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 :الملخص

 نبات لكونه مهمة طبية خصائصبعدة (.Eucalyptus globulus Labill) الأوكالبتوس يتميز نبات.

 للأكسدةالنشاط المضاد  تأثيراتا البحث لتقييم ذيهدف ه حيثالثانوية، بالمركبات الايضية غني عطري

 .الأوراق لمستخلصات البكتيريا والفطريات ,للإنزيمات

الى  بالإضافة، للأوراق المختلفة الكحول مستخلصات في للمركبات الفينولية الكميتحديد المحتوى  تم

 DPPH ،ABTS ،Reducing power،CUPRAC  :من خلال الطرق التالية سدةالانشطة المضادة للأك

،GOR.  معاييرلل جداً القريبةو  للجذورالحرة مهمًا تثبيطًا النتائج ظهرتحيث ا. 

.تبين   (AChE) كولين سترازأستيل للإنزيم المضادة القوة تقييم خلال هايمرمنللز مضادال نشاطالاختبار تم

 تقريبًا مكافئاً 0.02 ± 6.48) مل/  ميكروغرامIC50(:يكون ،حيثانشاطالاكثر L’acétate مستخلصان 

 مضادات نشاط في البوليفينول دور تؤكد النتيجة هذه. Galantamine (6.27 ± 1.15 مل /ميكروغرام(لمعيار

 .الكولين

 سلالتين، ضد لمستخلصاتنا للبكتيريا المضاد النشاط اختبار تم البيولوجي، بالنشاط يتعلق فيما

Staphylococcus aureus    و E. coli ،للغاية قوي تثبيط عن النتائج حيث كشفت. 

لمختلف  منخفضة حساسية Fusarium oxysporum ضد الفطرالمستخلصات  تائجن أظهرتفي حين 

 .التراكيز

 

 :المفتاحية الكلمات

Eucalyptus globulusLabill.- مضادال نشاطال – كولينسترازل أسيتي–كسدةللأالمضاد  نشاطال – البوليفينول 

 .للفطريات مضادال نشاطال – للبكتيريا

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résumé : 

L’espèce Eucalyptus globulus Labill. possède d’importantes propriétés 

médicinales. C’est une plante aromatique riche en métabolites secondaires, de ce fait 

notre étude s’intéresse à l’évaluation des effets antioxydants, anti-enzymatiques et 

antimicrobiens de ses extraits foliaires. 

Les polyphénols totaux et les flavonoïdes ont été dosés et estimés à des taux 

considérables dans les différents extraits alcooliques des feuilles. 

L’activité antioxydante des extraits a été estimée par l’utilisation des méthodes 

DPPH, ABTS, Reducing power, CUPRAC et GOR. Les résultats ont montré une très 

importante inhibition des radicaux libres avec des valeurs significatives très proches à 

celles des standards. 

L’activité anti Alzheimer a été testée par l’évaluation du pouvoir anti 

enzymatique conte l’acetylcholinestrase (AChE). L’extrait acétate exerce une activité 

anti- AChE très importante avec une IC50 de (6,48±0,02 µg/ml) presque équivalente à 

celle du standard Galantamine (6.27±1.15 µg/ml). Ce résultat confirme encore le rôle 

des polyphénols dans l’activité anticholinestérase.  

On ce qui concerne l’activité biologique, on a testé le pouvoir antibactérien de 

nos extraits vis-à-vis deux souches,Staphylococcus aureus et E. coli. Les résultats ont 

révélé une inhibition très forte par les trois extraits. L’activité antifongique a été 

également testé vis-à-vis l’espèce Fusarium oxysporum. Les résultats ont révélé que 

ce champignon a montré une faible sensibilité à différentes concentrations de nos 

extraits. 

 

Mots clés : Eucalyptus globulus Labill.- Polyphénols- Activité antioxydante- 

Acétylcholinestérase- Activité antibactérienne- Activité antifongique. 

 

 

 

 

 

 



Summary 

The species Eucalyptus globulus Labill. has important medical properties and it is an 

aromatic plant rich in secondary metabolites; in this context, our studies interested in 

evaluating the antioxidant, anti-enzymatic and antimicrobial effects of its leaf 

extracts. 

Total polyphenols and flavonoids were measured and estimated at considerable levels 

in alcohol extracts of the leaves. 

The antioxidant activity of the extracts was estimated by the use of DPPH, ABTS, 

Reducing power, CUPRAC and GOR methods. The results showed a very important 

inhibition of free radicals with significant values very close to those of the standards. 

The anti-Alzheimer activity was tested by evaluating the anti-enzymatic power 

against acetylcholinestrase (AChE). The acetate extract has a very high anti-AChE 

activity with an IC50 of (6.48 ± 0.02 μg / ml) almost equivalent to that of the 

Galantamine standard (6.27 ± 1.15 μg / ml). This result confirms also the role of 

polyphenols in anticholinesterase activity. 

Regarding the biological activity, the antibacterial power of our extracts was tested 

against two strains, Staphylococcus aureus and E. coli. The results revealed a very 

strong inhibition by the three extracts. Antifungal activity was also tested against the 

species Fusarium oxysporum where it showed a low sensitivity to different 

concentrations of the extracts. 

 

Key words: 

Eucalyptus globulus Labill.- Polyphenols- Antioxidant activity- Acetycholinesterase- 

Antibacterial activity- Antifungal activity. 
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1 

Introduction générale 

Les propriétés médicinales des plantes ont été recherchées par de nombreuses études à 

travers le monde, grâce à leur faible toxicité et leur caractère économique (Auddy et al., 

2003). Ces études sont concentrées sur les bienfaits des composés phytochimiques des fruits, 

des légumes, et des plantes en général et sur leur impact sur la santé humaine.  

Les substances végétales sont riches en antioxydants qui sont utilisés pour lutter contre 

les radicaux libres responsables de plusieurs pathologies, telles que le cancer et les maladies 

neurodégénératives.  

Ces derniers sont aussi impliqués dans la détérioration de la qualité organoleptique et 

hygiénique des aliments (Hale et al. ; 2008). Quel que soit le cas, le risque est aggravé avec 

l’accumulation de ces radicaux libres dans l’organisme en aboutissant à une chaine 

réactionnelle radicalaire qui dégrade les molécules biologiques (ADN, protéines, lipides, et 

glucides…).  

Un autre problème qui touche la santé publique est l’émergence de la résistance aux 

antibiotiques, à la suite de l’utilisation massive et parfois abusive de ces derniers (De 

Billerbeck,2007). Ceci a conduit à une forte demande du consommateur pour de nouveaux 

antibiotiques contre les germes pathogènes (Fisher, 2008), et a incité les scientifiques à 

recourir à la phytothérapie, dans le but d’avoir des molécules aux propriétés antioxydantes et 

antimicrobiennes. 

Des études épidémiologiques révèlent que la consommation des fruits et légumes est 

associée à la réduction des maladies chroniques (Dastmalchi et al., 2008), de plus, plusieurs 

études ont été investies dans la recherche de nouvelles molécules antioxydantes à partir des 

extraits de plantes pour renforcer la défense antioxydante de l’organisme (Gutiérrez et 

al.,2003). Ainsi, ces dernières années, diverses études sont focalisées sur l’extraction des 

antioxydants naturels à faible coût à partir des plantes médicinales qui peuvent remplacer les 

additifs de synthèses tels que le BHA (Butyl-hydroxy-anisole) et le BHT (Butyl-hydroxy-

toluène) qui pourraient être cancérigènes et même toxiques pour le consommateur (Daker et 

al., 2008). Outre L’activité antioxydante, les extraits des plantes ont montré également des 

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

L’Eucalyptus est l’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 l’Inde, le Brésil 

(Ghedira et al., 2008) et dans le bassin Méditerranéen (Aït youssef, 2006). En Algérie, 

l’Eucalyptus occupe une surface de 39.000 ha en 1995 (Jacovelli, 2002) et l’espèce 
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E.Globulus est l’une des espèces les plus répondues (Aït youssef, 2006). Ses feuilles sont 

employées traditionnellement comme remède tonique sous forme d’infusion pour traiter la 

grippe saisonnière, les infections des voies respiratoires, les diarrhées, les fièvres, les douleurs 

dentaires, les engelures et autres complications (Aït youssef, 2006; Kim et al., 2001). 

Les propriétés pharmacologiques de l’Eucalyptus sont liées essentiellement à sa 

composition en diverses classes de métabolites secondaires à savoir les huiles essentielles, les 

tannins et les flavonoïdes (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 ministère de la santé) (Amakura et al., 2002). Ces 

extraits ainsi que les huiles essentielles d’E. Globulus sont introduits également dans la 

formulation de multiples produits pharmaceutiques de diverses maladies, cas des affections 

respiratoires, et dans certains produits cosmétiques(Ghedira et al., 2008 ; Takahashi et al., 

2004). 

Ces dernières années, les recherches scientifiques concernant les extraits des feuilles de 

E. Globulus sont basées sur l’extraction, l’identification de polyphénols (Atoui et al., 2005 

;Conde et al., 1997) et l’évaluation de propriétés biologiques de ces extraits telles que 

l’activité antidiabétique (Ghedira et al., 2008 ; Goetz, 2007), antibactérienne (Takahashi et 

al.,2004) et antioxydante (Atoui et al., 2005). 

Notre travail s’inscrit dans le cadre d’une étude phytochimique en évaluant les 

propriétés antioxydantes, antifongiques et antibactériennes des différents extraits phénoliques 

d’une plante médicinale largement distribuée en Algérie : E. Globulus.  

Ce manuscrit est divisé en quatre parties : 

• La première partie est une synthèse bibliographique qui comprend deux 

chapitres, le premier chapitre est consacré à la présentation générale de la plante E. Globulus 

qui a fait l’objet de la présente étude. Le deuxième chapitre consiste une présentation 

générale des métabolismes secondaires. 

• La deuxième partie est celle des matériels et des méthodes, partagée en deux 

parties, une biologique et l’autre phytochimique. 

• La troisième partie est constituée des résultats obtenus et de leur discussion. 

• Enfin, une conclusion générale.  
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Chapitre Ι : Présentation générale de la plante 

I-1- La famille des Myrtacées : 

I-1-1- Description botanique : 

Les Eucalyptus appartiennent à la famille des Myrtacées une grande famille. Ils 

comptent environ 600 à 700espèces et variétés (Warot, 2006). Les plantes de cette famille 

sont des arbres ou des arbustes à feuilles généralement opposées, entières, de grandes 

translucides avec stipules réduits ou totalement absents (Juddet al., 2002 ; Ozenda, 1982). Ces 

plantes se caractérisent par des fleurs odorantes cycliques,actinomorphes et bisexuées 

(Deysson, 1979 ; Spichigeret al., 2002). Leurs fruits sont sous forme de baie ou de capsule et 

parfois de drupe (Ozenda, 1982 ; Spichigeret al.,2002). 

I-1-2- Répartition géographique : 

Ces plantes se localisent principalement dans les régions tropicales et se rencontrent 

particulièrement en Amérique et en Australie (Spichiger et al.,2002). Néanmoins, certaines 

espèces ont été acclimatées dans d’autres pays tels que les pays du bassin Méditerranéen, 

l’Europe et l’Amérique du nord (Aїt youssef, 2006). 

I-1-3- Principaux genres : 

La famille des Myrtacées possède environ 3500 espèces reparties en 150 genres dont les 

principaux sont : Eucalyptus, Eugenia(giroflier), Psidium(goyavier), Myrtus(myrte) 

etSyzygium(jambosier)(Juddet al., 2002 ; Ozenda, 1982). 

I-2-Le genre Eucalyptus : 

I-2-1-Présentation et origines : 

Le genre Eucalyptus fût décrit et baptisé en 1788 par le botaniste Français Heritier, 

après qu’il eut examiné des échantillons d’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 étamines (Aїt 

Youssef,2006).Le genre Eucalyptus fait partie des genres les plus importants de la famille des 

Myrtacées avec environ 600 espèces (Spichiger et al., 2002) dont seulement 16 sont utilisées 

en médecine (Ghediraet al., 2008). 

I-2-2- Description botanique : 

Les plantes du genre Eucalyptus sont des arbres à feuillage persistant souvent à écorce 

s’exfoliant. Elles présentent deux types de feuilles, souvent très larges et dressées chez les 

plantes au stade juvénile puis étroites et pendantes chez les sujets matures (Balmey etWilson, 
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2000). Les fleurs sont généralement en bouquets ombelliformes, rarement solitaires et elles 

possèdent des sépales soudés en opercule conique qui tombe d’une seule pièce lorsque la fleur 

s’ouvre ; les étamines sont nombreuses et proéminentes. Le fruit de ce genre est sous forme de 

capsule (Balmey et Wilson, 2000). 

I-2-3- Répartition géographique : 

L’Eucalyptus est originaire d’Australie et de Tasmanie, pays où il constitue la majeure 

partie de la flore forestière (Aїt youssef, 2006 ; Schauenberg et Paris, 1977). De nombreuses, 

espèces sont acclimatées dans d’autres pays comme l’Inde, le Brésil, l’Europe et le bassin 

Méditerranéen (Forrest and Moore, 2008 ; Ghediraet al., 2008) certaines pour leur bois, 

d’autres pour stabiliser le sol, comme brise vent ou comme arbres d’ornement (Balmey et 

Wilson, 2000). Les feuilles éloignent les insectes, d’où des plantations en Afrique pour 

diminuer la propagation de la malaria. Il a été introduit en 1857en Algérie pour drainer  les 

terrains de régions touchées par la malaria (Treiner, 2000). 

I-3- Présentation de l’espèce Eucalyptus Globulus Labill :   

I-3-1- Origine et historique : 

L'Eucalyptus Globulus Labill. (Du nom de Labillardière le voyageur français qui le 

découvrit en 1800 lors d'un voyage en Australie) est une espèce très cultivée, prit rapidement 

une grande extension en Algérie entre 1860 et 1870 (Boudy, 1952). 

I-3-2- Noms vernaculaires : 

Français : Arbre à la fièvre, gommier bleu et Eucalyptus officinal. (Aїt Youssef,2006 ; 

Ghedira et al., 2008). 

Anglais : Bleu gum tree. (Ghedira et al., 2008). 

Arabe : Kalitûs, kalatus, calibtous et kafoura. (Aїt Youssef, 2006; Baba Aїssa, 1999). 

Kabyle: Timezrit. (Aїt Youssef,2006). 

I-3-3- Position systématique : 

D’après la classification scientifique APG (Angiospéres  Phylogeny  Group) (Guignard, 

2001) 
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Tableau 01 : Classification de l’Eucalyptus Globulus 

 

Règne  Plantes 

Embranchement   Spermatophytes  

Sous-embranchement    Angiospermes   

Classe   Eudicots 

Sous –classe   Rosidés  

  Ordre   Myrtales  

Famille   Myrtacées   

Genre  Eucalyptus   

Espèce  Eucalyptus Globulus 

 

I-3-4-Description morphologique : 

L’E. Globulus est un bel arbre de croissance rapide qui peut atteindre à l’âge adulte 30à 

35 m de hauteur dans les régions Méditerranéennes (Aїt Youssef,2006) et jusqu’à 100 m dans 

le milieu naturel (Australie et Tasmanie) (Ghedira et al., 2008). 

Le tronc est lisse et cendré, recouvert d’une écorce qui s’exfolie en long lambeaux 

(Ghedira et al., 2008). Il possède également des anfractuosités contenant une gomme dite « 

Kito » dont la couleur varie du rouge sang au rouge sombre (Aїt Youssef, 2006). 

Les feuilles (figure 01 a, b) sont persistantes et polymorphes selon l’âge du rameau. Les 

rameaux jeunes possèdent des feuilles larges courtes, opposées, sessiles et disposées 

horizontalement sur les rameaux (Babba Aїssa, 1999 ; Ghedira et al., 2008). Elles mesurent 

10à 15cm de long et 4 à 8 cm de large avec un limbe entier qui renferme des nodules 

sécréteurs visibles par transparence (Aїt Youssef, 2006). Les feuilles adultes sont aromatiques 

falciformes de 12 à 30 cm de long et 2 à 5 cm de large, étroites, pointues, épaisses, vert-foncé 

courtement pétiolées, alternes et pendantes (Ghedira et al., 2008 ; Wichtl et Anton, 2003). Ces 

feuilles commencent à apparaître lorsque le jeune plant atteint 1,80 à 2,50 m de hauteur, mais 

elles peuvent encore persister à des hauteurs plus importantes (Ghedira et al., 2008). Leur 

limbe est entier à faces semblables, il présente également des lenticelles (poches sécrétrices 

des huiles essentielles) de couleur brune plus en moins foncée (Aїt Youssef, 2006 ; Wichtl et 

Anton, 2003). 
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La fleur (Figure 01 d) est un gros bouton floral qui prend naissance à l’aisselle de la 

feuille, solitaire, de couleur bleu-blanc (Ghedira et al., 2008), elle ressemble schématiquement 

à une sorte de boîte s’ouvrant par un couvercle, ayant la forme d’une urne quadrangulaire 

dont les arêtes saillantes correspondent aux quatre sépales. Cette urne à quatre pans, de nature 

ligneuse, mesure 1 à 1,5 cm de long et a un sommet coiffé d’un couvercle déhiscent formé 

parles 4 pétales soudés (Aїt Youssef, 2006). Ce couvercle se soulève à la floraison laissant 

apparaître de nombreuses étamines à long filets blanchâtres disposés en bouquets, et se 

détache à la maturité de la fleur (Baba Aїssa,1999; Wichtl et Anton, 2003). 

Le fruit (figure 01 e) est une capsule ligneuse dure et anguleuse, en forme de pyramide 

quadrangulaire renversée (Aїt Youssef, 2006), prenant une teinte marronne à maturité et 

s’ouvrant légèrement par trois, quatre à cinq fentes (qui dessinent une étoile à son sommet) 

pour libérer de nombreuses graines sombres (Ghedira et al., 2008). 

 

Figure 01 : Eucalyptus Globulus (Balmey et Wilson, 2000 ; Deysson, 1979). 

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

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

 



Chapitre Ι : Présentation générale de la plante 
 

 

7 

- Le système racinaire comprend deux parties :  

• Un pivot central important s’enfonçant jusqu’à 2,20 m et mesurant, à 80 cm de 

profondeur, 35 cm de diamètre. A partir de ce niveau, il se divise en 6 grosses racines 

ayant de 6 à 12 cm de diamètre chacune, descendant parallèlement. (Giordano, 1968) 

signale, en sols sableux, et dans le cas d’E. Globulus des pivots atteignant 4 m de 

profondeur.  

• Une grande concentration de racines à la base du tronc d’où partent 8 racines 

latérales.  

Dans les 40 premiers centimètres du sol, se trouve un réseau latéral dense avec un 

maximum de racines en surface. Certaines atteignent plus de 3 m de longueur ; il y a de 

véritables enchevêtrements avec celles des arbres voisins, mais aucune greffe n’a été 

constatée.( Bisset et  Shaw 1964)  ou  (Jacob 1955). 

 

 

Figure 2 : Les racines de l’Eucalyptus Globolus (Mekelleche ; 2015). 
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I-3-5- Usage traditionnel : 

L’espèce E. Globulus est connue, depuis longtemps dans la médecine populaire, par ses 

effets thérapeutiques multiples : le traitement des fièvres, du diabète, des affections des voies 

respiratoires, des diarrhées… etc. Outre, les effets thérapeutiques liés aux constituants 

chimiques, cette espèce est une source également de bois que l’Homme exploite pour des 

usages divers. Le tableau 02 résume les usages traditionnels des différentes parties 

d’E.Globulus.
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Tableau 02: Quelques usages traditionnels d’E. Globulus (Slimani ; 2010). 
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Chapitre II: Métabolisme secondaire 

II-1- Définition : 

Le terme Métabolite secondaire, qui a probablement été introduit par Albrecht Kossel 

en 1891, est utilisé pour décrire une vaste gamme de composés chimiques dans les plantes 

(Guillaune, 2008). 

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées par 

les plantes autotrophies (Boudjouref, 2008). Ils sont caractérisés par de faible concentration 

dans les tissus végétaux (généralement quelque pourcent du carbone total, si on exclue la 

lignine de cette catégorie) (Newman et Gragg, 2012).Aussi n’exercent pas de fonction directe 

au niveau des activités, fondamentales de la plante (Guignard, 1996).  

Il existe plus de 200 000 métabolites secondaires classés selon leur appartenance 

chimique (Buchanan, 2010). 

Ces composés différents en fonction des espèces et, bien que leurs rôles soient encore 

mal connus, il est cependant clair qu’ils interviennent dans les relations qu’entretient la plante 

avec les organismes vivants qui   l’entourent. Ils sont probablement des éléments essentiels de 

la coévolution des plantes avec les organismes vivants. Ces différentes relations ont donné 

lieu à une extrême diversification des composés secondaires (Krief, 2003). 

II-2- Biosynthèse : 

La production des métabolites secondaires est étroitement liée au métabolisme primaire, 

résultent généralement de trois voies de biosynthèse (Figure 03) : la voie de shikimate, la voie 

de mévalonate et du pyruvate (Verpoorte et Alfermann, 2000). La plupart des précurseurs sont 

issus de la glycolyse (pyruvate, phosphoénolpyruvate, acétyl-CoA), de la voie des pentoses 

phosphate (glycéraldéhyde-3-P, Erythrose-4-P) et du métabolisme des lipides 

(glycéraldéhyde-3-P et acétyl-CoA). Ces précurseurs sont à l’origine de la diversité 

structurale observée au niveau des métabolites secondaires (Mayer, 2004).  

Du point de vue synthétique, ces métabolites secondaires peuvent aussi être subdivisés 

en deux catégories : ils peuvent être de type phyto anticipines ou de constitution, C'est-à-dire 

synthétisés par la plante de manière permanente même en absence d'un facteur de stress par 

opposition aux métabolites induits ou phytoalexines qui sont synthétisés uniquement en cas de 

stress et sont donc formés de novo (Litvak et Monson, 1998). 
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Figure 03 : Voies du métabolisme secondaire des plantes (Taiz et al., 2006). 

 

II-3- Classification : 

On peut classer les métabolites secondaires en trois grands groupes : les composés 

phénoliques, les terpènes et les alcaloïdes. Chacune de ces classes renferme une très grande 

diversité de composés qui possèdent une très large gamme d'activités en biologie humaine 

(Krief, 2003, Haven et al., 2000). Ils présentent une énorme valeur économique (en particulier 

pour l'industrie pharmaceutique et la cosmétique) (Peeking et al., 1987). 

III-3-1- Polyphénols : 

 Les composés phénoliques ou les polyphénols (PP) constituent une famille de 

molécules très largement répandues dans le règne végétal. Ce qui signifie qu’ils n’exercent 

pas de fonctions directes au niveau des activités fondamentales de l’organisme végétal, 

comme la croissance, ou la reproduction (Fleuriet, 1982 ; Yusuf, 2006). 

Sous la désignation de composes phénoliques, on désigne un vaste ensemble de substances 

qui possèdent un cycle aromatique portant un ou plusieurs groupement hydroxyles. 

(Waksmundzka-Hajnos et Sherma, 2001). Ils sont solubles dans la solution de carbonate de 



Chapitre II : Métabolisme secondaire 
 

   
12 

sodium. Chimiquement, ils sont réactifs et donnent souvent lieu à des liaisons hydrogènes, ou 

chélater des métaux pour les O-dihydroxyphénols (catéchol); Enfin, ils sont sensibles à 

l'oxydation (Gorham, 1977). 

II-3-1-1- Structure chimique : 

 La structure chimique des polyphénols est comparable à tous les polyphénols. Ils sont 

classés en différents groupes en fonction du nombre de noyaux aromatiques qui les composent 

et des substitutions qui les relient (Manallah, 2012).  

 

 

Figure 04 : Le noyau phénols (Herzi, 2013). 

II-3-1-2-Biosynthèse des polyphénols : 

La biosynthèse des polyphénols se fait par deux voies principales. 

a- La voie de l’acide shikimique : 

Dans cette voie, l’érythrose 4-phosphate et le phosphoénol pyruvate sont produits par 

les hydrates de carbones lors de leur dégradation par la voie des pentoses phosphate et la 

glycolyse respectivement. Ces derniers sont à l’origine des composés phénoliques C6-C1 

formant les tannins hydrolysables et de la chalcone qui est la molécule de base de tous les 

flavonoïdes et tannins condensés (Haslam, 1994 ; Dewick, 1995). 

Aussi, il est intéressant de préciser que la tyrosine et la phénylalanine dérivent de cette 

voie métabolique. En effet, ces deux acides aminés sont des intermédiaires métaboliques entre 

l’acide shikimique et l’acide cinnamique (Yezza et Bouchama, 2014). 

b-  Voie de l’acétate :  

La voie de l’acétate de ces polyphénols à des poly ß-coesters (polyacétates) de longueur 

variable, menant par cyclisation à des composés polycycliques tels que les ihydroxy-1,8 

anthraquinones ou les naphtoquinones (Bruneton, 1999 ; Naczk et Shahidi, 2004). 

De plus, la diversité structurale des composés polyphénoliques due à cette double 

origine biosynthétique, est encore accrue par la possibilité d’une participation simultanée des 

Groupe phénol 
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deux voies (du shikimate et de l'acétate) dans l’élaboration de composés d’origine mixte, 

comme les flavonoïdes (Martin et Andriantsitohaina, 2002). 

 

 

Figure 05 : Représentation des voies de biosynthèse des polyphénols             

(Chaouche, 2014). 

 

II-3-1-3- Classification : 

La classification de ces substances a été proposée par Harborne (1980). On peut 

distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le nombre 

d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base, principales classes 

sont largement répandues (Macheix et al., 2006). 

a- Polyphénols monomériques : 

• Acides phénoliques : 

• Les acides phénoliques, ou acides phénols ont une fonction acide et plusieurs 

fonctions phénols, Ils sont incolores et plutôt rares dans la nature (Haslam, 1994). Ils se 

divisent en deux classes : les dérivés de l'acide benzoïque (les acides hydroxycinnamiques) et 

les dérivés de l'acide cinnamique (les acides hydroxybenzoïques) (Pandey et Rizvi, 2009).  
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✓ Acide phénols dérivés d’acide benzoïque : 

Sont des hydroxybenzoiques et ont une structure générale de base de type (C6-C1) 

(figure 06), ces molécules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides (Harrar., 

2012). Les plus répandus sont : l’acide salicylique et l’acide gallique (Bruneton, 1999). 

 

 

 

 

Figure 06 : Acide benzoïque. (Pawlowska et al., 2006). 

 

✓ Acide phénols dérivés d’acide cinnamique : 

Les acides phénols dérivés de l’acide cinnamique (figure 05) sont souvent estérifiés. Les 

plus courants sont l’acide cinnamique, l’acide caféïque, l’acide férulique, l’acide p-

coumarique et l’acide synaptique. (HASLAM, 1994). 

 

Figure 07 : Acide cinnamique (Gorham, 1977). 

 

• Les flavonoïdes : 

Le terme flavonoïde (de flavus, ‹‹jaune›› en latin) désigne une très large gamme de 

composés naturels appartenant à la famille des polyphénols (Bouakaz, 2006). Ils constituent 

des pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes 

végétaux. (Havasteen, 2002). 

Ces diverses substances se rencontrent à la fois sous forme libre (aglycone) ou sous 

forme de glycosides. On les trouve, d’une manière générale, dans toutes les plantes 

vasculaires (Erlund, 2004), où ils peuvent être localisés dans divers organe : racine, tiges, 

bois, feuilles, fleurs et fruits. Et jouent un rôle important dans la protection des plantes. 

(Bruneton, 1993).                                    
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                 Figure 08 : Structure de base des flavonoïdes (Lovegrove et al., 2017)             

 

b- Polyphénols sous forme de polymères : 

• Tanins : 

 Ils représentent un groupe hétérogène assez difficile à définir de façon rigoureuse car il 

n’y a pas de structure chimique de base. Ils sont des molécules de haut poids moléculaire, 

fortement hydroxylés et peuvent former des complexes insolubles lorsqu’ils sont associés aux 

glucides, aux protéines et aux enzymes digestives. Les tanins sont divisés en deux groupes 

principaux d’après leurs structures et leurs propriétés, les tanins hydrolysasbles et les tanins 

condensés (Chaouche, 2014). 

✓ Tanins hydrolysables : 

Les tanins hydrolysés, essentiellement localisés dans les dicotylédones des 

angiospermes, sont des oligo- ou des polyesters d’un sucre qui est très généralement le 

glucose et d’un nombre variable de molécules d’acide phénol qui est soit l’acide gallique dans 

le cas des tanins galliques, soit l’acide hexahydroxy diphénique (HHDP) et ses dérivés 

d’oxydation dans le cas des tanins éllagiques (Harborne, 1998). Comme leur nom l’indique, 

ils sont facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique. 
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                                A                                                                 B 

Figure 09 : Structure des tanins hydrolysables A: tanin gallique, B: tanin éllagique 

(Peronny, 2005). 

✓ Tanins condensés : 

Les tanins condensés ou proanthocyanidine, forment le groupe le plus important. Ils ne 

possèdent pas de sucre dans leurs molécules et leur structure est voisine de celle des 

flavonoïdes (Paris et al., 1981). 

 

Figure 10 : Structure de base des tanins condensés (Muanda, 2010). 

• Lignines : 

C'est l’un des polymères biosources les plus abondants sur Terre, elle constitue de 15 à 

40% de la matière sèche des arbres et de 5 à 20% des tiges des plantes annuelles. C’est 

également le polymère aromatique naturel le plus abondant (Privas, 2013). 

Le rôle des lignines dans l’évolution des végétaux, ils forment une barrière mécanique, 

de goût désagréable, et réduisant la digestibilité des sucres de la paroi, les lignines participent 
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à la résistance des plantes aux microorganismes et herbivores, la lignification est une réponse 

courante à l’infection ou la blessure (Murry et al., 1982). 

 

Figure 11 : Structures chimiques de lignine (Scalbert et Williamson, 2000). 

c- Coumarines : 

Les coumarines sont des molécules largement répandues dans tout le règne végétal, sont 

des 2H-1-benzopyran-2-ones, considérées comme étant les lactones des acides 2- hydroxy-7-

cinnamiques (Benayache, 2005). Elles existent sous forme libre solubles dans les alcools et 

dans les solvants organiques ou les solvants chlorés ou encore liées à des sucres (hétérosides) 

sont plus ou moins solubles dans l’eau (Bruneton, 1999). La coumarine et ses dérivés ont des 

actions phyto biologiques (Hostettmann, 1992), bactériostatiques et anti fongiques (Rufini et 

Sampaolo, 1977). Ils ont un effet antioedémateux (Hoult et Paya, 1996). 

 

Figure 12 : Structure d’une molécule de coumarine (Cowan, 1999). 
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d- Stilbènes : 

Ce sont les composés ayant comme structure de base le 1,2-diphenylethyléne (C6 C2-

C6) avec des groupes hydroxyle substitué sur les cycles aromatique, et ils existent sous 

formes monomères ou d’oligomères. Le composé le plus connu le trans-resvératrol (Abd El 

Mohsen et al., 2008). 

 

Figure 13 : Structure chimique de stilbène (Perret, 2001). 

 

III-3-2- Les alcaloïdes : 

III-3-2-1- Définition 

Le terme «alcaloïde» a été introduit par W. Meisner au début du XIXème. La définition 

admise des alcaloïdes est celle donnée par Winterstein et Trier en 1910. Un alcaloïde est une 

substance organique azotée d’origine végétale à caractère alcalin et présentant une structure 

moléculaire hétérocyclique complexe (Badiaga ,2011). 

Généralement, les alcaloïdes sont produits dans les tissus en croissance : jeunes feuilles, 

jeunes racines. Puis, ils gagnent ensuite des lieux différents et, lors de ces transferts, ils 

peuvent subir des modifications. Ainsi, la nicotine, produite dans les racines, migre vers les 

feuilles où elle est diméthylée. Chez de nombreuses plantes, les alcaloïdes se localisent dans 

les pièces florales, les fruits ou les graines, ces substances sont trouvées concentrées dans les 

vacuoles (Krief, 2003). Ce sont des composés relativement stables qui sont stockés dans les 

plantes en tant que produits de différentes voies biosynthétiques (Mauro, 2006). 

Le plus souvent, la synthèse de ces alcaloïdes s’effectue au niveau de site précis (racine 

en croissance, cellules spécialisées de laticifères, chloroplastes) ; ils sont ensuite transportés 

dans leur site de stockage. (Rakotonanahary, 2012). 
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III-3-2-2- Structure des alcaloïdes : 

La plupart des alcaloïdes sont dérivés d’acide aminés tels que le tryptophane, 

L’ornithine, la lysine, l’asparate, l’anthranilate, la phénylalanine et la tyrosine. Ces acides 

aminés sont décarboxylés en amines et couplées à d’autres squelettes carbonés (Cyril, 2001). 

On divise les alcaloïdes en trois genres : 

a- Les alcaloïdes vrais : 

Les alcaloïdes vrais représentent le plus grand nombre d’alcaloïdes, sont toxiques et 

disposent d’un large spectre d’activités biologiques. Ils dérivent d’acides aminés et 

comportent un atome d’azote dans un système hétérocyclique. Ils sont présents dans les 

plantes, soit sous forme libre, soit sous forme de sel, soit comme N-Oxyde. (Badiaga, 2011). 

b- Les pseudo-alcaloïdes : 

Les pseudo-alcaloïdes présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des 

alcaloïdes vrais, mais ne sont pas des dérivés des acides aminés. (Badiaga, 2011).Dans la 

majorité des cas connus, ce sont des dérivés d’isoprénoïdes (alcaloïdes terpéniques) et du 

métabolisme de l’acétate. (Rakotonanahar, 2012). 

c- Les proto-alcaloïdes : 

Les proto-alcaloïdes sont des amines simples dont l’azote n’est pas inclus dans un 

hétérocycle, ils ont un caractère basique et sont élaborés in vivo à partir d’acide aminé. Ils 

sont souvent appelés « amines biologiques » et sont soluble dans l’eau. (Badiaga, 2011).En 

pratique, il est admis que ne sont pas des alcaloïdes : les amines simples, les bétalaïnes, les 

peptides, les acides aminés, les amino-sucres, les porphyrines, les alkylamines et les 

arylakylamines.  (Rakotonanahar, 2012). 

III-3-2-3- Biosynthèse : 

Contrairement à la plupart des autres types de métabolites secondaires, les nombreuses 

classes d'alcaloïdes ont des origines biosynthétiques unique (figure 14) (Ziegler et FacchinI, 

2008). Les noyaux de base de ces différents alcaloïdes dérivent des acides aminés du 

métabolisme primaire (Nacoulma, 2012). 
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Figure 14 : Origine biosynthétique de différentes classes d’alcaloïdes (Nacoulma, 

2012). 

 

III-3-2-4- Classification des alcaloïdes : 

a- Selon l'origine biosynthétique : 

On distingue trois types d’alcaloïdes : 

✓ Alcaloïdes vrais : d’après certains auteurs, ils sont issus seul règne végétal. Ils 

existent à l’état de sels et l’on peut ajouter qu’ils sont bio synthétiquement formés à partir 

d’un acide aminé (Bruneton, 1999). 

✓ Pseudo-alcaloïdes : ils représentent le plus souvent toutes les caractéristiques des 

alcaloïdes vrais, mais ne sont pas dérivés des acides aminés (Bruneton, 1999). 

✓ Proto-alcaloïdes : ce sont des amines simples dont l’azote n’est pas inclus dans un 

système hétérocyclique ; ils ont une réaction basique et sont élaborés in vivo à partir d’acides 

aminés (Bruneton, 1999). 

b- Selon leur composition chimique et structure moléculaire : 

Les alcaloïdes peuvent être divisés en plusieurs groupes. 

✓ Phénylalanines : capsaicine chez piment, colchicine chez colchique. 

✓ Alcaloïdes isoquinoléiques : morphine, éthylmorphine, codéine et 
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Papavérine continues dans l'opium du pavot ; et des alcaloïdes indoliques : ergométrine, 

ergotamine et ergotoxine de l'ergot des céréales (Gonzalez et al., 1984). 

✓ Alcaloïdes quinoléiques : se trouvent dans les écorces de Cinchona (Donatien, 

2008). 

✓ Alcaloïdes pyridiques et pipéridiques: par exemple: ricinine chez ricin. 

✓ Alcaloïdes dérivés du tropane : comme scopolamine et atropine chez la belladone. 

✓ Alcaloïdes stéroïdes : racine de vératre, douce-amère ou aconite (aconitine) par 

exemple (Gonzalez et al., 1984). 

III-3-2-4- Fonctions et propriétés : 

Les alcaloïdes sont des molécules très intéressantes au point de vue biologique car 

certaines sont le principe actif de plusieurs extraits de plantes anciennement utilisés comme 

médicaments, comme poisons ou encore comme psychotropes (Hess, 2002). Insolubles ou 

fort peu solubles dans l'eau; ils sont solubles dans l'alcool plus à chaud qu'à froid, l'éther, les 

acides et dans l'ammoniaque (Cowan, 1999). 

III-3-3- Terpénoïdes : 

III-3-3-1- Définition 

Le terme terpène inventé par Kekulé, vient de leur origine historique de l’arbre de 

terebinth : « Pistacia Terebinthus » (Ayad, 2008). 

Le terme de terpénoïde est attribué à tous les composés possédant une structure 

moléculaire construite d’un monomère à 5 carbones appelé isoprène, ces composés sont 

majoritairement d’origine végétale (Malecky, 2005). Synthétisés par les plantes, organismes 

marins, les champignons et même les animaux (Benaissa, 2011). 

L’exploitation de ces composés s’effectuait sous forme d’huiles extraites de plantes 

(huiles essentielles) par le moyen de la distillation (Malecky, 2005). 

III-3-3-2- Structure : 

Les terpènes sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit à chaîne 

ouverte : leur formule brute est (C5HX) n dont le x est variable en fonction du degré 

d’instauration de la molécule et n peut prendre des valeurs (1-8) sauf dans les polyterpènes 

qui peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc). La molécule de base est l’isoprène de formule 

C5H8. 

Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le squelette des 

terpènes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone, 

etc.) (Malecky, 2005 ; Benaissa, 2011). 
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Figure 15 : Structure de base de l’isoprène (Khenaka, 2011). 

III-3-3-3-Biosynthèse : 

La biosynthèse des terpènes se déclenche par activation par l’hydrolyse de l’ATP de 

l’isoprène. L’acide mévalonique (MVA) est la clé de la biosynthèse des terpenoïdes. La 

condensation de 3 molécules d’acétyl-CoA forme le β-hydroxy β-méthylglutaryl-CoA, ensuite 

la réduction de ce dernier donne MVA qui est par la suite activé par un enzyme spécifique. Le 

MVA est converti en isopentenyl pyrophosphate (IPP) ou isoprène actif. C’est le IPP qui 

constitue l’unité isoprènique d’enchaînement, et il s’isomérise en diméthylallyl pyrophosphate 

(DMAPP). La condensation d’une molécule (DMPP) avec une molécule (IPP), conduit au 

(GPP) précurseur des monoterpènes en C-10. Le couplage de ce dernier avec une nouvelle 

molécule (IPP), conduit au (FPP) précurseur des sesquiterpènes en C-15 qui peut agir avec 

une autre molécule de (IPP) pour former le (GGP) précurseur des diterpenes en C-20. D’autre 

part, le couplage réductif de deux unités (FPP) donne le squalène en C30, précurseur des 

triterpènescycliques et stéroïdes (Ayad, 2008). 

III-3-3-4- Classification : 

Selon le nombre d’unités isopréniques qui les constituent, on distingue : les terpènes ou 

monoterpènes en C10, les sesquiterpènes en C15, les diterpènes en C20, les triterpènes C30, 

et les tétraterpènes C40 (Guignard, 1996). 
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Tableau 3 : Quelques exemples des différents types de terpenoïdes (Belbache, 2003) 

N Squelette 

carboné 

Type de terpenoïdes Exemple de molécule 

  2  C10  Monoterpéne Nérol, citronnelle, 

huiles essentielles  

 

  3  C15   Sesquiterpène  

 

β-Cadinène  

 

  4  C20  Diterpéne  

 

Sclaréol, phytol  

 

  6  C30  Triterpéne  

 

Lanostérol  

 

  8  C40  Tetraterpéne  

 

Caroténoïdes  

 

 

> 8 >40  Polyterpéne  

 

Caoutchouc  

 

 

a- Monoterpènes : 

Sont volatils entrainables à la vapeur d'eau, d'odeur souvent agréable et représentent la 

majorité des constituants des huiles essentielles, parfois plus de 90% ; ils peuvent être 

acycliques (Mycènes, ocyméne), monocycliques (terpinéne, p-ciméne ) ou bicycliques 

(pinéne, sabinéne ) (Bruneton, 1999). 

Ils existent sous la forme d'hydrocarbures simples (limonène, Mycènes …), d'aldéhydes 

(linalal, géranial…), d'alcools (linalol, geraniol…) et d'acides (acide linalique géranique ...) 

Voire d'esters (acétate de linalyle …), ce sont des composés aromatiques qui constituent les 

essences florales, les huiles essentielles et les résines (Singh et al., 1989). 

b- Sesquiterpènes : 

Les sesquiterpènes sont des molécules à 15 atomes de carbone constituées de trois 

unités isopréniques et dérivant du Farnésyl diphosphate (FPP) (Wink, 2003); il s'agit de la 

classe la plus diversifiée des terpènes, elle contient plus de 3000 molécules comme par 

exemple: β-caryophylléne, β-bisaboléne, α-humuléne, α-bisabolol, farnesol. 
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c- Diterpènes : 

Les diterpènes sont formés de quatre unités isoprènes (C20H32) (Hernandezochoa, 

2005), ils comprennent les gibbérellines (phytohormones du développement impliquées dans 

des processus cellulaires fondamentaux tels que la germination (Graebe, 1987). 

d- Triterpènoïdes et stéroïdes : 

Les triterpènes sont des composés en C30 issus de la cyclisation de l'époxysqualène ou 

du scalène (Krief., 2003). Les stéroïdes sont dérivés de triterpènes tétracycliques et possèdent 

un squelette cyclopentaperhydro phénanthrène. Beaucoup de stérols se produisent sous forme 

de glycosides caractérisés par les saponines stéroïdiens (Hanson, 2003).    

e- Tétraterpènes :  

Comme les caroténoïdes qui sont des pigments rouges ou jaunes (Hanson, 2003), 

possédant un chromophore caractéristique (au moins 10 doubles liaisons conjuguées) 

expliquant leur couleur jaune-orangée et leur sensibilité à l'oxydation. Pour cela, les 

caroténoïdes sont employés en industrie agro-alimentaire principalement pour leur pouvoir 

colorant (safran : Crocus sativus L.) mais on peut aussi noter qu'ils sont préconisés en cas de 

photo dermatose puisqu'ils interfèrent avec les processus de photo-oxydation (Krief, 2003). 

f- Polyterpènes :  

En général, les polyterpènes ou polyisoprènes se composent de plus de 8 unités 

d’isoprène (plus de C40). Ces terpènes se trouvent souvent sous deux formes isomèriques cis- 

et trans, Le cis-polyisoprène se trouve dans le caoutchouc indien (Malecky, 2005)  

Charles Marie a créé le mot français caoutchouc à partir de l’expression indienne «cao-

tchu», qui signifie « bois qui pleure » qui est un produit naturel qui s’écoule de l’écorce d’un 

arbre. Il se présente sous la forme d’un liquide d’apparence laiteuse, appelé latex (PIRE, 

2011). Le caoutchouc naturel extrait de l’Hévéa Brasiliensis est un haut polymère de 

l’isoprène de poids moléculaire de 140.000 à 210.000. Donc les polyterpènes sont des 

macromolécules de poids moléculaire très élevé, dont le motif de base est l’isoprène. Sur le 

plan thérapeutique, ces composés n’ont pas des activités biologiques discutées (Ayad, 2008). 

III-3-3-5- Fonctions et propriétés : 

Les terpènes ont une large utilisation dans le domaine thérapeutique comme antiviraux 

et antimicrobienne de plus, ils sont utilisés dans le domaine industriel des épices et des 

parfums (Beaulieu et Baldwin, 2002 ; Kabera, et al., 2014).      
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I- Matériel végétal : 

On a récolté les feuilles d’Eucalyptus globulus de la région de Sidi Mabrouk dans la 

Wilaya de Constantine à l'Est Algérien, au mois de Décembre 2018.Le séchage de cette plante 

a été effectué dans un endroit sec et à l’abri des rayons solaires pendant 20 jours (figure 16). 

On a broyé les feuilles à l’aide d’un broyeur électrique spécial (figure 17). La poudre 

des feuilles a été conservée à température ambiante jusqu’à leur utilisation.  

 

 
       Figure 16 : Séchage des feuilles.                     Figure 17 : Broyage des feuilles. 

 

 

II- Etude phytochimique : 

II-1- Extraction des polyphénols : 

Cette étape du travail a été réalisée au niveau du laboratoire Qualité-Analyse du Centre 

de Recherche en Biotechnologie de Constantine (CRBt). 

L'extraction est la séparation des parties actives de tissus végétaux ou animaux des 

composants inactifs ou inertes à l'aide de solvants sélectifs, traditionnellement l’eau, les huiles 

végétales ou les graisses animales. Les produits ainsi obtenus sont relativement impurs sous 

forme de liquides, semi-solides ou poudres exclusivement destinées à un usage oral ou 

externe. Il s'agit de préparations connues comme les tisanes et les huiles médicinales (Handa, 

2008). 

Dans notre étude, l’extraction est effectuée par l'utilisation des solvants organiques à 

polarité différente : Méthanol, Butanol, chloroforme et acétate d’éthyle, deux méthodes 
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d’extraction ont été requises pour l’extraction des principes actifs à partir de la plante 

Eucalyptus globulus 

 

II-1-1- Extraction assistée par macération (EAM) : 

a- Principe : 

La macération est la méthode d'extraction solide-liquide la plus simple. Elle consiste en 

la mise en contact du matériel végétal avec le solvant sans ou avec agitation, (Leybros et 

Fremeaux, 1990). 

b- Mode opératoire : 

• Préparation de l’extrait méthanolique brut : 

La macération consiste à émerger 200g de poudre de feuilles d’Eucalyptus globulus 

dans 700ml de méthanol ajusté avec 300 ml d’eau (70 /30 dans 1000 ml) pendant 24 heure à 

température ambiante (on a fait deux macération successif). Ensuite la filtration est réalisée 

sur tulle. 

Le solvant a été récupéré du filtrat par évaporation dans un Rotavapeur type Buchi 

R.200, à une température de 39°C. L'extrait obtenu a été conservé au 4°C jusqu'à l’utilisation. 

 

 
 

Figure 18 : Agitation de la poudre émergée dans le méthanol. 
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Figure 19 : Macération. 

 

            Figure 20 : Protocole de préparation de l’extrait méthanolique par macération. 

 

200g de Matériel végétal (poudre) 

+ 700 ml de méthanol+ 300ml eau 

distillée. 

Macération à la température 

ambiante et à l’ombre 24h 

Filtration 

Evaporation 

Extrait Méthanolique brut 
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II-1-2- Fractionnement de l’extrait brut par Extraction Liquide-Liquide (ELL): 

Plusieurs solvants ont été utilisé pour l’affrontement : le rapport extrait/ solvant utilisé 

est 1 / 1 (V/ V), chaque phase est laissée pendant 24h et l’opération est répétée plusieurs fois 

pour chaque phase. 

Chaque phase est séchée en chassant le solvant par l’utilisation de l’évaporateur rotatif. 

 

Figure 21 : L’évaporateur rotatif. 

o Extrait chloroformique : 

Après la dissolution de l’extrait méthanolique dans 150 ml d’eau distillé (laisser pendant 

quelques heures), 150 ml de phase aqueuses sont déversés dans une ampoule à décanter à 

laquelle on rajoute 150 ml de chloroforme. Après une agitation et un repos de quelques heures 

pendant chaque répétition (on a fait cinq répétions et à chaque fois on ajoute 100 ml de 

chloroforme récupéré) on observe deux phases : 

-La phase aqueuse se retrouve en haut de l’ampoule. 

-La phase chloroformique en bas, celle-ci est récupérée dans un bécher, alors que la 

phase aqueuse est remise dans l’ampoule à décanter pour être affrontée au solvant suivant. 

 

Figure 22 : Affrontement avec le chloroforme. 
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o Extrait d’Acétate d’éthyle : 

On ajoute 100 ml d’Acétate d’éthyle à la phase aqueuse. Après une agitation et un repos 

pour chaque répétition (on a fait quatre répétions) on observe deux phases : 

-La phase aqueuse se retrouve en bas de l’ampoule. 

-La phase d’acétate d’éthyle en haut, celle-ci récupéré dans un bécher. 

 

Figure 23 : Affrontement avec l’acétate d’éthyle. 

o Extrait butanolique : 

La phase aqueuse obtenue après affrontement avec l’acétate d’éthyle est remise dans 

l’ampoule à décanter pour subir les mêmes opérations que précédemment mais avec le 

butanol (100 ml pour les huit répétitions avec un repos). 

-La phase aqueuse se retrouve en bas de l’ampoule. 

-La phase butanolique en haut, celle-ci récupéré dans un bécher. 

Les différents phases (chloroformique, acétate d’éthyle et butanolique) sont évaporées à 

sec grâce au Rotavap et conservées à 4°C jusqu’à leur utilisation. 
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Figure 24: Affrontement avec le butanol. 

• Préparation des dilutions : 

- Préparation des échantillons : 

Les concentrations préparées sont utilisées pour toute l’analyse phytochimique. 

La concentration des solutions mères de chaque échantillon est exprimée en ppm. La 

partie par million (la ppm) est la fraction valant 10-6, c’est-à-dire un millionième. 

Une quantité de 4 mg ou 1 mg de l’extrait méthanolique a été dissoute dans 1 ml du 

méthanol (solution mère de 4000 ppm, ou 1000 ppm) respectivement avec 7 concentrations 

différents (une série de dilution de ½ de l’échantillon en ordre décroissant comme suit : 

4mg/ml 1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 

Concentration      

µg/ml 

800 400 200 100 50 25 12.5 

1mg/ml 1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 

Concentration 

µg /ml 200 100 50 25 12,5 6,25 3,125 

 

II-2- Dosage des composés phénoliques : 

Cette étape du travail a été réalisée au niveau du laboratoire de Biochimie du Centre de 

Recherche en Biotechnologie de Constantine (CRBt). 

Des méthodes colorimétriques basées sur l’utilisation du spectrophotomètre UV-visible, 

ont été utilisées pour évaluer la quantité des composés phénoliques dans la matière végétale. 
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II-2-1- Dosage des polyphénols : 

a- Principe : 

Le réactif utilisé est le réactif de Folin-Ciocalteu, c’est un mélange de complexe des 

acides phosphotungsténe (H3PW12O40) et phosphomolybdéne (H3PMo12O40) de couleur 

jaune. 

Le principe de la méthode est basé sur l’oxydation des composés phénoliques par ce 

réactif, elle entraine la formation d’un nouveau complexe molybdène-tungstène de couleur 

bleu qui absorbe à 760 nm, le dosage de polyphénols est effectué par la comparaison de la 

D.O observé à celle obtenus par un étalon d’acide gallique de concentration connue Muller et 

al. (2010). 

b- Procédure : 

20 µl d’extrait diluée à 1mg/ml dans le MeOH est ajoutée à 100µl de réactif de Folin-

Ciocalteu 0.1N. on additionne 75 µl d’une solution de Na2CO3 à 7.5%. Le mélange est laissé 

au repos pendant 2h à l’obscurité. La lecture de l’absorbance est effectuée à une longueur 

d’ondes de 765 nm. Un blanc est préparé de la même manière en remplaçant l’extrait par le 

solvant utilisé (Méthanol). Une droite d’étalonnage de 0 à 0.6 mg/ml est réalisé avec de 

l’acide gallique dans les mêmes conditions que les échantillons à analyser.  

II-2-2- Dosage des Flavonoïdes 

a- Principe : 

Le dosage des flavonoïdes dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe 

entre Al+3et les flavonoïdes. La méthode de (Topçu et al., 2007) est utilisée avec quelques 

modifications pour une détermination sur microplaque 96 puits.  

b- Procédure : 

On met 50 µl d’extrait (préparé dans le méthanol) et on ajoute 130 µl Méthanol 

(MeOH) puis 10 µl Potassium acétate(CH3COOK) et 10 µl nitrate d’aluminium Al(NO3)2, 9 

H2O, l’ensemble est incubé à l’ombre à la température ambiante pendant 40 minutes, 

l’absorbance est lue à 415 nm. La quantification des flavonoïdes se fait en fonction d’une 

courbe d’étalonnage réalisée par un flavonoïde standard: Quercétine. Un blanc est préparé en 

remplaçant les réactifs par le méthanol (50µl extrait + 150µl méthanol). 

II-3- Activités antioxydantes : 

Cette étape du travail a été réalisée au niveau du laboratoire Qualité-Analyse Centre de 

Recherche en Biotechnologie de Constantine (CRBt). 

Des tests mesurant l’effet antioxydant combiné des défenses non enzymatiques dans les 

fluides biologiques peuvent être utiles pour fournir un indice de la capacité de l’organisme à 
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lutter contre les espèces réactives connues sous le nom de pro oxydants, à résister aux 

dommages oxydatifs et à lutter contre les maladies liées au stress oxydatif.  

II-3-1- Le test DPPH : 

a- Principe : 

   Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants à piéger le 

radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH) (Brand-William et al., 1995). 

L'activité anti-radicalaire libre est déterminée par spectrophotométrie par le dosage du 

DPPH(Blois1958), le α-tocophérol, BHT et le BHA sont utilisés comme standards 

antioxydants.  

b- Mode opératoire : 

• Préparation de la DPPH : 

Dissoudre 6 mg de DPPH dans un volume de 100 ml de méthanol, le radical DPPH est 

dissous dans le méthanol et gardé à -20°C à l’abri de la lumière. L’absorbance est 0.5 nm (517 

nm) dans le spectrophotomètre. 

 

 

• Procédure: 

Après la préparation du DPPH, on prend notre microplaque et on ajoute 160 µl (DPPH) 

mélangé avec 40 µl de chaque extrait (préparée dans le méthanol) à différentes 

concentrations. Après 30 minutes d’incubation à l’obscurité et à température ambiante, 

l’absorbance est lue à 517 nm contre un témoin négatif (sans extrait). Le pourcentage de 

l’activité anti-radicalaire est calculé selon l’équation suivante : 

Activité anti radicalaire (%) = [(Ac - At)/ Ac] x100 

Ac: Absorbance du contrôle. 

At: Absorbance d’extrait ou standard. 

II-3-2- ABTS scavenging activity : 

a- Principe :  

Le radical ABTS préformé est généré par l’oxydation de la molécule stable d’ABTS 

avec le persulfate de potassium (Re et al., 1999).cette formation se traduit par l’apparition 

d’une coloration vert bleu intense. En présence d’un donneur d’hydrogène (agent 

antioxydant), le passage du radical ABTS à la forme non radicalaire s’accompagne de la 

disparition de cette coloration mesurée à une longueur onde de 734 nm. 
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b- Procédure : 

Le radical ABTS+est produit par réaction entre une solution aqueuse d’ABTS (7 mM) et 

une solution de potassium (K2S2O8, 2,45 mM), utilisé comme oxydant. 

Ce mélange est agité pendant 16h à l’obscurité puis dilué par l’éthanol jusqu’à obtenir 

une absorbance à 734 nm de 0, 700 ± 0,02. Une prise (160 µl) de cette solution d’ABTS+ est 

ensuite mélangée avec 40 µl d’extrait à différent concentration. Après 10 mn d’incubation à 

température ambiante, l’absorbance du mélange est mesurée à 734 nm contre un blanc 

(témoin négatif) et comparé à celle des antioxydants de synthèse : BHT, BHA et TROLO 

(acid6-hydroxy-2,5,7,8-tetraméthyl-chroman-2- carboxylique). Les résultats permettent de 

calculer le pourcentage d’inhibition et d’exprimer cette activité anti radicalaire en comme 

décrit précédemment pour le DPPH (Re et al., 1999). 

L'activité ABTS+ a été exprimée en pourcentage et calculée par l'équation suivante : 

ABTS+ scavenging effect (%) = (AControl - ASample / AControl)* 100 

 

II-3-3- Reducing power test (Pouvoir réducteur) : 

a- Principe : 

L’activité réductrice d’un extrait est évaluée par la réaction d’oxydo-réduction entre 

l’extrait et les ions métalliques de transition, notamment le fer. Le pouvoir réducteur est 

déterminé selon la méthode décrite par (Oyaizu, 1986). 

b- Procédure : 

Cette méthode consiste à mélanger 10 μl de l’extrait à différentes concentrations avec 

40 μl de tampon phosphate 0.2 M à pH 6.6 et 50 μl d’une solution de K3Fe(CN)6 à 1% (m/v). 

Le mélange obtenu est incubé pendant 20 minutes à 50°C, puis 50 μl d’acide trichloracétique 

(CCl3COOH) à 10% sont ajoutés pour arrêter la réaction. On additionne 40 μl d’eau distillée 

et 10 μl de chlorure de fer (FeCl3) à 0.1%. La lecture de l’absorbance se fait à 700 nm contre 

un blanc ou l’extrait est remplacé par le méthanol. Les résultats permettent de calculer la 

concentration efficace (CE50), concentration de l’extrait correspondant à une absorbance 

égale à 0.5, obtenu par la courbe de régression linéaire ou logarithmique. L’activité de 

l’extrait est enfin comparée à celle des antioxydants de synthèse (témoin positif), 

butylhydroxytoluéne (BHT) et le butylhydroxyanisole (BHA). 
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II-3-4- Galvinoxyl radical (GOR) scavenging assay: 

a- Principe : 

Galvinoxyl, un radical phénoxy stable peut être réduit par des capteurs de radicaux 

libres donneurs d’hydrogène. La concentration d’extrait et d’étalon nécessaire pour atteindre 

une activité de piégeage des radicaux phénoxyles à 50% ont été déterminées selon la méthode 

de Shi, Noguchi et Niki (2001). La capacité de piéger les radicaux libres a été testée avec un 

test très simple, mélangeant une coumarine à un radical et suivant la réaction par 

spectroscopie RPE (Shi et al., 2001). 

b- Procédure: 

Cette méthode consiste à mélanger 40 µl d’extrait à différentes concentrations avec 160 

µl (0,1 mM Galvinoxyl) (4 mg dans 100 ml MeOH).  Le mélange obtenu est incubé pendant 

120 mn. La lecture de l’absorbance se fait à 428 nm contre un blanc.  

II-3-5- Cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC): 

a- Principe : 

Notre méthode spectrophotométrique récemment mise au point (CUPRAC) pour 

plusieurs polyphénols et flavonoïdes utilisant le réactif cuivre (II) -neocuproine dans un 

tampon d’acétate d’ammonium a été appliquée à une série complète d’antioxydants 

plasmatiques permettant de mesurer la capacité antioxydante totale ( TAC) du sérum et 

l'absorbance résultante à 450 nm a été enregistrée soit directement (par exemple pour l'acide 

ascorbique, l'alpha-tocophérol et le glutathion), soit après une incubation à 50 degrés C 

pendant 20 min (par exemple pour l'acide urique, la bilirubine et l'albumine), quantification se 

faisant au moyen d’une courbe d’étalonnage. Les antioxydants lipophiles, l'alpha-tocophérol 

et le bêta-carotène, ont été dosés dans du dichlorométhane (DCM). Les antioxydants 

lipophiles du sérum ont été extraits avec du n-hexane à partir d'une solution éthanolique de 

sérum soumise à une centrifugation. (Resat, 2008). 

b- Procédure : 

On prépare la solution 1(1,927 g Acétate d’ammonium (ACNH4) mélanger avec 25 ml 

H2O, S1 est transparente, PH=7.0), puis on l’ajouter au plat qui contient les extraits pour la 

lecture. On additionne la solution S2 (0,042625 g de Cu Cl2, 2H2O mélangé avec 25 ml H2O) 

avec la S3 (0,039 g de Neocupronin mélanger avec 25 ml de méthanol). La solution obtenue 

est déposée pour la lecture. 

Cette méthode consiste à prendre 40 µl d’extrait avec 60 µl de S1, 50 µl de S3 et 50 µl 

de S2. Attendre 1 heure puis la lecture de l’absorbance se fait à 450nm contre un blanc. 
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II-4- Activités anti enzymatiques : 

Cette étape du travail a été réalisée au niveau du laboratoire Qualité-Analyse Centre de 

Recherche en Biotechnologie de Constantine (CRBt). 

II-4-1- Activité Anti- cholinestérase : 

a- Principe : 

La révélation de l’activité enzymatique est réalisée avec la méthode d’Ellman (1961), 

qui utilise un substrat artificiel, l’acétylthiocholine, dont l’hydrolyse conduit à la formation de 

Thiocholine. Cette dernière forme un dérivé coloré avec le DTNB (5,5’- dithiobis-[2 

nitrobenzoate]). 

L'inhibition de l'acétylcholinestérase par les extraits a été étudiée à l'aide du dosage sur 

microplaque.  

b- Préparation des solutions et des enzymes : 

• Solution tampon: 

On mélange 8,890 g de (Na2HPO4, 2H2O) avec 500 ml de H2O (V1), pour la deuxième 

étape on ajoute 1,56 g de (NaH2PO4, 2H2O) avec100 ml de H2O (V2), et la dernière étape 

c’est le mélange de la solution V1 et V2 : Solution Tampon comme montrer dans le tableau 4. 

On ajoute du NaOH pour augmenter la valeur du PH. 

Tableau 4 : Préparation de la solution tampon. 

 

 

• DTNB (5,𝟓,-Dithiobis (2-nitro-benzoic acid)) Solution: 

16 mg DTNB avec 1 ml (PH=7), puis 7,5mg NaHCO3 avec 1 ml (PH=7) et 2 ml 

(PH=7), on ajoute 4 ml (PH=8): volume total 8 ml. 

• ACİ (Acétylthiocholine iodide) substrat Solution: 

16 mg ACİ avec 4 ml H2O et on additionne 4 ml Tampon (PH =8) 

• Préparation des enzymes: 

- AChE Solution: 

0,2 mg de AChE avec 4 ml (PH=8) pour donner la solution A, on met 20 µl de la 

solution A dans 20 eppendorff et on prend un seul eppendorff qui contient 20 µl de la solution 

PH 5,8 6,2 6,4 6,6 6,8 7 7,2 7,4 7,6 7,8   8 

NaH2PO4 (ml) 92 81,5 73,5 62,5 51 39 28 19 13 8,5 5,3 

Na2HPO4 (ml) 8 18,5 26,5 37,5 49 61 72 81 87 91,5 94,5 
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A et on ajoute 3 ml de PH = 8, puis le contrôle de l’absorbance à 412 nm qui doit être entre 

0.4-0.5 

c- Procédure: 

En bref, 150 µL de 100 mM sodium phosphate buffer (pH 8.0) sont ajoutés à 10 µL 

d’extrait, solution dissous dans le méthanol à différentes concentrations. On additionne 20 µL 

de la solution d’AChE (5.32 _ 10-3 U). L’ensemble est incubé à 250C pendant 15 mn ensuite 

on ajoute 10 µL de DTNB (0.5 mM) et 10 µL de l’acétylthiocholine iodide (0.71 mM). La 

lecture de l’absorbance se fait à 412 nm (pour 0 mn, 5 mn, 10 mn et 15 mn). 

Le pourcentage d’inhibition de l’enzyme d’AChE est déterminé par rapport au blanc 

(méthanol avec le phosphate buffer pH 8) par la formule (E - S)/E *100. 

E : l'activité de l'enzyme sans extrait / S : l'activité de l'enzyme avec l’extrait 

Le Galanthamine est utilisé comme référence. 

 

II-4-2- Activité anti-tyrosinase : 

L'activité tyrosinase est déterminée selon la méthode décrite par (Ebru Deveci et al., 

2018).Cette méthode consiste à mélanger150 µl (PH 6.8) avec 10 µl de notre extrait, puis 20 

µl d’Enzyme, l’ensemble est incubé durant 10 mn à 37 ° C, après on ajoute 20 µl de L-DOPA 

et on finit par une incubation durant 10 mn à 37 ° C. La lecture de l’absorbance se fait à 475 

nm. 

III- Etude biologique : 

Elle a été réalisée au niveau du laboratoire de bactériologie du CRBT (Centre de 

Recherche en Biotechnologie de Constantine) 

III-1- Activité antibactérienne : 

III-1-1- Les souches bactériennes testées : 

Deux souches de référence ont servi à l’étude de l’activité antibactérienne des extraits et 

ont été procurées par le laboratoire de bactériologie et virologie du CRBT. Ces bactéries ont 

été sélectionnées en fonction de leur pouvoir pathogène pour l’Homme. 

a- Bactéries à Gram positif : Staphylococcus aureus 

b- Bactéries à Gram négatif : Escherichia  coli 

III-1-2-Standardisation des inocula bactériens : 

En plus de la pureté des souches bactériennes, la taille de l’inoculum est l’un des 

facteurs aussi susceptibles de modifier l’activité antibactérienne in vitro. En effet, un 

inoculum trop dense peut masquer l’effet antibactérien, et conduire à des faux résultats et un 
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inoculum trop faible peut être à l’origine des résultats faux positifs (Meyer et al., 1999). Afin 

d’obtenir un tapis homogène avec des colonies non confluentes, un inoculum de charge 10 6 

UFC/ml a été préparé. 

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

-La préparation d’une suspension bactérienne à partir d'une culture jeune (18 à 24 

heures) préparée dans de l'eau physiologique (8,5% de Na Cl). 

-La Préparation d’une série de dilutions décimales (10-1 jusqu'à 10-8) à partir d’une 

suspension bactérienne initialement préparée (densité optique de 0,5 à une longueur d’onde de 

600 nm).  

-L’ensemencement en surface de 0,1 ml de chaque dilution à l’aide d’un râteau étaleur 

sur la PCA (Plate Count Agar).  

- Le dénombrement, après incubation à 37°C pendant 18 à 24 heures. 

III-1-3- Evaluation de l’activité antibactérienne des différents extraits : 

a- Principe : 

L’activité antibactérienne des extraits est évaluée par la méthode de diffusion sur milieu 

gélosé « méthode de l’antibiogramme ». Une suspension est inoculée sur une gélose de 4mm 

d’épaisseur par inondation ou écouvillonnage. Puis des disques de papier buvard ou de 

comprimés imprégnés de quantités connues d’antibiotiques sont déposés sur la surface de la 

gélose. Au cours de l’incubation, il ya une compétition entre la croissance bactérienne et la 

diffusion radiale de l’antibiotique qui crée un gradient de concentrations décroissantes. Après 

18 à 24 heures d’incubation à 37 °C, la culture délimite des zones stériles circulaires autour 

des disques, dont la taille est proportionnelle à la sensibilité du germe (Chevalier et al., 2003; 

Meyer et al., 1999). 

b- Procédure : 

Le protocole suivi dans la présente étude, 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) où les disques d’antibiotique (principe actif) sont 

remplacés par des disques imprégnés avec les différents extraits. 

A partir d’une culture jeune de 18 à 24 heures, des colonies isolées sont prélevées puis 

mises dans 9 ml d’eau physiologique, après homogénéisation de la suspension bactérienne, 

l’absorbance de la suspension est ajustée à une absorbance de 0,50 à 600 nm; Des boîtes de 

Pétri de 90 mm de diamètre 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 106 

UFC/ml (l’excès d’inoculum est éliminé à l’aide d’une pipette); Des disques de papier stériles 
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(6mm de diamètre) sont déposés dans des boîtes de Pétri stériles (vides) puis imprégnés avec 

un volume de 20 µl des différents extraits de plante (préparés dans du méthanol) à une 

concentration de (100 mg/ml). Le témoin négatif est préparé avec du méthanol. Les disques 

séchés sont déposés à équidistance de la surface de la gélose. Une légère pression est exercée 

sur les disques pour assurer une meilleure adhérence ; Les boîtes sont mises à 4°C pendant 2 

heures afin que les substances actives puissent diffuser avant de permettre aux germes de se 

multiplier. Les boîtes sont incubées par la suite à 37°C pendant 18 à 24 heures. Les diamètres 

des zones d’inhibition ont été mesurés à l’aide d’une règle. 

 

 
 

Figure 25 : Illustration de la méthode d’aromatogramme (Zaiki ,1988) 

 

III-2- Activité antifongique : 

Le champignon phytopathogène utilisé est le Fusarium oxysporum f. sp lycopersici 

(FOL.), procuré par le laboratoire de bactériologie et virologie du CRBT 

III-2-1- Préparation des extraits : 

1, 2, 4, 8,16 mg de chaque extrait sont mélangés avec 1ml de DMSO 

(Diméthylsulfoxyde) dans des tubes Eppendorf et homogénéisés à l’aide du vortex.  
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Une deuxième série de concentration (16, 32, 64, 128, et 256mg) a été préparée par la 

même méthode sauf pour l’extrait chloroformique (par manque d’extrait on n’a pas pu 

préparer la dernière concentration de 256mg) 

III-2-2- Préparation du milieu de culture : 

Le milieu utilisé est le PDA (Potato Dextrose Agar).340g de pomme de terre épluché et 

bien découpé sont mélangés avec 1700ml d’eau distillé, bouillir à 100° C pendant 20 à 25 

minutes, recueillir l’eau de la pomme de terre. 34g de glucose sont ajoutées à l’eau récupéré, 

avec une agitation de 10min. 34g d’agar sont ajoutées au mélange en petites quantités pour 

éviter la solidification en gardant l’agitation. Mettre le mélange dans des Erlen Meyer de 

100ml (17 Erlens), mettre dans la cuve pendant 24h.Après 24h le milieu est placé dans l’étuve 

et prêt à être utilisé. 

 
Figure 26 : Préparation du milieu PDA. 
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Figure 27 : L’addition de l’agar. 

 

 

 
 

Figure 28 : L’addition de l’extrait au PDA et coulage  

dans les boites de pétri. 
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Figure 29 : Dépôt des disques de champignon. 

 

III-2-3- Evaluation de l’activité antifongique des différents extraits : 

L’activité antifongique des extraits est évaluée par la méthode de contact direct. Un 

disque de 5mm de diamètre pris d’une culture jeune de champignon est déposé aseptiquement 

au centre de la boite de pétri contenant le PDA et l’extrait, l’expérience est répétée 4 fois pour 

chaque concentration d’extrait. Après 7 jours d’incubation à 28° C, la croissance mycélienne 

du champignon est mesurée à l’échelle millimétrique à l’aide d’une règle. L’activité 

inhibitrice est exprimée en pourcentage et calculée selon la formule : I=(C-T/C) × 100 

(Dennis et al. ; 1971). 

I= taux d’inhibition en % 

C= Croissance radiale du champignon en mm sur le PDA avec DMSO (témoin) 

T= Croissance radiale du champignon en mm sur le PDA contenant l’extrait  

Le témoin est préparé en remplaçant l’extrait par le DMSO. Un témoin négatif est 

préparé en mettant le champignon sur le PDA seulement. 

On a classé l’activité antibactérienne des extraits testés comme suit: 

• Diamètre de la zone d’inhibition < 1mm: absence de l’activité antibactérienne (-); 

• Diamètre de la zone d’inhibition égale à 1 mm: Activité antibactérienne très faible (f); 
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• Diamètre de la zone d’inhibition varie entre 2 et 3 mm: Activité antibactérienne faible 

(+); 

• Diamètre de la zone d’inhibition varie entre 4 et 5 mm: Activité antibactérienne 

modérée (++); 

• Diamètre de la zone d’inhibition varie entre 6 et 9 mm: Activité antibactérienne forte 

(+++); 

• Diamètre de la zone d’inhibition >9mm: Activité antibactérienne très forte (++++). 



 

 

 

 

 

Partie 3 

Résultats et discussions 
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Résultats et discussions 

I-  Etude phytochimique :  

I- 1- Dosage des composés phénoliques : 

I- 1-1- Dosage des polyphénols totaux : 

Une droite d’étalonnage est réalisée avec de l’acide gallique dans les mêmes conditions 

que les échantillons à analyser.  

 

Figure 30 : Courbe d’étalonnage de l’acide gallique. 

 

Figure 31 : Résultats du dosage des polyphénols sur microplaque. 

 

Les teneurs en polyphénols totaux exprimées en milligramme équivalent d’acide 

gallique par gramme d’extrait sont représentées dans le tableau 05. 
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Tableau 05 : Résultats du dosage des polyphénols : 

Extraits Taux de polyphénols totaux (mg EAG/g d’extrait) 

Extrait d’acétate 540,47±3,75 

 

Extrait butanolique 410,96 ± 4,14 

 

Extrait chloroformique 21,64 ± 3,74 

 

I- 1-2- Dosage des Flavonoïdes : 

La quantification des flavonoïdes se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée 

par un flavonoïde standard (la quercétine)  

 

Figure 32 : Courbe d’étalonnage de la quercetine. 

Les teneurs en flavonoïdes des différents extraits sont exprimées en mg EQ/ g E. Les 

résultats obtenus sont élucidés sur le tableau 06. 

Tableau 06 : Résultats du dosage des Flavonoïdes : 

Extraits Taux de Flavonoïdes (mg EQ/g d’extrait) 

Extrait d’acétate 156,59± 6,77 

 

Extrait butanolique 78,33 ± 3,97 

 

Extrait chloroformique 63,47 ± 2,35 
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Discussion : 

Le taux des polyphénols totaux calculé a révélé que l’E.globulus présente une teneur 

importante en composés phénoliques pour l’extrait d’acétate et l’extrait butanolique avec un 

taux plus élevé pour l’extrait d’acétate (540,4706 mg EAG/g d’extrait), tandis que l’extrait 

chloroformique présente une teneur faible en composés phénoliques avec un taux de (21,64 

mg EAG/g d’extrait).Pour les flavonoïdes, le taux calculé a montré que l’extrait d’acétate a la 

plus grande valeur (156,59 mg EQ/g d’extrait) suivi par l’extrait butanolique  (78,33 mg EQ/g 

d’extrait) et enfin l’extrait chloroformique (63,47 mg EQ/g d’extrait). Les résultats du dosage 

des polyphénols totaux sont conformes avec ceux des flavonoïdes. Ces résultats ont permis de 

classer les extraits selon leur richesse en composés phénoliques comme suit : Extrait d’acétate 

> Extrait butanolique> Extrait chloroformique. 

 

Atoui et al. (2005) ont trouvé une teneur de 113±1,33 mg EAG / tasse (240 ml) 

d’infusion de feuilles d’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 extraits 

des feuilles d’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 

l’Eucalyptus A et Eucalyptus B, respectivement. 

 

I- 2- Activités anti oxydantes : 

I-2-1- Le test DPPH: 

 

Figure 33 : Résultats du DPPH sur microplaque. 
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Tableau 07 : Résultats du test DPPH des extraits foliaires d’E. globulus. 

Extraits 

 

% d’inhibition  

3.125 µg 6.25 µg 12.5 µg 25 µg 50 µg 100 µg 200 µg IC50 µg/ml 

Extrait 

d’acétate 

NA 16,73±0,

68 

69,96±0,65 78,51±0,

49 

79,57±0,

24 

81,27±0,

12 

81,55±0,

76 

10,16±0,07 

Extrait 

butanolique 

NA NA 12,39±15,6

4 

46,26±9,

66 

80,20±1,

03 

81,38±0,

41 

81,77±0,

54 

31,11±1,72 

Extrait 

chloroformi

que 

NA NA NA NA NA 16,72±4,

42 

57,10±1,

18 

181,45±3,9

7 

BHT 11,69±1,

88 

22,21±1,

30 

37,12±1,80 52,63±2,

70 

56,02±0,

53 

83,60±0,

23 

87,28±0,

26 

22.32±1.19 

BHA 28,95±1,

16 

54,33±1,

59 

76,76±1,65 84,09±0,

35 

87,53±0,

82 

87,73±0,

15 

88,43±0,

23 

5.73±0.41 

NA: Non Absorbance. 

Les résultats du test DPPH sont exprimés en IC5O. La valeur IC50 (Concentration 

d’inhibition à 50 %) est définie comme étant la concentration du substrat nécessaire à 

diminuer de 50 % l’absorbance de la solution initiale du DPPH. Les IC50sont inversement 

proportionnelles à l’effet scavenger dont les valeurs faibles reflètent un effet anti-radicalaire 

important (Dasgupta et De, 2007;Maisuthisakul etal., 2007). 

L’extrait d’acétate a présenté une activité antioxydante plus importante que celle du 

BHT avec l’IC50 la plus faible (10,16±0,07 µg/ml), suivi par l’extrait butanolique 

(31,11±1,72µg/ml), alors que l’extrait chloroformique a présenté l’IC50 la plus importante 

(181,45±3,97µg/ml). 
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I-2-2-Le test ABTS: 

 

Figure 34 : Résultats de l’ABTS sur microplaque. 

Tableau 08 : Résultats du test ABTS des extraits foliaires d’E. globulus. 

Extraits % d’inhibition 

3.125 µg 6.25 µg 12.5 µg 25 µg 50 µg 100 µg 200 µg IC50 µg/ml 

Extrait 

d’acétate 

20,72±4,

38 

48,63±8,

80 

80,61±7,

85 

89,76±0,

72 

90,85±1,

02 

Sat Sat 7,26±0,68 

Extrait 

butanolique 

NA 16,97±4,

88 

35,03±5,

52 

86,32±3,

58 

89,68±0,

62 

90,15±0,

23 

Sat 15,61±1,1

7 

Extrait 

chloroformiqu

e 

NA NA NA NA 15,87±3,

99 

46,99±1,

43 

77,25±3,

08 

125,19±2,

47 

BHT 59,22±0,

59 
78,55±3.

43 
90,36±0,

00 
92,18±1,

27 
93,37±0,

86 
94,87±0,

87 
96,68±0,

39 
1,29±0,30 

BHA 83,42±4,

09 

93,52±0,

09 

93,58±0,

09 

93,63±0,

16 

93,63±0,

95 

94,20±0,

90 

95,39±2,

62 

1,81±0,10 

NA: Non Absorbance. 

Sat: Saturation. 

L’extrait d’acétate a présenté l’IC50 la plus faible (7,26±0,68µg/ml), suivi par l’extrait 

butanolique (15,61±1,17µg/ml), alors que l’extrait chloroformique a présenté la plus grande 

IC50 (125,19±2,47µg/ml). Alors c’est l’extrait d’acétate qui a un pouvoir antioxydant plus 

important. 
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I-2-3- Le test Reducing power (Pouvoir réducteur) : 

 

Figure 35 : Résultats du pouvoir réducteur sur microplaque. 

Tableau 09 : Résultats du test du Pouvoir réducteur des extraits foliaires d’E.globulus 

 

Extraits Absorbance 

3.125 µg 6.25 µg 12.5 µg 25 µg 50 µg 100 µg 200 µg A0.50 µg/ml 

Extrait 

d’acétate 

0,37±0,0

3 

0,45±0,0

6 

0,64±0,1

3 

0,85±0,19 0,55±0,2

4 

0,53±0,0

8 

1,52±0,9

9 

6,54±4,10 

Extrait 

butanolique 

0,18±0,0

3 

0,18±0,0

1 

0,28±0,0

7 

0,29±0,13 0,43±0,2

0 

0,56±0,1

3 

0,81±0,1

7 

76,33±35,2

8 

Extrait 

chloroformiq

ue 

0,09±0,0

0 

0,11±0,0

1 

0,10±0,0

5 

0,15±0,02 0,20±0,0

2 

0,14±0,0

2 

0,17±0,0

1 

>200 

 0.78125 

µg 

1.5625 

µg 

3.125 µg 6.25 µg 12.5 µg 25 µg 50 µg A0.50 µg/ml 

BHT 0,07±0,0

0 

0,08±0,0

0 

0,10±0,0

1 

0,13±0,02 0,22±0,0

4 

0,28±0,0

5 

0,43±0,0

2 

>50 

BHA 0,09±0,0

0 

0,11±0,0

1 

0,18±0,0

2 

0,36±0,04 0,78±0,0

7 

1,74±0,0

7 

3,53±0,1

9 

8,41±0,67 

AscAICd 0,09±0,00 0,11±0,00 0,16±0,01 0,33±0,04 0,76±0,16 2,02±0,23 3,87±0,27 9,01±1,46 

 

Les résultats du pouvoir réducteur sont exprimés en A0, 50. La valeur A0, 50 est définie 

comme étant la concentration du substrat qui donne une absorbance de 0,50. 

L’extrait d’acétate a présenté l’A0, 50 la plus faible (6,54±4,10µg/ml) qui est inferieure à 

celles des standards, suivi par l’extrait butanolique (76,33±35,28µg/ml), alors que l’A0, 50 de 

l’extrait chloroformique est la plus grande (>200µg/ml). 
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I-2-4-Le test Galvinoxyl radical (GOR): 

 

Figure 36 : Résultats du test GOR sur microplaque. 

Tableau 10: Résultats du test GOR des extraits foliaires d’E. globulus. 

NA: Non Absorbance. 

Les résultats du GOR sont exprimés en IC5O. La valeur IC50=la concentration 

d’inhibition à 50 %. 

L’extrait d’acétate a présenté l’IC50 la plus faible (3,54±0,36µg/ml) qui est inférieure à 

celles des standard BHT et BHA, suivi par l’extrait butanolique (20,59±0,52µg/ml), alors que 

l’extrait chloroformique a présenté la plus grande IC50 (168,05±10,06µg/ml). 

 

 

 

 

Extraits 
 

 %d’inhibition 
 

3.125 µg 6.25 µg 12.5 µg 25 µg 50 µg 100µg 200µg IC50µg/ml 

Extrait 

d’acétate 

28,53±4,5

2 

62,73±0,5

7 

63,01±0,9

3 

63,87±0,4

2 

65,77±0,6

1 

69,43±0,5

5 

72,28±0,

49 

3,54±0,36 

Extrait 

butanolique 

3,65±2,12 11,97±1,6

2 

29,22±4,0

6 

61,42±0,8

2 

73,37±0,1

3 

76,47±1,0

2 

77,86±0,

10 

20,59±0,52 

Extrait 

chloroformiq

ue 

NA NA NA NA 15,14±0,9

8 

34,45±5,2

6 

57,88±2,

22 

168,05±10,

06 

 1.5625 3.125 µg 6.25 µg 12.5 µg 25 µg 50 µg 100µg IC50µg/ml 

BHT 34,66±2,6

2 

49,23±0,7

7 

61,29±0,6

9 

68,89±0,2

6 

70,02±0,5

0 

70,49±0,5

5 

71,13±0,

74 

3,32±0,18 

BHA 25,99±2,5

6 

39,15±0,8

8 

54,16±0,2

7 

65,02±1,2

6 

70,19±0,5

1 

70,32±0,6

5 

70,60±0,

10 

5,38 ±0,06 
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I- 2-5-Le test CUPRAC (Cupric reducing antioxidant capacity): 

 

 

Figure 37 : Résultats du CUPRAC sur microplaque. 

Tableau 11 : Résultats du test CUPRAC des extraits foliaires d’E.globulus 

 

Les résultats du CUPRAC sont exprimés en A0, 50. La valeur A0, 50est définie comme 

étant la concentration du substrat qui donne une absorbance de 0,50. 

L’extrait d’acétate a présenté l’A0, 50la plus faible (5,82±0,15µg/ml) qui est inferieure à 

celle du standard BHT, suivi par l’extrait butanolique (26,14±0,03µg/ml), alors que l’A0, 50de 

l’extrait chloroformique est la plus grande (175,11±16,79µg/ml). 

Extraits % d’inhibition du CUPRAC  

3.125 µg 6.25 µg 12.5 µg 25 µg 50 µg 100 µg 200 µg A0.50 µg/ml 

Extrait 

d’acétate 

0,33±0,

00 

0,56±0,01 0,85±0,

03 

1,53±0,0

7 

2,12±0,1

1 

3,09±0,1

6 

3,69±0,1

6 

5,82±0,15 

Extrait 

butanolique 

0,15±0,

00 

0,19±0,01 0,38±0,

08 

0,49±0,0

2 

0,87±0,0

1 

1,57±0,0

4 

3,27±0,4

7 

26,14±0,03 

Extrait 

chloroformi

que 

0,11±0,

01 

0,11±0,01 0,13±0,

01 

0,16±0,0

1 

0,23±0,0

1 

0,32±0,0

5 

0,56±0,0

4 

175,11±16,7

9 

BHT 0,19±0,

01 

0,33±0,04 0,66±0,

07 

1,03±0,0

7 

1,48±0,0

9 

2,04±0,1

4 

2,32±0,2

8 

9,62±0,87 

BHA 0,46±0,

00 

0,78±0,01 1,34±0,

08 

2,36±0,1

7 

3,45±0,0

2 

3,76±0,0

3 

3,93±0,0

1 

3,64±0,19 
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Discussion : 

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

révélé que l’extrait d’acétate et l’extrait butanolique ont exprimé une forte activité 

antioxydante comparée à l’extrait chloroformique. Toutes les méthodes utilisées (DPPH, 

ABTS, Reducing power, GOR et CUPRAC) ont révélé que l’extrait d’acétate des feuilles d’E. 

globulus est le plus fort antioxydant suivi par l’extrait butanolique. Ces résultats confirment 

ceux trouvé au dosage des polyphénols totaux et des flavonoïdes. Cette importante activité 

antioxydante des différents extraits est proportionnelle au taux des composés phénoliques ce 

qui pourrait être expliqué par le rôle direct de ces derniers dans le pouvoir antioxydant et 

l’activité inhibitrice des radicaux libres. Le faible potentiel antioxydant de l’extrait 

chloroformique pourrait être dû à la faible concentration en composés phénoliques. Les études 

faites sur l’activité antioxydantes des polyphénols foliaires du genre Eucalyptus sont rares, les 

espèces de ce genre sont beaucoup plus étudiées par rapport à leur richesse en huiles 

essentielles. Conde et al.(1997)ont noté la présence de la vanilline dans les extraits des 

feuilles d’E.globulus obtenus avec le méthanol aqueux (80 %). 

Yanishlieva-Maslarova(2001) a signalé que les monophénols expriment une faible 

activité antioxydante par rapport aux autres composés phénoliques. De plus, Villaño et ses 

collaborateurs (2007) ont constaté que certains composés phénoliques tels que 

l’acidevanillique, acide p-coumarique, tyrosol, vanilline, syringaldéhyde et l’acide p-

hydroxybenzaldehyde n’interviennent pas dans la réduction du radical DPPH.  

I-3- Activité anti-enzymatique : 

I-3-1-Activité Anti-acétylcholinestérase : 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38 : Résultats Anti-Acétylcholinestérase sur microplaque. 
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Tableau 12 : Résultats de l’Anti-Acétylcholinestérase des extraits foliaires d’E. 

globulus 

Sat: Saturation. 

Les résultats de l’Activité Anti-Acétylcholinestérase sont exprimés en IC5O. La valeur 

IC50=la concentration d’inhibition à 50 %. 

Discussion : 

A ce jour, la maladie d’Alzheimer reste incurable. Cependant, l'une des approches les 

plus prometteuses pour le traitement de cette maladie consiste à améliorer le niveau 

d'acétylcholine dans le cerveau en utilisant des inhibiteurs de l'acétylcholinestérase 

(Ingkaninan et al., 2003). En effet, la plupart des médicaments anti-Alzheimer qui sont 

disponibles sur le marché agissent sur cette activité cholinergique en inhibant la dégradation 

de l’acétylcholine tels que la donepezil, la rivastigmine et la galantamine (Etienne, 2008). 

L’acétylcholinestérase (AChE) est un neurotransmetteur synaptique qui, en se fixant au 

récepteur cholinergique membranaire, permet la dépolarisation de la membrane et la 

transmission de l’influx au niveau des jonctions neuromusculaires. L’AChE joue un rôle 

primordial dans la régulation de l’influx nerveux. Elle assure la libération de la fente 

synaptique en vue d’une nouvelle transmission par dégradation de l’acétylcholine résiduelle 

issue d’une neurotransmission (Figure 38). Chez les personnes atteintes de la maladie 

d’Alzheimer, le taux d’acétylcholine est particulièrement faible, ce qui explique les troubles 

cognitifs observés. La solution pour augmenter le taux d’acétylcholine au niveau synaptique 

consiste alors à diminuer sa dégradation, ceci en inhibant l’action de l’acétylcholinestérase 

(Houghton et al., 2006). 

En se basant sur l’hypothès d’inhiber l’action de l’AChE pour mieux traiter la MA,  il  

est apparu  sur  le  marché  plusieurs  inhibiteurs  de  cette  enzyme  (Grossberg,  2003). 

Extraits  % d’inhibition 

3.125 

µg 

6.25 µg 12.5  µg 25 µg 50 µg 100 µg 200 µg IC 50 

µg/ml 

Extraitd’acétate 62,73±1

,70 

49,18±2

,45 

Sat Sat Sat Sat Sat 6,48±0,0

2 

Extraitbutanoliq

ue 

29,56±3

,62 

9,14±10

,21 

1,77±5,9

8 

16,22±4,

71 

34,24±5

5,62 

21,42±2,

57 

98,06±0,

13 

137,38±

2,19 

Extraitchlorofor

mique 

32,56±4

,26 

2,71±6,

43 

41,12±4

9,83 

34,14±2

9,30 

7,41±18,

22 

66,53±2

7,00 

98,97±0,

68 

98,13±3

2,20 

Galantamine 35,93 

±2,28 

43,77 

±0.00 

68,50 

±0,31 

80,69 

±0,41 

85,78 

±1,63 

91,80 

±0,20 

94,77 

±0,34 

6.27±1.1

5 
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En  2000,  il  est  apparu  sur  le  marché  un  alcaloïde  naturel  qui  est  la  galantamine  

issue  de l’espèce Galanthus nivalis L. De  la  famille  des  Amaryllidaceae. La  galantamine 

diffère des autres inhibiteurs par son mécanisme à double action : en plus d’inhiber l’AChE, 

elle provoque une modulation allostérique des récepteurs présynaptiques nicotiniques, ce qui 

augmente  la  libération  de  neuromédiateurs  (Maelicke  et  al.,  2001).  D’autres  caractères 

favorisent  l’utilisation  de  la  galantamine  comme  meilleur  inhibiteur  de  l’AChE  tels  que  

sa demi-vie longue et son action sélectif, réversible et compétitif (woodruff-Pak et al., 2001).  

La galantamine est largement utilisée comme une substance de référence dans les tests 

in vitro du  fait  de  son  fort  pouvoir  inhibiteur  de  l’AChE  (Lopez et  al.,  2002).  

Aujourd’hui,  elle  est autorisée  dans  plusieurs  pays  Européens  comme  un  des  

traitements  de  la  MA  à  des  stades avancés (Sramek et al., 2000). 

 

 

Figure 39 : Schéma d’une synapse et mécanismes de neurotransmission cholinergique 

(Urbain 2007). 

 

Bien  que  la  plupart  des  inhibiteurs  connus  de  l’enzyme  AChE  soient  des  

alcaloïdes, récemment,  plusieurs  études  ont  été  faites  pour  identifier  d’autres  molécules  

naturelles pouvant  avoir  une  activité  anti-AChE  importante.  Ainsi,  selon  Houghton et  al.  

(2006) plusieurs  composés,  autres  que  les  alcaloïdes,  présentent  une  grande  capacité  

d’inhiber l’enzyme AChE tels que les terpenoïdes, les composés phénoliques, les flavonoïdes 

et les iso-coumarines. 

Dans notre étude, l’extrait acétate exerce une activité anti- AChE très importante avec 

une IC50 de (6,48±0,02 µg/ml) presque équivalente à celle du standard Galantamine 
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(6.27±1.15 µg/ml). Ce résultat confirme encore le rôle des polyphénols dans l’activité 

anticholinestérase.  

Dans  le  même  objectif, Nag  et  De  (2011)  ont  montré  aussi  que  des composés  

phénoliques  simples  tels  que  l’acide  gallique  et  l’acide  ellagique  sont  de  bons 

inhibiteurs de l’AChE. Aderogba et  al.  (2013)  ont  isolé,  à  partir  des  extraits  des  feuilles  

de Croton  penduliflorus, quelques  composés  phénoliques  tels  que  la  quercetin-3-O-

rhamnoside,  le  kaempferol-3-O-rhamnoside, le protocatechualdehyde et l’acide p-

hydroxybenzoïque. L’étude de leur activité anti-AChE a montré que ces composés 

phénoliques sont des inhibiteurs puissants de l’AChE.    

L’étude  réalisée  par  Xian et  al.  (2014)  a  montré  que  les  extraits  de  plusieurs  

fougères originaires du Chine, riches en flavonoïdes, présentent une activité anti-AChE 

importante. En se basant sur les exemples récents de la littérature, dont certains sont cités 

précédemment, plusieurs  recherches  sont  menées  pour  tester  des  extraits  naturels  riches  

en  composés phénoliques  et  en  flavonoïdes  et  d’identifier  d’autres  molécules  plus  

compétitives  dans l’inhibition de l’enzyme AChE que celles commercialisées sur le marché. 

Ainsi, la première partie  de  notre  étude  a  confirmé  la  richesse  des  extraits  des  feuilles 

d’E globulus en  composés  phénoliques  et  en  flavonoïdes.  Cela  nous  a  encouragé  de 

revaloriser cette espèce en testant, en plus de l’activité anti-oxydante, l’activité anti-AChE. 

 

I-3-2-Activité anti-tyrosinase : 

 

Figure 40 : Résultats de l’activité anti-tyrosinase sur microplaque. 
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Tableau 13 : Résultats de l’activité anti-tyrosinase des extraits foliaires d’E. globulus 

NA: Non Absorbance. 

Discussion : 

Les résultats de l’Activité anti-tyrosinase sont exprimés en IC5O. La valeur IC50 = la 

concentration d’inhibition à 50 %. 

La tyrosinase est une enzyme jouant un rôle primordial dans la synthèse des mélanines, 

pigments de la peau. Plusieurs polyphénols sont connus pour leur effet inhibiteur de cette 

enzyme. 

Nos résultats montrent une inefficacité totale des trois extraits foliaires d’E. globulus 

comme inhibiteur de la tyrosinase, c’est-à-dire les composés phénoliques de cette espèce ne 

causent pas des problèmes de pigmentation et de production de mélanine chez l’être humain. 

  

II- Etude biologique: 

II-1-Activité antibactérienne : 

L’activité antibactérienne des extraits d’E. globulus est testée vis-à-vis de deux souches 

bactériennes (Staphylococcus aureus : Gram+, et E. coli : Gram-) par la méthode de diffusion 

sur disque. 

 

 

Extraits  

 
 % d’inhibition 

 
3.125 

µg 

 

6.25 

µg 

 

12.5 

µg 

 

25 µg 

 

50 µg 

 

100 µ g 

 

200 µg 

 

IC50  

µg/ml 

Extrait d’acétate NA NA NA NA NA NA NA /////// 

Extrait butanolique NA NA NA NA NA NA NA //////// 

Extrait 

chloroformique 

NA NA NA NA NA NA NA ///////// 

Acide kojique 6,91± 

0,75 

19,22

± 

0,75 

36,29± 

2,92 

49,46± 

2,24 

58,32± 

0,37 

64,36± 

0,65 

66,95±2,2

4 

25.23 ± 

0.78 



Résultats et discussions 
 

   
56 

 

       A : Extrait butanolique                      B : Extrait chloroformique 

Figure 41 : L’effet des extraits sur E. coli. 

 

A : Extrait butanolique B : Extrait chloroformique    C : Extrait d’acétate d’éthyle 

Figure 42: L’effet des extraits sur Staphyloccocus aureus. 

Les résultats obtenus sont représentés dans les tableaux suivant : 

Tableau 14 : Diamètre des zones d’inhibitions d’E. Coli.par les extraits foliaires 

d’E.globulus. 

 

Extraits Zone d’inhibition (mm) 

Extrait d’acétate d’éthyle. 07 

Extrait butanolique. 31 

Extrait chloroformique. 39 

 

Tableau 15 : Diamètre des zones d’inhibitions de Staphylococcus aureus par les 

extraits foliaires d’E.globulus 

 

Extraits Zone d’inhibition (mm) 

Extrait d’acétate d’éthyle. 13 

Extrait butanolique. 32 

Extrait chloroformique. 37 
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• Evaluation de l’activité antibactérienne : 

La lecture des résultats se fait après 18 à 24 heures d’incubation, elle est basée sur la 

mesure des diamètres des zones d’inhibition exprimée en millimètre. En se basant sur les 

diamètres des zones d’inhibition (DZI) obtenus par la méthode de diffusion en milieu solide 

après soustraction de diamètre du disque. Rodríguez Vaquero et al. (2007) 

Le méthanol utilisé pour la dissolution des extraits n’a pas montré un effet antibactérien 

sur les souches testées ce qui est en accord avec la constatation de Al-Zoreky (2009). 

Tableau 16 : Diamètre des zones d’inhibition d’E. Coli.par les extraits foliaires        

d’E.globulus 

 

Extraits Zone d’inhibition (mm) 

Extrait d’acétate d’éthyle.           (+++) 

Extrait butanolique. (++++) 

Extrait chloroformique. (++++) 

 

Tableau 17 : Diamètre des zones d’inhibition de Staphylococcus aureus par les extraits 

foliaires  d’E.globulus 

 

 

Extraits Zone d’inhibition (mm) 

Extrait d’acétate d’éthyle. (++++) 

Extrait butanolique. (++++) 

Extrait chloroformique. (++++) 

 

Pour la bactérie E. Coli l’extrait d’acétate d’éthyle présente une activité antibactérienne 

forte, tandis que les extraits butanolique et chloroformique présentent une activité 

antibactérienne très forte. Alors que pour la bactérie Staphylococcus aureus tous les extraits 

présentent une activité antibactérienne très forte. 

Ces dernières années, plusieurs bactéries ont développé des résistances envers des 

antibiotiques utilisés pour le traitement des différentes affections chez l’Homme (Zampini et 

al.,2005). Chaque année un à trois antibiotiques sont retirés des pharmacies à cause de leurs 

effets secondaires et de l’apparition des maladies qui, avant, étaient rares (Karou et al., 

2005;Zampini et al.,2005 ). Ces situations ont motivé les scientifiques à chercher de nouvelles 

substances antibactériennes à 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). 

Une étude réalisée par Slimani (2010) a révélé que les extraits des feuilles, de l’écorce 

ainsi que des fruits d’E.globulus semblent capables d’inhiber la croissance de bactéries 
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pathogènes essentiellement staphylococcus aureus. Ces résultats sont parfaitement conformes 

avec les nôtres. 

II- 2-Activité antifongique : 

 

 

A : extrait Butanolique          B : extrait Chloroformique   C : Extrait d’Acétate d’éthyle. 

Figure 43: L’évolution de Fusarium oxysporium à la faible concentration (1 mg) 

 

 

A : extrait Butanolique   B : extrait Chloroformique   C : Extrait d’Acétate d’éthyle. 

Figure 44 : L’évolution de Fusarium oxysporium à la forte concentration (256 mg, 

128mg) 

Tableau 18 : Diamètres des zones de développement du champignon de la première 

série de concentrations (en mm). 

Extraits 1 mg 2 mg 4 mg 8 mg 16 mg 

Extrait d’acétate 

d’éthyle. 

73 74 78 75 74 

Extrait butanolique. 75 78 79 77 75 

 

Extrait chloroformique. 66 74 69 63 57 
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Tableau 19 : Diamètres des zones de développement du champignon de la deuxième 

série de concentrations (en mm). 

Extraits 16 mg 32 mg 64 mg 128 mg 256 mg 

Extrait d’acétate 

d’éthyle. 

76  70  74  71  60  

Extrait butanolique. 80  77  73  69  65  

 

Extrait 

chloroformique. 

65  56  48  47        / 

 

Evaluation de l’activité antifongique : 

L’activité inhibitrice est exprimée en pourcentage et calculée selon la formule : I=(C-

T/C) × 100 (Dennis et al. ; 1971). 

I= taux d’inhibition en % 

C= Croissance radiale du champignon en mm sur le PDA avec DMSO (témoin) 

T= Croissance radiale du champignon en mm sur le PDA contenant l’extrait. 

En sachant que les diamètres des zones de développement du champignon du témoin 

sont : 

Pour la première série de concentrations :(71 mm). 

Pour la deuxième série de concentrations :(77 mm). 

Les résultats de l’activité inhibitrice sont représentés dans les tableaux suivants : 

 

Tableau 20 : Résultats de l’activité inhibitrice de la première série de concentrations. 

Extraits 1 mg  2 mg 4 mg 8 mg 16 mg 

Extrait d’acétate 

d’éthyle. 

-2,81% -4,22% -9,85% -5,63% -4,22% 

Extrait butanolique. -5,63% -9,85% -11,26% -8,45% -5,63% 

 

Extrait chloroformique. 7,04 % -4,22% 2,81% 11,26% 19,71% 

 

 

Tableau 21 : Résultats de l’activité inhibitrice de la deuxième série de concentrations. 

 

Extraits 16 mg 32 mg 64 mg 128 mg 256 mg 

Extrait d’acétate 

d’éthyle. 

1,30% 9,10% 3,90% 7,80% 22,08% 

Extrait butanolique. -3,90% 0% 5,19% 10,39% 15,58% 

 

Extrait chloroformique. 15,58% 27,27% 37,66% 38,96%       / 
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Discussion : 

D’après les résultats obtenus, on remarque que l’activité inhibitrice de l’extrait 

chloroformique est plus importante que les deux autres extraits butanolique et d’acétate 

d’éthyle. Le taux d’inhibition le plus élevé est celui de l’extrait chloroformique avec un 

pourcentage de 38.96% pour la concentration de 128 mg, suivi par l’extrait d’acétate d’éthyle 

avec un pourcentage de 22.08% pour la concentration de 256 mg et en dernier l’extrait 

butanolique avec un pourcentage de 15.58% pour la concentration de 256 mg. 

D’après une étude faite dans le but de rechercher des moyens de lutte biologique contre 

les champignons responsables de la pourriture des pommes en conservation, des tests de 

l'activité antifongique des huiles essentielles de Mentha pulegium et d’Eucalyptus 

camaldulensis ont été réalisés. Le pouvoir antifongique de ces huiles a été étudié vis-à-vis 

d'Alternaria alternata et de Penicillium expansum. C’est l’huile essentielle de M.pulegium qui 

s’est révélée la plus active, en effet 10 µl de son extrait ont été suffisants pour inhiber 

totalement la croissance mycélienne des deux moisissures ; alors qu'il a fallu 30µl d’huile 

essentielle d'E. camaldulensis pour obtenir le même effet sur les deux champignons. (Shama 

et al., 2011) 

D’après notre étude, et les critères de classifications habituelles, les extraits des feuilles 

d’E. globulus ont révélé une faible activité pour toutes les concentrations. Les travaux de 

(Chebli et al., 2003 ; Vilela et al., 2009) ont montré que la pulégone et le1,8-cinéole purs 

provoquent une inhibition de la croissance mycélienne, mais à des concentrations plus 

élevées. 
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Conclusion et perspectives : 

L’espèce Eucalyptus globulus Labill. Est très connue pour le caractère aromatique de 

ses feuilles et est utilisée depuis longtemps comme plante médicinale. La majorité des études 

menées sur cet arbre s’intéressaient aux huiles essentielles extraites des feuilles, rares sont les 

recherches faites sur les composés phénoliques. Les polyphénols foliaires d’Eucalyptus 

globulusLabill.ont fait l’objet de la présente étude. 

Nos résultats ont révélé des taux très importants en polyphénols totaux et flavonoides de 

nos extraits, particulièrement l’extrait d’acétate d’éthyle, ce même extrait a exercé la plus 

forte activité antioxydante dans tous les tests faits(le test DPPH, ABTS, le pouvoir réducteur, 

GOR et le CUPRAC). Les effets anti-enzymatiques des extraits ont été évalués contre deux 

enzymes, l’acétylcholinestérase et la tyrosinase. La première est responsable de la maladie 

d’Alzheimer, et a été inhibé par nos extraits. Ces résultats sont prometteurs pour l’utilisation 

de l’espèce Eucalyptus globulus pour les traitements symptomatiques de la maladie 

d’Alzheimer.  

Le pouvoir antimicrobien est toujours recherché chez les plantes pour lutter contre la 

propagation des maladies d’origine bactérienne, fongique et virale. Notre étude révèle une 

inhibition remarquable par nos extraits sur les bactéries Staphylococcus aureus et Escherichia 

coli, et sur le champignon Fusarium oxysporum f. splycopersici. 

A travers les résultats obtenus, les extraits foliaires de la plante Eucalyptus globulus 

présentent des potentiels médicinaux remarquables justifiant l’usage traditionnel de cette 

plante dans le traitement de certaines maladies (diarrhées, affections pulmonaires). 

Ces résultats obtenus ouvrent des perspectives intéressantes à l’avenir dont il serait 

nécessaire de: 

• Séparer, isoler et identifier les composés phénoliques foliaires de cette espèce par 

l’utilisation des techniques chromatographiques. 

• Etaler l’étude phytochimique sur d’autres parties de cette plante. 

• Etendre cette étude à d’autres espèces du genre Eucalyptus. 

• Etudier d’autres activités biologiques à savoir: les propriétés anti inflammatoires, 

antivirales et autres. 

• Réaliser des combinaisons entre ces extraits et les antibiotiques et les tester sur des 

bactéries multi-résistantes. 
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        Résumé : 

L’espèce Eucalyptus globulus Labill. possède d’importantes propriétés médicinales. C’est une plante 

aromatique riche en métabolites secondaires, de ce fait notre étude s’intéresse à l’évaluation des effets 

antioxydants, anti-enzymatiques et antimicrobiens de ses extraits foliaires. 

Les polyphénols totaux et les flavonoïdes ont été dosés et estimés à des taux considérables dans les 

différents extraits alcooliques des feuilles. 

L’activité antioxydante des extraits a été estimée par l’utilisation des méthodes DPPH, ABTS, 

Reducing power, CUPRAC et GOR. Les résultats ont montré une très importante inhibition des radicaux 

libres avec des valeurs significatives très proches à celles des standards. 

L’activité anti Alzheimer a été testée par l’évaluation du pouvoir anti enzymatique conte 

l’acétylcholinestérase (AChE). L’extrait acétate exerce une activité anti- AChE très importante avec une 

IC50 de (6,48±0,02 µg/ml) presque équivalente à celle du standard Galantamine (6.27±1.15 µg/ml). Ce 

résultat confirme encore le rôle des polyphénols dans l’activité anticholinestérase.  

On ce qui concerne l’activité biologique, on a testé le pouvoir antibactérien de nos extraits vis-à-vis 

deux souches, Staphylococcus aureus et E. coli. Les résultats ont révélé une inhibition très forte par les trois 

extraits. L’activité antifongique a été également testé vis-à-vis l’espèce Fusarium oxysporum. Les résultats 

ont révélé que ce champignon a montré une faible sensibilité à différentes concentrations de nos extraits. 
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