchés al’ étuve a 40°C (Kablan et
al., 2008), jusgu’ ala stabilisation du poids.

**|_e broyage des échantillons est effectué al’aide d' un broyeur éectrique (IKA-WORKS,
TYPE All.basic) afin d’ obtenir une poudre de granulométrie plus ou moins fine (Awika et
al., 2004).

** | e tamisage est réalisé avec une série de tamis « RETCHE » dont e diamétre des mailles
est compris entre 500 pum et 63um. Les poudres ont été conserveées dans des flacons en verre

fumé pour éviter I’ oxydation de leurs différents composés.
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V. 2. Déermination du taux d’humidité

Ce teste a été réalise sur des échantillons fraichement récoltés qui ont subi un séchage
a 105°C pendant 3 heures (Nwinuka, 2005). La teneur en eau exprimée en pourcentage est

déterminée selon laformule suivante :

Ou:
P : Poids de |’ échantillon apres le séchage ;

P, : Poids de I’ échantillon avant |e séchage.

V. 3. Extraction des composés phénoliques

L’ extraction des polyphénols a partir des trois échantillons étudiés a été réalisée par
une méthode solide-liquide selon la procédure de Owen and Johns (1999) |égerement
modifiée. Dix grammes de poudre (diameétre inférieur & 63um) sont extraits au moyen d’un
litre d’acétone aqueux (70 %) a température ambiante pendant une semaine sous agitation
mécanique. Le mélange a été centrifugé a 3060 g pendant 15 min ensuite le surnageant a été
filtré sous vide en utilisant du papier Wattman N°1 (11um). L’ extrait organique aqueux
obtenu est concentré sous vide al’aide d’un évaporateur rotatif (K-IKA Labortechnik), a une
température de 40°C (Nack et al., 2006).

Les phases agueuses ainsi obtenues ont subi une délipidation a I’hexane en se référant a la
procédure de Yu et al. (2005) avec quelques modifications.

La phase aqueuse est introduite dans une ampoule a décanter ou 30 ml d’ hexane sont gjoutés.
Le méange est agité vigoureusement puis laissé se décanter. La phase aqueuse récupérée
subit un 2°™ et un 3°™ |avage avec le méme solvant (30 ml & chaque fois) afin d’ diminer la
totalité des substances liposol ubl es.

A I'issue du 3°™ lavage, la phase agueuse est récupérée, puis soumise a une évaporation a

40°C jusgu’ ala stabilisation de son poids.

N
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Les extraits secs obtenus (extraits bruts) ont été pesés pour estimer le rendement d’ extraction

par |’ expression suivante :

(Stanojevi¢ et al., 2009)
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Ou:
Pr : Poids d extrait apres |’ évaporation du solvant (g) ;

Po: Poidsdelaprised essa (Q).

Les extraits secs obtenus (extraits bruts) ont été mis dans des bouteilles en verre fumé et
conservés dans un dessicateur.

Le protocole de |’ extraction détaillé est schématisé sur lafigure (19).

.
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10 g de poudre (@< 63um)

1 litre d’ acé&tone aqueux
(70%)

Macération sous agitation
mécanique pendant une semaine

Centrifugation
15min/3060tpm

Filtration du surnageant sous vide

=9

Evaporation de |’ acétone al’aide
de I’ évaporateur rotatif a40°C.

G

Phase aqueuse ]

ST
Agitation /décantation

Figure 19: Protocole d’ extraction des polyphénols.




Partie pratique IV Matériels et méthodes

V. 4. Fractionnement des extraits bruts par chromatographie sur colonne

Le Sephadex G-25 est un dextrane, polymeére linéaire, constitué d'unités de glucose
liées par des liaisons a (1-6). Le Sephadex LH-20 est formeé par la fixation de groupements
propyliques aux hydroxyles de Sephadex G-25. La présence de groupements fonctionnels
isopropyles confére au gel un caractere lipophile aors que les hydroxyles lui donnent un
caractere hydrophile (Borel et Randoux, 1997; Lagnika, 2005; Perrot, 2004). En raison de
cette nature, le Sephadex LH-20 se gonfle non seulement dans les solvants de faible et
moyenne polarité mais également dans les solvants trés polaires. A ces deux propriétés
S gjoute la récupération presque totale des échantillons au cours des expériences de séparation
(Lagnika, 2005).

Selon la nature des composés a séparer et la nature de I'duant utilisé, différents
meécanismes sont susceptibles d'intervenir en méme temps tout au long du processus de
separation.

* séparation selon le poids moléculaire

Ce gdl permet la séparation de molécules de taille comprise entre 200 et 4000 Dalton. Les
substances sont €luées par ordre décroissant par rapport a leur poids moléculaire (Lagnika,
2005; Perrot, 2004).

» Sparation par adsorption

Le Sephadex LH-20 présente une affinité pour les substances aromatiques et cycliques. La
séparation de ces composés est effectuée généralement par le méthanol ou I’ éthanol (Lagnika,
2005).

» Sfparation par partition

Lorsque I'éluent est composé de deux solvants organiques de polarités différentes, le
Sephadex retient spécifiquement le solvant polaire provoquant ainsi une différence nette entre
les deux phases. Ce phénomeéne permet la séparation par partition de composes de polarité

différente. Les composes plus polaires sont retenus par la phase stationnaire (Lagnika, 2005).
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* Conditions opératoires

Le gel de Sephadex LH-20 est gonflé au préalable dans une solution d’ éthanol (96 %)

sous une |égére agitation pendant une nuit. Le gel est ensuite dégazé sous vide, puis coulé

dans la colonne.

Adsorbant: Sephadex LH-20, 25— 100 pm;

Hauteur de |’ adsorbant: 30 cm;
Diametre de la colonne: 1,6 cm;
Eluentl: Ethanol 96%;

Eluent2: Méthanol 96%;

Eluent 3: Acétone 60 %;

Débit: 1,7 ml/min.

La procédure de fractionnement est réalisée selon la méthode Kosar et al. (2007)

modifiée, environ 400 mg de poudre de chacun des extraits (feuilles, écorce et fruits) ont été

reconstitués dans de I’ é&hanol 75 % (v/v). La premiére élution a été faite par I’ éhanol ; la

seconde avec du méthanol et la derniere éution a été réalisée avec |'acétone 60 %.
L’ absorbance de chaque fraction éluée est déterminée a 280 nm. Les extraits lyophilisés ains

obtenus apres évaporation des solvants ont été mis dans des bouteilles en verre fumé et

conservés dans un dessicateur.

g iy

400 mg des différents extraits bruts +30 ml Ethanol (75%)

1-Ethanol (96%)

2-Méthanol (96%)

3-Acétone (60%)

|

Fractions obtenues

A

Absorbance 2280 nm

Figure 20: Schéma du fractionnement des extraits bruts par chromatographie sur colonne.
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V. 5. Dosage des composeés phénoliques

Dans le but d évaluer qualitativement et quantitativement le contenu en composés
phénoliques des différents extraits (feuilles, écorce et fruits) de E. globulus, quatre protocoles
ont été suivis afin de doser les teneurs en phénols a savoir: les phénols totaux, les flavonoides
totaux, les flavonols et les tannins. Tous les extraits ont été reconstitués dans I’ éthanol agqueux
(75%).

V. 5. 1. Dosage des composés phénoliques totaux

Le taux de composés phénoliques des extraits a été estimé par le réactif de Folin—
Ciocalteu selon la procédure de Othman et al. (2007), avec quelques modifications. Le mode

opératoire est schématisé sur lafigure suivante.

(o 2 ml d extrait (250 ug/ml)

1,5 ml de réactif Folin -
/ Ciocalteu (1/10)

<" 5minatempérature .
». ambiante al’ obscurité

- ~

90 min atemperature N
.. ambianteet al’obscurité .’

N
U‘I
3
o
D
=z
2
O
§S)
3
a
S

Figure 21: Protocole de dosage des composés phénoliques totaux.
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**|_a concentration en composés phénoliques des différents extraits a été déterminée en se
référant &la courbe d’ étalonnage établie avec de |’ acide gallique (Figure 1, annexe I1).
*La teneur moyenne en polyphénols est exprimée en mg équivalent acide gallique par

gramme d’ extrait brut (mg EAG/ g EB).

V. 5. 2. Dosage des flavonoides totaux

L es flavonoides des différents extraits sont déterminés par spectrophotométrie selon la
méthode décrite par Djeridane et ses collaborateurs (2006) avec quelques modifications. Le

protocole est présenté dans lafigure (22).

1,5ml dextrait (2mg/ml)

F:, <15ml de AICI; a2%>

“~.._  température ambiante et aI’ obscurité o

i .#77 Incubation pendant 30 min &

................................................................................................................

Figure 22: Procédure de dosage des flavonoides totaux.

*|_a concentration en flavonoides des extraits bruts est déterminée en se référant ala courbe

d’ étalonnage établie avec de la quercétine comme standard (Figure 2, annexe I1).

*La teneur moyenne en flavonoides est exprimée en mg équivalent quercétine par gramme

d extrait brut (mg EQ/ g EB).
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V. 5. 2. 1. Dosage des flavonols

La teneur en flavonols des différents extraits a é&é déterminée par la méthode
colorimétrique modifiée (Figure 23) décrite par Abdel -Hameed (2009).

( 1ml d extrait (2 mg/ml) >
( 1ml de AICI; a2% )
( 3 ml de CH,CO,Na 5% > /

""" Incubation pendant 30 min &
... températureambiante et al’obscurité .-

< Lecture 2440 nm >

Figure 23: Procédure de dosage des flavonols.

* La concentration en flavonols des extraits bruts a été déterminée en se référant ala courbe

d’ étalonnage établie avec |aquercétine comme standard (figure 3, annexel1).

*La teneur moyenne en flavonols est exprimée en mg équivalent quercétine par gramme
d extrait brut (mg EQ/ g EB).
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V. 5. 3. Dosage destannins

Les teneurs en tannins ont été déterminées selon le protocole de Hagerman and Butler

(1978). Le protocole détaillé du dosage est schématisé sur lafigure (24).

(1 ml delextrait (1 mg/ml)> (2 ml de BSA (Img/ml), préparée
dan

s tampon acétate (pH= 5; 0,20M)

Gentrifugati on 20 mi nISOOOtpD

. Surnageant jeté

-

1ml de FeCl; a0,01M préparé dans

HCI (0,01N)
! Dissolution du précipité
_____________ EL“‘“'“"*--.\
.~ Incubation pendant 15 min & Ty
température ambiante et & |” obscurité
SDS: Dodéeyl sulfaedesodium. l‘ """"
TEA: Triéthanolamine.

BSA: Bovine Serum Albumin. < Lecture 2510 nm )

Figure 24: Procédure du dosage des tannins.

*|a concentration en tannins des différents extraits a été déterminée en se référant a une

courbe d’ éalonnage préparée avec de I’ acide tannique (figure 4, annexe I1).

*La teneur moyenne en tannins est exprimée en mg équivalent de I'acide tannique par

gramme d’ extrait brut (mg EAT/ g EB).
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V. 6. Evaluation des activités biologiques des différents extraits

V. 6. 1. Activité antioxydante

Les méthodes évaluant I’ activité antioxydante ont connu un intérét important vue la
recherche des substances antioxydantes naturelles. Les activités étudiées dans le présent
travail sont le pouvoir réducteur, le pouvoir antiradicalaire de DPPH" et I’ effet scavenger du

peroxyde d’ hydrogene.
V. 6. 1. 1. Pouvoir réducteur

La détermination du pouvoir réducteur a été réalisée selon la méthode de Oyaizu
(1986) décrite par Hseu et ses collaborateurs 2008 avec une légére modification. Le protocole
d’ évaluation du pouvoir réducteur des différents extraits ainsi que celui des standards (BHA et

I” a-tocophérol) est illustré par lafigure (25).
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1ml de I’ extrait (25, 50, 75, 100 et 125ug/ml)

1ml de K3[Fe (CN)g] a(1%) 1ml de tampon phosphate
(0,2M; pH=6, 6)

Incubation 250°C /20 min

D Iml de TCA a10% ]
A
\ 4

[ 1,5 ml de surnageant ]

[ 1,5ml d eau digtillée ]nn:i>

" Incubation pendant 10 min a température ambiante et~
AN al obscurité .

TCA : Trichloroacétique l
( Lecture 2700 nm )

Figure 25: Protocole de détermination du pouvoir réducteur.

! (Centrifugati on 10 mi n/3000tpm>
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V. 6. 1. 2. Effet scavenger du radical DPPH*

L’effet scavenger du radical DPPH® des extraits, ainsi que les standards (BHA et a-
tocophérol) est estimé selon la méthode de Brand Williams et al. (1995) décrite par Suja et ses
collaborateurs 2005. Le protocole d’ évaluation du pouvoir antiradicalaire est illustré par la
figure (26).

i ~“7" Incubation pendant 30 min atempérature  ~~. !
! Sl ambiante et & |’ obscurité L !

( Lecture 2515nm >

Figure 26: Protocole d’ éude de I’ activité antiradicalaire.

** e pourcentage de réduction du radical DPPH" est donné par |’ expression suivante:

(Gilgin et al., 2003).

Ou:
A+ : Absorbance du témoin aprés 30 min d’incubation ;

Ag: Absorbance de I’ échantillon apres 30 min d’incubation
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V. 6. 1. 3. Activitéréductrice du peroxyde d’ hydrogene

L’ activité réductrice du peroxyde d hydrogene par les différents extraits, et les
standards (BHA et |’ a-tocophérol) est déterminée selon la méthode décrite par Ruch et al.
(1989) in Sfahlan et ses collaborateurs (2009) avec certaines modifications. Le protocole est

illustré par lafigure suivante :

3ml del’extrait (5,35 et 65 pg/ml) 50 pl de H,0O, (40mM) préparé dans le
tampon phosphate (pH= 7,4 et 20,1 M).

\
! 1
' . ~ y - ’ !
\ ambiante et al’ obscurité

é ,’/ Incubation pendant 10 min a température

....................................................................................................................

Figure 27: Protocole d’ évaluation de |’ effet scavenger du peroxyde d’ hydrogene.

**|_e pourcentage de réduction de peroxyde d’ hydrogéne est calculé par laformule suivante :

=
o
o

K L e e e e e e 1

A+ : Absorbance de témoin aprés 10 min d’incubation;

Ae : Absorbance de I’ échantillon aprés 10 min d’incubation.
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V. 6. 2. Activité antibactérienne

Seuls les extraits bruts des différents échantillons ont subi e test de |’ activité antibactérienne.

» Lessouches bactériennes testées
Trois souches de référence ont servi al’éude de I’activité antibactérienne des extraits.

Ces bactéries ont été sélectionnées en fonction de leur pouvoir pathogéene pour I’Homme.

Bactériesa Gram positif

-Saphylococcus aureus ; ATCC 6538 (SAIDAL- Antibiotical);

-Bacillus subtilis; ATCC 6633 (SAIDAL Antibiotical);

Bactériesa Gram négatif

-Klebsiella pneumoniae ; E47 (Laboratoire de Microbiologie Alimentaire de I’ Université de

Begaa).
* Standardisation desinocula bactériens

En plus de la pureté des souches bactériennes, la taille de I’inoculum est I'un des
facteurs aussi susceptibles de modifier I'activité antibactérienne in vitro. En effet, un
inoculum trop dense peut masquer |’ effet antibactérien, et conduire a des faux résultats et un
inoculum trop faible peut ére al’ origine des résultats faux positifs (Meyer et al., 1999). Afin
d obtenir un tapis homogéne avec des colonies non confluentes, un inoculum de charge 10°
UFC/ml aété préparé.

La standardisation de I’'inoculum bactérien a été réalisée comme suit:

v’ Préparation d’une suspension bactérienne a partir d'une culture jeune (18 a 24 heures)
préparée dans de |'eau physiologique (8,5% de NaCl);

v’ Préparation d’ une série de dilutions décimales (10 jusqu'a 10®) & partir d’ une suspension
bactérienne initialement préparée (densité optique de 0,5 a une longueur d’ onde de 600 nm),

v Ensemencement en surface de 0,1 ml de chaque dilution al’aide d'un réateau étaleur sur la
PCA (Plate Count Agar);

v Dénombrements, aprés incubation a 37°C pendant 18 a 24 heures.
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[V.6. 2. 1. Evaluation del’activité antibactérienne des différents extraits

L’ activité antibactérienne des extraits est évauée par la méthode de diffusion sur
milieu gélosé “méthode de I’ antibiogramme”. Une suspension est inoculée sur une gélose de
4mm d’ épaisseur par inondation ou écouvillonnage. Puis des disques de papier buvard ou de
comprimeés imprégnés de quantités connues d’ antibiotiques sont déposes sur la surface de la
gélose. Au cours de I'incubation, il ya une compétition entre la croissance bactérienne et la
diffusion radiale de I’ antibiotique qui crée un gradient de concentrations décroissantes. Apres
18 & 24 heures d'incubation & 37 °C, la culture délimite des zones stériles circulaires autour
des disques, dont lataille est proportionnelle a la sensibilité du germe (Chevalier et al., 2003;
Meyer et al., 1999).

Le protocole suivi dans la présente éude, pour réaliser cet antibiogramme, est rapporté
par plusieurs auteurs Arias et al. (2004), Chevalier et al. (2003), Kablan et al. (2008), Ksouri
et al. (2009) et Meyer et al. (1999) ou les disgues d antibiotique (principe actif) sont
remplacés par des disgques imprégnés avec les différents extraits.

v A partir d’une culture jeune de 18 a 24 heures, des colonies isolées sont prélevées puis
mises dans 9 ml d’eau physiologique, aprés homogénéisation de la suspension bactérienne,
|” absorbance de la suspension est gjustée a une absorbance de 0,50 a 600 nm;

v" Des boites de Petri de 90 mm de diamétre coulées avec le milieu gélosé Mueller —Hinton
de 4 mm d’ épaisseur, sont ensemencées avec un volume de 1 ml d’ une suspension bactérienne
de 10° UFC/mI (I’excés d inoculum est éiminé a1’ aide d’ une pipette);

v Des disgues de papier stériles (6 mm de diamétre) sont déposés dans des boites de Petri
stériles (vides) puis imprégnés avec un volume de 20 pl des différents extraits de plante
(préparés dans du méthanol 80%) a différentes concentrations (25, 50, 75 et 100 mg/ml). Le
témoin négatif est préparé avec du méthanol (80%). Des disques d’ acide gallique et d’ acide
tannique préparés aux mémes concentrations que les extraits ont été également testés,

v’ Les disques séchés sont déposés a équidistance de la surface de la gélose. Une légéere
pression est exercée sur les disques pour assurer une meilleure adhérence;

v’ Les boites sont mises a 4°C pendant 2 heures afin que les substances actives puissent
diffuser avant de permettre aux germes de se multiplier. Les boites sont incubées par la suite a
37°C pendant 18 & 24 heures. Les diamétres des zones d’inhibition ont été mesurés a I’ aide

d unerégle.
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V. 6. 2. 2. Déermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) en milieu
solide

Le principe de cette procédure consiste a introduire des solutions d’ antibiotique dans
un milieu gélosé maintenu &45°C puis coul € en boite de Petri. Aprés solidification et sechage,
les suspensions bactériennes sont ensuite déposées al’ aide d’ une anse calibrée (Chevalier et
al., 2003; Meyer et al., 1999). La concentration minimale inhibitrice est définie comme étant
la plus faible concentration d antibiotique qui inhibe toute croissance visible al’ eeil nu apres
18 a 24 heures d’'incubation (Chevalier et al., 2003; Kablan et al., 2008).

Les CMI sont déterminées uniquement pour les extraits qui ont montré une activité
vis-a-vis des souches testées (Biyiti et al., 2004; More et al., 2008). Les CMI de la présente
étude sont déterminées selon la procédure de Zampini et al., (2005). Un millilitre de chague
extrait ou composé de synthése phénolique préparé dans le méthanol 80 % est mélangé avec
neuf millilitres de milieu Mueller-Hinton en surfusion et |’ ensemble est coul é en boite de Petri
stériles. 10 pl d’inoculum de 10° UFC/ml sont déposés en spot aprés solidification du milieu.
La gamme de concentrations testée varie de 10 a 2000 pug/ml. Par la suite, les boites sont
incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heures. La premiére boite dans laguelle il n'y a plus de

culture visible indique la concentration minimale inhibitrice.
V. 6. 2. 3. Déermination dela concentration minimale bactéricide (CMB)

La CMB est définie comme la plus faible concentration d’ antibiotique permettant une
destruction notable de I’inoculum bactérien initial (0,01% ou 0,1 % de survivants) (Kablan et
al., 2008; Meyer et al., 1999).

Afin de déterminer la concentration minimale bactéricide des extraits de E. globulus et
des composés phénoliques purs, des tubes de bouillon nutritif ont éé ensemencés par un
prélévement effectué au niveau du spot en commencant de la boite qui a déterminé la CMI de
la série de concentration testée. La CMB est déterminée aprés une incubation de 18 a 24
heures. Le premier tube dans lequd il n’ya plus de trouble di a la croissance détermine la

concentration minimale bactéricide.
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V. 7. Analyse statistique

Trois essais ont été effectués pour chaque test al’ exception des CMI. Les moyennes et
les écarts types ont été calculés par le logiciel Excel. Une analyse statistique est faite par
I"analyse de la variance (ANOVA) a un facteur pour le test d’humidité et les différents
dosages. Quant a l'anadyse dtatistique des résultats de I'activité antioxydante et
antibactérienne a été realisee par I’analyse de la variance a deux facteurs par le logiciel
STATISTICA 5.5 Fr. Le degré de signification des résultats est pris a la probabilité p < 0,05.

Les coefficients de corrélation ont été déterminés par le mémelogiciel.
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La présente étude s articule sur trois parties, la premiere concerne les résultats du
rendement de |’ extraction, du fractionnement et des différents dosages. La deuxiéme partie est
relative a I’analyse des résultats des différentes activités antioxydantes quant a la derniere,

elle concerne les résultats de I’ activité antibactérienne des extraits bruts.

V. 1. Taux d"humidité des différents échantillons

Le test d’humidité est réalisé dans le but d’estimer la teneur en eau des différentes
parties de la plante médicinale Eucalyptus globulus.

Les résultats de ce test sont présentés dans le tableau V, des différences significatives
sont constatées (p<0,05) entre les différents échantillons, le taux d’humidité le plus faible
(18,80 %) est noté pour |I’écorce et les taux les plus élevés sont enregistrés pour les fruits et
les feuilles avec des teneurs de (57,14 %) et (51,47 %), respectivement.

Tableau V: Taux d humidité des différentes partiesde E. globulus.

chantillons | Feuilles Ecorce Fruits
Taux d"humidité (%) 51,47 + 0,59 18,80 + 0,93 57,14+ 0,10

La teneur en eau dépend de la partie de la plante : feuilles, fruits ou écorce. Le taux
d’humidité pour les fruits et les feuilles varie de 80 a 91 %. Tandis que, celui de I’ écorce est
assez faible, il oscille entre 11 et16 % (Maisuthisakul et al., 2007).

Lafaible teneur en eau enregistrée pour I’ écorce peut étre due a la nature des tissus
constituants cet échantillon. Littge et collaborateurs (2002) rapportent qu’au cours de la
croissance des arbres, |’ écorce s'isole des autres tissus de la plante, et se trouve ainsi privee
des éléments nutritifs et de |I’eau, ce qui conduit a la mort des cellules qui la constitue, par
conséquent |’ écorce se déchire et se détache en plaques, en lanieres ou en écailles selon les

espéces. L' écorce ains éliminée est continuellement renouvel ée.

L e séchage des échantillons aussit6t aprés leur récolte est une étape trés importante qui
sert a éliminer |’eau libre afin d assurer leur conservation dans des conditions favorables. En
effet, le séchage immédiat du matériel végétal permet de garantir une bonne conservation des
échantillons pendant un certain temps sans modification de leur paramétres physicochimiques,
car le séchage inhibe d une part les enzymes responsables de |a dégradation des polyphénols
telles que: les polyphénoloxydases et dautre part il empéche la prolifération
bactérienne (Adrian et al., 1998; Nicolas et Billaud, 2006; Ribérau-Gayon, 1968; Wichtl et
Anton, 2003).
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Le choix de latempérature 40 °C pour le séchage dans la présente éude est tiré de la
littérature (Kablan et al., 2008). En effet, les températures tres élevées peuvent engendrer la
dégradation de substances thermolabiles telles que les polyphénols et les vitamines (Wichtl et
Anton, 2003). Le temps de séchage des échantillons étudiés est de deux jours pour I’ écorce,

quatre et cing jours pour lesfeuilles et les fruits, respectivement.
V. 2. Extraction des polyphénols

L’ extraction des composés phénoliques a partir du matériel végétal est influencée par
leur structure chimique, la méthode d’ extraction, lataille des particules formant I’ échantillon,
le temps et les conditions de stockage ainsi que la présence d'interférents (Naczk and Shahidi,
2004). De plus, il est difficile de développer une procédure d’ extraction souhaitable pour ces
meétabolites secondaires ou pour une classe spécifique de ces composés (Naczk and Shahidi,
2006; Robbins, 2003).

Le solvant est I'un des paramétres qui peut affecter |’extraction des polyphénols
(Troszynska et al., 2002). L’ extraction peut s effectuer par plusieurs solvants tels que : I’ eau,
le méthanol, I' éhanol et I’ acétone (Ribérau-Gayon, 1968; Spignon et al., 2007). Par ailleurs,
les solvants aqueux donnent les meilleurs rendements d’ extraction que les solvants absolus
(Ribérau-Gayon, 1968; Spignon et al., 2007). Le systéme acétone-eau (70 : 30, v/v) est I'un
des systemes les plus utilisés pour |’extraction des polyphénols car d’ une part il permet
d’extraire des teneurs considérables en polyphénols comparé a I'éhanol et au méthanol
aqueux (Troszynska et al., 2002) et d'autre part ce systeme limite I’extraction d' autres
composes comme les polysaccharides et les peptides (Awika et al., 2004; Wang et al., 2009).
Dans cette éude, I'acétone aqueux (70 %) a éé chois comme solvant d’ extraction en se
basant sur des travaux antérieurs réalisés sur la composition phénolique de E. globulus ains
gue ceux réalises sur I’ optimisation du solvant qui extrait la classe de polyphénols rencontrée
dans la plante étudiée. Toutes les études menées sur cette derniere ont révélé sa richesse en
tannins hydrolysables (Conde et al., 1997; Cruz et al., 2005; Gonzdlez et al., 2004; Kim et al.,
2001; Wichtl et Anton, 2003 ), et le meilleur solvant qui extrait cette classe de polyphénols a
partir du matériel végétal est I’ acétone aqueux (70%) comparé au meéthanol aqueux (70%)
(Lei, 2002; Peng et al, 1991).

La délipidation est une étape souhaitable, effectuée par un solvant apolaire comme

I’hexane ou I’ éher de pétrole, afin d’ éiminer les cires, les lipides, les terpéenes, les différents
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pigments a savoir les chlorophylles et les caroténoides qui peuvent interférer avec les étapes
ultérieures (Naczk and Shahidi, 2004; Naczk and Shahidi, 2006; Naczk et al., 2006 ; Yu et al.,
2005).

V. 3. Taux d’extraction
Les rendements de I’ extraction des différentes parties de la plante éudiée sont

regroupés dans le tableau V1.

Tableau VI: Taux d’extraction des polyphénols des différentes parties de E. globulus

Echantillons | Feuilles | Ecorce Fruits
Taux d’extraction (g/100g de poudre) | 24,73 10,09 30,83

D’ apres les chiffres obtenus, le rendement d’ extraction varie d’ une partie de la plante a
une autre. Le rendement le plus élevé est noté pour les fruits (30,83 %) suivi des feuilles avec

un taux de 24,73 % tandis que le taux le plus faible est observé pour |’ écorce (10,09 %).

Les données bibliographiques ont rapporté que les fruits et les graines donnent les
rendements d’ extraction les plus éevés comparés aux autres parties de la plante telles que les
feuilles et les fleurs. En effet, les fruits et les graines sont considérés comme des organes de
réserve des végétaux (Maisuthisakul et al., 2008). De plus, le degré de polarité des composes
antioxydants peut ére al’origine de la variabilité du rendement de I’ extraction (Marinova
and Y anishlieva, 1997).

Dans la présente éude, le taux d’ extraction de |’ écorce est dix fois supérieur a celui
rapporté par Vazquez et al. (2008), cela est di peut étre au solvant utilisé et/ou ala méthode
d extraction en elle-méme (Falleh et al., 2008).

V. 4. Réaultats du fractionnement des extraits bruts par chromatographie sur colonne

La colonne chromatographique Sephadex LH-20 est largement utilisee pour le
fractionnement des extraits naturels des plantes (Chirinos et al., 2008; Cruz et al., 2005;
Kosar et al., 2007; Lin et al., 2008; Naczk et al., 2006; Soong and Barlow, 2005; Troszynska
et al., 2002; Zin et al., 2006 ) dans le but de purifier I’ extrait brut et d’ éliminer les fractions a

activité antioxydante limitée avant la caractérisation par CLHP (Cruz et al., 2005).

62



Partie Pratique 1. Résultats et discussions

Les absorbances a 280 nm nous ont permis |’ assemblage des fractions qui présentent
les mémes densités optiques et le nombre de fractions ainsi obtenu est de I’ ordre de trois pour
chague extrait brut. Ces fractions sont désignées ainsi : Fraction A, Fraction B et Fraction C.

V. 5. Teneurs en composés phénoliques des différents extraits
V.5. 1. Teneurs des différents extraits en polyphénolstotaux

La méthode de Folin-Ciocalteu est I’une des méthodes adoptées dans la plupart des
travaux concernant les antioxydants naturels, elle est considérée comme étant la meilleure
méthode pour la quantification des polyphénols totaux (Spignon et al., 2007). Cette méthode
repose sur la capacité d'un phénol a réduire le réactif Folin-Ciocalteu de couleur jaune
constitué de I’ acide phosphotungstique et d’ acide phosphomolipdique en milieu alcalin, en un
mélange de tungsténe et de molybdéne de couleur bleue, dont |’ absorbance maximale est
comprise entre 700-760 nm (Ribérau-Gayon et al., 1982; Siger et al., 2008 ).

Les teneurs en polyphénols totaux exprimées en milligramme équivalent d acide

galique par gramme d’ extrait brut sont représentées dans la figure 28.

D’ apres les résultats obtenus, les polyphénols sont présents dans les différentes parties
de la plante étudiée mais avec des teneurs variables d'une partie a une autre. L’éude
statistique montre des différences significatives (p < 0,05) entre les différents extraits bruts.
La teneur la plus élevée est notée pour I’ écorce (518 ,88 + 4,02 mg EAG/ g EB) suivie de
celle des fruits et des feuilles (464,71 £ 1,52 mg EAG/ g EB); (432, 63 £ 4,59 mg EAG/ g
EB), respectivement.

Zin et al. (2006) ont rapporté que les polyphénols au niveau de la plante se localisent
dans différentes parties telles que I'écorce, les feuilles, les tiges, les fruits, les graines de
pollen, lesracines, les graines et les fleurs. D’ autre part, la répartition de ces composés au sein
de la méme plante varie d’'un organe a un autre et selon les stades physiologiques de leur
développement (Macheix et al., 2006). La variabilité de distribution des composés
phénoliques dans les trois parties de E. globulus peut étre due également a la régulation de
leur synthese et leur accumulation qui sont influencées par des facteurs environnementaux
(climats, sol, ...) (Close et al., 2004; Silvestre et al., 1997), ains que par |’ effet de la saison
(Salminen et al., 1999; Salminen et al., 2004).
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Figure 28: Teneur des différents extraits en polyphénols totaux.

¢ Toutes les valeurs sont exprimées par lamoyenne de trois s (n=3).

¢ Lesvaleurs désignées par des lettres a, b, ¢, d présentent des différences significatives (p<0,05).

¢ Lesvaleurs désignées par des lettres @', b, ¢' d' présentent des différences significatives (p<0,05).

o Lesvaleurs désignées par deslettresa", b", c'', d" présentent des différences significatives (p<0,05).
o Lesbarres verticales représentent les écarts-types.

Les résultats révélent, également, que I’ écorce présente la teneur la plus élevée en
polyphénols néanmoins cet échantillon a montré un rendement assez faible comparé aux
autres extraits. Maisuthisakul et al. (2008) ont rapporté que les extraits avec un rendement

éleve ne présentent pas forcement des teneurs les plus importantes en polyphénols.

Les résultats illustrés par la figure 28 montrent que les teneurs en composés
phénoliques de I'extrait brut des feuilles et de ses fractions correspondantes  sont
significativement différentes (p < 0,05), I’ extrait brut possede la teneur la plus élevée (432, 63
+ 4,59 mg EAG/ g EB), suivi de la fraction B éluée avec le méthanol (206, 41 + 2,81 mg
EAG/ g EB). En revanche, lafraction C et la fraction A, ont présentées les teneurs les plus
faibles (96,27 + 2,33 mg EAG / g EB); (53, 79 + 0,42 mg EAG / g EB), respectivement.

Atoui et ses collaborateurs (2005) ont trouvé une teneur de 113 + 1,33 mg EAG / tasse
(240 ml) d'infusion de feuilles de E. globulus, et d’ autre part Amakura et al. (2009) ont utilisé

la méthode de Folin —Ciocalteu pour évaluer la quantité de polyphénols totaux dans les
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extraits des feuilles de Eucalyptus A et Eucalyptus B (utilisés comme additifs alimentaires),
ces auteurs ont détecté une teneur de 360 mg EAG/ g d extrait et 29 mg EAG/ g d’ extrait pour
le Eucalyptus A et Eucalyptus B, respectivement.

Les teneurs en polyphénols de I’ extrait brut de |’ écorce et ses fractions sont présentées
dans lafigure 28. Les résultats obtenus ont montré des différences significatives pour un seuil
de p < 0,05. L’ extrait brut a présenté la teneur la plus élevée (518 ,88 + 4,02 mg EAG/ g EB),
suivi de lafraction C (129, 78 + 0,15 mg EAG/ g EB) éuée avec I’ acétone (60 %) et de la
fraction B (115,63 + 0,79 mg EAG/ g EB) éluée avec le méthanol. Tandis que, lafraction A,
éluée avec I’ éthanal, révéle lateneur laplusfaible (30,66 + 1,14 mg EAG/ g EB).

Plusieurs auteurs ont déterminé la teneur en polyphénols des extraits de |’ écorce de E.
globulus. En utilisant le réactif Folin-Denis, Gonzélez et al. (2004) ont détecté une quantité de
0,43 g EAG /100 g d'extrait sec. Par ailleurs, Cruz et al. (2005) ont retrouvé avec le méme
réactif uneteneur de 10,1g EAG /100 g d’ extrait obtenu aprés une hydrolyse acide. Vankar et
ses collaborateurs (2006), en utilisant le réactif Folin —Ciocalteu, ont quantifié également la
teneur en polyphénols totaux de I’ écorce en utilisant trois méthodes d’ extractions différentes:
I’extraction avec le méthanol, avec I'eau et I'extraction avec un fluide supercritique. Ces
auteurs ont enregistré une teneur de 0,038 pg équivalent catéchine / g d’ extrait sec, pour
I’extrait aqueux; des teneurs de 1,7 ug équivalent catéchine / g d extrait sec et de 4,44 ug
equivaent catéchine / g d extrait sec, sont déterminées pour |’ extrait méthanolique et celui

issu de |’ extraction par le fluide supercritique, respectivement.

Les différences observées entre les résultats des différents travaux et ceux obtenus
dans cette étude peuvent étre liées ala méthode d’ extraction, au réactif adopté pour le dosage

ou également au standard.

Les valeurs enregistrées pour le dosage des polyphénols totaux pour I’ extrait brut des
fruits et de ses fractions (figure 28) montrent des différences significatives (p < 0,05) d'un

extrait aun autre.

Une quantité de 464, 71 + 1,52 mg EAG/ g EB est déterminée pour |’ extrait brut et un
taux de 178,20 + 2,14 mg EAG/ g EB pour la fraction B. Les teneurs les plus faibles sont
notées pour lafraction A (46, 59 + 0,23 mg EAG/ g EB) et pour la fraction C (22,53 + 0,29
mg EAG/ g EB).
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A ce jour, aucun travail n’a été rapporté dans la littérature sur la quantification des

composés phénoliques des fruits de |a plante E. globulus.
V.5. 2. Teneursen flavonoidestotaux et en flavonols des différents extraits bruts

Les flavonoides constituent la classe la plus abondante des pol yphénols dans la nature
(Kumaran and Karunakaran, 2007). Le principe de leur dosage repose sur la propriété de ces
composes a chélater lesions auminium. En présence du chlorure d auminium, le complexe
flavonoides-Al peut se former entre les ions Al et les atomes d oxygene portés par les
carbones 4 et 5 des flavonoides. La couleur jaune ainsi obtenue est proportionnelle a la
guantité de flavonoides dans I’ extrait (Berset, 2006; Djeridane et al., 2006; Lagnika, 2005;
Ribérau-Gayon, 1968).

Figure 29 : Chédlation de I'ion aluminium par les flavonoides (Lagnika, 2005).

Les teneurs en flavonoides totaux et en flavonols de différentes parties de la plante

sont exprimeées en mg EQ/ g EB. Les résultats obtenus sont élucidés sur lafigure 30.

D’ apres les résultats obtenus, les flavonoides sont présents dans les trois parties de la
plante. L’ étude statistique a révélé des différences significatives (p<0,05) entre les différentes
parties. Comme pour le dosage des polyphénols totaux, I’écorce dévoile la teneur la plus
élevée (4,76 + 0,02 mg EQ/ g EB) suivie des feuilles (3,65 + 0,02 mg EQ/ g EB) et des fruits
(2,99 + 0,01 mg EQ/ g EB). Ces resultats indiquent également que la répartition des

flavonoides au sein de la plante n’ est pas uniforme.
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Figure 30: Teneur des différents extraits bruts en flavonoides totaux et en flavonols.

=3).

¢ Toutes les valeurs sont exprimées par lamoyenne de trois s(n

¢ Lesvaleurs désignées par des lettres a, b, ¢, d présentent des différences significatives (p<0,05).
o Lesvaleurs désignées par deslettres a, b', ¢' d' présentent des différences significatives (p<0,05).

o Les barres verticales représentent les écarts-types.
Les flavonoides sont présents chez les angiospermes et chez beaucoup de

gymnospermes (Arct and Pytkowska, 2008; Hadi, 2004). De plus,

localisent

7

, CES COMPOSES se

dans les différentes parties de la plante: les parties aériennes jeunes (jeunes feuilles, boutons

et les racines (Hadi, 2004; Heim et al., 2002). Au niveau des

cellules, les flavonoides sont dissous dans le suc vacuolaire ou localisés dans les chloroplastes

s

, graines, écorce

floraux), fruits

et les membranes des végétaux (Hadi, 2004).

tous les extraits bruts contiennent des flavonols (figure 30), la teneur la

D’autre part,

extrait de I’ écorce (4,57 £ 0,01 mg EQ/ g EB) environ 96 %

plus élevée est enregistrée pour I’

de flavonoides totaux, suivie de celle de I’ extrait des fruits (2,30 + 0,22 mg EQ/ g EB) avec

de flavonoides totaux. Or, I’ extrait des feuilles posséde la teneur la plus

un taux de 76 %

faible (1,16 + 0,03 mg EQ/ g EB) qui correspond a un taux de 31 % de flavonoides totaux.

Les flavonols est I’une des classes de flavonoides la plus répandue dans le regne

végétal (Chira et al., 2008), la quercétine et le kaempférol sont les prédominants dans les

fruits et légumes, et sont généralement rencontrés sous la forme O-glucosidique (Chira et al.,

2008; Pietta, 2000).
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Aucun des travaux sont publiés sur I’ aspect quantitatif des flavonoides de la plante E.
globulus, néanmoins, plusieurs investigations se sont basées sur la caractérisation de ces
composes a partir des extraits de feuilles et de I’écorce. Vankar et ses collaborateurs (2006)
ont identifié a partir de |’écorce 3 flavonoides qui sont le kaempférol, la quercétine, et la
rutine. La naringénine a été détectée dans I’ extraits de |’ écorce obtenu suite a une hydrolyse
acide (Cruz et al., 2005). Les flavonoides les plus abondants dans les feuilles sont
essentiellement des flavonols aglycone (quercétine, myricétine et kaempférol) et glycosides
tels que les dérivés de la quercétine (quercétine-3-glucoside, quercétine-3-rhamnoside); du
kaempférol (kaempférol-3-rhamnoside, kaempférol-3-rutinoside) et de la myricétine:
(myricétine -3-glucoside, myricétine-3-rutinoside) (Conde et al., 1997).Cependant, les
flavonoides n’ont pas été détectés dans les fruits (Guo and Y ang, 2006; Y ang et al., 2007).

V. 5. 3. Teneurs en tannins des différents extraits

Lestannins est une autre classe de composés phénoliques, le dosage de cette catégorie
de composés repose sur leur aptitude a se combiner avec les protéines telle que la BSA
(Bovine Serum Albumin). Le chlorure ferrique gouté réagit avec les tannins en milieu alcalin
en formant un complexe de couleur violette dont le maximum d’ absorbance est a 510 nm

(Hagerman and Buitler, 1978).

Les quantités en tannins des différents extraits sont exprimées en mg EAT /g d’ extrait
brut. Les résultats du dosage sont schématisés sur lafigure 31.

Les résultats obtenus pour les extraits bruts montrent clairement que I’ écorce posséde
la teneur la plus élevée (332,05 + 9,31 mg EAT/g EB) suivie de celle des fruits (210, 15 +
3,55 mg EAT/g EB). Les feuilles présentent lateneur la plus faible (105, 63 + 3,65 mg EAT/g
EB). Ces valeurs sont significatives différentes (p<0,05).

Des données hibliographiques rapportent la présence de tannins galliques, de
proanthocyanidines, de tannins condensés et d’ ellagitannins dans les feuilles et dans I’ écorce
de E. globulus (Conde et al., 1997; Wichtl et Anton, 2003).
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Figure 31: Teneur des différents extraits en tannins.

e Toutes les valeurs sont exprimées par la moyenne de trois S

e Lesvaleursdésignées par deslettres a, b, ¢ présentent des différences significatives (p<0,05).

e Lesvaleurs désignées par des lettres &, b', ¢' présentent des différences significatives (p<0,05).

e Lesvaleurs désignées par des lettresa’, b", ¢ présentent des différences significatives (p<0,05).
¢ ND : non détecter.

e Les barres vertical es représentent les écarts-types.

La fraction B et la fraction C des feuilles montrent des teneurs faibles par rapport a
leur extrait brut correspondant avec des teneurs de 55,81 + 0,96 mg EAT/g EB ; 27,54 + 0,41
mg EAT/g EB; et 10563 + 3,65 mg EAT/g EB, respectivement. Ces teneurs sont
statistiquement différentes (p<0,05) d'un extrait a un autre. Cependant, la méthode de dosage

employée dans |la présente éude n’ a pas révél é de tannins dans la fraction A.

En ce qui concerne les teneurs détectées pour I’ extrait brut de |’ écorce et ses fractions,
I’ étude statistique n’a montré aucune différence significative (p<0,05) entre lafraction B et C.
Toutefois, ces différences deviennent significatives (p<0,05) entre ces derniéres et les autres
extraits a savoir la fraction A et I'extrait brut. L’extrait brut est le plus riche en tannins
(332,05 + 9,31 mg EAT/g EB) suivi de la fraction B (117,87 + 0,33 mg EAT/g EB), de la
fraction C (111,41 + 1,19 mg EAT/g EB) et en fin de lafraction A (3,54 + 0,22 mg EAT/g
EB).
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Nack et al. (2006) ont obtenu une teneur importante en tannins condensés dans la
fraction duée avec I'acétone (50%) comparée a celle obtenue dans la fraction éuée avec
I’ éthanol dans les fedilles et les fruits d’ airelle. Ces mémes auteurs ont rapporté que I’ acétone

est le meilleur solvant pour |’ extraction de tannins.

Des différences significatives (p < 0,05) sont notées entre I’ extrait brut des fruits et
ses différentes fractions et entre lafraction B et les deux autres fractions (A et C). Par contre,
aucune différence significative (p <0,05) n'est constatée entre la fraction A et la fraction C
(figure 30). Les teneurs les plus faibles en tannins sont enregistrées pour la fraction C (1,19 +
0,09 mg EAT/g EB) et lafraction A (1,28 £ 0,13 mg EAT/g EB), tandis que les teneurs les
plus élevées sont obtenues pour la fraction B (86, 12 + 1,51 mg EAT/g EB) et I’ extrait brut
(210,15 + 3,55 mg EAT/g EB). Les deux travaux publiés sur la composition phénoliques de E.
globulus n’ont pas rapporté I’ existence de cette classe de polyphénols dans son fruit (Guo and
Y ang, 2006; Yang et al., 2007).

V. 6. Activités biologiques des différents extraits
V. 6. 1. Activité antioxydante

Il est important de sélectionner et d’employer des méthodes stables et rapides dans le
but d évaluer I’ activité antioxydante. Plusieurs méthodes ont été développeées afin d’ estimer
I’activité antioxydante. Les méthodes adoptées dans ce travail sont le pouvoir réducteur,

I activité antiradicalaire de DPPH" et I’ effet scavenger de H,0..

V. 6. 1. 1. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est I'une des méthodes utilisées pour évauer |’ activité
antioxydante des plantes médicinales (Liu et al., 2008). Elle repose sur la capacité d' un extrait
ou d’un composé & réduire le Fe**(CN")s en Fe**(CN)s. L’ addition de Fe** libre & Fe**(CN)g
conduit a la formation du complexe Fes [ Fe(CN)e¢]s de couleur bleue qui présente un
maximum d’ absorbance & 700 nm. L’ absorbance du mélange est proportionnelle a I’intensité
delacouleur (Leet al., 2007; Rahim et al., 2008).
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Les résultats du pouvoir réducteur des extraits et des standards (a-tocophérol et BHA)
adifférentes concertations (25 a 125 pg /ml) sont schématisés sur les figures (32) et (33). Les
courbes tracées montrent que le pouvoir réducteur est significativement (p < 0,05)
proportionnel a la concentration de I’ extrait. De ce fait, les extraits bruts, les fractions ainsi
gue les standards contribuent ala réduction du fer ferrique en fer ferreux; ce qui est en accord
avec les résultats obtenus dans la littérature (Giilgin et al., 2003; Le et al., 2007; Othman et
al., 2007).

La figure (32A) montre le pouvoir réducteur des extraits bruts et des standards. Les
absorbances obtenues oscillent entre 0,43 et 1,36 pour le BHA, entre 0,28 et 1,26 pour
I’extrait brut des feuilles, entre 0,32 et 1,28 pour |’ écorce et entre 0,30 et 1,39 pour I’ extrait
brut desfruits. L’ a-tocophérol arelevé les absorbances les plus faibles (0,10 a 0,53).

L’ analyse statistique (p< 0,05) a permis de classer leur pouvoir réducteur selon I’ ordre

décroissant suivant : BHA > fruits brut > écorce brut = feuilles brut > a-tocophérol.

Giilgin et ses collaborateurs (2004) ont noté également une capacité réductrice tres
élevée du BHA comparée aux extraits agueux et éthanoliques de la lavande et des clous de
girofle éudiés, par contre |'a-tocophérol avait un pouvoir faible par rapport a I’ extrait

éthanolique des clous de girofle et de |’ extrait agueux de lalavande.
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Figure 32 : Pouvoir réducteur des extraits bruts, des feuilles et des standards.
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Le pouvoir réducteur des fractions des feuilles (figure 32 B) varie d’ une fraction a une
autre. Le potentiel le plus faible a é&é enregistré pour la fraction A ou de trés faibles
absorbances ont été notées (0,03 40,18). Tandis que lafraction C présente approximativement
les mémes absorbances que le BHA. Le brut et la fraction B révelent un pouvoir réducteur
significativement supérieur (p< 0,05) acelui delafraction A et du standard o-tocophérol.

Le pouvoir réducteur de I’ extrait brut des feuilles et de ses fractions est classé comme suit :
BHA > fraction C > fraction B > feuilles brut > a-tocophérol > fraction A.

Lafigure (33 A) illustre les capacités réductrices de I’ extrait issu de I’ écorce et de ses
fractions. La fraction A aexprimé le pouvoir le plus faible dont I’ absorbance varie de 0,04 a
0,06: méme si la concentration de I’ extrait augmente, les absorbances demeurent trés faibles
ne dépassant pas 0,1. La fraction C et la fraction B présentent des effets supérieurs (p< 0,05)
par rapport a |’ a-tocophérol. L’ extrait brut de I’ écorce a montré un pouvoir de réduction du
fer ferrique en fer ferreux supérieur a celui de ses fractions correspondantes.

Les potentiels réducteurs des différents extraits et des standards sont comme suit :

BHA > écorce brut > fraction B > fraction C > a-tocophérol > fraction A.
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Figure 33 : Pouvoir réducteur des extraits de I’ écorce, des fruits et des standards.
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Lesvaleurs obtenues pour les extraits issus des fruits (figure 33 B) montrent une fois
de plus que la fraction A éluée avec I’ éthanol, est la moins active (les absorbances oscillent
entre 0,02 et 0,05) comparée aux autres extraits et aux standards. Lafraction B et lafraction C
ont exprimé des potentiels réducteurs significativement (p< 0,05) supérieurs a ceux de a-

tocophérol et inférieurs a ceux de |’ extrait brut et du BHA.

Les potentiels réducteurs des différents extraits et des standards sont comme suit :

BHA > fruits brut > fraction C > fraction B > a-tocophérol > fraction A.

Ces résultats montrent que tous les extraits testés exercent un pouvoir réducteur
supérieur a celui de I’ a-tocophérol et inférieur au potentiel réducteur du BHA a |’ exception

delafraction A des différents extraits bruts qui a montré un pouvoir assez faible.

*Détermination de CRos

La capacité réductrice (CRp5) est définie arbitrairement comme étant |a concentration
du substrat qui donne une absorbance de 0,5 a 700 nm. Elle est obtenue a partir d’ une courbe
de régression linéaire (Bourgou et al., 2008; Le et al, 2007). Les valeurs des CRy 5 exprimées
en (ug/ml) des différents extraits sont regroupées dans le tableau (VII). Le BHA a montré la
valeur laplusfaible (29,89 + 1,14 ug/ml) quant alafraction A del’ écorce, elle a présenté la
valeur la plus importante (2337,50 £ 12,50 pg/ml).
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Tableau VII: Les CRy5 du pouvoir réducteur des différents extraits et des standards.

Extraits CRo5 (ng/ml)
Extrait brut feuilles, ses fractions et standards

Feuilles brut 43,17 + 0,71°
Fraction A 363,57+ 2,14
Fraction B 37,19+ 0,67 ¢
Fraction C 3341+0,47°
BHA 2989+ 1,14°

o -tocophérol 117,76 + 2,36 ©
Extrait brut écorce, ses fractions et standards

Ecorce brut 40,74 +1,45"
Fraction A 2337,50 + 12,50°
Fraction B 49,27 + 0,67°°
Fraction C 55,82 + 0,95
BHA 29,89 + 1,14*

o -tocophérol 117,76 + 2,36 ¢
Extrait brut des fruits, ses fractions et standards

Fruits brut 39,52 + 1,76
Fraction A 1242,50 + 2,50"
Fraction B 86,42 + 0,56%
Fraction C 54,02 + 0,07
BHA 29,89 + 1,14*

o -tocophérol 117,76 + 2,36%
Extraits bruts et standards

Feuilles brut 43,17 + 0,71
Ecorce brut 40,74 + 1,45° ¢
Fruits brut 39,52+ 1,76°"
BHA 29,89 + 1,14*

o -tocophérol 117,76 + 2,36%"

e Toutes les valeurs sont exprimées par la moyenne de trois essais (n=3).

e Lesvaleurs désignées par deslettresa, b, ¢, d, e, f présentent des différences significatives (p<0,05).

e Lesvaleurs désignées par deslettres a, b, ¢’, d’, €, f* présentent des différences significatives (p<0,05).
e Lesvaleursdésignées par deslettres a’, b", c", d", €", f* présentent des différences significatives (p<0,05).
e Lesvaleurs désignées par deslettresa", b™, c™, d" présentent des différences significatives (p<0,05).
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V. 6. 1. 2. Activité antiradicalair e des extraits

La méthode du DPPH® est trés utilisée pour évaluer I'activité antioxydante des
extraits de plantes (Hseu et al., 2008). Le DPPH" (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyle) est un
radical libre stable capable de capter un proton ou un éection (Gordon, 2001; Hseu et al.,
2008; Wang et al., 2007), afin de revenir & une molécul e diamagnétiquement stable (Giilgin et
al., 2003; Kumaran and Karunakaran, 2007). L’activité scavenger du radica DPPH" est
déterminée avec la diminution de I’ absorbance a 517 nm suite a la réduction du radical en
présence d’ un antioxydant (AH) ou d’ une espéce radicalaire (R*) (Maisuthisakul et al., 2007;
Villafio et al., 2007) selon les réactions suivantes :

DPPH'+AH ——» DPPH-H+A’

DPPH'+R' —»  DPPH-R

La diminution de I'absorbance se traduit par une décoloration de la solution
méthanolique de DPPH" du violet au jaune (Giilcin et al., 2003; Magalhaes et al., 2008).

Les résultats de I'activité antiradicalaire des différents extraits et des standards
exprimeés en pourcentage sont illustrés par la figure (34) et figure (35). Les courbes tracées
montrent que le pourcentage de I’ activité antiradicalaire des extraits augmente en fonction de
la concentration d’ extrait. Ces résultats peuvent étre expliqués par la présence de composes
qui contribuent alaréduction du radical DPPH".

Plusieurs auteurs ont constaté que |’ activité antiradicalaire est proportionnelle a la
concentration des extraits de plantes (Giil¢in et al., 2003; Kumaran and Karunakaran, 2007;
Wang et al., 2007).

Les résultats du pouvoir antiradicalaire des extraits bruts ainsi que ceux des standards
(figure 34 A) indiquent gque ces derniers contribuent a la diminution de |’ absorbance de la
solution méthanolique du radical DPPH". L’étude statistique n’a révélé aucune différence
significative (p < 0,05) entre I'extrait brut de I’écorce et celui des feuilles. Toutefois, des
différences significatives (p < 0,05) ont été constatées entre ces deux extraits et I’ extrait des

fruits et les standards.

75



Partie Pratique 1. Résultats et discussions

Les pourcentages obtenus varient de 10,54 % a 48,80 % pour le BHA et de 13,69 a
57,17 % pour les feuilles; ces vaeurs sont de 9,78 % a 50,72 % pour |’ écorce et de 14,34 a
60,30 % pour |'extrait brut des fruits. Les taux les plus faibles sont enregistrés pour I'a-

tocophérol dont e pourcentage de réduction varie de 4,79 a 25,44 %.

L'analyse satistique (p<0,05) a permis de classer le pouvoir antiradicalaire des
différents extraits selon I’ ordre décroissant suivant: fruits brut > écorce brut = feuilles brut
>BHA > a-tocophéroal.

D’ apres ces résultats, les extraits bruts ont gardé le méme ordre que celui du pouvoir
réducteur. Cependant, le BHA a montré une activité plus faible par rapport aux extraits bruts
contrairement ace qui a é&é enregistré dans le test précédent.
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Figure 34 : Activité antiradicalaire des extraits bruts, des feuilles et des standards.

Comme pour les résultats du pouvoir réducteur, les pourcentages obtenus pour I’ extrait
brut des feuilles et de ses fractions correspondantes (Figure 34 B) montrent auss que la
fraction A aunetres faible activité qui varie entre 1,40 et 7,70 % a différentes concentrations
testées, comparée aux activités des autres fractions et des standards (BHA et de |'a-

tocophéral).
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La fraction C et la fraction B ont exprimé des effets significativement (p <0,05)
€levés comparés a ceux de I’ extrait brut, ces pourcentages oscillent entre 15,40 et 67,27 %
pour lafraction B et entre 15,63 et 69,47 % pour lafraction C, toutefois ces fractions ont des
faibles teneurs en polyphénols et en tannins en les comparant a celles de I’ extrait brut.

Le pouvoir antiradicalaire de I'extrait brut des feuilles, de ses fractions et des
standards sont classés comme suit : fraction C = fraction B > feuilles brut > BHA > a -
tocophérol > fraction A.

Les résultats de I’ activité antiradicalaire de |’ écorce et ses fractions sont représentés
danslafigure (35A). Lafraction A a montré une faible activité qui variede 1,16 a 3,25 %. La
fraction B et la fraction C éuées respectivement avec le méthanol et |’ acétone (60%) ont
exercé une activité supérieure (10, 42 a 39,80 % et 8,96 a 40,76 %, respectivement) a celle
de a-tocophérol. De méme I’ extrait brut de I’ écorce a donné un pouvoir scavenger du DPPH®

plus éevé comparé a celui de ses fractions correspondantes.

L analyse statistique (p< 0,05) a permis de classer |’ effet antiradicalaire selon |’ ordre
décroissant suivant : écorce brut > BHA > fraction B = fraction C > a-tocophérol > fractionA.
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Figure 35: Activité antiradicalaire des extraits de I’ écorce, des fruits et des standards.
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Les résultats enregistrés pour I'extrait brut des fruits et ses fractions (figure 35 B)
dévoilent que lafraction C et I’ extrait brut ont exprime des effets antiradicalaires importants,
avec des différences statistiqguement significatives (p< 0,05), par rapport a ceux du BHA, de
lafraction B, del’ a-tocophérol et dela fraction A.

La fraction A éluée avec de I’ éhanol pur a révélé une activité assez faible comparée
aux autres extraits et standards avec des absorbances qui oscillent entre 0,78 et 6,36 % pour
des concentrations d’ extrait variant de 25 a125 pg/ml.

Les activités antiradicalaires des différents extraits et des standards sont classees

comme suit : fruits brut > fraction C > BHA > fraction B = a-tocophérol > fraction A.

La fraction C a présenté un effet scavenger assez fort qui varie de 11,24 a
50,62%, mais les dosages quantitatifs ont montré des teneurs assez faibles en tannins et en

polyphénols totaux comparées a celles détectées pour lafraction A et lafraction B.

Ces résultats révélent clairement que les extraits de E. globulus ont une activité
antiradicalaire remarquable a |’ exception de la fraction A des différents extraits qui a exprimé
un pouvoir assez faible. Les polyphénols de ces extraits peuvent ére impliqués dans la

diminution de I’ absorbance de |a solution méthanolique de DPPH".

*Déter mination de Cl g

La vaeur Clsg (Concentration d'inhibition a 50 %) est définie comme étant la
concentration du substrat nécessaire a diminuer de 50 % |’ absorbance de la solution initiale
du DPPH". Les Clsp sont inversement proportionnelles a I’ effet scavenger dont les valeurs
faibles reflétent un effet anti-radicalaire important (Dasgupta and De, 2007; Maisuthisakul et
al., 2007).

Les valeurs des Clsp exprimées en (ug/ml) sont regroupées dans le tableau (VIII). La
fraction B et la fraction C des feuilles ont présenté les Clsg les plus faibles (87,77 0,35
ug/ml) et (87,12 + 0,51 pg/ml), respectivement. En revanche, la fraction A de I’écorce a
montré lavaleur laplus faible qui est del’ ordre de 2403,09 + 0,31ug/ml.

e
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Tableau VIII : Les Clso du pouvoir antiradicalaire des différents extraits et des standards.

Extraits Clso (ug/ml)
Extrait brut feuilles, ses fractions et standards

Feuilles brut 114,25 + 0,58"
Fraction A 754,06 + 9,02
Fraction B 87,77 + 0,35
Fraction C 87,12 + 0,51°
BHA 134,26 + 1,55°
o -tocophérol 233,78 + 1,00°

Extrait brut écorce, ses fractions et standards

Ecorce brut 115, 40 + 1,38%
Fraction A 2403,09 + 0,31
Fraction B 158, 61 + 1,687
Fraction C 148,26 + 0,95°
BHA 134,26 + 1,55°
o -tocophérol 233,78+ 1,00¢

Extrait brut des fruits, ses fractions et standards

Fruits brut 102, 78 + 1,39*
Fraction A 1067,07 + 3,07
Fraction B 227,97 + 0,15%
Fraction C 123,04 + 0,50™
BHA 134,26 + 1,55%
a-tocophérol 233,78 +1,00%

Extraits bruts et standards

Feuilles brut 114,25 + 0,58"
Ecorce brut 115, 40 + 1,38""
Fruits brut 102, 78 + 1,39%"
BHA 134,26 + 1,55°"
a-tocophérol 233,78 + 1,00"

e Toutes les valeurs sont exprimées par la moyenne de trois essais (n=3).

o Lesvaleurs désignées par deslettres a, b, ¢, d, e présentent des différences significatives (p<0,05).

o Lesvaleurs désignées par deslettres a, b', ¢' d, €, f' présentent des différences significatives (p<0,05).

o Lesvaleurs désignées par des lettres a’, b", c", d", €", f " présentent des différences significatives (p<0,05).
o Lesvaleurs désignées par deslettresa”, b™, ¢, d" présentent des différences significatives (p<0,05).
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V. 6. 1. 3. Activité scavenger du peroxyde d’ hydrogene

Le peroxyde dhydrogene est une espece réactive de I'oxygéne non radicalaire
formée in vivo sous des conditions physiologiques par les peroxysomes, par plusieurs
systemes enzymatiques oxydants (glucose oxydase) et par la dismutation de I’ion superoxyde
catalysée par la superoxyde dismutase (Magalhaes et al., 2008). Le H,O, seul n'est pas
réactif mais il peut setransformer en radical hydroxyle trés toxique pour lacellule (Giilgin et
al., 2003; Kumaran and Karunakaran, 2007).

Le principe de la méthode adoptée dans ce travail est basé sur la mesure de

I" absorbance de H,O, dans I’ ultraviolet (230 nm). La concentration peroxyde d' hydrogene

diminue en présence de I’ extrait et par conséquent |’ absorbance diminue (Magahaes et al.,
2008).

Les pourcentages d'inhibition du peroxyde d’hydrogeéne des différents extraits et des

standards a différentes concentrations testées (5 a 65 ug/ml) sont présentés dans la figure

(36) et figure (37). D’ apres les courbes tracées le pourcentage scavenger de H,O, augmente

avec la concentration de I’ extrait (Kumaran and Karunakaran, 2007, Wang et al., 2007).

Les résultats de lafigure (36 A) indiquent que les extraits bruts ains que les standards
possedent la capacité de diminuer la concentration de H,O,. A une concentration de 65 pg/ml,
cette activité differe significativement (p < 0,05) d un échantillon a un autre. Contrairement
aux résultats du pouvoir réducteur et de I’ activité antiradicalaire ou I’ extrait brut des fruits
présentait la meilleure activité, dans ce test c'est I'extrait issu de I’écorce qui montre la
meilleure activité (75,55 %) suivie de celle de I’ extrait des fruits (50,74%) puis celle d’ extrait
des feuilles (33,06 %) a 65 ug/ml. Les taux les plus faibles enregistrés sont ceux du BHA
(27,25 %) et de |’ a-tocophérol (20,07%).

L'analyse statistique (p<0,05) a permis de classer I'effet scavenger du peroxyde
d hydrogene selon |’ ordre décroissant suivant : écorce brut > fruits brut > feuilles brut >
BHA > a-tocophérol.

L’ effet important enregistré pour I’ écorce peut étre lié a sa teneur élevée en tannins et
en flavonoides par rapport aux autres extraits bruts. |l a été rapporté que la quercétine, la
catéchine, les esters de I'acide gallique et caféique interviennent dans la réduction du

peroxyde d’ hydrogene (Kumaran and Karunakaran, 2007).
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Figure 36: Effet scavenger du peroxyde d’ hydrogéne par |es extraits bruts, des feuilles et des standards.

Les activités réductrices enregistrées pour |’extrait brut des feuilles et ses fractions
(figure 36 B) a 65 pg/ml dévoilent des différences significatives (p< 0,05) d'un extrait a un
autre. Lafraction B (53, 58%) et la fraction C (43, 20 %) ont exprimé des effets supérieurs a
ceux du brut, du BHA, et de I’ a-tocophérol. En revanche, lafraction A éluée avec |’ éthanol a
révélé également une activité assez faible comme dans le cas des autres tests (pouvoir
réducteur et activité antiradicalaire) comparée aux autres extraits et standards avec un
pourcentage de (9,36 %) a65 pg/ml.

L’ analyse statistique (p<0,05) a permis de classer I'effet scavenger de peroxyde
d’ hydrogene selon I’ ordre décroissant suivant : fraction B > fraction C > feuilles brut > BHA

> a-tocophérol > fraction A.

Les résultats obtenus pour I'extrait de I’ écorce et ses fractions sont illustrés par la
figure (37 A). Lafraction A adonné un pourcentage de 5,79 % a 65 ug/ml. Lafraction C et la
fraction B éluées respectivement avec le méthanol et I’ acétone (60%) ont présenté des effets
supérieurs (p< 0,05) a ceux de I'a-tocophérol avec des taux de 51, 33% ; 47,74% et 20,07 %,
respectivement. L’ extrait brut a exprimé un effet plus élevé (75,55%) comparé a ses fractions.
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Dans la présente étude, |’ effet scavenger du H,O, par les extraits de I’ écorce et des
standards est classé selon |’ ordre décroissant suivant: écorce brut > fraction C > fraction B >
BHA > o -tocophérol > fraction A.
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Figure 37 : Effet scavenger du peroxyde d’ hydrogene par les extraits d’ écorce, des fruits et des standards.

Les résultats obtenus pour I’ extrait brut des fruits et ses fractions (figure 37B) a 65
ug/ml révelent des différences significatives (p< 0,05) entre les différents extraits. Le brut a
montré |’ effet le plus éevé (50,74 %) suivi delafraction C (39,02 %). Tandis que, lafraction
B et la fraction A ont montré des effets inférieurs a ceux des standards avec des taux de
13,78 % et de 3,14 %, respectivement.

L'analyse statistique (p< 0,05) a permis de classer I'effet scavenger de H,O, par
I’extrait brut des feuilles, de ses fractions et des standards selon I’ ordre décroissant suivant :

fruits brut >fraction C > BHA > fraction B > a -tocophérol > fraction A.

L’ effet scavenger du peroxyde d' hydrogéne par les différents extraits peut étre attribué
aleurs composés phénoliques qui peuvent réduire le peroxyde d’ hydrogene en eau selon la
réaction suivante :

HO,+2H +2¢ — » 2H,0 Wangetal (2007)
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Discussion générale

Les résultats issus des différents tests utilisés pour évaluer I’ activité antioxydante ont

révélé gque les extraits bruts des fruits et de I’écorce ont exprimé une forte activité
antioxydante comparée aleurs fractions. Cependant, lafraction C et lafraction B des feuilles
ont montré des effets antioxydants supérieurs al’ extrait brut dont elles sont issues.
Cruz et ses collaborateurs (2005) ont rapporté que les fractions ou les extraits purifiés peuvent
avoir des pouvoirs antioxydants plus élevés que I’ extrait brut dont ils sont issus. De plus, ces
résultats ont dévoilé que certaines fractions ont présenté des teneurs faibles en polyphénols et
en tannins mais elles ont montré une forte activité c'est le cas de la fraction C des fruits ou les
quantités des polyphénols et de tannins sont respectivement (22,53 mg EAG/ g EB) et (1,19
mg EAT/g EB). Zin et ses collaborateurs (2006) ont rapporté que ¢ est la fraction |11 des
fruits (Morinda citrifolia L.) afaible teneur en polyphénols qui a exercé la plus forte activité
antioxydante. De méme, Maisuthisakul et al. (2008) ont noté que ce sont les extraits a teneur
élevée en polyphénols qui ont montré la plus faible activité antioxydante.

Le faible potentiel antioxydant de la fraction A des différents extraits bruts peut étre
di soit a la faible concentration en composés exercant un pouvoir antioxydant soit a leur
faible activité. Yanishlieva-Maslarova (2001) a signalé que les monophénols expriment une
faible activité antioxydante par rapport aux autres composes phénoliques. De plus, Villafio et
ses collaborateurs (2007) ont constaté que certains composés phénoliques tels que |’ acide
vanillique, acide p-coumarique, tyrosol, vanilline, syringaldéhyde et I'acide p-
hydroxybenzaldehyde n’interviennent pas dans la réduction du radical DPPH’. Conde et ses
collaborateurs (1997) ont noté la présence de la vanilline dans les extraits des feuilles de
E.globulus obtenus avec le méthanol aqueux (80 %). D’autre part, Cruz et al. (2005) et
Gonzalez et al. (2004) ont rapporté la présence de la vanilline, syringaldéhyde et I’ acide
vanilique dans les extraits issus de I’ écorce obtenus suite a une hydrolyse acide.

Lafraction B et la fraction C issues des différents extraits bruts peuvent contenir des
classes de polyphénols avec une activité antioxydante tres importante, telles que les acides
phénoliques, les flavonoides et les tannins. Plusieurs travaux ont rapporté la présence de ces
classes dans les feuilles et |’ écorce de la plante E. globulus, tandis que peu de travaux sont
réalisés sur la composition phénolique des fruits et les seuls polyphénols de cet organe sont
des acides phénoliques tels que I'acide galique, I'acide élagique et ses dérivés (Guo and
Y ang, 2006; Yang et al., 2007).
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Il a été rapporté que I’ @ution avec les alcools aqueux a partir du gel de Sephadex LH-
20 permet de séparer les monomeres, les dimeres et les trimeres. En revanche |’ acétone
agueux est employé pour I’ @ution des polymeéres tels que les tannins (Nack et al., 2006).
Kosar et al. (2007) ont identifié, en utilisant CLHP couplée a la spectrométrie de masse, des
anthocyanines et dérivés de |’ acide gallique (comme I’ acide di-gallique) dans lafraction éluée
par I’é&hanol, alors que la fraction éluée par |'acétone (50%) a révélé principaement la
présence de tannins hydrolysables (gallotannins) et |e pentagalloyl-glucose. Ces auteurs ont
constaté également que les fractions éluées avec |’ éthanol et I acétone (50%) ont montré des
activités antioxydantes remarquables dans le cas de I'inhibition de la peroxydation lipidique
ains qu'une bonne activité antiradicaaire du DPPH". En utilisant le gel Sephadex LH-20
pour le fractionnement de I’ extrait de la capucine tubéreuse (Tropaeolum tuberosum Ruiz &
Pavon) suivi d’ une identification des différentes fractions par CLHP couplée a un détecteur a
barrette de diodes, Chirinos et al, (2008) ont identifié principalement, dans la fraction dluée
par le méthanol aqueux (20%) ,I’ éicatéchine et des dérivés des acides hydroxycinnamiques
et hydroxybenzoiques, tandis que la fraction éuée par le méhanol aqueux (60%) est
constituée essentiellement d’ anthocyanines aors que celle éluée par |’ acétone agueux (60%)
contient des proanthocyanidines. L'hydrolyse acide et alcaline des différentes fractions
révélent la présence de |'épicatéchine, la gallo-catéchine, I'acide p-coumarique, I’ acide o-

cinnamique, |’ acide cinnamique, larutine et de la quercétine.

Suite a ces différents résultats, I’ activité antioxydante de la fraction B peut étre
attribuée aux anthocyanines, aux flavonols et aux acides phénoliques principalement |’ acide
éllagique étant donné qu’il est I’acide prédominant dans les feuilles, |’ écorce et les fruits de
E. globulus.

L’ activité antioxydante de la fraction C peut étre liée a la présence de composés de
haut poids moléculaire tels que les tannins hydrolysables (gallotannins), proanthocyanidines
et les tannins condenses. La présence de ces différents composeés dans les feuilles et I’ écorce
de la plante E. globulus, a été rapportée par plusieurs auteurs (Cruz et al., 2005; Vazquez et
al., 2008 ; Wilth et Anton, 2003); ces composés sont connus par leurs capacités antioxydantes
puissantes (Nakagawa and Yokozawa 2002; Siddhurgju, 2007; Spranger et al., 2008;
Troskynska et al., 2002 ). Alors que la fraction A des différents extraits peut contenir des
composés tels que I'acide vanillique, | acide p-coumarique et la vanilline vue leur pouvoir

antioxydant assez faible rapporté par la bibliographie par rapport aux autres polyphénols.




Partie Pratique 1. Résultats et discussions

V. 6. 1. 4. Corréationsentreles polyphénols et |’ activité antioxydante

Il est intéressant d’ établir des corrélations entre la teneur en polyphénols et I’ activité
antioxydante des différents extraits étudiés (Figure 5, annexe 111). Dans la présente étude des
corrélations positives (p < 0,05) ont été observées entre le taux de polyphénols totaux et
I"activité antiradicalaire (r = 0,58) ainsi que le pouvoir réducteur (r = 0,61) des différents
extraits. Des corrélations positives ont été aussi retrouvées (p < 0,05) entre |’ effet scavenger
du peroxyde d hydrogéne et les polyphénols totaux (r = 0,65) de tous les extraits de E.
globulus, ce qui est en accord avec les résultats rapportés par Abdel-Hameed (2009) et
Kumaran and Karunakaran (2007).

Des corrélations positives (p < 0,05) ont été notées entre les tannins et |’ effet
scavenger du peroxyde d’ hydrogene (r = 0,74) de tous les extraits étudiés. Cependant, des
corrélations moyennes ont été révélées entre les tannins et |’ activité antiradicalaire (r = 0,42)
et entre les tannins et le pouvoir réducteur (r = 0,52) de tous les extraits de E. globulus. Les
corrélations entre les tannins et les différents tests antioxydants montrent que les tannins
contribuent plus alaréduction de H,O, qu'al’ activité antiradicalaire de DPPH" et du pouvoir
réducteur. Des données bibliographiques rapportent que les tannins sont des inhibiteurs
puissants de la peroxydation lipidique et des piégeurs de divers radicaux libres tels que (NO°,
OH et O,) (Berset, 2006; Nakagawaand Y okozawa, 2002).

L’ activité antioxydante des polyphénols est principalement liée a leur propriété
redox qui peut jouer un réle important dans la neutralisation des radicaux libres, piégeage de

I’ oxygene singulet ou la décomposition des peroxydes (Kumaran and Karunakaran, 2007).

V.6. 2. Activité antibactérienne

Ces dernieres années, plusieurs bactéries ont développé des résistances envers des
antibiotiques utilisés pour le traitement des différentes affections chez I’ Homme (Zampini et
al., 2005). Chague année un a trois antibiotiques sont retirés des pharmacies a cause de leurs
effets secondaires et de |’ apparition des maladies qui, avant, éaient rares (Karou et al., 2005;
Zampini et al., 2005 ). Ces situations ont motivé les scientifiques a chercher de nouvelles
substances antibactériennes a partir de sources multiples telles que les plantes médicinales
(Zampini et al., 2005). Des études basées sur la recherche des agents antibactériens ont
montré que les plantes représentent une source potentielle de nouveaux agents antibactériens
(Arias et al., 2004; Zampini et al., 2005).
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Cette partie est consacrée aux résultats de |’ activité antibactérienne des extraits bruts
desfruits, de |’ écorce et des feuilles de E. globulus sur trois bactéries qui sont K. pneumoniae,
S. aureus et B. subtilis. Ces bactéries sont responsables de diverses pathologies chez

I’Homme et elles sont aussi des agents des intoxications alimentaires :

* K. pneumoniae est une espéce responsable des infections opportunistes chez les malades
fragilises, elle cause des infections broncho-pulmonaires, urinaires, hépato-biliaires,
d’angines, d’ otites et des septicémies ou le taux de mortalité par ces derniéres est assez élevé.
Cette espece est également un agent d’intoxications alimentaires (Avril et al., 2000; Delarras,
2001; Fauchere et Avril, 2002; Guiraud, 2003).

* S, aureus est une espece responsable de plusieurs infections nosocomiales telles que: les
infections cutanées, viscérales, osseuses et d'otites. En plus de ces infections, S. aureus est

aussi un agent de toxi-infections alimentaires (Fauchere et Avril, 2002).

* B. subtilis est une espece responsable essentiellement des toxi-infections alimentaires.
Cependant, plusieurs auteurs ont insisté sur la progression de cette bactérie dans |’ apparition
de plusieurs manifestations cliniques telles que I otite, les infections urinaires, les septicémies
et autres (Avril et al., 2000; Guiraud, 2003).

Les méthodes décrites dans la littérature pour |’ évaluation de I’ activité antibactérienne

incluent:

1- La mesure du diamétre des zones d'inhibition autour des disques imprégnés (ou des puits
contenant) d’ un composé antibactérien;

2- L’inhibition du développement bactérien sur milieu gélosé contenant le compose
antibactérien;

3- Laméthode des concentrations minimales inhibitrices (CMI) en milieu liquide;

4- La variation de la densité optique du bouillon nutritif en présence d une substance
antibactérienne (Proestos et al., 2006).
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L’ étude de I’ activité antibactérienne dans la présente éude est portée sur la mesure du
diamétre des zones d'inhibition suivie de la détermination des paramétres de la croissance
bactérienne (CMI, CMB) des extraits actifs.

V. 6. 2. 1. Evaluation de |’ activité antibactérienne par la méhode de diffusion en milieu

solide (méthode des disques)

La lecture des résultats se fait aprés 18 a 24 heures d’incubation, elle est basée sur la
mesure des diamétres des zones d'inhibition exprimée en millimetre. En se basant sur les
diameétres des zones d'inhibition (DZI) obtenus par la méthode de diffusion en milieu solide
apres soustraction de diamétre du disque. Rodriguez Vaquero et al. (2007) ont classé |’ activité

antibactérienne des extraits testés ainsi que les composes purs comme suit :

v Diametre de lazone d'inhibition < 1 mm: absence de |’ activité antibactérienne (-);
v Diameétredela zone d'inhibition égale a1l mm : Activité antibactérienne trés faible (f);
v' Diametre de la zone d'inhibition varie entre 2 et 3 mm : Activité antibactérienne faible
(+);
v Diamétre de la zone d'inhibition varie entre 4 et 5 mm: Activité antibactérienne
modérée (++);
v Diametre de la zone d'inhibition varie entre 6 et 9 mm : Activité antibactérienne forte
(+++);
v' Diamétredela zone d'inhibition > 9mm : Activité antibactérienne trés forte (++++).
Le méthanol aqueux a 80 % (80 : 20, v/v) utilise pour la dissolution des extraits bruts n'a
pas montré un effet antibactérien sur les souches testées ce qui est en accord avec la
constatation de Al-Zoreky (2009).

V.6.2.1. 1. Evaluation del’activité antibactérienne des extraits bruts
*Effet desextraitsbrutssur S. aureus

Les diametres des zones d’inhibition sont rapportés dans le tableau 1X, les aspects des

colonies sont élucidés danslafigure 6 del’annexe V.

Tous les extraits testés ont un effet inhibiteur sur la croissance de |’ espéce
Saphylococcus aureus. Les diametres des zones d’inhibition enregistrés oscillent entre (2,67
a 9 mm). Ces diamétres augmentent significativement (p < 0,05) avec la concentration de
I extrait.
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Les diamétres des zones d'inhibition enregistrées varient de 2,67 a 5 mm pour
I’extrait de |’ écorce, de 5 a8,67 mm pour I’ extrait desfruitset de’5a9 mm pour les feuilles.
L’ étude satistique (p < 0,05) n'a révélé aucune différence significative entre | effet
antibactérien des feuilles et celui des fruits. Cependant, une différence significative est
apparue entre ces extraits et celui de I’écorce. L’effet antibactérien le plus important est
observé pour |'extrait des feuilles et des fruits qui sont caractérisés par une inhibition trés
forte pour la charge 2000 pg d’ extrait brut par disque. Cependant, I’ extrait de |’ écorce arévéé

une inhibition modérée ala méme charge du disgue.

Tableau | X: Effets des différents extraits bruts sur S. aureus.

Extraits Charge ug EB /disque Zone d'inhibition (mm)
500 5,00 + 0,00 (++)
1000 6,33 + 0,58 (+++)
Feuilles 1500 8,00 + 0,00 (+++)
2000 9,00 + 0,00 (++++)
E. globulus 500 2,67 + 0,58 (+)
Ecorce 1000 3,33+ 0,58 (+)
1500 4,33+ 0,58 (++)
2000 5,00 £ 1,00 (++)
500 5,00 £ 0,00 (++)
Fruits 1000 6,00 + 0,00 (+++)
1500 7,67 +0,24 (+++)
2000 8,67 + 0,58 (+++)

Absence d' activité (-), DZI <1. Activitétrésfaible (f), DZI=1. Activitéfaible (+), DZI (2-3 mm). Activité
modérée (++),D ZI (4-5 mm). Activité forte (+++), DZI (6-9 mm). Activitétresforte (++++),D ZI > 9 mm.

La sensibilité de Saphylococcus aureus aux extraits de E. globulus est en accord
avec plusieurs travaux. Takahashi et al. (2004) ont constaté un effet antibactérien
remarquable des extraits issus des feuilles E. maculata et E. viminalis sur S. aureus, comparés
aux extraits des autres especes de Eucalyptus. Khan et ses collaborateurs (2009) ont obtenu
une activité assez forte de |’ extrait des feuilles de E. globulus (diamétre des zones d' inhibition
varie de 16 & 25 mm) par rapport aux résultats de la présente éude. Egwaikhide et ses
collaborateurs (2008) ont constaté un effet inhibiteur des extraits, méthanolique, héxanique et
d’ acétate d'éthyle, issus des feuilles E. globulus sur S aureus. Les extraits de I’écorce
obtenus aprés une hydrolyse acide ont présenté également un effet antibactérien sur cette
souche (Cruz et al., 2001).
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D’ autres travaux ont révélé aussi la sensibilité de S aureus a I’ égard d’ autres genres
de la méme famille que le Eucalyptus (Myrtaceae). Les extraits des feuilles de la goyave
(Psidium guajava) et des clous de girofle (Syzgium aromatica) ont montré des effets
inhibiteurs sur la croissance de Staphylococcus aureus, dont les diamétres des zones
d’inhibition varient de 10 a 20 mm pour la goyave et de 21 a 30 mm pour les clous de girofle
(Ahmad and Beg, 2001).

*Effets des différents extraitsbrutssur B.ssubtilis

Les diamétres des zones d'inhibition sont rapportés dans le tableau X. Les aspects des

colonies sont regroupés dans lafigure 7 I’annexe V.

Tableau X: Effets des différents extraits bruts sur B. subtilis.

Extraits Charge ug EB /disque Zone d'inhibition (mm)
500 -
Feuilles 1000 -
1500 -
2000 -
E. globulus 500 2,67 + 0,58 (+)
Ecorce 1000 3,67 + 0,58 (++)
1500 4,67+ 1,15 (++)
2000 5,33+ 0,58 (++)
Fruits 500 2,67 £0,58 (+)
1000 3,50 + 0,50 (++)
1500 4,33+ 0,58 (++)
2000 5,50 + 0,50 (++)

Absence d' activité (-) , DZI <1. Activité tresfaible (f), DZI=1. Activité faible (+),D ZI (2-3 mm). Activité
modérée (++), DZI (4-5 mm). Activité forte (+++), DZI (6-9 mm).Activité tresforte (++++),D ZI > 9 mm.

Le diamétre des zones d’inhibition varient de 2,67 a5,50 mm pour |’ extrait des fruits
et entre 2,67 a 5,33 mm pour I’extrait de I’écorce. L’ étude statistiqgue n’a révélé aucune
différence significative (p < 0,05) entre |’ effet antibactérien d’ extrait de |’ écorce et celui des
fruits avec des diametres des zones d’inhibition modérées a 2000 ug EB/disque. Le diametre

d’inhibition augmente significativement (p < 0,05) avec la concentration.
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Cependant, I’ extrait des feuilles n’a dévoilé aucun effet sur cette bactérie. De méme,
Nascimento et al. (2000) ont constaté la résistance de B. subtilis a1’ extrait des feuilles de la
goyave. En revanche, les extraits méthanolique, héxanique et d’ acétate d’ éhyle des feuilles de
E. globulus, ont exercé une action inhibitrice sur B. subtilis avec des diamétres des zones
d’inhibition de 18, 20 et 16 mm, respectivement (Egwaikhide et al., 2008).

*Effet desdifférentsextraits brutssur K. pneumoniae

Les résultats montrent que tous les extraits bruts n’ ont aucune activité inhibitrice sur le
développement de K. pneumoniae. Ces résultats sont en accord avec ceux de Khan et ses
collaborateurs (2009).Ces derniers ont noté également la résistance de P. aeruginosa ains que
de E. coli vis-a-vis des extraits issus des feuilles de E. globulus.

Plusieurs études ont mis en évidence la résistance de K. pneumoniae et autres bactéries a
Gram négatif aux extraits des plantes médicinales (Arias et al., 2004; Babayi et al., 2004;
Hayouni et al., 2007; Lim et al., 2009; Oliveiraet al., 2008).

*Discussion genérale

La méthode de diffusion sur gélose arévélé que I’ effet antibactérien des extraits de la
plante médicinale de E. globulus differe d’'une souche a une autre. La bactérie K.
pneumoniae s est avérée la plus résistante alors que S. aureus est la plus sensible. Ces
résultats sont en accord avec plusieurs publications concernant les extraits de plantes
meédicinales ou les bactéries a Gram négatif dévoilent une forte résistance aux extraits de
plantes que les bactéries a Gram positif (Arias et al., 2004; Khan et al., 2009; Olivieraet al.,
2008). Cette différence peut étre due aux différences morphologiques entre les bactéries a
Gram positif et bactéries a Gram négatif. Outre la couche peptidoglycane; la paroi des
bactéries a Gram neégatif présente trois structures polymériques externes ou liées au
peptidoglycane: des lipoprotéines, une membrane externe et des lipopolysaccharides qui sont
attachés a la membrane externe. Ces ééments rendent la paroi cellulaire imperméable au
passage des solutés liposolubles. Quant aux porines situées au niveau de la membrane externe,
elles permettent le passage uniquement de petites molécules hydrophiles (600 Dalton) (Arias
et al., 2004) . Les bactéries a Gram négatif présentent également un espace périplasmique ou
S effectue la fragmentation des molécules introduites (a travers les porines) par les enzymes
bactérienne (Shan et al., 2007). Les bactéries a Gram positif sont plus sensibles aux agents
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antibactériens car elles possedent uniguement |e peptidoglycane qui ne constitue pas une
véritable barriere sélective a ces composés (Arias et al., 2004; Meyer et al., 1999; Tian et al.,
2009). Il est probable que la résistance de K. pneumoniae aux extraits testés est également
due au métabolisme de certains composes a effet antibactérien. En effet, il a été prouvé que
certaines souches comme K. pneumoniae ont la propriété de dégrader certains composes

phénoliques tels que |’ acide caféique (Redriguez V aguero et al., 2007).

Les résultats ont révél é également que I’ augmentation de la charge de disque de 500 a
2000 ug d extrait est accompagnée d’'un effet antibactérien proportionnel, ce qui est constaté
pour les différents extraits testés sur S. aureus et pour les extraits des fruits et de I’ écorce
testés sur B. subtilis. Ksouri et ses collaborateurs (2009) et Redriguez Vaquero et al. (2007)
ont noté, également, que le diamétre des zones d’inhibition est proportionnel a la charge du

disque.

Les résultats montrent que B. subtilis est plus résistante que S. aureus pour les extraits
testés. En effet, dans des conditions défavorables pour sa croissance, B. subtilis a la capacité
de former une endospore pour s adapter aux conditions du milieu ce qui peut étre al’ origine
de sa résistance aux extraits de plantes par rapport a S. aureus (Ahmad and Beg, 2001;
Nascimento et al., 2000).

L’ activité antibactérienne observée avec les différents extraits peut étre liee a la
composition chimique des parties étudiées. L’ étude phytochimique des trois parties de la
plante utilisée, amis en évidence la présence de diverses classes de polyphénols telles que les
tannins, flavonoides et les flavonols. Plusieurs recherches ont rapporté que ces composés
exercaient des effets antibactériens remarquables sur une large gamme de bactéries (Ahmad et
Beg, 2001; Cowan, 1999; Shan et al. 2007). Musa (2008) a signalé que I activité
antibactérienne de I’ extrait d’une plante tropicale Commiphora kerstingii (Burseraceae) sur
Bacillus subtilis est liée essentiellement aux tannins ce qui peut expliquer la résistance de
cette bactérie vers I extrait des feuilles comparée aux autres extraits. En effet, la teneur en
tannins détectée pour |’ extrait des feuilles est de 105,39 mg EAT/ g EB et celle de |’ écorce et
des fruits sont 332,05 et 210,15 mg EAT/ g EB, respectivement. La résistance de cette souche
al’extrait des feuilles peut étre aingi liée a la qualité des flavonoides, Rodriguez Vaguero et
collaborateurs (2007) ont signalé que les flavonols (essentiellement la quercétine et la
myricétine) inhibent la croissance de plusieurs souches bactérienne S. aureus, B. subtilis, E.
coli,..etc.
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D’ autres éudes ont montré que I’ effet antibactérien est lié a la teneur des extraits en
polyphénols. Rodriguez Vaquero et al. (2007) ont montré que I’ effet antibactérien de trois
types de vins est proportionnel a leur teneur en composes phénoliques ce qui est totalement
différent des résultats obtenus avec S. aureus dans la présente étude, ou I’ extrait de I’ écorce
est plus riche en polyphénols totaux, en tannins et en flavonoides. Cependant, cet extrait
exercait une activité assez faible par rapport aux extraits des fruits et des feuilles; cette
divergence peut étre liée a la diffusion lente de cet extrait sur la gélose. En effet, la zone
d’inhibition dépend de la capacité d'un compose antibactérien a diffuser rapidement et

uniformément sur la gélose (Cushnie and Lamb, 2005; Hayouni et al., 2007).

Peu de travaux sont publiés sur I’ évaluation de I’ activité antibactérienne des extraits de
I”écorce et des feuilles de E. globulus. Alors que, la bibliographie consultée concernant le
Eucalyptus n'a pas rapporté des études sur |’estimation de I'activité antibactérienne des
extraits des fruits de cette plante. Les divergences constatées entre les résultats des différentes
études publiées sur le Eucalyptus et ceux de la présente éude peuvent étre liées a
I’ échantillon, a la période de récolte, méthode d’ extraction des composés antibactériens et a
la technique d’'évaluation de I'activité antibactérienne (Ahmad and Beg, 2001; Al-Zorek,
2009; MacCarell et al., 2008).

V. 6. 2. 1. 2. Activité antibactérienne des acides gallique et tannique

Les diamétres des zones d'inhibition sont rapportés dans le tableau XI. Les aspects

des zones pour S. aureus et B. subtilis sont illustrés dans |’ annexe V (Figure 8 et 9).

Les résultats montrent que I’ activité antibactérienne de I’ acide tannique et |’acide
galique varie d'une bactérie a une autre. Comme les extraits bruts, ces acides n’exercent
aucun effet antibactérien sur K. pneumoniae. Rodriguez Vaquero et al. (2007) ont constaté un
effet inhibiteur de |’ acide gallique sur cette souche a différentes concentrations qui varient de
50 a 1000 mg/ml. Ces différences peuvent étre dues a la méthode d’ évaluation de I’ activité
antibactérienne ou liée ala souche qui est plus sensible que celle de la présente étude. En
effet, des souches différentes appartenant a la méme espéce peuvent montrer des effets
totalement différents vis-a-vis du méme composé phénolique ou de I’ extrait (Khan et al.,
2009; Nascimento et al., 2000; Rodriguez Vaquero et al., 2007).
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L’acide galique et |'acide tannique exercent des effets inhibiteurs sur le
développement de S aureus. L’étude statistiqgue a révélé des différences significatives
(p < 0,05) entre ces composés purs. L'acide gallique a montré |’ effet inhibiteur le plus
important avec une activité trés forte aux différentes concentrations testées avec un diameétre
de zone d'inhibition de 13,67 mm & 2000 ug/disque et les diamétres d inhibition enregistrés
pour |’ acide tannique oscillent entre 6,67 a 10 mm. Akiyama et ses collaborateurs (2001) ont

constaté également des effets antibactériens de ces acides phénoliques sur S. aureus.

Tableau XI: Effets des acides phénoliques sur K. pneumoniae, B. subtilis et S. aureus.

Acides phénoliques Charge pg /disque | Diamétre d’inhibition (mm) | Microorganismes
500 6,67 £ 0,58 (+++)
1000 8,33 + 0,58 (+++)
Acide tannique 1500 9,33 + 0,33 (++++4)
2000 10,00 + 0,00 (++++)
S aureus
500 9,33 £ 0,58 (++++)
Acide gallique 1000 12,00 + 1,00 (++++)
1500 12,67 £ 0,58 (++++)
2000 13,67 + 0,58 (++++)
500 3,33+ 0,58 (++)
Acide tannique 1000 4,33+ 0,58 (++)
1500 5,00 + 0,00 (++)
2000 5,33+ 1,15 (++)
- B.subtilis
500 -
1000 -
Acide gallique 1500 -
2000 1,00 £ 0,00 (f)
500 -
1000 -
Acide tannique 1500 -
2000 - K. pneumoniae
500 -
Acide gallique 1000 -
1500 -
2000 -

Absence d' activité (-),DZI <1. Activité tres faible (f), DZI=1. Activité faible (+), DZI (2-3 mm). Activité
modérée (++), DZI (4-5 mm). Activité forte (+++), DZI (6-9 mm).Activité trésforte (++++), DZI > 9 mm.
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La souche B. subtilis a montré une certaine résistance a |’acide gallique aux charge
500 a 1500 pg/disque; alacharge de 2000 pg d' acide gallique/disque, I’ effet antibactérien de
I’acide galliqgue commence a apparditre avec une trés faible activité (1 mm). Cette souche
Sest avérée plus sensible a |’ acide tannique dont les diamétres mesurés varient de 3,33 a 5,33
mm. Taguri et ses collégues (2006) ont révélé que cette bactérie est sensible al’ acide gallique
et I’acide tannique. Les résultats ont montré que Bacillus subtilis est plus résistante aux

acides phénoliques testés que S. aureus.
V.6. 2. 2. Dé&ermination des concentrations minimalesinhibitrices et bactéricides

L e tableau ci-dessous résume les résultats obtenus pour les CMI et CMB des extraits

et des composés phénoliques actifs.

Tableau XlI: Concentrations minimales inhibitrices et bactéricides des extraits et des
composes phénoliques purs.

ZI a(2000 pg/ disque) | CMI (ug/ml) | CMB (ug/ml) | Microorganismes
(mm)
Feuilles 9,00 + 0,00 500 500
E. globulus Ecorce 5,00 +1,00 90 100
Fruits 8,67 +0,58 80 80 S aureus
Acides phénoliques | Acide tannique 10,00 + 0,00 90 300
Acide gallique 13,67 + 0,58 50 70
Feuilles 0,00 + 0,00 NT NT
E. globulus Ecorce 5,33+0,58 60 900
Fruits 5,50 +0,50 30 400 B. subtilis
Acides phénoliques | Acidetannique 533+1,15 50 > 2000
Acide gallique 1,00 £ 0,00 600 800

NT : Non tester

Les résultats des CMI obtenues montrent que la valeur la plus faible est observée
pour I'extrait des fruits sur B. subtilis et la valeur la plus importante est constatée pour le
I’acide gallique sur la méme souche. Ces valeurs sont inversement proportionnelles aux
diamétres des zones d'inhibition révélés avec la méthode de diffusion en milieu solide:
méthode des disques (Bekhechi et al., 2008). Cependant, les CMI notées pour les autres
extraits d'une maniére générale ne concordent pas avec les diametres d’inhibition obtenus a

la charge de 2000 ng / disque. Ces résultats sont en accord avec ceux de More et al.(2008).
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More et ses collégues (2008) ont rapporté que les résultats de la technique de diffusion en
milieu solide ne peuvent pas étre souvent comparés avec les données des CMI. En effet, la
méthode des disques n'est pas une technigaue assez fiable pour I’estimation de |’ activité
antibactérienne vue le facteur de diffusion de |’ extrait qui influe sur le diametre de la zone
d'inhibition et par conséquent I’ estimation de I’ effet antibactérien (Proestos et al., 2006).
Pour cette raison, il est indispensable de compléter ce test par la détermination des CMI
(Biyiti et al., 2004).

Aligiannis et ses collegues (2001) (cités par Fabri et al. (2009)) ont proposé une

classification du matériel végétal sur labase des CMI :

» Forteinhibition: CMI inférieure 2500 ug/ml ;
> Inhibition modérée: CMI varie de 600 ug/ml a 1500 pg/ml ;
» Faibleinhibition: CMI supérieure a 1600 pg/ml.

Il en ressort des résultats de |a présente éude que:

*Les extraits des feuilles, des fruits, de I'écorce, de I’acide gallique et de I’ acide tannique

exercent une forte activité sur S. aureus (CMI =500, 80, 90, 50 et 90 ug/ml), respectivement.

*Les extraits des fruits, de I’ écorce et de I’ acide tannique ont également une forte activité sur
B. subtilis (CMI= 30, 60, 50 pg/ml), respectivement. Toutefois, |’ acide gallique exerce une

activité modérée sur laméme souche avec une CMI égale a 600 pg/ml.

Les CMI des extraits de I’ écorce et des fruits sur S. aureus sont plus faibles que celles
de I'extrait des feuilles. Ces différences peuvent étre liées a leur teneur élevée en tannins
comparée aux feuilles. Plusieurs recherches ont montré que les élagitannins, gallotannins,
acide élagique et proanthocyanidines ont des forts effets antibactériens sur plusieurs
bactéries B. subtilis, S. aureus, H. pylori, P. aeruginosa et autres (Cowan, 1999; Funatogawa
et al., 2004; Galvao Rodrigues et al., 2008; Musa, 2008 ).

Les CMI obtenues par Cruz et al. (2001) et Khan et al. (2009) pour les extraits de
I’ écorce et des feuilles (CMI1=100, 6250 ug/ml), respectivement sur Saureus sont supérieures
acelles de la présente étude. Ces différences peuvent étre liées a la méthode de détermination
des CMI, la taille de I'inoculum ains que la souche.

o5
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La CMI obtenue dans la présente étude sur B. subtilis pour I’ acide tannique (50 ug/ml)
est tresinférieure acelle de I’ acide gallique (600 pg/ml) ce qui est en accord avec les CMI de
Taguri et al. (2006) qui sont de 667 ug/ml pour I’ acide tannique et de1600 pg/ml pour I’ acide
galique. Akiyama et ses collegues (2001), ont rapporté que les bactéries aérobies sont plus
sensibles al’ acide tannique qu’a |’ acide gallique. D’ aprés ces mémes auteurs |’ acide tannique
ala capacité de fixer le fer et par conséquent |a perturbation des fonctions physiologiques de
ces bactéries. Le pouvoir antibactérien de I’ acide tannique peut étre attribué a son poids
moléculaire élevé (Crz Hsz Og6) étant donné qu'il est formé par combinaison de I'acide
galique et de glucose. Le pouvoir antibactérien de ce composé peut étre di également aux
nombres de groupements hydroxyles qu’il posséde comparé al’ acide gallique. Cowan (1999)
et Falleh et al. (2008) ont signalé que la position et le nombre de groupement hydroxyles d’un

compose phénolique augmentent sa toxicité vis-a-vis les microorgani smes.

Les concentrations minimales bactéricides (CMB) (Tableau XI1I) obtenues différent
d’une souche a une autre. Les CMB des extraits sur Saureus varient de 70 a 500 ug /ml et
celles enregistrées sur B .subtilis oscillent entre 400 et 900 ug /ml. Ces valeurs révélent que B.
subtilis est plus résistante que S. aureus ce qui confirme les résultats obtenus par la méthode
de diffusion sur milieu solide. Les valeurs des CMB sont souvent égales ou supérieures aux
CMI (Ariaset al., 2004; Evan et al.,2002; Karou et al., 2005; Zampini et al., 2005).

Il est souhaitable de comparer les CMI et CMB d'un extrait sur un microorganisme
donné afin de mieux connaitre |’effet antibactérien de I’extrait ou de I’antibiotique. Ces
valeurs sont proches pour les antibactériens dits bactéricides et éoignées pour les
antibactériens bactériostatiques (Meyer et al., 1999). La classification des extraits dans ce
travail est faite selon la méthode de Biyiti et ses collegues (2004); une substance est dite
bactéricide lorsque le rapport CMB/CMI < 2 et bactériostatique si le rapport CMB/CMI > 2.

Il en ressort aussi des CMI et des CMB obtenues que :

-Les extraits des feuilles, de I’écorce, des fruits et de |I'acide galique exercent des effets
bactéricides sur S. aureus a 500, 100, 80 et 70 pg /ml, respectivement, et par contre |’ acide
tannigue exerce un effet bactériostatique sur la méme bactérie.L’ aide galligue exerce un effet

bactéricidé a800 ug /ml sur B. subtilis.

-Les extraits desfruits, de |’ écorce et de I’ acide tannique révélent des effets bactériostatiques
(CMB/CMI > 2) sur B. subtilis.

%
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D’apres I'ensemble des résultats, |'activité antibactérienne des extraits de
Eucalyptus globulus peut étre liée aux composés phénoliques. Cependant le mécanisme
d’action des polyphénols sur les bactéries n'est pas assez clair. De ce fait, plusieurs
hypotheses ont été établies pour expliquer le mode d’ action de ces composés. Ces métabolites
peuvent agir au niveau de la paroi en inhibant les fonctions physiologiques de lacellule, ou ils
peuvent intervenir dans la fixation des ions métalliques, des substrats comme ils peuvent étre
impliqués dans I’inhibition des activités enzymatiques comme ils peuvent aussi régénérer le
peroxyde d’ hydrogéne en provoquant ainsi un stress oxydant a la cellule bactérienne (Galvéo
Rodrigues et al., 2008; Karou et al., 2005; Taguri et al., 2006). L’ effet bactéricide des
polyphénols est lié essentiellement aux altérations structurales a deux niveaux différents: la
membrane cytoplasmique et la paroi cellulaire (Rodriguez et al., 2009).

Cette partie a permis de mettre en évidence les propriétés antibactériennes des extraits
bruts des différentes parties (feuilles, fruits et I’ écorce) de la plante médicinale E. globulus.
Les résultats obtenus révélent la présence des principes actifs antibactériens qui exercent des
effets bactéricides vis-a-vis S. aureus ce qui justifie I’usage traditionnel de cette plante
essentiellement les feuilles dans le traitement des diarrhées et des affections pulmonaires (Ait
Y oussef, 2006 ).
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Les différentes parties de Eucalyptus globulus a savoir les feuilles, I’ écorce et les fruits
ont fait I’objet de la présente étude. Différentes analyses sont appliquées a ces différentes
parties: extraction des polyphénols, fractionnement des extraits bruts par la colonne
chromatographique Sephadex LH-20, évaluation des effets antioxydants des extraits bruts
ains que leurs fractions par trois moyens (activité antiradicalaire a I’egard du DPPH’, le
pouvoir réducteur et | activité scavenger de peroxyde d’ hydrogene) et enfin I’ é&ude des effets
antibactériens des extraits bruts sur Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Klebsidla
pneumoniae (E47) et Bacillus subtilis (ATCC 6633).

Il en ressort de I’ analyse des résultats obtenus pour le test d"humidité que les teneurs
en eau obtenues sont différentes d’ une partie a une autre. L’ écorce a montré le taux le plus
faible (18 %) contrairement aux fruits et feuilles.Ces derniers sont trés riches en eau avec des
teneurs de 57,14 % et de 51,47 %, respectivement. L’ extraction a I’ acétone aqueux 70 % a
permis d' obtenir des rendements qui oscillent entre 10 et 30 %. Le fruit a révélé le taux
d’extraction le plus élevé (30, 83%) suivi des feuilles 24,73 % et enfin de I’ écorce avec le
taux le plus faible 10,09 %.

L’ analyse quantitative des polyphénols par |a méthode spectrophotométrique a montré
des différences significatives (p< 0,05) entre les parties de la plante. La teneur la plus élevée
est constatée pour I’ extrait de I’ écorce (518,88 mg EAG/ g EB) suivie de I extrait issu des
fruits (464,71 mg EAG/ g EB) puis de celui des feuilles (432,63 mg EAG /g EB). Les teneurs
en tannins différent significativement (p< 0, 05) d’un extrait brut a un autre. La teneur la plus
élevée est constatée pour I’ extrait de |I’écorce (332,05 mg EAT/g EB) suivie de I’ extrait des
fruits (210,15 mg EAT/g) et enfin de celui des feuilles avec une teneur de 105,39 mg EAT/g
EB. Le dosage des flavonoides a révélé encore une fois que I’ extrait de I’ écorce dévoile la
teneur la plus élevée (4,76 mg EQ/g EB).Tandis que, la teneur la plus faible est enregistrée
pour I'extrait des fruits (2,99 mg EQ/g EB). La méthode de dosage adoptée dans la présente
étude pour quantifier les flavonols révéle une teneur élevée pour I’ extrait de I’ écorce (4, 57
mg EQ/ g EB) environ 96 % de flavonoides totaux, suivie des fruits (2, 30 mg EQ/ g EB)
avec un taux de 76 % de flavonoides totaux. En revanche, les feuilles possedent la teneur la

plusfaible (1,16 mg EQ/ g EB) qui correspond a un taux de 31 % de flavonoides totaux.

Le fractionnement des différents extraits bruts par la colonne chromatographique

Sephadex LH-20 a donné trois fractions pour chaque extrait, désignées ainsi : Fraction A,

%
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Fraction B et Fraction C. L’ éude phytochimique de ces différentes fractions a montré la
présence des polyphénols et des tannins avec des teneurs inférieures a celles enregistrées pour
les extraits bruts dont elles sont issues.

Tous les résultats de I’ activité antioxydante ont montré que le potentiel antioxydant pour
chague test est proportionnel ala concentration. Les résultats des extraits bruts montrent des
différences significatives (p<0,05) entre I’extrait des fruits et les autres extraits; toutefois
aucune différence significative n’ est observée entre I’ extrait de I’ écorce et des feuilles pour le
test du pouvoir réducteur ainsi que I’ activité antiradicalaire. L’ ordre ainsi révélé par I’ éude
statistique pour ces tests est comme suit: fruits brut > écorce brut = feuilles brut. Cependant,
I’extrait de I’ écorce a exercé I’ activité réductrice de peroxyde d’ hydrogene la plus éleve avec
un taux de 75,55% a la concentration 65 pg /ml suivi de I’ extrait des fruits avec un taux de
50,7 % et celui desfeuillesavec un taux de 33,06% ala méme concentration.

La fraction B et la fraction C des extraits de I’ écorce et des fruits exercent également
des pouvoirs antioxydants puissants mais ils restent inférieurs a ceux des extraits bruts pour
tous les trois tests. En revanche, la fraction B et la fraction C issues de I’ extrait brut des
feuilles montrent des pouvoirs antioxydants plus élevés que |’ extrait brut et ceci pour les trois
tests. Les Clsp du pouvoir antiradicalaire DPPH enregistrées sont de |’ ordre de 88 pug/ml pour
chague fraction et elles sont trés inférieures a la Clsp de I’ extrait brut des feuilles (114,25
ug/ml) et méme a celle du BHA (Clsp=134,26 ug/ml). Lafraction A des différents extraits a
révélé les pouvoirs antioxydants les plus faibles pour tous les tests antioxydants étudiés
comparés aux autres fractions. Ains, leurs capacités antioxydantes enregistrées sont

également tres inférieures au pouvoir antioxydant de I’ a-tocophérol.

Des corrdlations linéaires positives (p < 0,05) ont été éablies entre les polyphénols
totaux et les différentes activités antioxydantes des extraits étudiés a savoir: entre le taux de
polyphénols totaux et I’ activité antiradicalaire (r = 0,58) ainsi que le pouvoir réducteur (r =
0,61) des différents extraits. Des corrélations positives ont été aussi retrouvées (p < 0,05)
entre |’ effet scavenger du peroxyde d' hydrogene et les polyphénols totaux (r = 0,65) et les
tannins (r =0,74), témoignant la contribution des tannins et des polyphénols des extraits a la
diminution de la concentration du peroxyde d hydrogene. Cependant, des corrélations
moyennes ont été notées entre les tannins et I’ activité antiradicalaire a I'egard du DPPH"®
(r = 0,42) et entre les tannins et le pouvoir réducteur (r = 0,52) de tous les extraits de E.

globulus.
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L’ évaluation de I’ effet antibactérien a révélé que la bactérie K. pneumoniae est trés
résistante aux extraits bruts testés. En revanche, ces derniers ont montre des effets inhibiteurs
sur S. aureus. Labactérie B. subtilis s est avérée sensible aux extraits des fruits et de |’ écorce.
Cependant, elle est tres résistante al’ extrait des feuilles. Les extraits des fruits, d' écorce et des
feuilles exercent des effets bactéricides sur S. aureus a 500, 100 et 80 pg /ml respectivement.
Des effets bactériostatiques ont éé notés pour les extraits des fruits et de |’ écorce sur B.

subtilis.

A travers les résultats obtenus, les extraits bruts de la plante Eucalyptus globulus
présentent des potentiels antioxydant et antibactérien remarquables sur S. aureus justifiant
I"usage traditionnel de cette plante dans le traitement de certaines maadies (diarrhées,
affections pulmonaires). Le fractionnement des extraits bruts par la colonne
chromatographique Sephadex LH-20 a révélé la présence de trois classes de composés avec
des pouvoirs antioxydants différents. Ces résultats obtenus ouvrent des perspectives
intéressantes a |’ avenir dont il serait nécessaire de:

v/ Etudier la toxicité de ces extraits et d’envisager la mise au point des médicaments
traditionnels améiorés a court terme;

v' Etudier d'autres activités biologiques a savoir: les propriétés anti-inflammatoires,

antivirales et autres;
v’ Identifier les différents constituants des fractions par CLHP-SM;

v Réaliser des combinaisons entre ces extraits et les antibiotiques et de les tester sur des

bactéries multi-résistantes.

v Etaer I’ étude phytochimique sur d’ autres parties de cette plante telles que les fleurs et

|es boutons floraux.
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Glossaire médical

Affection : Maladie.

Aisselles : Creux situé entre la partie supérieure et interne du bras et la partie du thorax (partie

supérieure du tronc, située entre le cou et la partie abdominale).
Analgésique : Qui supprime ou atténue la douleur.
Anesthésique : Qui rend le corps ou une partie du corps insensible.

Angine : Inflammation aigué de I’ oropharynx atteignant les amygdales et souvent les piliers
du voile du palais (segment supérieur de la cavité buccale comprenant une partie osseuse et

une partie muscul o-membraneuse).
Antibactérien : Qui inhibe le dével oppement des bactéries.

Antibiogramme : Résultats de I’éude in vitro de la sensibilité d’'un germe a différents

antibiotiques.

Antibiotique : Toute substance naturelle capable d'inhiber In vivo le développement des

bactéries.

Anti-diarrhéique : Qui est actif contre les diarrhées.
Anti-inflammatoire : Qui soulage lesinflammations.
Antimicrobien : Qui détruit les microorganismes.
Antiparasitaire : Qui détruit les parasites.

Antirhumatismal : Qui exerce une action anti-inflammatoire dans certains affections

rhumatismales.
Antiseptique : Qui détruit les germes pathogenes notamment par application externe.
Apoptose : Mort cellulaire programmée (suicide cellulaire).

Astringent : Renforce les muqueuses et la peau, réduisant ainsi les secrétions et les

saignements.
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Athérome : Dépdt lipidique jaune, qui se forme sur les parois internes des arteres et qui se

calcifier ou s ulcérer.

Athérosclérose : Affection dégénérative des artéres, trés répandue, associant les Iésions de
I artérioscl érose (durcissement de la paroi des artéres) et de I’ athérome.

Auto-anticorps : Anticorps produit par un antigene provenant de I’ organisme du méme sujet

(auto-antigene).

Bactéricide : Qualificatif attribué aux antibiotiques qui agissent sur les bactéries en les

détruisant.

Bactériostatique : Agent qui inhibe la croissance et la reproduction des bactéries sans les

détruire.

Balsamique : Qui contient un baume (produit naturel d origine végétal, forme de résine riche

en acide benzoique et en acide cinnamique) qui en ales propriétés.

Cancer : Résulte d’un désequilibre dans les mécanismes de croissance et de multiplication
cellulaire. La cellule cancéreuse se caractérise par des anomalies nucléaires avec mitoses
fréguentes et anarchiques.

Cancérogéne ou cancérigene : Qui peut provoguer un cancer.
Cardiovasculaire : Qui se rapporte au ceeur et aux vaisseaux sanguins.

Cataplasme: Préparation médicinale, en général chaude, appliquée sur les parties
douloureuses du corps.

Cataracte : Maladie qui touche les yeux par formation d’ une zone sombre ou opaque dans le
cristallin troublant lavue.

Céruloplasmine : Protéine permet le stockage du cuivre plasmatique.

Collageéne : Scléroprotéine complexe, constituant essentiel des fibrilles et fibres du tissu

conjonctif ainsi que des os et du cartilage.

Commensal : Se dit d’un microorganisme qui partage la nourriture de son hote, sans préudice
pour celui-ci. On donne le nom de bactérie commensale a des germes non pathogéenes chez

I"'Homme.
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Décoction : Consiste a maintenir les drogues dures (tige et racine) avec |'eau potable a
ébullition pendant une durée de 15 a 30 minutes.
Dysfonctionnement : Toute anomalie ou perturbation dans le fonctionnement d' un organe.

Engeure : Lésion, inflammation de |a peau causée par le froid.
Fébrifuge : Qui fait disparaitre lafiévre.

Ferritine: Molécule protéique de poids moléculaire élevé, permettant |le stockage tissulaire
du fer (essentiellement dans le foie, larate et |a moelle osseuse).

Fibrose : Formation pathologique d' un tissu fibreux.

Feetus : Produit de la conception depuis la fin du troisiéme mois de la grossesse jusqu’a
I’ accouchement.

Gingivite : Inflammation de la gencive.

Grippe : Maladie virale, épidémique qui s’ accompagne d’ une forte fiévre.
Hémorroide : Dilatation variqueuse des veines de la muqueuse anale et rectale.
Hépato-biliaire : Qui se rapporte au foie et labile et au systeme des canaux hiliaires.

Immunosuppression : Réduction ou abolition des réactions immunologique d un organisme

contre un antigene.
In situ : &saplace normale, en position habituelle.

In vitro : Expression latine dans le verre ; réaction observable dans un tube & essai ou un autre
récipient, qui se produit en dehors de I’ organisme.

In vivo : Expression latine « dans I’ étre vivant ” et S appliquant a ce qui s effectue ou se
produit dans I’ organisme ou chez un animal d’ expérience.

Infection: L’ensemble des conséquences pathologiques qui peuvent en résulter d'un
envahissement du |’ organisme par un agent étranger tel que bactérie, virus, parasite capable

de se multiplier.

Infection nosocomiale : Infection acquise dans les hopitaux lors d’une hospitalisation pour

une autre affection.
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Infection opportunistes : Infection par un germe habituellement peu virulent qui apparait par

suite d’ une diminution des défenses de I’ organisme.

Inflammation : Ensemble de réactions locales qui se produisent dans |’ organisme en réponse a
I’ action irritante ou & la perturbation créées par un certains nombres de facteurs. Ces réactions

Se caractérisent essentiellement par quatre symptomes : rougeur, tumeur, chaleur et douleur.

Infusion : Consiste a verser sur la drogue de |’ eau bouillante et a laisser refroidir. L’infusion
convient aux drogues fragiles (feuilles, fleurs et semences) et aux drogues riches en huiles

essentielles.

Inhalation : Action de respirer par le nez la vapeur produite par une préparation medicinale

bouillante.

Intoxication alimentaire : Ensemble des troubles secondaires par I’ingestion d’aiments que
ces troubles soient dus a une contamination bactérienne.

Nécrose : Processus de dégénérescence aboutissant a la destruction d’une cellule ou d'un

tissu.

Neuro-dégénératives : Sous groupe de maadies dégénératives (dans lesquelles un ou
plusieurs organes sont progressivement dégradés), qui affecte le fonctionnement du cerveau

ou plus généralement |le systéme nerveux.

Opportuniste : Microorganisme présent dans la flore (association d’ espece bactérienne vivant
a I'éat commensal sur leur hote) normale de I'individu, qui n'est pas pathogéne pour
I’Homme dans les conditions normales, mais qui devient pathogéne suite d'un

affaiblissement des défenses de I’ organisme.

Oropharynx : Partie moyenne, buccale du pharynx (conduit musculo-membraneux faisant
communiquer la cavité buccale avec cesophage d une part, les fosses nasales avec larynx

d’ autre part), limitée an haut par le voile du plais.
Otite : Inflammation, aigué ou chronique del’ oreille.

Paludisme : Maladie infectieuse endémique provoquée par des parasites du genre plasmodium
et transmise al’Homme par la pigure des femelles des moustiques du genre anophéles.
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Phagocyte : Cellule de |’ organisme qui ala propriété d’ absorber des microorganismesou des

corps étrangers.
Prolifération : Multiplication de cellules ou de bactéries.
Pulmonaire : Qui se rapporte au poumon.

Rhumatisme : Terme générique vague se rapporte a un groupe d'affections aigués ou

chroniques d’ origine diverses et parfois inconnues affectant essentiellement les articulations.
Scavenger :  Terme anglo-saxon signifiant piégeur.

Septicémie : Etat morbide di a la dissémination sanguine de germes pathogénes provenant

d’un foyer infectieux.
Tonique : Fortifie ou stimule I’ activité de |’ organisme.
Toxi-infection : Intoxication par des toxines bactériennes.

Ulcéere : Perte de substance au niveau de la peau ou d’'une muqueuse sans tendance a la

cicatrisation spontanée et montrant une évolution chronique.
Vasodilatateur : Substance qui augmente le calibre des vaisseaux sanguins.

Viscéral : Qui se rapporte ou qui appartient a un viscere (Tout organe contenu dans une cavité

du corps).
Glossaire Botanique

Actinomorphe (ou réguliére) : Se dit d'une fleur dans les piéces des verticilles (sépales,

pétal es, étamines) sont rangées selon la symétrie axiale.

Angiospermes ;. Ce terme ressemble toutes les plantes dont les ovules sont inclus dans un
ovaire clos. Apres lafécondation, I’ ovaire des angiospermes se transforme en fruit renfermant

des graines.

Anthese : Période pendant laquelle les pieces florales de la fleur s ouvrent pour laisser

échapper ou recevoir le pollen.
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Arbre : Plante ligneuse, a tige ou tronc unique et droit dont lataille est d’au moins5 a7 m de
hauteur, peut étre considérable a I’ &ge adulte, non rameaux a la base, ne porte pas de branche
gu’ a partir d’une certaine hauteur au dessus du sol. Les branches se divisent en rameaux sur

lesquels s attachent lesfeuilles.

Arbustes : Végétal ligneux dont la taille est inférieure a 7 m, produisant un grand rameaux
gréles mais présentant, par alleurs, tous les caracteres d’arbre. Les arbustes peuvent étre a

feuilles caduques ou a feuilles persistantes.
Baie : Fruit charnu sans noyau, généralement indéhiscent, a plusieurs graines (fruit a pépins).

Bisexuée ou Hermaphrodite : Se dit d’une fleur présentant a la fois les deux sexes, méle et
femdle. C'est le cas de la mgjorité des plantes a fleurs. Cette caractéristique ne signifie pas
gue ces fleurs hermaphrodites soient autofécondes

Capsule : Fruit sec, a déhiscences variées, a nombreuses graines, contenant une ou plusieurs

loges et dérivant d’un ovaire a plusieurs carpelles.
Déhiscent : Se dit d'un organe qui S ouvre a maturité pour libérer son contenu.
Drupe : Fruit charnu, indéhiscent, a graine presque toujours unique et possédant un noyau.

Ecorce : Couche externe d'une tige ligneuse, d'un tronc d’ arbre, de ses branches ou d’'une
racine et qu’'on peut détacher ; elle est de couleur, de consistance, de forme et d’ épaisseur
variable selon les espéces. Sexfoliant & sa partie externe et elle se renouvelle par le

phellogéne.

Entiere: Se dit d'une feuille ou d'une foliole (sous unité indépendante dune feuille

composée) alimbe sans divisions, ni dents, ni saillies.

Etamine : Piece formée de deux parties, les filets et |’ anthére (partie terminale, élargie d’ une
étamine et renfermant, ordinairement, les grains de pollen).

Falciforme : Se dit d'un organe (feuilles le plus souvent) dont la forme arquée rappelle celle

d' une faux ou d'unefaucille.

Feuille : C'est I’organe principa de la photosynthese, de la respiration de la transpiration des

plantes; a son niveau se font les échanges entre le végétal et I’ atmosphere.
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Fruit : Ovaire mdr (habituellement apres fécondation) et toute autre structure qui lui est

étroitement associée.
Graine : Ovule fécondé par le pollen et renfermant I’embryon et ses réserves.

Gymnospermes : Ce sont des végétaux souvent de grande de taille, caractérisées par des
graines nues c'est-a-dire non enfermées dans un carpelle comme | es angiospermes.

Indéhiscent : Fruit qui ne s ouvre pas a maturité par un mécanisme régulier et défini.

Ligneux : Qualifie un organe (tige, rameau ou racine) ou une plante pourvue d’un appareil de
soutien bien développé, de nature analogue a celle du bois.

Limbe : Partie élargie de lafeuille surmontant le pétiole.

Ombelle : Type d'inflorescence indéfinie chez laquelle les pédoncules floraux, tous de méme

taille sont insérés au méme niveaul.
Opercule : Petit couvercle de certains fruits a déhiscence circulaire.
Opposé : Sedit d' organes insérés par deux, I’un face al’ autre ala méme hauteur.

Persistant : Qualifie des organes (feuille, calice) qui subsistent a la fin de chague cycle

végétatif annuel.

Sessiles: Se dit de tout organe (fleur, fruit, feuille) dépourvu de pédoncule, pédicelle ou

pétiole et S insere directement al’ axe principal.

Spermaphytes, Spermatophytes : Embranchement du Régne végétal comprenant |’ ensemble

des végétaux supérieurs éaborant des graines.

Sipule: Appendice foliacé (organe ayant I’ aspect d’ une feuille) se présente le plus souvent

deux par deux alabase du pétiole desfeuilles.

Translucide : Qui laisse passer lalumiére, mais ne permet pas de distinguer les contours.
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Annexe 1

Tableau | : Structures chimiques de quelques flavonoides (Aruoma et al., 2003; Pietta, 2000).

Classe Structures de base Exemples
R=R=H, R =R = OH; Naringénine
Flavanones O ° C . R= OH, R=H, R = R = OH; Eriodictyol
OH [¢]
R
C o R=R=H ; Apigénine
Flavones or ° N , .
O | R=OH, R=H ; Lutéoline
OH (o]
R= OH; Génestéine
| soflavones
R=H; Daidzéine
R=R = H; Kaempférol
Flavanols R=OH, R = H; Quercétine
R=R=0OH; Myricétine
[ R= OH, R=H ; ()-Epicatéchine
Flavanols R= R= OH; (-) Epigallocatechine

Anthocyanidines

R=OH, R= H; (+)-Catéchine

R=R'= OH; (+)-Gallocatéchine

R= OH, R=H ; Cyanidine
R= R= OH ; Delphinidine

R= R= OCHg; Malvidine
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Tannins (mg EAT/g EB)
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Figure 6: Activité des extraits des feuilles, d’ écorce et fruits sur Saphyl ococcus aureus
A-Feuilles; B- Ecorce; C-Fruits.

E

Figure7: Activité des extraits d écorce et des fruits sur Bacillus subtilis
D-Ecorce ; E : Fruits

1 -500 pg/disque ; 2-1000 pg/disque ; 3- 1500 pg/disque ; 4- 2000 pg/disque. T : Témoin ( méthanol 80 %).
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Figure 8: Activité del’ acide gallique et de I’ acide tannique sur Staphyl ococcus aureus.

A- Acide gallique ; B- Acide tannique.

Figure 9: Activité del’ acide gallique et de |’ acide tannique sur Bacillus subtilis

C- Acide gallique; D- Acide tannique.

1 -500 pg/disque ; 2-1000 ug/disgue ; 3- 1500 ug/disque ; 4- 2000 ug/disque. T : Témoin (méthanol 80 %).
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Composition des milieux de culture (pour un litre d’eau distillée) (Guirant et Galzy, 1980;

Larpent et al., 1997)

Gélose Héktoen
Peptone...........cocovviieiinnns 129
Extrait delevure................. 39
Chlorure de sodium............. 5¢
Thiosulfate de sodium.......... 5¢g
Selshiliaires..................... 9¢g
Citrate de fer ammoniaca 1549
SaAliCing.......ccoevvieie i, 29
Lactose....ocvvviieiieiiiiieeen, 129
SaccharOse.......ocovvvvevennnn, 12g
Fuchsine acide.................. 0,100 g
Bleu de bromothymol.......... 0,065 g
Agar...oooooviiiii i, 13049

pH=7,5

PCA (Plate Count Agar)
Peptone...........cccooiiiiiinni. 59
Extrait delevure.................. 254¢g
Glucose....cvvveiiiiiie 1g

N = 109
Agar....ooooiiii 149

pH =6,8
Eau physiologique
Chlorure de sodium............. 859

Répartir dans les tubes a essais, Autoclaver
pendant 20 minutes a 120 °C.

Gélose Chapman

Extrait deviande.....................
Peptone de caséine et de viande...
Chlorurede sodium..................
D-Mannitol..................coovee.

Mueller-Hinton

Extrait deviande.....................
Hydrolysat acide de caséine........
Amidon........oooiiiiiii

10g

59

59
pH=7,2

29
1759
159
109
pH=74



Annexe VII

Caractéres bactériologiques, habitat des bactéries éudiées et mode de transmission de

ces bactéries

Klebsiella pneumoniae Cette espece fait partie de la famille des Enterobacteriaceae (ou
entérobactéries) a Gram négatif, aéro-anaérobique, immobile, non sporulée, oxydase-,
uréaset, fermente |’ acétoine (réaction de VVoges Proskauer +), catalase+, réduit les nitrates en
nitrites, fermente plusieurs sucres avec production de gaz, non protéolytique, diplobacilles et
généralement capsulée. Sur un milieu gélosé, les colonies sont caractéristiques : elles sont
volumineuses, bombeées, brillantes et trés visgueuses a cause de la capsule. K. pneumoniae est
tres répandue dans la nature, elle existe dans le sol, |’eau, la poussiere. C'est une bactérie
commensale du tube digestif de I’'Homme et des animaux. Chez I’'Homme, €elle se retrouve
également dans I'oropharynx (Dearras, 2007; Fauchére et Avril, 2002; Guiraud, 2003;
Poyart, 2003). Les infections peuvent ére manuportées de malade a malade ou par la
contamination de I’environnement par I'intermédiaire des matieres fécales ou des eaux
d égout. Cette bactérie est un agent d'infections nosocomiales et également agent
d’intoxications alimentaires (Avril et al., 2000; Guiraud, 2003 ).

Figure 10: Aspect des colonies de K. pneumoniae sur milieu Héktoen

Colonies bombeées, visgueuses, volumineuses et de couleur jaune-saumon

Staphylococcus aureus Elle est de la famille des Micrococcaceae, a Gram positif, sous forme
de cocci, groupée généralement en amas, non sporulée, catalase +, halophile, mannitol+ et
coagulase+. Elle se retrouve dans le sol, I'air et I’ eau. Cette bactérie est également résistante
aux conditions hostiles de I’ environnement (chaleur, sécheresse, salinité). C'est une bactérie
commensale de la peau des animaux et de I'Homme et également de la muqueuse de
I’THomme. A I’ é&at normal, elle se trouve dans |’ oropharynx, les fosses nasales, dans les selles,

au niveau du périnée ou des aisselles (Berche, 2003; Fauchére et Avril, 2002).



Annexe VIII

Les infections peuvent étre manuportées d’ une personne a une autre ou transmises par
I'intermédiaire de matériels ou d’ environnements contaminés. Saphylococcus aureus est un
agent majeur d'infections nosocomiales et des toxi-infections alimentaires (Berche, 2003;
Fauchere et Avril, 2002).

Figure 11: Aspect des colonies de Saureus sur milieu Chapman

Trés petites colonies de coul eur jaune doré

Bacillus subtilis Cette bactérie appartient alafamille des Bacillaceae, bactérie a Gram positif,
sous forme de bacille, catalaset, aérobie strict, mobile, apte a la sporulation et protéol ytique.
C'est une bactérie banale, trés répandue dans la nature en particulier dans le sol, dans la
poussiére et sur les végétaux. Elle contamine de nombreux produits alimentaires tels que la
volaille et les poissons. En raison de son aptitude a la sporulation, €lle résiste aux conditions
défavorables et peut ére al’origine de la dégradation des conserves aimentaires. C'est un

agent de toxi-infections alimentaires (Fauchere et Avril, 2002; Guiraud, 2003).

Figure 12: Aspect des colonies de B. subtilis sur la PCA.

Petites colonies, de couleur jaune-blanchétre, formes irréguliéres (contours ondul és).



Résumé

Le gommier bleu (Eucalyptus globulus) est trés utilisé en médecine traditionnelle en Algérie. Dans la présente éude, les extraits bruts des
différentes parties de Eucalyptus globulus (feuilles, écorce et fruits) ainsi que leurs fractions obtenues par chromatographie sur colonne de gel
Sephadex LH-20 ont été étudiés pour quantifier leurs teneurs en polyphénoals et leur activité antioxydante (pouvoir réducteur du fer, effet piégeage
du radical libre DPPH" et I’ activité réductrice de H,O,). De plus, |'evaluation de I’ activité antibactérienne des extraits bruts. Les extraits bruts ont
subi aussi letest de |’ activité antibactérienne. L’ analyse phytochimique des trois parties a révélé des teneurs en polyphénols totaux allant de (432 -
520 mg EAG/ g). L’ écorce, les fruits et les feuilles ont les teneurs suivantes (518, 88 mg EAG/g EB) et (464,71 mg EAG/gEB) et (432,63 mg
EAG/gEB), respectivement. Les fractions ainsi obtenues ont révélé des teneurs non négligeables en polyphénols. Tous les extraits bruts ont exercé
un pouvoir réducteur supérieur al’ o tocophérol. L’ extrait des fruits a montré une meilleure activité antiradicalaire inhibitrice de DPPH" avec la plus
faible Clgy (102,78 pg/ml) suivi des extraits des feuilles (Cls, 114,25 pg/ml), de I’ écorce (Clsg 115,40 pug/ml) et de I'a tocophérol (Clsy 233,78
ug/ml). Cependant, I’ extrait de I écorce a présenté une meilleure activité inhibitrice du peroxyde d' hydrogene (75, 55% a 65 pug/ml), suivi de celui
des fruits (50,74 %), des feuilles (33,06 %) et de |’ a -tocophéral (20,07%) ala méme concentration. Les fractions B et C ont exercé des pouvoirs
antioxydants faibles par rapport a ceux des extraits bruts et mémes parfois des pouvoirs supérieurs aux extraits bruts dont elles sont issues, cas des
fractions B et C des feuilles. En revanche, lafraction A a dévoilé le pouvoir antioxydant le plus faible. De plus, les extraits des fedilles, de |’ écorce
ains que des fruits semblent capables d'inhiber la croissance de bactéries pathogenes essentiellement staphylococcus aureus.

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

M ots-clés : Eucalyptus globulus, Frcationnement, Sephadex LH-20, Polyphénals, Activité antioxydante, Activité antibactérienne.

Abstract

The bleu gum tree (Eucalyptus globulus) is very used in traditional medicine in Algeria. In this study, the crude extract from different parts of
Eucalyptus globulus (leaves, bark and fruits) and their fractions obtained by Sephadex LH-20 column were studies to quantify their levels of
phenols and antioxidant activity (ferric reducing power, DPPH" radical scavenging activity and scavenging of hydrogen peroxide). Thus, the
evaluation of the antibacteria effect of the crude extract. The phytochemica analysis of the three organs exhibited different total phenols contents
(432 - 520 mg GAE/ g CE). The phenolic contents were (518.88 mg GAE/g CE), (464.71 mg EGA/g CE) and (432.63 mg GAE/g CE) for bark,
fruits and leaves, respectively. The fractions obtained showed a significant levels on phenolic compounds. All extracts exhibited a reducing power
effect, higher than that of a-tocopherol. It was observed that fruits extract displayed the highest DPPH" scavenging ability with the lowest 1Cs, value
(ICsq 102.78 pg/ml), followed by leaves (1Csy 114.25 pg/ml), bark (1Cs50115.40 pg/ml) and o tocopherol (1Cso 233.78 pg/ml). However, bark extract
displayed the highest ability to scavenge hydrogen peroxide at 65 png/ml concentration (75. 55%), followed by fruits (50.74 %), leaves (33.06 %)
and o-tocopherol (20.07%) at the same concentration. The results showed that fractions B and fraction C exhibited considerably lower antioxidant
activities for al antioxidant tests to those of crud extract with the exception for fraction C and fraction B of leaves witch showed antioxidant activity
higher than their crude extract. Whereas, fraction A unveiled the lowest antioxidant capacity for all antioxidant tests. In addition, crude extracts of
leaves, bark and fruits were efficient to inhibit growth of pathogenic bacteria mainly Staphylococcus aureus.

These results highlight the various therapeutic applications of this plant in traditional medicine and stimulate research of novel natural molecules
with antioxidant and anti-bacterial effects and their investigation in several industrial fields: pharmacological, cosmetic, food, ...etc.

Keywords: Eucalyptus globulus, Fractionation, Sephadex LH-20, Polyphenols, Antioxidant activity, Antibacterial capacity.
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