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Introduction

Les plantes médicinales et aromatiques ont été une source inestimable de remédes naturels

pour I'numanité depuis de nombreuses décennies (Schauenberg, 2006).

La combinaison unique de conditions environnementales en Algérie, avec ses climats
variés, ses sols diversifiés, sa situation geographique stratégique et ses reliefs contrastés, créent
les conditions idéales pour le développement d'une flore particuliérement riche et abondante
avec prés de 3 510 especes végétales différentes. Ceci est particulierement évident sur les hauts
plateaux et dans le grand sud du pays, qui abritent environ 450 espéces spécifiques a ces zones.
(Quezel et al., 1995).

L’eucalyptus a été largement étudié en tant que source d'huile essentielle, extraite par
distillation a la vapeur ou hydrodistillation, et Cette plante manifeste une grande diversité
d'activités biologiques avérées, notamment des propriétés antimicrobiennes, antifongiques,

insecticides et acaricides (Batish et al., 2008).

Le romarin, qui fait partie des plantes médicinales, conserve sa place dans I'arsenal
thérapeutique des praticiens traditionnels du bassin méditerranéen. 11 est classé parmi les plantes
dépuratives pour son action sur le systeme digestif et urinaire, et parmi les plantes stimulantes
pour son huile essentielle. On lui attribue également des vertus antirhumatismales et anti-

cedémateuses (Claire, 2018).

La recherche sur les propriétés phytothérapeutiques demeure un domaine fascinant et
crucial qui suscite un vif intérét (Maurice, 1997). La richesse du regne végétal en composes
bioactifs variés est la principale raison expliquant cette diversité d'activités biologiques
(Mutahar et al., 2012).

Les plantes aromatiques constituent une source particulierement intéressante de composés
naturels aux propriétés benéfiques pour la santé. En effet, ces vegétaux renferment de nombreux
antioxydants qui jouent un role essentiel dans la lutte contre les radicaux libres, également
appelés espéces réactives de I'oxygéne, qui sont impliquées dans le développement de diverses
pathologies graves, comme le cancer, le diabéte, la maladie d'Alzheimer ou encore les troubles
cardiovasculaires. Elles sont également associées a de nombreux signes du vieillissement
(Faiza et al., 2018).




Introduction

L'objectif principal de cette étude est d'évaluer de maniere approfondie la composition
phytochimique ainsi que les différentes activités biologiques des feuilles de deux plantes

aromatiques et médicinales : le romarin et I'eucalyptus.

Cette étude est divisée en plusieurs sections. La premiére partie est une revue de la
littérature divisée en deux parties : une sur les plantes médicinales et aromatiques a I'échelle
mondiale, et une autre sur celles spécifiques a notre pays. La deuxiéme partie se concentre sur
la méthodologie expérimentale, décrivant le matériel vegétal utilisé et les méthodes employées
pour mener & bien I'étude, suivie des résultats et discussion. Enfin, le document se cl6ture par

une conclusion et perspectives suivie dun résume.
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Chapitre | Plantes médicinales a travers le monde

1.L1.  Historique sur les plantes médicinales

Il'y a 200 ans, les remédes naturels étaient la seule option thérapeutique disponible pour
I'hnumanité (Grunwald et al., 2006). Cependant, avec la baisse d'efficacité des médicaments
synthétiques et I'augmentation des contre-indications, I'importance des remeédes naturels a été
réaffirmée (Biljana, 2012).

A travers I'histoire, I'utilisation des plantes médicinales a été répandue pour traiter les
maladies. Les individus selon la tradition recherchent des remédes dans leur environnement en
se tournant vers les ressources végétales pour leurs besoins médicaux (Jamshidi-Kia et al.,
2018).

Les plantes ont joué un réle crucial en raison de leurs effets synergiques dans le traitement
des maladies. Ces bienfaits des plantes sont dus a leurs métabolites secondaires, reconnus pour
leur diversité structurale et leur large spectre d'activités biologiques (Cherif et al., 2015). Le
terme “plante médicinale” désigne les plantes possédant des propriétés thérapeutiques
(Jamshidi-Kia et al., 2018).

Les végétaux possedent une remarquable capacité a synthétiser une grande diversité de
composés chimiques biologiquement actifs. 1ls peuvent étre considérés comme de véritables
usines naturelles produisant ces substances bioactives qui sont des ressources thérapeutiques
précieuses. Les étres humains peuvent facilement utiliser ces substances pour leur bien-étre et
d'autres besoins indispensables (Daoud et al., 2022), constituant ainsi des trésors naturels
(Reddy et al., 2005). En plus de leur utilité médicinale, les plantes sont fréguemment associées
au miel, une substance sucrée naturelle fabriquée par les abeilles, mettant en lumiere la diversité
de la nature (Baron-Chaufaille, 1985).

1.2. La médecine traditionnelle

En 1976, I'Organisation mondiale de la santé a officiellement reconnu la médecine
traditionnelle comme une approche leégitime et essentielle dans les soins de santé primaires a
I'échelle mondiale. La médecine traditionnelle s'appuie sur un corpus de connaissances et de
techniques variées, utilisées pour établir des diagnostics, prévenir et traiter une multitude de

troubles physiques, mentaux et sociaux, en se fondant exclusivement sur I'expérience pratique.

De nos jours, la médecine traditionnelle englobe une multitude de systémes et de pratiques

médicales ancestrales, enracinés dans des cultures et des traditions diverses a travers le monde.
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Ces approches traditionnelles de la santé et du soin reposent sur un ensemble unique de
connaissances, de savoir-faire et de techniques spécifiques, accumulés et transmis au fil des
générations, en prenant aussi en compte les théories, les croyances et les expériences propres a

diverses cultures (Waweru et al., 2020).

Selon les études du programme de lutte contre le paludisme de I'OMS en 1998, dans des
pays tels que le Ghana, le Mali, le Nigeria et la Zambie, plus de 60% des enfants présentant de
fortes fievres sont pris en charge a leur domicile a l'aide de traitements a base de plantes
médicinales. L'efficacité de diverses approches thérapeutiques, telles que I'acupuncture pour
soulager la douleur, I'artémisinine issue d'une plante médicinale utilisée traditionnellement
comme nouvel antipaludique, le Millepertuis (Hypericum Perforatum) pour traiter la dépression
Iégere, et le Saw Palmetto (Serenoa Repens) pour atténuer les symptémes de I'hyperplasie
bénigne de la prostate, est reconnu. Bien que la thérapie médicamenteuse traditionnelle soit
largement utilisée en tant que pratique d'autosoins (Abdullah et al., 2003), en particulier la

phytothérapie qui est la plus répandue (Waweru et al., 2020).

Parmi les principaux défis auxquels la médecine traditionnelle est confrontée, on peut citer
le manque de formation adéquate des professionnels de santé ainsi que I'absence de systeme de
qualification et de réglementation stricts (OMS, 2002). Malgré la consommation fréquente,
dans de nombreux pays, de produits non soumis a un cadre réglementaire, plusieurs risques
subsistent en termes de sécurité et de qualité de ces produits, notamment les risques de

contamination, de ventes illégales et de falsification médicamenteuse (Abdullah et al., 2003).

Ces risques peuvent étre atténués en mettant en place une réglementation stricte concernant
les plantes médicinales et en respectant les bonnes pratiques de fabrication agricole (BPF) ainsi
que les bonnes pratiques de récolte (GACP) propres aux plantes médicinales. Dans le cas du
ma huang (Ephedra sinica), une plante chinoise contenant de I'éphédrine bénéfique pour les
problémes respiratoires, sa consommation par certains Américains comme complément
alimentaire a entrainé des cas de crises cardiaques et d'accidents vasculaires cérébraux (Ang-
Lee et al., 2001).

Par exemple, la consommation continue de cava cava (piper methysticum) entraine de
graves altérations des fonctions hépatiques (Stevinson et al.,, 2002), tandis que la
consommation de ginkgo, connu pour ses effets de stimulation de la circulation en périphérie,

peut entrainer des saignements en cas d'intervention chirurgicale (Ang-Lee et al., 2001).
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1.3. Meétabolites secondaires

Les plantes sont uniques dans leur capacité a genérer une grande variété de produits
naturels. Outre les métabolites primaires, elles produisent une grande variété de métabolites
secondaires. Bien que la raison physiologique de cette production ne soit pas toujours évidente,
ces métabolites secondaires constituent une source importante de molécules exploitables dans

des domaines comme la pharmacologie et I'agroalimentaire (Jean-Jacques et al., 2005).

D'une maniere générale, les métabolites secondaires produits par les plantes se répartissent
en trois grandes catégories : les composés phénoliques, les alcaloides, ainsi que les terpenoides
et les stéroides. Cette capacité des plantes a produire une grande diversité de substances

naturelles aux propriétés variees est remarquable (Kishan Gopal et al., 2008).
1.3.1. Composés phénoliques

Les plantes supérieures renferment une immense variété de composés phénoliques, dont la
structure chimique et la répartition varient selon les espéeces végétales, les organes, les tissus et

les stades de développement (Macheix et al., 1996).

Ces molécules, qui constituent les principaux principes actifs d'origine végétale, jouent un
role essentiel dans la protection des plantes. Elles les défendent notamment contre les agents
pathogenes tels que les moisissures et les bactéries, ainsi que contre les dommages causés par
les rayons UV (Macheix et al., 1996).

Les composés phénoliques se caractérisent par la présence d'au moins un noyau aromatique
benzénique associé a un groupe hydroxyle libre ou a d'autres fonctions chimiques (éther, ester,
hétéroside, etc.) (Sarni-Manchado et al., 2006). Ce groupe de molécules organiques représente
le plus commun dans le regne végétal, avec plus de 8 000 structures différentes identifiées a ce
jour. Cela témoigne de leur extréme ubiquité et de la diversité phénolique présente dans la

nature (Lugasi et al., 2003).

Ces metabolites secondaires jouent donc un réle essentiel dans la survie et I'adaptation des
plantes a leur environnement. Ils constituent également une source inestimable de principes
actifs naturels présentant un grand intérét pour de nombreuses applications, notamment en

médecine, en cosmétique et en agroalimentaire (Lugasi et al., 2003).
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Figure 1: Structure de base des composés phénoliques (Sarni-Manchado et al., 2006).

» Classification des composés phénoliques

La classification des composés phénoliques repose principalement sur leur structure
moléculaire (Clifford, 1999). De facon générale, on peut distinguer deux grandes catégories de

composés phénoliques : les formes simples et les formes complexes (Gibbs, 1976).
1.3.1.1 Composés phénoliques simples
A. Acides phénoliques

Les composés phénoligques constituent le groupe le plus répandu dans le regne végétal (plus
de 8 000 moléculaires), ce qui met en évidence leur présence a I'échelle de la diversité naturelle.
Leur intérét réside dans leurs propriétés biologiques telles que leur action anti-inflammatoire,
antiseptique des voies urinaires, antiradicalaire libre, hépatoprotectrice et immunostimulante
(Thompsen et al., 1984). 1l existe deux types : les dérivés de I'acide benzoique et les dérivés

de l'acide cinnamique (Bhooshan et al., 2009).
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Figure 2: Structure des acides phénoliques ; A : Acide benzoique ; B : Acide cinnamique de
gauche a droit (Bhooshan et al., 2009).

B. Flavonoides

Les flavonoides sont presque tous les pigments végétaux et peuvent étre considérés comme
des composés qui sont a l'origine de la couleur des plantes. En 1952, les chercheurs Geissman
et Hinreiner ont proposé le terme "flavonoides™ pour désigner ces pigments végétaux
caractérisés par un squelette moléculaire de type (C6-C3-C6), dérive du mot latin "flavus"
signifiant "jaune" (Bouakaz, 2006). Ces composés constituent l'un des groupes les plus
répandus dans le regne végétal, jouant notamment un réle crucial dans la coloration ainsi que

dans les mécanismes de protection des plantes (Noipa et al., 2011).

Les flavonoides contribuent ainsi grandement a la diversité des teintes observées dans la
nature et se retrouvent en forte concentration dans I'épiderme foliaire. 1ls représentent

également une source essentielle d'antioxydants dans notre alimentation (Loto, 2011).

Figure 3 : Structure de base des flavonoides (Noipa et al., 2011).

C. Alcools phénoliques
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Selon Sala et al. (1991), les alcools phénoliques sont des substances organiques qui
renferment au moins un alcool gras et un groupe hydroxyle phénolique. Les principaux
composés phénoliques simples sont le tyrosol (4-hydroxyphényléthanol) et I'hydroxytyrosol
(3,4-dihydroxyphényléthanol). Ces molécules se retrouvent en quantités importantes dans les

olives sous forme libre ou liée a I'acide oléique (Chvatalova et al., 2008).
1.3.1.1 Composés phénoliques complexes
A. Tanins

Les tanins sont des composés polyphénoliques de diverses structures qui ont des propriétés
astringentes pour la peau, ce qui les rend antiseptiques (Alignan, 2006). Leurs caractéristiques
sont liées a leur capacité a se combiner avec des protéines et des alcaloides, expliquant leur
effet astringent (Utaka et al., 1985).

Dans le regne végétal, les tanins se retrouvent dans une variéte d'organes, avec une présence
particulierement marquee dans les tissus vieillissants ou malade (Roux et al., 2007). lls
constituent une classe importante de polyphénols localisés dans la vacuole (Andjelkovic et al.,
2006). D'un point de vue de leur structure moléculaire, les tanins peuvent étre répartis en deux
grandes catégories principales : les tanins hydrolysables et les tanins condensés. Cette
classification refléte leur capacité a exercer des propriétés tannantes, c'est-a-dire a interagir avec

les protéines du cuir pour le traiter (Xu et al., 2007).

Figure 4: Structure des tanins ; A : Tanins hydrolysables. B : Tanins condensés de gauche a
droit (Xu et al., 2007).
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I1.1. Description botanique du genre Rosmarinus

Le romarin est une plante ancienne, dont ses rameaux notamment retrouvées dans les

tombes égyptiennes des premiéres dynasties (Bardeau, 1998).

Le terme latin Rosmarinus est traduit par « ras » pour la rosée et « marinus » pour la
mer. Certains affirment que cette interprétation est classique, mais le nom originel est
probablement issu du grec pour arbuste et baume (Michael et al., 2006). Le Rom est significatif
en raison de son activité antibactérienne et de son effet répulsif sur certains insectes (Bakkali
et al., 2018), composé de feuilles de pin, qui est le cceur de tous les bienfaits médicinaux et

autres qui sont provenant de I’utilisation de son huile (Asia et al., 2013).

Le genre Rosmarinus est restreint a la région méditerranéenne, se trouvant
principalement dans les parties méridionales des pays européens bordant cette mer, en Afrique
du Nord, et s'étendant jusqu'a l'est, incluant Chypre, le Troad et la Cilicie (Turrill et al., 2015).
L'huile essentielle de cette plante a également présenté un effet ovicide sur les insectes des
denrées stockees (Bakkali et al., 2018).

R.officinalis L. est un arbre persistant aromatique de la famille des Lamiacées, d'une
hauteur d'environ 1 métre. Ses tiges sont dressées, ses fleurs sont d'un bleu blanchatre et ses

feuilles sont d'un vert foncé (Pedro et al., 2016).

Figure 5: Photographie de Rosmarinus officinalis L (Belkhiri, 2015).

1.1.1. Morphologies

Le romarin est un arbuste sauvage qui conserve sa couleur verte en permanence (Roulier,
1990). Cette plante peut pousser de maniere rampante ou avoir une structure dressée, prenant

la forme d'une boule (Agrimer, 1996).
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Ses tiges sont arrondies, ligneuses et feuillues (Girre, 2006). Elles sont revétues d'une écorce
écailleuse et fissurée (Roulier, 1990), les feuilles sont persistantes, opposées, alternes, sessiles,
entiéres, linéaires et coriaces (Girre, 2006), mesurant de 1,5 a 4,5 cm de longueur, avec les
bords enroulés vers le bas (Besombes, 2008), avec une face supérieure verte sombre et glabre

et une face inférieure blanche et velue (Girre, 2006).

Les fleurs du romarin sont hermaphrodites, de couleur bleu pale souvent tachetées de violet
en dessous, regroupées en courtes grappes denses (Antoinette, 2005). Les fleurs subsessiles de
cette plante s'épanouissent toute I'année grace a son inflorescence spiciforme (Besombes,
2008). Ainsi qu’il avait des fleurs avec un calice bilabié persistant, gamosépale, poudré-
blanchatre, forme une cloche avec 3 lobes. Le lobe le plus large est celui de la levre supérieure,
suivi des deux autres pour former la lévre inférieure et une corolle bilipée longue et tubulaire,
parfois avec plusieurs lobes ou une seule levre inférieure trilobée (I'inférieure a 3 lobes a un
amas de cellules en forme de capuchon, tandis que la supérieure a un amas de cellules plus large
et concave) (Madadori, 1982 ; Besombes, 2008).

Les étamines du romarin sont habituellement au nombre de 4, parfois avec une 5eme
étamine dégénérée, ou alors de 2 étamines et 2 staminodes. Le gynécée du romarin est constitué
de 2 carpelles contenant des ovules, cependant leur partitionnement est imparfait, ce qui crée 2
cellules non ovulées dans chaque carpelle (Madadori, 1982). Le fruit est un akene composé de
3 parties plus ou moins fusionnées par leur face interne, avec un style bifide gymno-basique
(Quezel et al., 1963).

1.1.2. Systématique

Tableau 1 Classification de I’espece étudié dans le monde végétale selon (Quezel et al., 1963).

Régne Végétal
Sous régne Cormophytes
Embranchement Spermaphytes
Sous-Embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-Classe Gamopétales
Ordre Tubiflorales
Sous-Ordre Lamiales
Famille Lamiacées
Genre Rosmarinus
Espéce Rosmarinus officinalis
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11.1.3. Répartition géographique
11.1.3.1. Dans le monde

Le romarin est une plante méditerranéenne, native des régions cotiéres et insulaires du
bassin méditerranéen. Malgré sa résistance aux sécheresses extrémes, il se satisfait de I'humidité
cotiere, ce qui lui vaut peut-étre son nom. On peut trouver cette herbe polyvalente a différentes

altitudes, allant du niveau de la mer a 650 métres et parfois jusqu'a 1 500 metres (Claire, 2018).

-
>
"

Figure 6: Répartition de Rosmarinus officinalis dans le monde (Tabti, 2017).

11.1.3.2. En Algérie

En Algérie, les diverses espéces de romarin s'étendent sur une superficie dépassant les 100
000 hectares (Jean-Claude et al., 2008).

11.1.4. Utilisation en médecine traditionnelle

Dans la médecine traditionnelle, les feuilles de R.officinalis L. sont utilisées en raison de
leurs propriétés antibactériennes (Biljana et al., 2007). Dans la Gréce antique et a Rome, le

romarin était réputé pour améliorer la mémoire, d'ou son surnom « herbe du souvenir ».

Il était egalement associé a la gourmandise. Au cours de la Renaissance, le romarin était
une composante essentielle de la pharmacopée, notamment pour les affections hepatiques (Asia
et al., 2013). Historiquement, le romarin a été utilise en médecine pour traiter diverses
affections telles que les coliques rénales, la dysménorrhée, les troubles respiratoires et pour
favoriser la croissance des cheveux. De nos jours, les extraits de romarin sont fréquemment
employes en aromathérapie pour traiter I'anxiété et augmenter la vigilance (Catherine et al.,
2010).
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11.1.5. Activités biologiques

Les activités biologiques du romarin sont principalement attribuées a deux types de
composés : la fraction volatile et les constituants phénoliques (Zhang et al., 2014). En raison
de sa riche composition en composés phénoliques, notamment l'acide rosmarinique, l'acide
carnosique et le carnosol, le romarin est reconnu pour ses remarquables propriétés
antioxydantes. Ces antioxydants puissants contribuent a prévenir les dégats causés par les

radicaux libres et a diminuer la toxicité hépatique (Gonzalez-Trujano et al., 2007).

L'extrait de romarin (E392) a été validé par I'Union européenne en tant qu'antioxydant
naturel fiable et efficace pour préserver les aliments a longue durée (Marion, 2017). Le romarin
a démontré des effets anti-inflammatoires en inhibant la croissance des cellules de leucémie
promyélocytaires humaines HL-60 et U937. De plus, des études ont montré que l'acide
carnosique possede des propriétés anti-inflammatoires en diminuant I'expression des molécules
d'adhésion induites par les cytokines, en bloquant I'adhésion des monocytes aux cellules
endothéliales, et en empéchant la migration des cellules musculaires lisses aortiques humaines

en réduisant I'expression des MMPs (Barni et al., 2012).

Effectivement, il a été identifié 13 chimiotypes différents d'huile de romarin, comprenant
des éléements tels que le 1,8-cinéole, le camphre, la verbénone, I'a-pinéne, I'acétate de bornyle,
le myrcene, en plus du 1,8-cinéole associé au camphre ou a I'a-pinene en quantités équivalentes
(Majda et al., 2022). Ces compositions ainsi leurs extraits ont démontré une meilleure
inhibition (effet antibactérienne) contre les bactéries a Gram positif telles que S. aureus, B.
cereus, L. monocytogenes, ainsi que contre les bactéries a Gram négatif comme C. jejuni, S.
infantis, E. coli (Ertan et al., 2020), et présentent également une activité antimicrobienne contre

divers champignons (Majda et al., 2022).

Les cellules souches impliquées dans le cancer du sein ont un réle crucial dans son
développement, sa progression et sa dissémination. L'association de I'acide rosmarinique (RA)
pourrait réduire la viabilité de ces cellules, entraver leur capacité de migration et déclencher
leur apoptose. Des études ont démontré que le RA pouvait efficacement freiner la croissance
tumorale en modulant la libération de cytokines inflammatoires et angiogéniques (IL-1p, IL-6,
TNF-a) tout en réprimant 1'expression de NF-kB p65 dans le microenvironnement (Huaquan

et al., 2022).
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11.2.  Description botanique du genre Eucalyptus globulus

Les eucalyptus font partie des arbres les plus imposants de la planéte. Certaines especes
peuvent en effet atteindre des hauteurs exceptionnelles, dépassant parfois les 100 metres.
Néanmoins, la taille moyenne des especes les plus répandues se situe généralement entre 40 et
50 metres de hauteur. Malgré cette diversité de tailles, les eucalyptus sont reconnaissables a
leurs feuilles coriaces, leurs écorces qui se détachent en laniéres et leurs fleurs en forme de

boutons ronds (Traore et al., 2013).

IIs se développent également dans des climats doux, chauds et tropicaux avec des
températures de 3 a 40 °C (Umer et al., 2015). Selon Ghedira et al. (2008), leur tronc est
constitué d'une écorce foncée, rugueuse, en hauteur, lisse, grisatre et arbore des rameaux

dressés.

11.2.1. Morphologies

Les eucalyptus se caractérisent par un feuillage persistant et coriace, bien que leur
morphologie foliaire puisse varier selon I'age des rameaux. Sur les jeunes rameaux, les feuilles
sont larges, courtes, de couleur bleu-grisatre, avec un limbe bien nervuré. En revanche, sur les
rameaux plus agés, les feuilles adoptent une forme de faucille, plus allongée et étroite. Elles
mesurent généralement entre 12 et 30 cm de long, sont épaisses, pointues, de couleur vert foncé,
pétiolées, alternes et orientées verticalement. De plus, ces feuilles dégagent souvent une odeur
aromatique caractéristique. Cette diversité morphologique des feuilles d'eucalyptus, en fonction
de leur stade de développement, est une adaptation remarquable de ces arbres a leur
environnement. Elle leur permet notamment de mieux capter la lumiere et de réduire les pertes
en eau (Goetz et al., 2012).

Selon les observations de Jean (2009), la fleur d'eucalyptus présente des caractéristiques
florales uniques. Le calice de la fleur est composé de quatre sépales cireux et rugueux, soudés
entre eux. Cet ensemble forme une structure en forme d'urne a quatre pans distincts. Pendant la
floraison, le "couvercle” formé par les sépales se détache, laissant alors apparaitre de

nombreuses étamines a l'intérieur de la fleur.

D'aprés Goetz et al. (2012), le fruit mature des eucalyptus se présente sous la forme d'une
volumineuse capsule ligneuse et séche, de forme conique, revétue d'une couleur brun foncé et

d'un aspect glauque. Cette capsule, dure et anguleuse, présente une surface verrugueuse.
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11.2.2. Systématique

Tableau 2: Taxonomie de I’espéce Eucalyptus globulus, selon la nomenclature classique
(Goetz et al., 2012).

Regne Végetal
Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidea
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre Eucalyptus
Espece Eucalyptus globulus

11.2.3. Répartition géographique

11.2.3.1. Dans le monde

L'Eucalyptus globulus est une espéce d'eucalyptus originaire de Tasmanie et de la région de
Victoria, dans le sud-est de I'Australie continentale. Cette essence d'eucalyptus s'est largement
répandue dans de nombreuses régions du globe, notamment dans les pays bordant les océans
Pacifique Sud, Atlantique Nord et Indien. Elle a ainsi été cultiveée et implantée a travers le
monde. En effet, cette espéce d'eucalyptus est capable de se développer dans une large gamme

de types de sols et de conditions climatiques différentes (Faia et al., 2022).

Des pays tels que la Chine, le Brésil, I'Afrique du Sud, I'Indonésie et le Congo cultivent des
hybrides interspécifiques, tandis que des fermes plus petites sont établies aux Philippines, au
Vietnam, en Malaisie et en Thailande, ainsi qu'’en Amérique du Sud (Chili, Uruguay, Argentine
et Paraguay) (Ahmad et al., 2023).
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Figure 7: Distribution d’eucalyptus dans le monde (Thornhill et al., 2015).

11.2.3.2. En Algérie

L'Eucalyptus globulus a été introduit pour la premiere fois en Algérie en 1854, grace aux
efforts d'un certain Ramel. Suite a cette introduction initiale, de vastes plantations d'eucalyptus
se sont progressivement développées en Algérie au fil des décennies suivantes. Ainsi, en 1990,
on dénombrait environ 30 000 hectares de plantations d'eucalyptus en Algérie. Cing ans plus
tard, en 1995, cette surface avait encore augmenté, atteignant pres de 39 000 hectares
(Boulekbache et al., 2010).

11.2.4. Utilisation en médecin traditionnel

Les feuilles d'eucalyptus et leurs produits ont une longue histoire d'utilisation folklorique,
notamment par les aborigenes australiens, pour diverses maladies. L'eucalyptus, de par ses
propriétés médicinales, a été utilisé dans le traitement de diverses infections telles que la fiévre,
a la dysenterie bactérienne, a la coqueluche ou encore a la tuberculose pulmonaire. De plus, ses
vertus anti-inflammatoires en ont fait un remede efficace contre certaines affections telles que

I'asthme, le rhumatisme ou encore la gingivite.

L'eucalyptus s'est également révelé bénéfique dans la cicatrisation de diverses blessures,
comme les bralures par exemple. Une méthode traditionnelle consiste a placer des feuilles
d'eucalyptus ou quelques gouttes d'EOE dans un pot de bouillie et a couvrir le visage avec une
toque, a fermer les yeux et a inhaler profondément la vapeur de bouilli pendant 5 a 10 minutes
(Galan et al., 2020). Les feuilles de I'eucalyptus sont couramment employées dans la médecine
traditionnelle algérienne pour diverses affections. Par exemple, vaporisation d'un objet en
inhalant I'extrait chaud d'eau des feuilles séchées afin de récupérer les symptdmes liés aux
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infections respiratoires, tels que la chaleur, la flue et la congestion des sinus (Atmani et al.,
2018b).

Les essences volatiles de I'eucalyptus étaient connues pour assainir les zones marécageuses
ou il était planté, purifiant ainsi I'air. Par exemple, la culture des eucalyptus a contribué a
purifier la région d'Alger. 1l a été démontré efficace contre le paludisme dans la Campanie
(Italie), la Sicile, la Sardaigne et le lac Fezara en Algérie (Ghedira et al., 2008). L'eucalyptus
est également couramment employé dans le secteur du bois et de la pate a papier (Chandorkar
etal., 2021b).

11.2.5. Activités biologiques

La richesse en huiles essentielles de I'eucalyptus peut étre attribuée a la présence de
certains composés chimiques spécifiques, comme I'a démontré I'étude de Raju et al. (2011).
Parmi ces composeés, on retrouve notamment le 1,8-cinéole, 1'a-pinéne, le B-pinene ainsi que le
limonéne. Ces molécules, issues du métabolisme secondaire de la plante, seraient a I'origine des
propriétés aromatiques et thérapeutiques de I'Eucalyptus. Cependant, les mécanismes exacts
sous-tendant la biosynthése de ces huiles essentielles restent a élucider, notamment en ce qui
concerne le role potentiel du clivage de I'ADN dans ce processus (Liu et al., 2011). Les huiles
essentielles d'eucalyptus renferment des composés volatils qui présentent des propriétés
antimicrobiennes. Cet effet peut s'exercer de deux maniéres : de fagon directe, par I'interaction
de ces molécules avec les micro-organismes, ou de fagon indirecte, par le biais du milieu dans

lequel les vapeurs d'huiles essentielles se sont dissoutes.

Une étude récente a mis en évidence les propriétés antibactériennes du phloroglucinol,
uncomposé organique présent dans les eucalyptus. Selon les résultats de cette étude, le
phloroglucinol s'est avéré actif contre deux bactéries & Gram positif : Bacillus subtilis et
Staphylococcus aureus avec la formation d'une zone d'inhibition de 16 millimétres de diameétre

autour des colonies de ces deux bactéries (Mohamed et al., 2007).

Par ailleurs, les huiles d'eucalyptus ont également manifesté des propriétés antidiabétiques
et antioxydantes. Elles seraient ainsi capables de reduire le stress oxydatif et le taux de glucose
sanguin chez des rats diabétiques, limitant les dommages liés a la glycation des protéines (Dey
et al., 2013). De plus, I'nuile d'E.globulus présenterait un potentiel anthelminthique, en raison
de la présence de certains phytocomposes tels que le bornéol, le linalol, le cinéole, I'acétate de

géranyle, I'anéthol ou encore le safran (Taur, 2011).
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Cette huile aurait egalement un effet inhibiteur sur l'activation du virus Epstein-Barr
(Schnitzler et al., 2001). Enfin, certains extraits indonésiens contenant des FEG (fractions
enrichies en glycosides) seraient capables d'inhiber la libération d'histamine dépendante des IgE
dans les cellules RBL-2H3, permettant ainsi de limiter les réactions allergiques (Ikawati et al.,
2001). De plus, le 1,8-cinéole, composé majeur des huiles essentielles d'eucalyptus, aurait des
propriétés anti-inflammatoires, en supprimant la production de cytokines, ce qui en ferait un
candidat intéressant pour le traitement a long terme de certains troubles inflammatoires
(Juergens et al., 1998). Enfin, I'huile d'E. globulus a également démontré une activité
antipaludique in vitro contre Plasmodium falciparum (Sugimoto et al., 2005), attribuable a ses
propriétés antioxydantes liées a la présence de B-dicétones et d'acide ellagique (Osawa et al.,
1987).
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1.1.  Echantillonnage

Cette étude vise a évaluer les propriétés biologiques, notamment antioxydantes et
antimicrobiennes, des métabolites secondaires, en particulier les polyphénols, présents dans
certains extraits de plantes médicinales et aromatiques d'Algeérie. Plus précisément, nous nous
sommes intéresses aux activités antioxydantes et antibactériennes des feuilles de deux especes

végétales : R. officinalis et E. globulus.

Les échantillons de feuilles de romarin utilisés dans cette étude ont été collectés dans la
forét de Boussaleh, située dans la région de Thyzza, dans la commune de Thénia. Les
coordonnées géographiques du site de prélevement sont 36°37'55.5" de latitude Nord et
3°35'38.9" de longitude Est, en Février et en Janvier 2024.

Les feuilles d'eucalyptus ont été récoltées dans la forét du village de Khmairia. Ces

préléevements ont été effectués en Février 2024.
1.2.  Extraction des principes actifs
1.2.1. Préparation de la poudre

Une fois la récolte terminee, les feuilles des végétaux ont été minutieusement lavées a I'eau
afin de retirer les impuretés et la poussiére. Elles ont ensuite été séchées dans une étuve réglée
a 40°C pendant une période de 15 jours. Apres le séchage, on a reduit les feuilles en poudre
fine et homogeéne a I'aide d'un moulin a café. Par la suite, cette poudre a été mélangée a l'aide
d'un tamis de 200 um de diametre afin d'obtenir une texture homogeéne La fine et homogene

poudre obtenue a été précieusement conservée dans des flacons en verre fermés, étiquetés.
1.2.2. Optimisation par éthanol

Pour optimiser I'extraction, différents parametres ont été étudie, notamment la concentration
du solvant (40%, 60%, 80% et pur), la quantité poudre végetale (0,1g, 0,29, 0,4g et 0,69), la
durée d'extraction (60min, 90min, 120min et 150min) et la température (25°C, 40°C, 50°C et
60°C). Le processus a été répété deux fois pour chaque plante (x2). Une fois les parameétres
optimaux déterminés, 1’extraction des polyphénols sera effectuée en quantité suffisante pour

poursuivre I'étude.
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1.2.3. Extraction assistée par Ultrasons

Selon les conclusions de I'étude préliminaire, les conditions optimales ont été déterminées
pour cette étape d'extraction. Afin d'extraire les composés actifs des plantes Eucalyptus
globulus et Rosmarinus officinalis, des procédures d'extraction différentes ont été appliquées.
Pour I'eucalyptus, 20 grammes de poudre végétale ont été ajoutés a 100 ml d'éthanol a 60% de
concentration, soit un ratio de 2:10 (g/ml) de poudre par volume de solvant. Pour le romarin,
10 grammes de poudre ont été mélanges a 100 ml d'éthanol a 80% de concentration, avec un
ratio de 1:10 (g/ml). Les mélanges ont eté préparés dans des flacons et placés dans un bain a

ultrasons, réglé respectivement a 50°C pour I'eucalyptus et 40°C pour le romarin.

L'extraction par ultrasons a été réalisée pendant des durées variables de 90 minutes et 60

minutes respectivement, avec une puissance constante de 120 W.

Apreés l'extraction, le mélange a été centrifugé. Une fois la centrifugation terminée, on récupere

le surnageant contenant les polyphénols.

Une fois les extractions realisées, les mélanges liquides ont été versés dans des boites de
Pétri en verre. Celles-ci ont ensuite été placées dans une étuve maintenue a une température de
40°C, afin de permettre I'évaporation compléte de I'éthanol présent. Ce processus d'évaporation
a permis de concentrer les composés actifs extraits des plantes, en éliminant progressivement

le solvant utilisé lors des étapes précédentes.

Une fois que I'évaporation de I'éthanol a été complétée, I'extrait éthanolique résultant a été
soigneusement recueillis, les extraits ont été transvases et stockés dans de petits flacons en verre
hermétiqguement fermés. Ces flacons ont été placés a I'abri de la lumiére, afin de préserver la

stabilité et I'intégrité des composés actifs présents dans les extraits.
+ Calcul du rendement

Le rendement d'extraction est défini comme le rapport entre la masse de I'extrait végétal
obtenu et la masse de la poudre de plante séche utilisee comme matiere premieére. Il est

généralement calculé a lI'aide de la formule suivante :

Rendement (%) = (Masse de I'extrait / Masse de la poudre végétale seche) x 100
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1.3.  Screening phytochimique

1.3.1. Teste des flavonoides

Afin de détecter la présence éventuelle de flavonoides au sein des extraits végetaux, un test
analytique spécifique a cette famille de composeés est mené. Quelques gouttes d'acide
chlorhydrique (HCI) concentré et quelques milligrammes de magnésium (Mg) sont ajoutés a 1
ml de chaque extrait. En présence de flavonoides, cette réaction produit une coloration rouge

ou orangée caractéristique.
1.3.2. Teste des tanins

Afin de rechercher la présence de tanins dans les extraits végétaux, un test spécifique a été
effectué. Pour ce faire, quelques gouttes d'une solution de chlorure ferrique (FeCl3) a 1%
(Annexe I1) ont été ajoutées a 2 ml de chaque extrait. En présence de gallo-tanins, cette réaction
produit une coloration bleu-noire caractéristique. Tandis que la détection de tanins catéchiques
(ou tanins condensés) se traduit plutdt par une teinte bleu-vert.

1.3.3. Teste des saponines

A 5 ml de chaque extrait végétal, 10 ml d'eau distillée sont ajoutés. Le mélange est alors
vigoureusement agité pendant 15 secondes en position horizontale. Aprés 30 minutes de repos,
la persistance d'au moins 1 cm de mousse pendant 15 minutes indique la présence de saponines

dans I'extrait.
1.3.4. Teste de Quinones libres

Quelques gouttes d'une solution aqueuse Hydroxyde de sodium (NaOH) a 1% sont ajoutées
a un volume d'extrait végétal. La présence de quinones libres se traduit par un changement de

couleur de I'extrait vers le jaune, le rouge ou le violet.
1.3.5. Teste de terpenoides

A 5 ml de chaque extrait végétal sont ajoutés 2 ml de chloroforme et 3 ml d'acide sulfurigque
concentré. Apres mélange, deux phases distinctes apparaissent. La présence de terpenoides est

indiquée par une coloration brune de l'interphase entre les deux phases.

1.3.6 Les oses et holosides

1 ml de chaque extrait et 5 ml d’éthanol donnent un aspect floconneux en présence des

mucilages (Bruneton, 1999).
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I.4.  Dosage des composes phénoliques
1.4.1. Dosage des Polyphénols Totaux

+ Principe

La quantité totale de phénols est généralement évaluée par colorimétrie a l'aide du test de

Folin-Ciocalteu.

Folin-Ciocalteu est un réactif composé d'acide phosphomolybdique (H3sPOsMo01203) et
d'acide phosphotungstique (HsPOsW1203), de couleur jaune. Ce réactif réagit avec les
composés phénoliques des extraits de plantes, ce qui entraine la transformation d'un mélange
d'acide phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique en oxydes de tungsténe et de
molybdéne lors de I'oxydation des polyphénols. Dans cette réaction, un complexe bleu se forme,
ce qui indique I'oxydation des composés phénoliques. La teinte obtenue est directement corrélée
a la quantité de polyphénols présents dans I'extrait végétal (Dif et al., 2015 ; Singleton et al.,
1965).

+ Mode opératoire

La méthode de spectrophotométrie a été employée pour quantifier les polyphénols (PPT).
Afin de quantifier les polyphénols totaux présents dans les extraits végétaux, une méthode
colorimétrique a été utilisée le protocole appliqué en 2007 par Li et ses collaborateurs, 100 pl
de chaque extrait dilué ont ét¢ mélangés a 500 pl de réactif de Folin-Ciocalteu dilué au 1/10
(Annexe II). Apres 10 minutes d'incubation, 400 pl d'une solution aqueuse de carbonate de

sodium (Na2CO3) a une concentration de 7,5 g/l ont été ajoutés au mélange réactionnel (annexe
).

Le carbonate de sodium agit comme un activateur de la réaction d'oxydation des
polyphénols par le réactif de Folin-Ciocalteu. Cela permet de développer une coloration bleue
dont I'intensité est proportionnelle a la teneur en polyphénols totaux de l'extrait. Le mélange
réactionnel pendant deux heures a température ambiante dans I'obscurité. Finalement, on a
utilisé un spectrophotomeétre UV-visible pour mesurer I'absorbance a une longueur d'onde de
765 nm. L'intensité de la coloration bleue produite par la réaction d'oxydation des polyphénols

peut étre évaluee a partir de cette mesure. Le témoin a été préparé dans les mémes conditions.
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Les résultats ont été exprimés en équivalents milligrammes d'acide gallique par gramme de
matiere séche (mg GA/g DM) en utilisant une courbe d'étalonnage créée dans des conditions

similaires avec des solutions d'acide gallique de différentes concentrations (Annexe I11).

1.4.2. Dosage flavonoide

+ Principe

Le principe de cette méthode repose sur la capacité des flavonoides a réagir avec le
trichlorure d'aluminium par formation d'un complexe tres stable entre les groupements
hydroxyles OH libres en position 5 des flavonoides de I'extrait et le chlorure d'aluminium
(AICI3) qui former une coloration jaunatre. Cette substance jaune absorbe la lumiére visible a
une longueur d'onde de 430 nm. (Ali-Rachedi, et al. 2018).

+ Mode opératoire

Afin de quantifier les flavonoides présents dans les extraits végétaux, une méthode

colorimétrique a été utilisée.

La méthode de dosage des flavonoides par complexation a I'aluminium cité par Chang et
al. (2002) avec modification, a été employée pour quantifier ces composés dans les extraits de

feuilles.

Pour cela, 1 ml de chaque extrait végétal a été mélangé avec 1 ml d'une solution de
trichlorure d'aluminium (AICI3) a 2% (Annexe I1). Le mélange a ensuite été laissé a I'abri de la
lumiére et a température ambiante pendant 10 minutes, permettant la formation de complexes
colorés entre les flavonoides et les ions Als. Apres cette étape d'incubation, I'absorbance du
mélange réactionnel a été mesurée a une longueur d'onde de 430 nm, a l'aide d'un

spectrophotometre.

Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents de quercétine par gramme de
matiere seche (mg EQ/g MS) en utilisant une courbe d'étalonnage, effectuée dans des conditions

similaires, en associant des solutions de Quercétine a des concentrations différentes (Annexe

11).

1.4.3. Dosage de flavonols

+  Principe : L'échantillon contenant des flavonols entraine la formation d'une couleur
verte lorsqu'il réagit avec du chlorure d'aluminium et de I'acétate de sodium, mesuré a 440

nm dans un spectrophotometre UV-Vis (Mas(d et al., 2024).
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+ Mode opératoire

Cette méthode de mesure consiste a mélanger 500 ul d'extrait de feuilles avec 500 pl de
trichlorure d'aluminium (AICI3) a 2% et 750 ul d'acétate de sodium (C2HsNaO2) a 5%(Annexe
I1). Ensuite, on a incubé a I'ombre pendant 2 heures et 30 minutes pour favoriser la formation
du complexe entre AICI3 et les flavonols présents dans I'extrait. Un spectrophotomeétre a été

utilisé pour mesurer I'absorbance du mélange a une longueur d'onde de 440 nm.

Le contrble négatif a été préparé dans les mémes conditions, mais sans ajouter les extraits

de plantes, en utilisant de I'éthanol comme substitut.

La quantité de flavonols dans I'extrait éthanolique a été déterminée en se basant sur une
courbe d'étalonnage établie avec de la Quercétine (voir Annexe Il1), qui est utilisee comme
standard de référence pour les flavonols.

Les teneurs en flavonols présents dans les extraits végétaux ont été exprimées en

milligrammes équivalents de Quercétine par gramme de matiere seche (mg EQ/g MS).
1.4.4. Dosage des tanins condensés

+ Principe

La teneur en tanins condensés des extraits végétaux a été déterminée en utilisant la méthode
colorimétrique a la vanilline. Ce procédé repose sur la propriété des tanins condensés a former
des complexes colorés lorsqu'ils réagissent avec la vanilline en milieu acide, conduisant a la
formation d'un ion carbonique de couleur rouge. L'intensité de cette coloration, mesurée par
spectrophotométrie a 500 nm, est proportionnelle a la concentration en tanins condensés

présents dans I'extrait végétal analysé (Haddouchi et al., 2016).
+ Mode opératoire

L'évaluation des tanins condensés dans les extraits d'E.globulus et de R.officinalis a été
réalisée selon la méthode de Schofield et al. (2001). 400 ul de chaque extrait végétal ou de la
solution standard sont mélangés avec 3 ml d'une solution de vanilline a 4% (Annexe Il) dans le
Ethanol, ainsi que 1,5 ml d'acide chlorhydrique (HCI) concentré. Le mélange réactionnel est
ensuite incubé pendant 15 minutes, afin de permettre la formation du complexe coloré entre les
tanins condensés et la vanilline en milieu acide. Une fois I'incubation terminee, I'absorbance du

mélange est mesurée a une longueur d'onde de 500 nm, a l'aide d'un spectrophotometre.
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La teneur en tanins condensés des extraits végétaux a eté determinée a partir d'une courbe
d'étalonnage établie avec la catéchine comme composé de référence (Annexe I11). Les résultats
ont ainsi été exprimés en milligrammes d'équivalent catéchine par gramme d'extrait (mg ECT/g
MS).

1.5. Evaluation de I'effet antioxydant des extraits

L'activité antioxydante des extraits végétaux a été évaluée par des méthodes de test au
radical libre, mettant en jeu deux composés chromophores : 'ABTS" et le DPPH. Ces
techniques colorimétriques permettent de mesurer la capacité des extraits a piéger ces radicaux

libres synthétiques, par suivi spectrophotométrique.
1.5.1.  Activité antioxydant par DPPH

4 Principe

La capacité des extraits a neutraliser le radical libre DPPH" a été évalué par une méthode
colorimétrique. Le DPPH est un radical organique de couleur violette intense. Lorsqu'il est
réduit par un composé antioxydant AH, il se transforme en DPPH-H, perdant ainsi sa coloration
violette pour devenir jaune. Cette décoloration du DPPH en présence des extraits végétaux est
mesurée par spectrophotométrie a 517 nm, longueur d'onde correspondant au pic d'absorption
maximale du radical (Malinski et al., 2021 ; Yaici et al., 2021).
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Figure 8: Réduction du DPPH par un antioxydant (Habibou et al., 2019).
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+ Mode opératoire

La capacité des extraits a neutraliser le radical libre DPPH" a été évalué selon une méthode

spectrophotométrique.

Pour cela, 0,5 mL d'extrait végétal a différentes concentrations (de 1 a 100 pg/mL) ont été
mélangés a 1 ml d'une solution fraiche de DPPH" (60.86 uM dans de 1’éthanol) (Annexe II).
Les mélanges ont été incubés a I'abri de la lumiére, a une température de 25°C, pendant 30
minutes. Aprés cette période d'incubation, I'absorbance du mélange a été mesurée a 517 nm a
I'aide d'un spectrophotomeétre UV-Visible (Masuda et al., 1999).

Le contrble négatif consistait a remplacer I'extrait par de I'éthanol, en suivant les mémes
conditions opératoires. En revanche, le contrble positif a été préparé en utilisant de l'acide
gallique (Annexe I1), un compose antioxydant de référence qui sert de base de comparaison

pour évaluer l'activité de piégeage des radicaux DPPH" des extraits veégétaux étudiés.

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d'inhibition du DPPH’, calculé selon

I'équation suivante :
%l nhibition = [(Absb-Abss) / (Abs DPPH)] X 100.

Absb : La valeur d’absorbance du blanc (solution DPPH sans extrait).
Abss : L’absorption de I'extrait.
Abs DPPH : Absorbance de la solution DPPH

1.5.2. Activité antioxydant par ABTS*

+ Principe

La réduction du radical libre ABTS est utilisée pour effectuer le test, ce qui donne une
teinte bleu-vert foncé dans I'eau distillée et un spectre d'absorption a 734 nm. En présence de
molécules ayant une activité antioxydante, le radical est réduit et la solution prend une teinte
jaune pale. L'activité de piégeage des radicaux libres ABTSe+ est directement li¢e a l'intensité

de la décoloration de ce radical (Alam et al., 2013).
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Figure 9: Représentation schématique de la méthode de piegeage des radicaux ABTS”
(Ustiindas et al., 2018).

+ Mode opératoire

L'activité de piégeage des radicaux ABTS" par nos échantillons végétaux a été évaluée par

la méthode décrite par (Permatasari et al., 2022).

Le radical ABTS" a été généré par la réaction entre 7 mM d'ABTS (Annexe 1) dans I'eau
et 2,5 mM (Annexe Il) de persulfate de potassium dans I'eau, dans un ratio 1 :1 (Re et al., 1999).
Ce mélange a été conservé a température ambiante et a I'abri de la lumiére pendant 12 a 16
heures, pour permettre la formation compléte du radical. La solution d'/ABTS™ a ensuite été
diluée avec de I'eau, de maniere a obtenir une absorbance initiale de 0,700 a 734 nm. Lors des
essais, 100ul d'extrait végétal ont été ajoutés a 1,9 ml de la solution d'ABTS" diluée.
L'absorbance du mélange a été mesurée 5 minutes apres le contact initial. Toutes les mesures

ont été effectuées trois fois.

L'acide gallique a été utilisé comme antioxydant standard, il est préparé dans les mémes
conditions et I’activité antiradicalaire ABTS" des extraits a été calculé a l'aide de la formule

suivante :
%l = [Abs 0 - Abs1 / Abs0] x 100.

% | : Pourcentage d’inhibition du radical (ABTS").
ADbsO : Absorbance du blanc (En absence d’extrait).
Abs 1 : Absorbance (Extrait + ABTS+).
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1.6. Détermination de P’activité antibactérienne

L'activité antimicrobienne des extraits éthanoliques d'Eucalyptus globulus et de
Rosmarinus officinalis a été évaluée sur différentes souches bactériennes, en suivant la méthode
de diffusion en milieu gélosé, telle que décrite par (Haddouchi et al., 2016 ; Ksouri et al.,
2009). Les souches testées etaient Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella.sp et Bacillus cereus
14579.

Cette technique permet d'étudier I'effet des extraits végétaux sur la croissance de ces
bactéries pathogenes. Elle consiste a déposer des volumes définis des extraits dans des disques
dans un milieu de culture gélosé ensemence avec les souches bactériennes. Apres incubation,
la mesure des diametres des zones d'inhibition autour des disques renseigne sur l'activité

antibactérienne des extraits testés.

Dans un premier temps, les milieux de culture nécessaires ont été préparés. Il s'agit du
milieu nutritif et de I'agar Mueller-Hinton. Ensuite, I'ensemble du matériel utilisé pour les
manipulations a été stérilisé a l'autoclave. La stérilisation a été effectuée a 125°C pendant 15

minutes.
1.6.1. Préparation des extraits

Les extraits éthanoliques de Rosmarinus officinalis et d'Eucalyptus globulus ont été dissous
dans du Diméthylsulfoxyde (DMSO) a une concentration initiale de 100 mg/ml. Cette solution
mére a ensuite été diluée pour obtenir une concentration finale de 50 mg/ml de chaque extrait
dans le DMSO. Afin d'éliminer tout microorganisme éventuel, les solutions d'extraits ont été

filtrées a I'aide de filtres a seringue stériles.

Cette préparation des extraits dans le DMSO, avec une concentration finale de 50 mg/ml,
a permis d'obtenir des solutions d'extraits végétaux prétes a étre testées pour leur activité

antimicrobienne.
1.6.2. Préparation de I’inoculum

Afin d'obtenir des cultures jeunes et homogénes des différentes souches bactériennes,
chaque souche a été ensemencée en stries sur des boites de Pétri contenant un milieu gélosé de
type gélose nutritive (GN). Ces boites ont ensuite été incubées pendant 18 heures, permettant
ainsi aux bactéries de se développer et de former des colonies bien isolées.
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Aprés l'incubation des cultures de 18 heures sur gelose nutritive, des suspensions
bactériennes ont été préparées. Pour cela, 3 a 5 colonies isolées de chaque souche ont été
prélevées a I'aide d'une anse de platine stérile et transférées dans 9 ml d'eau physiologique stérile
a0,9% de NaCl. Les suspensions ont été homogénéisées quelques secondes au vortex.

Pour standardiser la concentration bactérienne, I'absorbance des suspensions a été mesurée
a 625 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre. La densité optique a été ajustée pour obtenir une
plage comprise entre 0,1 et 0,08, correspondant & des concentrations de 108 a 107 UFC/ml. Un
écouvillon stérile a ensuite été immergé dans chaque suspension, puis essoré contre la paroi du
tube pour éliminer I'exces. L'écouvillon a alors été utilisé pour ensemencer la surface de boites
de gélose Mueller-Hinton, en réalisant des stries serrées. Des disques de papier filtre de 6 mm
de diametre, stérilisés a l'autoclave, ont été imprégnés de 20 ul de chaque extrait végétal a tester.
Ces disques ont été déposés sur les géloses préalablement ensemencées avec les bactéries. Un

témoin négatif a été préparé avec du DMSO seul.

Aprés 2 heures d'incubation a 4°C pour permettre la diffusion des extraits, les boites ont

été placées a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries.

L'activité antimicrobienne se traduit par la formation de zones d'inhibition autour des
disques imprégnés d'extraits. Les diamétres de ces zones, incluant le diamétre des disques, ont

été mesurés en millimétres a l'aide d'une régle graduée.
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I1.1. Optimisation des parametres
11.1.1. Paramétres optimaux pour R.officinalis

A) Effet du pourcentage de I’éthanol sur le taux des polyphénols

La figure présentée ci-dessous montre I'influence de I'éthanol sur le taux de polyphénols
totaux dans les feuilles de R.officinalis. Les résultats de I'analyse statistique indiquent que
I'éthanol n'a pas d'effet significatif sur la teneur en polyphénols, avec une performance optimale

observée a 80% par rapport aux autres concentrations.
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Figure 10: Effet du pourcentage de I’éthanol sur le taux des polyphénols

L’augmentation de la concentration en éthanol de 40 & 80 % a entrainé une légére
amélioration du rendement en TPC a 7,3 (ug GAE/mI MS), ce qui a été un aspect notable de
I'étude. Aux concentrations d'éthanol dépassant 80 %, la teneur obtenue était significativement
plus basse que celle obtenue a des concentrations plus hautes, et le rendement minimal en
polyphénols est de 4,73 (ug GAE/mI MS), avec éthanol a 40%. En revanche, la concentration
de 80 % a présente le meilleur rendement en polyphénols pour R. officinalis, et a donc été

sélectionnée pour les étapes suivantes de I'étude.

L'éthanol, en tant que solvant, peut favoriser une expansion de la structure cellulaire des
feuilles de romarin. Cette modification structurale faciliterait alors la pénétration du solvant
dans le matériel végétal, permettant une meilleure extraction des composés bioactifs (Hu et al.,
2016).

Ces résultats concordent avec des observations antérieures indiquant une diminution du

taux des polyphénols dans les extraits éthanoliques de R. officinalis & 70% (Minh et al., 2021).
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En revanche, d'autres études (Hossain et al., 2011) ont montré que I'optimisation guidée
par RSM a révelé que les conditions idéales d'extraction pour les feuilles de romarin par ASE
étaient de 56 % d'éthanol associé a une température de 129 °C. Cependant, nos résultats
difféerent de maniére significative de ces conclusions, car nous avons obtenu de meilleurs

rendements avec une concentration de 80 % d'éthanol et une température de 40 °C.
B) Effet de ratio (masse/ volume) sur le rendement en polyphénol totaux

La figure présentée ci-dessous illustre I'impact du ratio masse/volume sur le rendement
d'extraction des polyphénols totaux pour R.officinalis. Selon I'analyse statistique effectuée, il a
été constate que ce ratio n'a pas d'effet significatif sur le rendement en polyphénols. Notamment,
le ratio de 0,1 g/ml a été selectionné pour démontrer le meilleur rendement par rapport aux
autres ratios, en particulier par rapport au ratio de 0,2 g/ml, car y’a pas une différence

significative en les deux.
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Figure 11: Effet de ratio (masse/ volume) sur le rendement en polyphénol totaux

L’augmentation de la masse en poudre de notre extrait de 0,1 a 0,6 g/ml a entrainé une
legere diminution du rendement du TPC a 6,17- 2 (ug GAE/mI MS), ce qui est une constatation
remarquable de la recherche. Pour les rapports supérieurs a 0,2 g/ml, il n’y avait pas de
distinction substantielle (pas différence peu significative) entre 0,4 et 0,6 g/ml ; par conséquent,
le TPC acquis était nettement inférieur a celui obtenu a des rapports inférieurs, avec une valeur

minimale d’environ 2 (ug GAE/ml PS).

Le ratio de 0,1 g/ml a présenté le meilleur rendement en polyphénols pour R.officinalis, et

a donc été retenu pour les prochaines étapes de I'étude.
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Cette relation peut étre interprétée de la maniére suivante ; A un ratio de 0,6 g/ml, I'ajout
de 0.6g de poudre feuilles de Romarin avec 1 ml 1’éthanol en raison de la saturation de ce
dernieren poudre podre, ce qui rend difficile la pénétration de I'éthanol dans la membrane des
feuilles. Cela a un impact negatif sur l'efficacité de I'extraction et par conséquent, sur le

rendement en TPC.

C) Effet du temps d’extraction sur le rendement en polyphénol totaux

ns
ns
—
ns
1
104 NS ns ns
3 Il 60 min
o 8 Bl 120min
-
é 6 Bl 90 min
150min
(4]
o 41
2
2
=
n_
S eEee
o'’ .&Q@@@

Figure 12: Effet du temps d’extraction sur le rendement en polyphénol totaux.

La figure ci-dessus représente 1’effet du temps d’extraction sur le rendement d’extraction
des polyphénols totaux pour R.officinalis. D’aprés 1’étude ; le temps a un effet non significatif
sur le rendement en polyphénol ; dont 60min a montré d’ailleurs le meilleur rendement

comparant aux autres temps.

Plus le temps d’extraction était long, plus 1’efficacité serait élevée. Cependant, jusqu’a un
certain temps, I’allongement du temps d’extraction ne pouvait pas augmenter ’efficacité.

D’autre part, il a causé un gaspillage d’énergie et de solvant (Minh et al., 2021).

Conformément a la figure 12, le fait de prolonger le temps d’extraction de 60 & 120 minutes
a entrainé une diminution du TPC, ce qui signifie que le temps n’a pas eu d’incidence

significative sur le TPC obtenu.
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D) Effet de la température sur le rendement en polyphénol totaux
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Figure 13: Effet de la température sur le rendement en polyphénol totaux.

La figure ci-dessus illustre I'impact de la température sur le rendement d'extraction des
polyphénols totaux pour R. officinalis. Selon I'analyse statistique ANOVA, la température a un
effet tres significatif sur le rendement en polyphénols, avec une performance optimale observée

a 40°C par rapport aux autres températures.

Une amélioration du rendement a été constatée en passant de 25°C & 60°C, atteignant ainsi
un pic de 16 (ug/mL) en TPC a température 40°C. Cependant, une Iégere diminution du TPC a
8.8 (ug/mL) a été observéee a 50°C, ce qui signifie qu'il y aura un différence tri significative
entre les deux ratios suggérant une possible dégradation thermique des polyphénols (Minh et
al., 2021).

Selon Les résultats Richter et al., 1996 indiquent que I'augmentation de la température lors
de I'extraction semble avoir favorisé une amelioration dans la diffusion du solvant, le transfert

de masse et la solubilité des composés phénoliques.

La température de 40°C a montré le rendement le plus élevé en polyphénols pour R.

officinalis et a donc été retenue pour les prochaines étapes de I'étude.

Ces résultats concordent avec des observations antérieures indiquant une diminution de
taux des polyphénols totaux dans les extraits éthanoliques de R. officinalis a 70°C (Juntachote
et al., 2006).
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11.1.2. Parametres optimaux pour E.globulus
A) Effet de pourcentage en éthanol sur le rendement en polyphénol totaux

D'apres la figure 14, il semble que la concentration en éthanol ait eu un impact relativement

modéré sur le taux de polyphénols totaux extraits a partir des feuilles d'E.globulus.

Les reésultats de I'analyse statistique indiquent que la concentration optimale en éthanol
pour maximiser le rendement en polyphénols se situerait autour de 60%. Les extraits obtenus
avec cette concentration en solvant ont en effet présenté les plus fortes teneurs en composés

phénoliques totaux, comparativement aux autres pourcentages d'éthanol testes.
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Figure 14: Effet de concentration en éthanol sur le rendement en polyphénol totaux

L'augmentation de la concentration d'éthanol de 40%a 60% a entrainé une diminution du
rendement en TPC, passant de 16.67, a 7,91 (ug/ml), ce qui constitue un aspect significatif par

rapport aux concentrations supérieurs (80% et 96%).

La concentration de 60% a démontré le meilleur rendement en polyphénols pour E.

globulus et a donc été choisie pour les étapes ultérieures de I'étude.

Cependant, il a été observé que la concentration d'éthanol avait un double effet sur le TPC
: dans la premiere moitié de sa plage de variation, ce parametre a eu un effet positif sur le TPC
(augmentation) ; cependant, une fois le niveau optimal atteint (seuil d'activité), I'augmentation
de la concentration d'éthanol a eu un effet négatif sur le TPC (diminution), en raison de
I'influence de la polarité des solvants et des composés sur I'extraction des composés phénoliques

(Beatriz et al., 2017).
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Il a été souligné que l'utilisation d'un seul solvant peut ne pas étre aussi efficace pour
I'extraction de composés bioactifs, tandis qu'un mélange d'alcool et d'eau s'avéere plus efficace
pour l'extraction de composés phénoliques que I'alcool seul (Wang et al., 2013 ; Rajha et al.,
2014).

Ces observations suggérent que la plupart des composés bioactifs présents dans les extraits

de feuilles d'E.globulus ont un caractére polaire.

La valeur maximale de TPC, soit 16,67 (ug/ml), a été obtenue a 60%. Les résultats de notre
étude ont été comparés favorablement a ceux rapportés par (Mota et al., 2012), qui ont
également signalé un pic de composes phénoliques dans I'écorce d'E.globulus contenant 50%
d'éthanol. Une tendance similaire a été observée pour I'extraction assistée par ultrasons de

composés antioxydants a partir de feuilles de mdre (Aybastier et al., 2013).
B) Effet de ratio (masse/ volume) sur le rendement en polyphénol totaux.

La figure ci-dessous met en évidence I'impact du ratio masse/volume sur le rendement

d'extraction des polyphénols totaux de I'E.globulus.

Les analyses statistiques et de variance (ANOVA) ont confirmé I'importance de ce ratio
sur le rendement en polyphénols. En particulier, le ratio de 0,2 g/ml a été identifié comme
offrant le meilleur rendement parmi les différents ratios et présente différence trés significative
positive par rapport le ratio de 0,1 g/ml qu’a également montré une différence significative par
rapport le 0,4 g/ml avec un TPC de (16,34 pg/ml).
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Figure 15: Effet de ratio (masse/ volume) sur le rendement en polyphénol totaux.
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L'augmentation de la masse de poudre de I'extrait de 0,1 a 0,6 g/ml (une différence non
significative) a entrainé une augmentation du rendement en TPC avec un pic optimal de 20,03

(ug/ml), ce qui constitue une observation clé de I'étude.

Pour les ratios supérieurs a 0,2 g/ml, une différence tres significative a été observée entre
0,2 et 0,6 g/ml, entrainant un rendement en TPC nettement inférieur par rapport aux ratios
inférieurs, avec une valeur minimale d'environ 12,27 (ug GAE/ml PS).

Ainsi, le ratio de 0,2 g/ml a été retenu pour les prochaines étapes de la recherche en raison
de son meilleur rendement en polyphénols pour I'Eucalyptus globulus, probablement en raison

des mémes facteurs mentionnes précédemment.
C) Effet du temps d’extraction sur le rendement en polyphénol totaux.

La figure ci-dessus illustre I'impact du temps d'extraction sur le rendement d'extraction des

polyphénols totaux pour I'E.globulus.

Selon I'étude statistique I'analyse ANOVA, le temps n'a pas d'effet significatif sur le
rendement en polyphénols, avec une performance optimale observée a 90 minutes par rapport

aux autres durées.
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Figure 16: Effet du temps d’extraction sur le rendement en polyphénol totaux.

Une augmentation de la durée d'extraction a été associée a une amélioration de l'efficacité.
Cependant, au-dela d'un certain seuil, prolonger le temps d'extraction n'a pas permis d'accroitre
davantage l'efficacité, entrainant plutot une inefficacité énergetique et une perte de solvant
(Minh et al., 2021).
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En prolongeant le temps d'extraction de 60 a 150 minutes, une légére augmentation du TPC

a été observée, indiquant que le temps n'a pas eu d'impact significatif sur le TPC obtenu.

En d'autres termes, une fois dépasseé un certain seuil, le temps influence de maniere
marginale. Le temps de 90 & 150 minutes a présenté le meilleur rendement en polyphénols pour
I'E.globulus (15,12 pg/mL) et a donc été retenu pour les étapes ultérieures de I'étude. Les
résultats de notre étude sont cohérents avec ceux publiés par (Natalia et al., 2012), ou le TPC
de la biomasse forestiere augmentait avec la concentration d'alcool jusqu'a environ 50% a 180

minutes, en raison des mémes facteurs mentionnés précédemment.
D) Effet de la température sur le rendement en polyphénol totaux

La figure ci-dessus met en évidence l'influence de la température sur le rendement
d'extraction des polyphénols totaux de I'E.globulus. Selon I'analyse statistique ANOVA, la
température a un effet relativement faible sur le rendement en polyphénols, avec une

performance optimale observée a 50°C par rapport aux autres températures.
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Figure 17: Effet de la température sur le rendement en polyphénol totaux.

Une amélioration significative du rendement a été observée en passant de 25°C a 60°C
(difference non significative ; valeur de P <0,0001), atteignant un pic optimal de 12,57 (ug/mL)
en TPC a50°C. Cependant, une forte diminution du TPC a 3.24(ug/mL) a été constatée a 60°C,
suggérant une possible dégradation thermique des polyphénols (Minh et al., 2021).

L'élévation de la température semble favoriser I'extraction en améliorant la diffusion du

solvant, le transfert de masse et la solubilité des composés phénoliques (Richter et al., 1996).
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La température de 50°C a démontré le meilleur rendement en polyphénols pour I'E.globulus

et a donc été retenue pour les étapes suivantes de I'étude.

Il est cohérent que I'augmentation de la température augmente la solubilité et la polarité de
nombreux composés, favorisant ainsi une extraction plus efficace des composés antioxydants

grace a une meilleure diffusion.
11.2.  Screening phytochimiques

La méthode de criblage phytochimique est utilisée pour détecter la présence de composes
de métabolites secondaires et évaluer leur concentration dans les tissus de R.officinalis et E.
globulus. Des substances chimiques sont utilisées pour interagir avec ces composés et
déterminer leur présence ou leur absence dans les tissus végétaux, ce qui peut étre observé par

un changement de couleur spécifique ou par un examen visuel.
11.2.1. Analyse qualitative

Les résultats des tests phytochimiques effectués sur les échantillons de Romarin et

d’Eucalyptus broyeés sont répertoriés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 3: Résultats du screening phytochimique de I’extrait éthanolique d’Eucalyptus

globulus et R.officinalis.

) _ _ Résultats
Métabolites Secondaires Remarque __
R. officinalis E. globulus
) Coloration orange ou
Flavonoides + +
rouge.
Tannins Condenses Coloration bleu-noire + +

) Anneau jaune se
Saponines + -
forme au fond du tube

) ) Coloration rouge
Quinone libre o - -
violacée

L’apparition de deux
Terpenoides o + +
phases distinctes.

_ Virage de la couleur
Oses et holosides + -
vers le rouge.

(+) : Présence ; (-) : Absence.
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L'analyse phytochimique des extraits a base d'éthanol issus des feuilles E. globulus a révélé
la présence de plusieurs classes de composés. On a pu notamment détecter la présence de
flavonoides, de composeés terpéniques (terpenoides) et de tanins condensés dans ces extraits. En
revanche, les sucres libres (oses et holosides), les quinones libres et les saponines n'ont pas été

mis en évidence dans ces extraits éthanoliques.

Ces résultats indiquent que les extraits végétaux E. globulus obtenus a I'éthanol sont riches
en metabolites secondaires de type flavonoides, terpenes et tanins, mais dépourvus de certains

autres composées comme les sucres libres, les quinones et les saponines.

Ces résultats concordent avec I'étude menée par (Belbachir, 2019) sur les extraits
méthanolique et aqueux de I'espéce E.camaldulensis a Ain Timouchent en Algérie, qui a

également identifié ces métabolites dans ses échantillons.

Cependant, les saponosides, les composés réducteurs (oses et holosides) et les quinones
libres présents dans notre espece sont absents chez I'espéce étudiée par (Belbachir, 2019). En
outre, I'absence de saponosides dans notre Eucalyptus globulus va a I'encontre des résultats
obtenus par (Shubhreet et al., 2019) pour I'E.camaldulensis en Inde, qui ont rapporté des
résultats contradictoires. Malgré cela, cette espéce contient des flavonoides et des tanins,

similaires a ceux identifiés dans notre plante.

Cette analyse phytochimique de I'E.globulus a révélé des résultats cohérents avec certaines
études et divergents avec d'autres, en ce qui concerne la présence de certaines familles de
composés chimiques. La variabilité observée dans les résultats de I'analyse phytochimique des
extraits d'E.globulus peut s'expliquer par de nombreux facteurs différents. D'un point de vue
biologique, le stade de développement de la plante ainsi que I'organe végetal étudié (feuilles,

écorce, fleurs, etc.) peuvent influencer la composition en métabolites secondaires.

De plus, le lieu de récolte et les conditions environnementales comme le climat, le sol,
I'ensoleillement ou les précipitations peuvent également jouer un réle important. Enfin, les
méthodes d'extraction utilisées, telles que les solvants employes, la température, la duree
d'extraction, peuvent moduler la solubilisation et la récupération de certains composés plutot
que d'autres. Tous ces éléments - biologiques, géographiques et techniques - peuvent donc

expliquer les variations observees dans la composition phytochimique des extraits d'E.globulus.
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a) Les flavonoides

Les résultats de notre étude révélent un changement de couleur vers le rouge orangé,
indiquant une concentration élevée de flavonoides. Ces conclusions sont en accord avec les
recherches menées par (Fadili et al., 2015), ainsi que par (Gonzalez et al., 2007). De méme,
les travaux de (Johar et al., 2015) confirment une présence modérée de flavonoides dans les

feuilles de R. officinalis.

Les flavonoides jouent un role crucial dans les plantes en les protégeant contre le stress
hydrique. Ces composés sont associés a de nombreuses activités biologiques et agissent comme
des antioxydants efficaces, protégeant les aliments d'origine végétale contre I'oxydation et
offrant une action antiradicalaire reconnue (Makhloufi, 2013).

b) Les tanins

Lors du test des tanins, I'observation d'un changement de couleur vers le vert foncé indique
la présence significative de tanins condensés (catéchiques) et I'absence de tanins hydrolysables
dans I'extrait aqueux de Romarin. Les études de (Makhloufi, 2013 ; Johar et al., 2015), ainsi

que (Gonzélez et al., 2007), soulignent I'abondance de ces métabolites dans R. officinalis.

Selon les recherches de (Iserin, 2001), les tanins ont la capacité d'arréter les hémorragies et
de combattre les infections. Ces tanins agissent en donnant des protons aux radicaux libres
lipidiques générés lors de la peroxydation. Cette réaction forme des radicaux tanniques plus
stables, interrompant ainsi la réaction en chaine de l'auto-oxydation des lipides, comme le
mentionne (Makhloufi, 2013).

c) Les Quinones libres

Le tableau 03 présente également la concentration en quinones libres dans I'extrait. La
confirmation de ces quinones est observée par un changement de couleur vers le rouge dans le
milieu réactionnel, indiquant une forte présence de ces composes dans la plante. Ces résultats

sont cohérents avec les études menées par (Fadili et al., 2015 ; Makhloufi, 2013).

Les quinones ont une action irritante et laxative sur le gros intestin en induisant des
contractions des parois intestinales, stimulant les évacuations et favorisant ainsi le transit

intestinal. Cela explique I'effet stomachique du romarin, comme le souligne (Makhloufi, 2013).
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d) Les terpenoides

Le tableau 0 3 révéle la présence de terpenoides dans l'extrait de la plante. Cette
identification est confirmée par I'apparition d'une coloration brun rougeatre a l'interface,
suggeérant une concentration modérée de ces métabolites dans la plante. Les études menées par
(Fadili et al., 2015), ainsi que (Johar et al., 2015), indiquent une faible présence de terpenoides

dans le romarin.

Les terpenoides sont reconnus pour leurs propriétés antibactériennes et cardiotoniques,
comme le mentionne Saad (2017). Selon les recherches de Makhloufi (2013), ils contribuent

également a la protection contre les attaques fongiques,
e) Les saponines

Le test des saponines révele la formation d'une mousse de plus de 1 cm de hauteur,
confirmant la forte présence de ces composés dans la plante. Ces résultats sont en accord avec
les études de (Johar et al., 2015), ainsi que de (Makhloufi, 2013), qui mettent en évidence

I'abondance de saponines dans R. officinalis.

La plante est particulierement riche en saponines, des molécules reconnues pour leurs
propriétés analgésiques, anti-inflammatoires et anti-cedémateuses, comme le soulignent les
recherches de (Roux et al., 2007).

f) Les composés réducteurs (Oses et holosides)

Notre recherche démontre que la présence de composés réducteurs se manifeste par une
coloration rouge brique intense, indiquant une concentration significative de ces composeés, ce
qui contredit les études de (Fadili et al., 2015), ainsi que de (Johar et al., 2015).

Selon Makhloufi (2013), la richesse de R.officinalis en composés réducteurs pourrait
expliquer I'effet antioxydant élevé du romarin. La figure ci-dessus met en évidence I'influence

de la température sur le rendement d'extraction des polyphénols totaux de I'E.globulus.

L'analyse statistique et 'ANOVA montre que la température a un effet relativement faible
sur le rendement en polyphénols, avec une performance optimale observée a 50°C par rapport

aux autres températu res.

E
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I11.3. Dosages colorimétrigques des extraits des feuilles de R. officinalis et E. globulus
11.3.1. Dosage des Polyphénols totaux

La quantité de polyphénols totaux a été évaluée a l'aide de la méthode colorimétrique de
Folin-Ciocalteu, une méthode ancienne largement utilisée pour mesurer la teneur en

polyphénols des plantes médicinales et des aliments.

L'acide gallique est le standard couramment utilisé dans cette méthode. Les résultats
obtenus (quantification des polyphénols totaux) ont été effectuée en appliquant une équation de
régression linéaire établie a partir d'une courbe d'étalonnage. L'équation spécifique utilisée dans
cette étude était : y = 0,0109x — 0,0039, I'acide gallique utilise comme étalon de référence
(Annexe IlI). Le coefficient de détermination (R2) de cette équation s'élevait a 0,9975,

démontrant ainsi un ajustement satisfaisant des données a la courbe d'étalonnage.

Les résultats obtenus indiquent que la quantité des composés phénoliques est relativement
importante dans les feuilles du romarin (86,200 £ 25,46 mg EAG/g MS).

Cette valeur est beaucoup plus faible que celle trouvée par (Stephanovits et al., 2003), qui
est de I’ordre de 128,976 + 9,257 mg EAG/g MS, ce qui signifie que leurs solvant d’extraction

(méthanol) malgré sa toxicité influence et améliore le rendement en PPT.

Les teneurs reportés par (Yesil et al., 2007), qui ont mené des études sur les teneurs en
composés phénoligues totaux issus de trois régions différentes de Turquie, variaient entre 70,3
et 147,3 mg EAG/g MS, sont inférieurs par rapport a nos résultats, et cela da a la région et le
stade de maturité des échantillons, les facteurs environnementaux, ainsi la toxicité de leur
solvant d’extraction (Méthanol) qu’elle influence peut-étre de maniére inverse et négative sur

les résultats.

Selon la littérature, la teneur des polyphénols dans les feuilles du romarin est moindre a
celle trouvée par (Ekran et al., 2008) : (162 mg EAG/g MS) ; et (Ho et al., 2008) : (127 mg
EAG/g MS). Cependant, pour (Tsai et al., 2007) : (58.1 mg EAG/g MS) et (Tawaha et al.,
2007): (39.1 mg EAG/g MS) ; nos résultats représente une teneur phénolique totale
remarquablement élevée a celle d’eux, ce qui peuvent étre attribué au ratio (masse/ volume),
les conditions climatiques, ainsi la méthode d’extraction UAE qu’elle améliore de manicre
approfondie les rendements d’extraction ce qui dii a sa polyvalence et la capacité d'utiliser
moins ou pas de solvant organique, sa nature en tant que méthode physique d'extraction, sa

simplicité de fonctionnement, son efficacité de l'extrait, sa capacité a préserver l'activité

j



Chapitre 11 Reésultats et Discussions

biologique des extraits de composés (Dzah et al., 2020), et rapide (Dolatowski et al., 2007) et

beaucoup d’autres facteurs.

Les résultats révelent que la teneur moyenne en phénols totaux de I'extrait éthanolique
d'Eucalyptus globulus est de 109,715 + 2,326 mg EAG/g MS. On remarque que le taux en PPT
de notre étude est inférieur a celle rapportée par (Atoui et al., 2005) avec une teneur de 113 +
1,33 mg EAG / tasse (240 ml) d'infusion de feuilles d'E.globulus, qui di au solvant d’extraction,

comme c’est déja expliqué précédemment.

D'autre part, Amakura et al. (2009), utilisant la méthode de Folin-Ciocalteu pour évaluer
les polyphénols totaux dans les extraits de feuilles d'Eucalyptus A et Eucalyptus B (utilisés
comme additifs alimentaires). Ces différences pourraient étre attribuées a la différence de la
nature et la polarité du solvant utilisé malgré que le méthanol donne un meilleur rendement en
polyphénols totaux par rapport a I’éthanol, 1’éthanol représente peu de toxicité comparant au

premier.
11.3.2. Dosage des flavonoides

Le taux de flavonoides dans les extraits de feuilles de Romarin et d'eucalyptus a été mesuré
en utilisant la méthode du trichlorure d'aluminium. Une courbe d'étalonnage a été établie en
utilisant la quercétine comme flavonoide de référence (voir Annexe I11), et les résultats ont été

exprimés en mg équivalent de quercétine par gramme de matiére séche (mg EQ/g MS).

L'équation de régression linéaire obtenue était y = 0,0321x - 0,0319. Le coefficient de
détermination (R2) de cette équation s'est élevé a 0,9939, indiquant une forte corrélation entre

les mesures effectuées et les concentrations en flavonoides.

Les analyses ont révélé que la teneur en flavonoides de I'extrait éthanolique de R. officinalis
était de (43,225 £ 1,732 mg EQ/g MS), montrant une faible concentration en flavonoides dans
cet extrait. Comparativement, une étude antérieure menée par (Tsai et al., 2007) a rapporté une
teneur de (128 + 0,8 ug EQ/g MS), bien inférieure a nos résultats, et ¢a attribué a I’utilisation
de I’infusion aqueuse (Macération) ainsi, le méthanol comme solvant toxique qui peuvent réduit

leurs teneurs en PPT.

Des etudes ultérieures ont montré des variations significatives dans les teneurs en
flavonoides. Par exemple, (Megateli, 2018) a trouvé une teneur de (14,48 + 1,5 mg EQ/g MS)
dans un extrait aqueux de la méme espéce de la région de Medea, tandis qu'Aljabri (2020) a
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rapporté une teneur de (4,32 mg EQ/g MS), plus faible que notre résultat de 5,92 mg EQ/g MS,

ce qui dd a la région de récolte malgré les mémes conditions de préparation de I’extrait.

Selon Boussahel (2011), les flavonoides représentent une part importante des polyphénols,
ce qui explique les concentrations élevées en composés phénoliques par rapport aux
flavonoides. Cependant, ces résultats sont en contradiction avec ceux de (Stephanovits et al.,
2007).

En général, la présence significative de flavonoides dans la partie aérienne de la plante
d’E.globulus, comme observer lors du dosage des polyphénols totaux, indique une teneur de
(5,165 + 1,181 mg EQ/g MS) dans les feuilles. Nos résultats sont supérieurs a ceux rapportés
par (Chira et al., 2008 ; Pietta, 2000), qui ont trouvé des teneurs plus faibles (1,16 + 0,03 mg
EQ/g EB) correspondant a environ 31 % de flavonoides totaux. Ces différences peuvent étre
attribuées a la région de culture de la plante, a la méthode de dosage, a la sensibilité et a la

pureté des réactifs utilisés, ainsi qu'a la période de récolte.

En fin de compte, la biosynthése des métabolites secondaires tels que les polyphénols, y
compris les flavonoides, et leur concentration peuvent étre influencées par des conditions
climatiques difficiles telles que la température élevée, I'exposition au soleil, la sécheresse et la
salinité. La teneur en phénols d'une plante dépend de divers facteurs génétiques et
environnementaux, tels que les conditions climatiques, les pratiques agricoles, la maturité au

moment de la récolte, les conditions de stockage et le solvant d'extraction (Falleh, et al. 2008).

11.3.3. Dosage des flavonols

La teneur en flavonols pour nos deux extraits d’Eucalyptus globulus et celle de Rosmarinus
officinalis varient de 9,882mg/g MS a 7,222 mg/g MS.
Les résultats montrent, la présence d’une différence non significative (P<0.009) selon la

région de récolte (Boussaleh et Khmairia) pour les feuilles.

11.3.4. Dosage des tanins

Les tannins ont été mesurés en utilisant la méthode de la vanilline en milieu acide. Les
résultats obtenus (quantification des tannins condensés) ont été effectuée en appliquant une
équation de regression linéaire établie a partir d'une courbe d'étalonnage. L'équation specifique
utilisee dans cette étude était : y = 0,0009x — 0,0032, la catéchine ai été utilisé comme étalon

de réference (Annexe Ill). Le coefficient de détermination (R?) de cette équation s'élevait a
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0,9964, démontrant ainsi un ajustement satisfaisant des données a la courbe d'étalonnage. Les
teneurs ont été rapportées en mg équivalent de catéchine par gramme de matiere seche (mg EC/
g MS).

En ce qui concerne les extraits de différentes parties de la plante Rosmarinus officinalis,
les résultats obtenus par (Martinez et al., 2007), montrent que la teneur en tanins des tiges est
généralement plus élevée que celle des feuilles (55,76 mg EC/g MS), qui sont en plein
désaccord avec celles qu’on les obtenus (9,665 + 0,940 mg EC/g MS), ce qui dépend

probablement a la méthode et le pourcentage d'extraction comme on a déja cite.

Nos résultats sont loin d’étre comparables avec ceux trouvés par (Zeghad et al., 2016), la
teneur en tanins des feuilles de romarin était 10,42 mg EC/g MS, et cela di aux facteurs

bioclimatiques et saisonniers.

Tandis que pour I’analyse de 1’échantillon d’Eucalyptus globulus de la région de Bouira
(Khmairia), montre que la teneur en tanins (9,055 + 1,336 mg EC/ g MS) varie selon le type
d’extrait et la partie de la plante, I’extrait aqueux des feuilles ont une faible concentration en

tanns d’environ 133,77mg EC/g MS (Zrira et al., 1994).
11.4. Estimation de I’activité antioxydante

11.4.1. Activité scavenging du radical DPPH

Pour évaluer l'efficacité de nos extraits dans la neutralisation du radical DPPH, nous avons
mélangé la solution fraichement préparée de DPPH avec les extraits de feuilles d'eucalyptus et
de romarin respectifs. Apres une incubation de 2 heures, nous avons observé un changement de
couleur du violet au jaune dans tous les extraits, indiquant ainsi la réduction du DPPH" et la

capacité de nos extraits a piéger ce radical.

Pour évaluer Il'activité antioxydante des extraits d'E.globulus et de R.officinalis sur le
radical DPPH’, les valeurs de Clso ont été calculé, en utilisant des concentrations différentes du
méme extrait. Les résultats de 1’étude statistique (tukey’s test) sont représentés ci-dessous
(figure 18).
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Figure 18: Concentrations inhibitrices de 50% du radical DPPH" des extraits de Romarin et
d’eucalyptus étudiés.

Les résultats précédents indiquent que I'extrait d’E.globulus présente une meilleure
capacité antioxydante contre le radical DPPH’, avec une concentration inhibitrice de (16,73 +
1,78 png/ml). Alors, 1’étude statistique montre que celui-ci et significatif que I’acide gallique (p
value ; <0.0001), donc ca confirme qu’il inhibe une concentration faible contre le DPPH" a celle
du standard.

En revanche, I'extrait de R.officinalis obtenu par ultrasons montre aussi une forte activité
antioxydante avec une concentration inhibitrice plus élevée de (19,92 + 3,35 pg/ml), a celle
d’acide gallique (3,35 £ 1,17 pg/ ml), ce qui affirme d’apres ces résultats et d’apres I’étude

statistique que y’a une différence trés significative entre eux (p value ; <0.0001).

Il est important de noter que I'lCsp est inversement lié a la capacité antioxydante d'un
composé, car il représente la quantité d'antioxydant nécessaire pour réduire la concentration du
radical libre de 50 %. Ainsi, une valeur d'lICso plus faible correspond a une activité antioxydante

plus élevée, comme mentionné par (Kelebek et al., 2009).

Une étude menée en Algérie par (Si Said et al., 2016) a mis en évidence un pouvoir
antiradicalaire de 69,47 % attribuable a la richesse en polyphénols des feuilles d'E.globulus,
avec un taux de 464,71 mg EGA/gCE. Cependant, les extraits de cette étude ont montré une
activité antioxydante supérieure a celle des extraits étudiés, demontrant ainsi que nos résultats

sont plus efficaces que les leurs.

Notre extrait de R.officinalis présente la moins grande activité par rapport a I'antioxydant

standard, avec une ICsode 21,111 pg/ml.
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La puissance antioxydante de notre extrait éthanolique surpasse celle rapportée par (Naciye
et al., 2008) dans leur étude sur R.officinalis L et par (Aneta et al., 2007) avec des ICsg d'environ
54,0 + 1,4 pg/ml et 513 + 5,99 pg/ml respectivement. Cela confirme que notre extrait
éthanolique de romarin est le plus efficace par rapport les autres, et cela di probablement a la
richesse de la plante par son extrait ethanolique, ainsi a cause de la région de récolte et la

composition de I’extrait.
11.4.2. Test du radical ABTS*

Les observations de ce test révelent une décoloration croissante avec I'augmentation des
concentrations des extraits, indiquant ainsi une diminution de 'ABTS+ et mettant en évidence

I'effet scavenger de nos extraits sur le radical ABTS".

L’histogramme ci-dessus presente I'évaluation de I'activité scavenger de nos deux extraits,

ainsi que celle de I’antioxydant de référence utilisé (acide gallique).
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Figure 19: Concentrations inhibitrices de 50% du radical ABTS" des extraits de Romarin et
d’Eucalyptus étudiés.

Les données indiquent que I'extrait de R.officinalis présente une capacité antioxydante
supérieure vis-a-vis du radical ABTS™ (17,04 ug/ml) avec une concentration inhibitrice de 45,47

pg/ml pour l'ultrason.

En revanche, I'extrait d'E.globulus obtenu par ultrason a montré une meilleure activité
antioxydante, avec la concentration inhibitrice la plus basse par rapport a ’autre extrait,

mesurée a 30 pg/ml.
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Des recherches ont démontré que les composés phénoliques, en particulier les flavonoides,

jouent un réle crucial dans I'activité antiradicalaire.

Les travaux de Floegel et al. (2011) ont établi une corrélation positive entre la capacité de
piégeage du radical cationique ABTS™ et la quantité de composés phénoliques, ce qui est en

plein accord avec nos propres résultats.

Dans notre étude, I'extrait d'E.globulus présente une activité antiradicalaire supérieure,
attribuée a sa richesse en composés phénoliques, en particulier les flavonols, suivie par le
romarin. Ce dernier présente une teneur plus faible en phénols totaux et en flavonols, ce qui se

traduit par une activité de piégeage du radical ABTS* moins prononcée.

Bien que les polyphénols soient les principaux contributeurs a I'activité antioxydante, il est
important de noter que d'autres composés non phénoliques tels que les polysaccarides et les

acides aminés (métabolites primaires) peuvent également influencer cette activité.

Les travaux de Heim et al. (2002) ont souligné le réle essentiel des groupes hydroxyles des

polyphénols et des flavonoides dans leur pouvoir antioxydant.
I1.5. Evaluation de Pactivité antibactérienne

Pour évaluer l'activité antibactérienne des extraits d 'E.globulus et R.officinalis, la méthode
de diffusion sur disque a été étudié. Cette méthode permet de tester I'efficacité de I'extrait contre
différentes souches bactériennes, en l'occurrence, Klebsiella pneumoniae (Gram-),

Pseudomonas aeruginosa (Gram-), et Bacillus cereus 14579 (Gram+).

Les résultats de 1’étude in vitro sur I’activité antimicrobienne des différents extraits d'E.
globulus et de R.officinalis, obtenus par ultrasons, sont déterminés par la technique de diffusion
des disques sur milieu solide (gélose Muller-Hinton). Cette méthode nous permet d'estimer le

diamétre de la zone d’inhibition autour des disques contenant les extraits prépare.

Une échelle a été élaborée pour évaluer I'activité antimicrobienne en classant les diamétres
des zones d'inhibition (D) de la croissance bactérienne en quatre catégories distinctes. Une
extréme sensibilité (+++) est caractérisée par un diametre dépassant les 20 millimetres. Les
bactéries trés sensibles (++) montrent des zones d'inhibition comprises entre 15 et 19
millimetres. Pour celles qui sont sensibles (+), les diametres varient de 8 a 14 millimétres. Enfin,
les bactéries peu sensibles (-) présentent des zones d'inhibition inférieures a 8 millimetres
(Ponce., et al. 2003).
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Tableau 4 : Diamétres des zones d’inhibition des éthanoliques d E.globulus et R.officinalis

E.globulus

Concentration 50ul 100ul
Klebsiella

Sp

Bacillus cereus
14579

Pseudomonas
aeruginosa
9027

R.officinalis
Concentration 50ul 100ul

Klebsiella
.Sp

Bacillus cereus
14579
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Pseudomonas
aeruginosa
9027

Tableau 5 : Résultats de resistance et / ou sensibilité des extraits de R.officinalis et E.globulus.

Diameétre de la zone d'inhibition (mm)

Concentration Pseudomonas Bacillus cereus Klebsiella
d’extrait aeruginosa 9027 14579 .Sp

Eucalyptus globulus

100 mg/ml 14mm + 28.9mm +++ 14.1mm +

50 mg/ml 13mm + 21mm +++ 8mm +

Rosmarinus officinalis

100 mg/ml 13mm + 26.1mm +++ 12mm +

50 mg/ml 11mm + 23.2mm +++ 7mm +

En comparant nos valeurs a celles publiées par Bal¢iainaitiené et al. (2022) et Sukhikh et
al. (2022), nous observons une activité antibactérienne modérée de I’extrait éthanolique des
feuilles d’E.globulus sur Pseudomonas aeruginosa, avec des zones inhibitrices de 13,8 mm et
14 mm respectivement, ce qui est proche de nos résultats. En revanche, les résultats obtenus sur
la méme espéce (Pseudomonas aeruginosa) par Karouche et al. (2021) ont montré que I’extrait
aqueux et I’extrait méthanolique de Rosmarinus officinalis possedent un faible effet, avec des
zones inhibitrices de 6,7+£0,29 mm et aucune zone d’inhibition respectivement, ce qui est

inférieur a nos résultats.

L’étude d’Edrah et al. (2020), révele une activité antibactérienne modérée sur Klebsiella
pneumoniae avec des zones inhibitrices de 12 mm pour ’extrait éthanolique d’E.globulus, ce
qui est inférieur a nos résultats. L’étude menée par Athamena et al. (2016) a montré que
I’extrait hydro-méthanolique (EBr) de R.officinalis possede un faible effet sur K. pneumoniae

avec un diameétre de 7,67 £ 0,58 mm, ce qui est également supérieure a nos résultats.
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Selon les résultats de 1’étude menée par Abirami et al. (2017) sur I’activité antibactérienne
des extraits éthanolique de feuilles d’Eucalyptus globulus contre Bacillus cereus, 1’extrait a
montré une activité trés élevée sur la souche testée avec un diamétre de 20 mm, ce qui est
inférieur a nos résultats. Comme 1’a montré 1’étude menée par Amaral et al. (2019), I’effet
inhibiteur de I’extrait de R. officinalis sur Bacillus cereus est le plus puissant, avec une zone

d’inhibition de 30 mm, ce qui est supérieur a nos résultats.

Les extraits de R. officinalis et celles d'E. globulus ont démontré une activité significative
sur les bactéries Gram positives par rapport aux bactéries Gram négatives, en raison des
différences structurales de leurs membranes externes (Sarr et al., 2015), les parois cellulaires
des bactéries a Gram positif, par rapport aux bactéries a Gram négatif, sont plus sensibles a de
nombreux anti-boutiques, composés chimiques antimicrobiens (Kittika et al., 2007).

La paroi cellulaire des bactéries Gram-positives est caractérisée par une épaisse couche de
peptidoglycane enrichie de structures polysaccharidiques, ce qui facilite I’entrée des composés
bioactifs. En revanche, les bactéries Gram-négatives (Gram-) ont une mince couche de
peptidoglycane, renforcée par une membrane externe. Cette membrane externe limite I'espace
périplasmique et confere une résistance relative aux agents antibactériens, rendant ces bactéries
généralement plus résistantes aux traitements antibiotiques (Padalia et al., 2017 ; Prescott et
al., 2003).

Les bactéries Gram positives sont sensibles aux variations de I'environnement externe,
comme la température, le pH et les extraits naturels. Et en particulier I'absence de la membrane
externe qui la rend particuliérement vulnérable (Athamena et al., 2016).
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Conclusion

L'examen approfondi de la littérature a mis en lumiére le fait que I'espéce eucalyptus est
une source importante de nombreux produits chimiques aux propriétés pharmacologiques et
médicinales significatives, tels que les huiles essentielles et les terpenoides utilisés en
aromathérapie. De méme, le romarin, une plante aromatique sauvage abondante dans notre
région et dans le bassin mediterranéen, possede également une variété de propriétés

thérapeutiques.

Notre investigation est portée sur 1’é¢tude de la phytochimie, le dosage des antioxydants
présents dans les deux plantes sélectionnées et 1’évaluation de leurs activités antimicrobienne
et antioxydantes par le biais de trois méthodes DPPH, ABTS et la méthode de diffusion sur

disque.

Les parties aériennes de deux plantes ont été traitées par ultrasons dans de I'éthanol pour

extraire les métabolites secondaires.

L'analyse phytochimique qualitative menée sur les extraits de romarin et I’eucalyptus a
révélé que ces deux plantes sont riches en métabolites secondaires de différentes classes tels
que les flavonoides, les tanins et les terpenes. Ces composants pourraient contribuer aux

propriétés thérapeutiques de ces plantes.

L'évaluation de I'activité antioxydante de nos échantillons par la méthode de réduction du
radical libre DPPH et ABTS a montré que ces extraits présentaient un pouvoir antioxydant trés

puisant.

Selon la littérature, I’activité antimicrobienne a été trés importante aussi en termes
d’inhibition de différentes souches utilisées y compris les souches les plus pathogenes tels que

Klebsiella.sp et Pseudomonas aeruginosa.

A travers les résultats obtenus, les extraits de R. officinalis et celles d’E. globulus présentent
des potentiels médicinaux remarquables justifiant I’usage traditionnel deux dans le traitement
de certaines maladies (diarrhées, affections pulmonaires), ainsi méme un potentiel alimentaire

pour la conservation des aliments par exemple.

Etant donné la richesse de la biodiversité de notre pays, chaque plante posséde un vaste
éventail de métabolites secondaires aux propriétés thérapeutiques et pharmacologiques uniques
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qui méritent d'étre explorés par la recherche. Dans cette optique, plusieurs perspectives sont

envisageées :

-ldentifier de nouveaux composes bioactifs naturels pouvant servir de remedes pour divers

problemes de santé et constituer une alternative aux médicaments synthétiques a l'avenir.

> Deévelopper des medicaments a base de plantes dotés d'activités antibactériennes et
antiradicalaires, mettant en avant leur activité antioxydante.

> Tester d'autres extraits de plantes obtenus avec différents solvants de polarités variées
(comme I'éther diéthylique, le méthanol, I'eau, etc.) contre les radicaux libres DPPH- et
ABTS+ pour évaluer leur pouvoir antioxydant.

» Orienter les recherches scientifiques vers des études approfondies sur les composants
biochimiques des plantes, leurs structures, et la détermination de leurs diverses activités

biologiques in vitro et in vivo, pris individuellement.




Annexes



Annexe |. Matériel non biologique

Appareillage

Autoclave
Balance

Pied a coulisse
Bec Bunsen

Etuve d’incubation
Réfrigérateur
Moulin a café
Plaque chauffant /
agitatrice

Bain marie
Spectrophotometre

Bain ultrasons

Verreries et autres

Flacons
Bechers
Erlenmeyers
Eprouvette
Entonnoires
Boites pétries
Filtre a Seringue
Seringue
Micro-tubes
Eppendorf
Tubes coniques
Tube & essai
Ecouvillon

Pince

Annexe

Produits chimiques et réactifs

Eau distillée

Eau physiologie

Ethanol

Folin — Ciocalteu (0.1N)
Persulfate de potassium (K208S2)
Hydroxyde de sodium (NaOH) a
1%

Acide gallique

Acide ascorbique

Trichlorure d’aluminium (AICI3)
DPPH (diphényl 1-
picrylhydrazyle)

ABTS + (Acide 2,2’-azino-bis
(acide 3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique)

Catéchine

Milieu Muller Hinton Agar
Gélose Nutritive

DMSO (Diméthylsulfoxyde)
Quercetine

Acetate de sodium (C2H3Na02)
d'acide chlorhydrique (HCI)
Chlorure ferrique (FeCl3) a 1%
Acide sulfurique concentré

Vanilline
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Figure : Balance de précision Figure : Bain a ultrasons

Figure : Spectrophotométre UV/Vis.

Figure : Etuve de séchage microbiologique.

Figure : Autoclave
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Annexe |l : Préparation des solutions

Solution de I’acide gallique : Dissoudre 1 mg d’acide gallique dans un volume de 1ml d’éthanol
2 99.9%.

Solution de Folin-Ciocalteu a 0.1N : Ajouter 1ml du réactif Folin-Ciocalteu dans 9ml d’eau

distillée.

Solution de chlorure ferrique (FeCl3) a 1% : Ajouter 1 ml solution de chlorure ferrique (FeClI3) dans

9ml d’eau distillée.

Solution de Carbonate de sodium a 7.5g/l : Dissoudre 7.5g de Na2CO3 dans 100 ml de I’eau distillée.
Solution de vanilline a 4% : Dissoudre 4g de vanilline dans 100 ml de I'eau distillée.

Solution de Quercétine : Dissoudre 1 mg de quercétine dans 1ml d’éthanol pure.

Solution de Trichlorure d’aluminium a 2% : Dissoudre 2g d’AICI3 dans 100 ml de l'eau

distillée.

Solution d'acétate de sodium (C2HsNaO2) a 5% : Dissoudre 5g d’acétate de sodium dans
100ml de I’eau distillée

Solution de catéchine : Dissoudre 1 mg de catéchine dans un volume de 1ml d’éthanol a
99.9%.

Solution de DPPH : Mélanger dans un flacon 2.4mg de DPPH avec 100 ml d’éthanol. Le
mélange est maintenu sous agitation continue pendant 30 min apres enrobage par le papier

aluminium.

Solution radical ABTS™ : Mélanger une solution de 7 mM d'ABTS (36mg ABTS en poudre
+ 10ml eau distillée) avec une solution de 2,5 mM du persulfate de potassium (K2OgSz) (6,6mg
du persulfate + 10ml eau distillee).

La solution ABTS™ a ensuite été stockée a I’abri de la lumiére et a température ambiante
pendant 16 heures, puis diluée avec de I'eau distillée pour obtenir une DO de 0,700 + 0,02 a
734 nm.
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Annexe 111

1 : Courbe d'étalonnage pour le dosage des polyphénols.
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2 : Courbe d'étalonnage pour le dosage des flavonoides.
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3.Courbe d'étalonnage pour le dosage tanins.
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Annexe IV : Préparation des milieux de culture.

Les milieux de cultures : servent de support pour la croissance de micro-organismes (bactéries,

levures et moisissures) en leur apportant les éléments essentiels a leur bon développement.

Au cours de notre étude, les différents milieux de culture utilisés sont les suivants :

A

La gélose nutritive : est un milieu a usage général adapté a la culture d’une grande variété de
micro-organismes non exigeants. Ce milieu nutritif, de composition relativement simplifiée, est
utilisé pour repiquer des organismes & des fins d’entretien ou pour Vérifier la pureté des

repiquages.

PREPARATION

B.

Dissoudre 28 grammes dans 1 litre d’eau distillée.

Chauffer sous agitation fréquente et laisser bouillir 1 minute pour dissoudre complétement la
Suspension.

Répartir en flacons.

Autoclaver 15 minutes a 121°C.

La gélose Muller-Hinton: Il s’agit d’un environnement de développement microbiologique

fréqguemment employé pour évaluer la sensibilité aux antibiotiques.

PREPARATION

>
>

Dissoudre 38 grammes dans 1 litre d’eau distillée.

Chauffer sous agitation fréquente et laisser bouillir 1 minute pour dissoudre complétement la
suspension.

Répartir en flacons.

Autoclaver 15 minutes a 121°C.



Annexe

Annexe V : Souches bactériennes cibles.

S3

Souche cible ATCC
Klebsiella. Souche de
S1 sp laboratoire
Pseudomonas
S92 aeruginosa 9027
Bacillus cereus 14579
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Résumé

Le romarin et l'eucalyptus appartiennent respectivement aux familles des labiées (lamiacées) et des myrtacées. Ces
plantes occupent une place significative a I'échelle mondiale et en Algérie, étant utilisées depuis l'antiquité en médecine
traditionnelle comme une pharmacopée naturelle pour leurs propriétés thérapeutiques.

Cette étude vise tout d'abord a optimiser les paramétres d'extraction des substances bioactives (métabolites secondaires)
deleurs feuilles par ultrason. Ensuite, une analyse phytochimique a été réalisée, comprenant le dosage des composés phénoliques,
ainsi que I'évaluation de leurs activités antioxydantes (DPPH, ABTS™) et antibactériennes par la méthode de diffusion des
disques. Les résultats de I'analyse phytochimique ont révélé la présence de certaines classes de métabolites secondaires comme
les flavonoides, les tanins et les terpénes chez I'eucalyptus, tandis que les quinones libres étaient absentes chez le romarin. Les
extraits d'eucalyptusse sont avérés étre les plus riches en polyphénols, avec un taux de 109,715 mg EAG/g MS, tandis que le
romarin présentait un tauxde 43,225 mg EQ/g MS en flavonoides. Les flavonols ont montré des valeurs plus faibles en composés
phénoaliques, variant de 9,882mg/g MS a 7,222 mg/g MS pour les extraits d'eucalyptus et de romarin respectivement. Le dosage
des tanins condensés a révélé une teneur plus élevée dans les feuilles de la région de Boussaleh (9,665 mg EC/g MS) par rapport
a Khmairia (9,055 mg EC/g MS). L'évaluation de l'activité antiradicalaire (DPPH") a indiqué une réponse antioxydante plus
élevée pour les feuilles de eucalyptus avecun ICs de 16,73 + 1,78 pg/ml, tandis que les feuilles de la deuxiéme région ont
montré une activité plus faible avec un I1Cso de 19,92 + 3,35ug/ml.Pour l'activité antiradicalaire ABTS*, les feuilles de la région
de khmairia ont affiché une activité plus élevée par rapport a celles de Boussaleh. Enfin, I'activité antibactérienne s'est révélée
négative pour certaines souches et positive pour d'autres.

Mots clés : R.officinalis, E.globulus, activité antioxydante, optimisation, DPPH, ABTS, composés phénoliques, activité
antibactérienne.

Summary

Rosemary and eucalyptus belong respectively to the families of labiiae (lamiaceae) and myrtaceae. These plants
occupy asignificant place on a global scale and in Algeria, being used since antiquity in traditional medicine as a natural
pharmacopoeia fortheir therapeutic properties.

This study aims first of all to opimize the parameters of extraction of bioactive substances (secondary metabolites)
from their leaves by ultrasound. Then, a phytochemical analysis was performed, including the determination of phenolic
compounds, aswell as the evaluation of their antioxidant activities (DPPH", ABTS") and antibacterial by the method of disc
diffusion. The resultsof the phytochemical analysis revealed the presence of certain classes of secondary metabolites such as
flavonoids, tannins and terpenes in eucalyptus, while free quinones were absent in rosemary. Eucalyptus extracts were found to be
the richest in polyphenols, with a level of 109.71 mg EAG/g MS, while rosemary had a level of 43,22 mg EQ/g MS flavonoids.
Flavonols showed lower valuesof phenolic compounds, ranging from 9.882 mg/g DM to 7.22 mg/g DM for eucalyptus and
rosemary extracts respectively. The dosage of condensed tannins revealed a higher content in the leaves of the Boussaleh region
(9.66 mg EC/g MS) compared to Khmairia (9.05 mg EC/g MS). The results of antioxidant activities showed variations
according to the tests. The assessment of antiradical activity (DPPH-) indicated a higher antioxidant response for eucalyptus
leaves, with an 1Cso of 16.73 pg/ml, while leavesin the second region showed lower activity with an 1Cs of 19.92 pg/ml. For
antiradical activity (ABTS"), leaves in the khmairia region showed higher activity than those in Boussaleh. Finally, the
antibacterial activity was negative for some strains and positive for others.

Keywords: R.officinalis, E.globulus, antioxidant activity, optimization, DPPH, ABTS, phenolic compounds, antibacterial
activity.
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