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Résumé

La phytothérapie occupe une grande place dans le systeme de santé. Les plantes actuellement
utilisées sont testées et sélectionnées pour leurs valeurs thérapeutiques, elles sont a I’origine
de nombreux médicaments puisque leurs principes actifs jouent un réle dans la composition

de 70% des produits pharmaceutiques commercialisés dans les pays industrialisés.

L’¢étude phytochimique de la plante << Eucalyptus camaldulensis >> a montré une richesse de

celle-ci en polyphénols, terpénoides, alcaloides, composé réducteurs, et des quinones libres.

Notre travail a aussi pour objectif de mettre en évidence les capacités antioxydantes de la
plante. Les tests qui sont réalisés donnent des résultats intéressants puisqu’ils montrent que
tous les extraits : (méthanolique IC50 = 0,02194 mg/ml), (n-butanol IC50 = 0,03687 mg/ml),
(aqueux IC50 = 0,04110 mg/ml), (éthanolique IC50 = 0,05229mg/ml), (huile totale IC50
=0,07086 mg/ml), de 1’espece végétale étudiée renferment des activités antioxydantes
variables et importantes.

On peut conclure que les molécules de notre plante Eucalyptus camaldulensis possedent une

activité antiradicalaire trés importante.

Mots clés : Fucalyptus camaldulensis, polyphénols, tests phytochimiques, activité

antioxydante.



Abstract

Herbal medicine is a big part of the health system. The plants currently used are tested and
selected for their therapeutic values, they are at the origin of many drugs since their active
ingredients play a role in the composition of 70% of the pharmaceutical products marketed in

the industrialized countries.

the phytochemical study of the plant <<Eucalyptus camaldulensis>> showed a wealth of it in

polyphenols, terpenoids, alkaloids, compound reducing agents, and free quinones.

Our work also aims to highlight the antioxidant capabilities of the plant. The tests that are
carried out give interesting results since they show that all the extracts: (methanol IC50 =
0.02194 mg / ml), (n-butanol IC50 = 0.03687 mg / ml), (aqueous IC50 = 0, 04110 mg / ml),
(ethanol IC50 = 0.05229 mg / ml), (total oil IC50 = 0.07086 mg / ml), of the plant species

studied contain variable and important antioxidant activities.

We can conclude that the molecules of our plant Eucalyptus camaldulensis have a very

important antiradical activity.

Key words : Fucalyptus camaldulensis, polyphenols, phytochemical tests, antioxidant

activity
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Introduction générale

La région méditerranéenne d’une manicre générale, avec son climat doux et ensoleillé est
particuliérement favorable a la culture des plantes médicinales. (Anthoula, 2003). Ces
plantes ont été traditionnellement employées pour la prolongation de la durée de conservation

des aliments (Wang et al., 2010).

Durant ces deux derni¢res décennies, la recherche en phytothérapie devient une des plus
grandes préoccupations scientifiques (Nyah njik et al., 2005). Depuis toujours, les plantes
médicinales ont été utilisées pour prévenir ou traiter diverses maladies. Selon des études
pharmacologiques plus de 1200 plantes utilisées a travers le monde, en médecine

traditionnelle, pour leurs activités biologiques (Bisht et al., 2010).

Ces maladies sont a 1’origine du stress oxydatif et sont dues généralement a la production
excessive des espeéces d’oxygene (ERO) et qui pourraient devenir toxiques pour les
composants majeurs de la cellule ; les lipides, les protéines et les acides nucléiques (Valko et
al., 2006). Ceci provoquerait un dysfonctionnement cellulaire et serait impliqué dans diverses
pathologies telles que les maladies cardiovasculaires, le cancer, le diabéte, les maladies
neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson) et le processus de vieillissement (Aruoma, 2003)
De nos jours, nous comprenons de plus en plus, que les principes actifs des plantes
médicinales sont souvent liés aux produits des métabolites secondaires, qui sont largement
utilisés, comme des agents préventifs anti-inflammatoires, antimicrobiens, antiseptiques,
diurétiques, Mais essentiellement antioxydants qui défendent contre le stress oxydatif

(Bourgaud et al., 2001 ; Kar, 2007).

Les antioxydants sont des molécules naturelles ou synthétisées présents dans les aliments en
vue, notamment: les espéces, le climat et les pratiques agricoles. Ils sont naturellement
présents a trés variable concentrations dans les fruits et les 1égumes. (Bazinet, 2015) Les
antioxydants jouent un rdéle majeur dans la protection contre les dommages oxydatifs

moléculaires (Evans, 2007).

En effet, les plantes représentent une source inépuisable de reméedes traditionnels et efficaces
grace aux principes actifs tels que les alcaloides, les flavonoides, les hétérosides, les

saponifies, les quinones et surtout des huiles essentielles (Lafon, 1991).

C’est pourquoi nous choisissons a parler tout simplement d’Eucalyptus pour décrire une
plantes qui a beaucoup de caractéres. De nos jours, la plante est utilisée dans la foresterie

(bois d'ceuvre, carburant, pate a papier), la plantation environnementale (controle de
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Introduction générale

I’érosion hydrique et éolienne), en tant que source d’huiles essentielles (médicinales, huiles
de parfumerie), pour la création artistique ( Elliot et al., 1984) elle est devenue en grande

partie cultivé dans les régions méditerranéennes ( Takahashi et al., 2004).

Cette espece se trouve en Algérie du Nord, les mémes conditions de milieu écologique qu'en

Australie.

Dans le cadre du présent travail de recherche, nous nous sommes intéressé€s a 1’investigation
phytochimique et 1’évaluation de 1’activité antioxydante, de quelques extraits d’une plante de

la région d’Ain temouchent : Eucalyptus camaldulensis

Notre travail a été divisé en deux parties ; nous aborderons dans la premiére partie une étude
bibliographique qui regroupe trois chapitres dont le premier concerne I’étude des radicaux
libres et le stress oxydatif, le deuxiéme chapitre est consacré aux plantes médicinales et les
métabolites secondaires, leurs classifications. Nous donnerons dans le troisieme chapitre la

classification botanique et classique de notre plante Eucalyptus camaldulensis
La deuxieme partie décrit le matériel et les méthodes utilisés dans ce travail qui porte sur :
- Les tests phytochimiques de la partie aérienne de la plante .

-le calcul de rendement et 1’évaluation de I’activité antioxydante des divers extraits, par la

méthode de : piégeage du radical libre DPPH.

Enfin, nous présenterons les résultats obtenus et leurs discussions. Une conclusion

résumera [’ensemble du travail réalisé.

Page 3



Premiere partie :

Synthese bibliographique




Chapitre 1 : radicaux libres, les antioxydants et le stress oxydatif

1. Radicaux libres
1.1. Définition

Toute molécule qui posséde un électron non apparié ce qui la rend réactive ( Halliwell, 1999)
avec une courte durée de vie ( Carange ,2010). il a la capacité de réagir avec tout ce qui
l'entoure, causant de graves dommages aux molécules, aux membranes cellulaires et aux

tissus. (Avello, 2006).

Certaine existe sous forme contrdlé et d’autre sous forme libre et interagisse avec divers

composés tissulaires ( James P et al., 2015)

L’origine de la formation des ROS c¢’est I’oxydation des lipides par le cycle de Krebs et lors
de la chaine de transport mitochondriale d’électrons qui a pour but de produire de I’énergie

(Yu, B.P, 1994).)

Ces fameux radicaux libres agressent nos cellules en se combinant a elles. A plus grande
échelle, ils attaquent notre peau, nos organes et notre ADN et seraient responsables du
vieillissement de notre organisme, de I'affaiblissement de notre systéme immunitaire et d'un
certain nombre de maladies graves. (Baudoin, 2010).

1.2. Principaux radicaux libres

Tableau 01 : Les espéces réactives d’oxygéne et de nitrogéne (Devasagayam et al., 2004).

L’espéce réactive Symbole I Demi-vie biologique (seconde)
Les espéces réactives de I’oxygéne
Anion superoxyde O~ 10°s
Radical hydroxyle OH" 107 s
Peroxyde d’hydrogéne H202 Stable
Radical peroxyde ROO* Seconde
Hydroperoxyde ROOH Stable
Oxygéne singulet 10, 10°s
Ozone O3 Seconde
Oxyde nitrique NO* Seconde
Peroxynitrite ONOOr 1035
Acide peroxynitrique ONOOH Stable
Dioxyde de nitrogéne NO; Seconde
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Chapitre 1 : radicaux libres, les antioxydants et le stress oxydatif

1.3. Source des radicaux libres

Les principales especes réactives oxydantes sont dérivées de 1’oxygene et de I’azote, et
peuvent €tre produites par le métabolisme cellulaire normal tout comme pathologique ou par
exposition environnementale (ex : tabagisme, ozone, température, corporelle...) (Bloomer R,

2008)

Les ROS aussi sont formé par une cascade de réaction chimique dans le corps

(phosphorilation, réduction)
1.3.1. Source de production endogéne

NADPH oxydase et xanthine oxydase sont les principales sources endogeénes (ouahrani et

al., 2016)
Chaine mitochondrial de transport d’électron

Nécessite 1’utilisation de 4 complexe ( Kevin et al., 2005), I’oxygene est converti par le
superoxyde dismutase dans la matrice mitochondrial en H20z2, ce dernier est réduit en H20 et

02 le H202 réagit avec les métaux pour former le radical hydroxyle OH (Keven et al., 2005)
Xanthine oxydase

C’est une enzyme impliqué dans le métabolisme des purines est la principal source de stress
oxydant (Wulf, 2002) cette forme est générée par la modification post traductionnelle de la
XDH. Elle est incapable d'utiliser le NAD+ comme accepteur d’¢lectrons, elle nécessite
I’utilisation de I’oxygene moléculaire comme accepteur d’électrons, produisant ainsi I’anion
superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne ( Kether, 2019). La XO catalyse aussi la réduction du
nitrate en nitrite et NOe+ (Terpolilli et al., 2012).

) [=1
Xanthine Acide urigque Xanthine Acide urigque
> - -
Mo-Co (IV) Mo-Co (WI)
- -
Far/sS F-‘f"!
z e
Fe/S B Fe/S B
£ =
"-'m”_ = FAD —
& -
NAD* NADH O, HLO.+ O,
C D
NO,- *NO NO,- “NO
- > - - >
Mo-Co (IW) Mo-Co (V)
= : ~—— =
Xanthine "f‘ L Acide urique "é‘ 2
Fea/S N Fess
1 =
—— FADM, — — FAD
&, u,\d:"- o, - -

| Figure 1 : la réaction catalysée par XOR (Cantu-Mede"mH Page 6




Chapitre 1 : radicaux libres, les antioxydants et le stress oxydatif

Les sources exogénes : tel que le tabagisme, les radiations UV, les médicaments, les réactifs

chimiques, les solvants industriels et la pollution (Pastre, 2005)

1.3.2. Tableau 02 : Source endogéne et exogéne : (mesmoudi, 2014)

| mitochondrie ~ ultraviolet |
peroxysomes Radiation ionisante
Lip oxygénases Agent chimiothérapie
NADPH oxydase Toxines environnement
Cytochrome p450 Cytokines inflammatoires

2. Stress oxydatif
2.1. Définition

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre entre les peroxydants et les
antioxydants c’est le résultat de certain dommage des constituants cellulaires : des lipides, des
protéines, des ADN ( Sergent et al., 2000). Il peut causer des maladies chroniques tell que

diabéte, athérosclérose et cancer (Sarmadi et al., 2010)

i Fiire 2: Déséquilibre de W

Une mauvaise alimentation pauvre en antioxydants contribuera également a 1’apparition d’un

stress oxydant.
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Chapitre 1 : radicaux libres, les antioxydants et le stress oxydatif

Les cellules normales sont hypersensibles aux espéces réactives de I'oxygene (ROS) si elles

ne sont pas suffisamment protégées par des mécanismes antioxydants pouvant conduire a la

formation de tumeur (Figure 4). ( Brahimi ,2017)

ROS

Normal cells

-

R Er Ny

)

Figure 3 : Modele de la sensibilité des cellules
3 ¢ces réactives de 1'oxygene (Brahimi ,2017).

normales contre

‘W

2.2. Origine de stress

Les radicaux libres se trouvent dans I’organisme et sont produit par plusieurs mécanismes

physiologiques. Cette production peut devenir toxique donc le corps a besoin d’utiliser le

systeme antioxydant (Favier ,2003)

Radicaux libres oxygenes (ROS) : leur source c’est NADPH oxydase exprimé lors de la

respiration mitochondrial (Bouguirne, 2012).
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Chapitre 1 : radicaux libres, les antioxydants et le stress oxydatif

Radicaux libres azotés (RNS) : produit a partir d’un systéme qui transforme 1’arginine en

présence de NADPH. ( Bouguirne, 2012)

Lumiere UV oxydases
l()z -« 0, s | HO,
Oxygéne singulet Oxygéne . eroxyde d"hydrogénes
) Superoxyde
Arginine Cycles redox dismutases myéloperoxidise
NADPH ox
mitochondrie
NO”® O, HOCI
: Fe3+
Monoxvde d'azote Anion superoxyde
ONOO » | OH"
peroxynitrite Radical hydroxyle
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidique I'ADN
e kinases

Figure 4 : origine des radicaux libre et especes réac

2.3. Conséquence de stress oxydatif

De nombreuses pathologies, impliquant le stress oxydant dans leur développement, ont été
recensées. Outre les maladies cardio-vasculaires (oxydation des lipides) et c’est le diabete

(obésité, syndrome métabolique) ( Hrenge et al ., 2007)

Le stress oxydatif peut provoquer une granulomatose septique, le cancer, la photo-

vieillissement cutané ( Favier ,2006)

De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et 1'expression de protéines

d'adhésion, des stress moyens faciliteront I'apoptose, alors que de forts stress provoqueront
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Chapitre 1 : radicaux libres, les antioxydants et le stress oxydatif

une nécrose et des stress violents désorganiseront la membrane cellulaire, entrainant des lyses

immédiates. ( Favier, 2003)

Plus on avance en age, plus les dommages causés par les radicaux libres deviennent
apparents : rides, taches brunes sur la peau, perte de mémoire, essoufflement rapide, raideurs

articulaires, fibroses, scléroses, (Guerroudj et al., 2013).

Coeur Peau Cerveau
Infarctus Brilures Chocs
Thrombolys Vieilliss erment Parkinscon

Gardpnvomthre Psoriasis ALS
Akkherner

Cer
Poumon
Articulation
Asthrme
ARDS /Flhmﬁatisrne:s
Sport
Rein e Radicaux

Transplarntation hbres

IRC Pamréal te

lw-at-ad-e de Crobhn
Hulﬂ-org-n- Ischérme
Mucowvisciclose
I nflarrwrnations
I rites

rcaticns
Sulr:harge en fer

S Erythrocytes Vaisscau g‘::a,ac‘eh

ment s et
Aigéfé?ne Andrries Athémsclérose Deqlgénéteslct;me
Diabiete Ml b i Hypertensicon maculaire

Figure 5 :Les conséquences du stress oxydant sur

3. Les antioxydants

3.1. Systeme de défense non enzymatique

Ce sont des antioxydants apporté par 1’alimentation ce sont des molécules de petite taille tell
que (glutathion, acide urique, bilirubine, glucose, vitamines A, C, E, ubiquinone,

caroténoides, flavonoides) (Halliwell et al., 1999)
3.1.1. L’acide urique

Obtenue a partir de métabolisme des porines et régénérer par la vitamine C (Baillie et al .,

2007)
Ce dernier est un piégeur puissant de radicaux (OHe, ROO-+ et NOO¢) (Haleng et al., 2007).

Les propriétés antioxydants de 1’urate in vivo peuvent étre appréciées indirectement par le fait

qu’un produit de réaction de I’urate avec les EOA, I’allantoine, est présent a des taux élevés
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Chapitre 1 : radicaux libres, les antioxydants et le stress oxydatif

lors d’un stress oxydant. (Haleng et al ., 2007), il peut interagir avec les especes oxygénées

activées, et tout particuliérement avec le radical hydroxyle.

Il apparait comme étant 1'antioxydant plasmatique le plus efficace en termes de réactivité avec

les ROS. (Aichour, 2017).
3.1.2. Glutathion réduit

Elle est un tripeptide (L-U-glutamyl-L-cystéinylglycine) avec de multiples fonctions dans les

organismes vivants (Lushchak ,2011)

C’est un donneur d’hydrogene et également un substrat essentiel pour I’enzyme antioxydant

le glutathion peroxydase (Halliwell et Gutteridge, 1999).

C’est une enzyme qui joue un role important dans la protection d’hémoglobine et la
membrane érythrocytaire contre les effets oxydants (Biswass, 2006) II agit comme un
antioxydant, soit directement en interagissant avec les especes réactives de I'oxygene et de
I’azote (ROS et RNS) et les électrophiles ou en agissant comme un cofacteur de plusieurs

enzymes (Lushchak, 2011).
3.1.3. Vitamine E

Sous le terme vitamine E est regroupée la famille des tocophérols (alpha,beta,gamma,delta),

elle joue un role protecteur contre le stress oxydant. (Kumar et al., 2007).

» La vitamine E ou I’a-tocophérol (vit E)

L]

cH,

5 7
T CT, CH,
RT CH., H
+T 8| CHi,
ST ) 5 H

Figure 6 : structure chimique des différents tocols (Pincemai
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Chapitre 1 : radicaux libres, les antioxydants et le stress oxydatif

La vitamine E est fixée aux membranes et stoppe la chaine de réaction de peroxydation des
lipides en capturant un radical lipide peroxyde (LOO-) qui devient un radical moins réactif
que le LOO- et qui pourra étre pris en change par une autre molécule antioxydant (Cillard et

al., 1980).
3.1.4. Vitamine C

L’acide ascorbique ou vitamine C est considéré comme le plus important antioxydant dans les

fluides extracellulaires (boss et al., 2002)

L'ascorbate capte les radicaux peroxyles RO2-. En réagissant avec ces divers oxyradicaux,

I'ascorbate (AscH-) est oxydé en radical ascorbyle (Asc--) (Gardés-Albert et al., 2003)

Elle agit en synergie avec la vitamine E pour éliminer les radicaux libres et régénére

¢galement la forme réduite de la vitamine E (Foyer et Noctor., 2005).

HO AscH, HO AscH' HO Asc?

\/\S—T pK=4.1 HO PK"‘BHO\/\;\{

40
\ HO ASCH [|0 ASC.
o H o A

o)

_ +H* m
=-0.8 / \
on PK=-0.86 - / .

N\

H"' o) 0

RH

Figure 7 : les formes varié¢es de 1’acide ascorbique (vitamine c) e
i R 5 (Valko et al., 2006)

-1l existe d’autre antioxydant non enzymatique

-Protéines : (Albumine, ceruloplasmine...).

-Liposoluble : a-toco phénol, y-toco phérol, poly phénols, coenzyme Q 10 (Toussanit , 2012)
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Chapitre 1 : radicaux libres, les antioxydants et le stress oxydatif

il est bien prouvé que les antioxydants présentent des activités anticancéreuses non seulement
en piégeant des ERO mais aussi en augmentant la réponse immunitaire.( Pincemail et al.,

2002)
3.2. Systéme de défense enzymatique

Les enzymes qui se trouvent dans le cytoplasme mitochondrie protégent les cellules contre les

radicaux libres ( Akila, 2012) on distingue :
3.2.1. La superoxyde dismutase ( SOD)

A été découverte en 1969, c¢’est une métalloprotéine qui se trouve dans le cytoplasme,

mitochondrie, lysosome, peroxysome des cellules eucaryotes (Buldak et al.,2014)

Elle catalyse la conversion du superoxyde en oxygene et en peroxyde d'hydrogene ( Wang et

al., 2018 ) c’est la premicre ligne de défense contre les radicaux libres.
Il existe trois espéces de cette enzyme

Tableau 03 : les types et le milieu de I’enzyme SOD (Vives-B. et al., 2007).

Types de I’enzyme SOD Milieux de chaque enzyme

1) le Cu Zn-SOD (SOD 1)
*Dimére contenant du cuivre cuivre et du
zinc, se trouvant principalement dans le

cytoplasme.

2) Mn-SOD (SOD?2) *Tétramere contenant du manganese et se

situant dans la mitochondrie

3) EC-SOD (SOD3) *Tétramere, contenant du cuivre et du zinc et

il est extracellulaire.

3.2.2. Glutathion peroxydase

Agit en synergie avec la SOD puisque son role est d’accélérer la dismutation du H202 en H20

et O2 (Srinivason et al., 2012)
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Chapitre 1 : radicaux libres, les antioxydants et le stress oxydatif

C’est une enzyme qui a été découverte par MILLS, qui peut catalyser la destruction d’une

variété d’hydro peroxydes organique

Elle est considérée comme un systéme de protection contre la peroxydation lipidique induit de

maniére exogene et endogene (Albert wendel ,1980)

3.2.3. Glutathion réductase

C’est une enzyme qui catalyse la réaction :

NADPH + H + + GSSG — NADP + + 2 GSH ( caleberg et al., 1985)

Cette enzyme possede un groupement prosthétique flavine adénine di nucléotide (FAD)
effectuant la réaction de transfére d’électron ( Voet et al., 2000) , elle joue un rdle tres

important dans la détoxification et a plusieurs autre fonction cellulaire.

Chaine respiratoire

0O,
20" < sop
H,0, GSH NADP' + H'
Catalase GPx GR

050, ¢ > H,0 ¢« > GSSG ¢~ > NADPH

’ Figure 8 : génération et disposition de I'anion peroxyde et du peroxyaem

3.2.4. La catalase :

C’est la premiére enzyme qui a été découverte présente chez 1’animal et la plante, est une
enzyme himnique composée de quatre chaines polypeptidiques. Son site catalytique permet

I’¢élimination du peroxyde d’hydrogeéne (Buldak et al., 2014) elle catalyse la réaction :
1)-2H202 — 2H20+ 02
2) -ROOH + AH> —»H2 0+ ROH + A

(Luck, 1965)
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Chapitre 1 : radicaux libres, les antioxydants et le stress oxydatif

C’est une enzyme antioxydant qui joue un réle important dans I’élimination des ROS elle a un
effet contre le cancer en rendant les cellules cancéreuse sensible au agression oxydante et
inflammatoire ( Guernun et al., 2002) la catalase est en train de devenir une nouvelle

approche pour potentialiser la chimiothérapie. ( Glorieu, 2017)

Page 15



Chapitre 2 : généralité sur les plantes médicinales

1. Plante médicinale
1.1. Généralité sur les plantes médicinales

Les plantes ont constituées depuis toujours la source majeure de médicament grace a leur
richesses en métabolites secondaires. Cependant, ’homme n’a découvert leurs vertus

bénéfiques que par une approche progressive (Salhi, 2010)

L’utilisation des plantes, a des fins thérapeutiques, est rapportée dans les littératures antiques

arabes, chinoises, égyptiennes, hindous, grecques, romaines (Anonyme, 1974).

Depuis long temps I’homme utilise des extrait de plante pour protéger sa santé (Rajkapoor et

al., 2010)

Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour I’humanité et plus

particuliérement pour la majorité des communautés (Sofowora, 1993)

Se sont des plantes qui offrent un effet thérapeutique pour guérir certaine maladies
(Adoumou 2012) elles représentent une source de matiere premiere essentielle pour la
découverte de nouvelles molécules nécessaires pour la synthése des médicaments (Sofowora,

2010).

Leur constituant utilisé pour la synthése de médicament c’est pour cela elle sont importante

pour la recherche pharmacologique ( Ameenah, 2006)
1.1.1. Définition

Une plante médicinale c’est une plante qui présente des propriétés préventives ou curatives

pour traiter des différentes maladies comme Rhume (Leclerq, 2002)

Les plantes médicinales sont une source importante de substances chimiques qui ont des effets
thérapeutiques bénéfiques sur la santé humaine, et les systémes a base de plantes continuent
de jouer un role essentiel dans les soins de santé primaires de preés de 65% de la population

mondiale (Farnsworth et al., 1985).
1.2. Plante sauvage

Les plantes sauvages sont utilisées dans la médecine traditionnel, dans I’alimentation (

Mosango et al., 1985)
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Chapitre 2 : généralité sur les plantes médicinales

Elles font partie du patrimoine culturel et génétique de différentes régions du monde. En
période de famine et de pénurie, ces sources de nutriments et décomposés favorables a la

santé ont recu une grande importance.(pinela et al., 2017)
1.3. Principe actif des plantes médicinales
1.3.1. Les composés phénoliques

Les phénols sont des composés possédant un ou plusieurs cycles aromatiques avec un ou
plusieurs groupements hydroxyles, et généralement, ils sont catégorisés en acides
phénoliques, flavonoides, coumarines et tanins. Ce sont les produits du métabolisme

secondaire chez les plantes (Liu, 2007).
1.3.1.1. Les flavonoides

Sont omniprésent dans les cellules photosynthétique et sont donc largement présent dans le

regne végétal. ils se trouvent dans les graine de fruit, les tige (Heller et Forkmaan, 1993)

Les flavonoides agissent en tant que catalyseurs dans la phase lumineuse de la photosynthése
et / ou en tant que régulateurs des canaux de fer impliqués dans la phosphorylation.(Pietta,

2000)

peuvent étre exploités de plusieurs maniéres dans l'industrie cosmétique et alimentaire (jus de
citron) et de l'industrie pharmaceutique (les fleurs de tréfle rouge traitent les rhumes et la
grippe en réduisant les sécrétions nasales), comme certains flavonoides ont aussi des

propriétés anti-inflammatoires et antivirales (Iserin et al., 2001).

La propriété des flavonoides la mieux décrite est leur activité antioxydant et leur capacité a
piéger les radicaux libres : radicaux hydroxyles (OH-), anions superoxydes (02.—) et radicaux

peroxy lipidiques, selon la réaction suivante :

Flavonoide (OH) + R. — flavonoide (O.) + RH (Wichtl et Anton, 2009)
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Chapitre 2 : généralité sur les plantes médicinales

Le Tableau 04 : Représente la structure de base des principaux flavonoides (Harborne et

Williams, 2000).

Sous classe

Flavonoles

Structure

Flavones @L“)/ij

&

OH
|
o ==
J
o
|
o
« .\\©

O
Isoflavones
Flavanones

o
Flavan-3-ol @C): :

OH

Anthocyanes i

Z=0OH

Tableau 05 : Quelque source naturelle de flavonoides : (Bruneton J (1999), Di Carlo G et

al., 1999)

Tableau 1. Quelques sources naturelles de flavonoides [12, 20]

Flavonoide Source : produits alimentaires Flavonoide Source : produits alimentaires
et plantes médicinales et plantes médicinales
Flavones Myricétine Thea sinensis, Vaccinium macrocarpon,
Apigenine Apium graveolens, Passiflora incarnata, Vitis vinifera
Petroselinum sativum Flavonols glycosylés
Flavones glycosylées Rutine (rutoside) Eucalyptus macrorrhyncha, Fagopyrum
Baicaline Scutellaria baicalensis esculentum, Stellaria media, Sophora japonica
Flavonols Flavan-3-ols
Quercétine Allium cepa, Crataegus cuneata, Ginkgo biloba, Catéchine Thea sinensis, Vitis vinifera
Glycyrrhiza glabra, Morus alba, Hrvatones
Olea europea, Solanum lycopersicum, S : e
Thea sinensis, Vaccinium macrocarpon, Naringénine  fruits du genre Citrus (sp. aurantium, limon, etc.)
Vitis vinifera, Pueraria thumbergiana Isoflavones
Kaempférol Cichorea endivia, Ginkgo biloba, Raphanus Génistéine Soya hispida, Steilaria media, Pueraria lobata,

sativus, Thea sinensis, Vitis vinifera

Sophora japonica

1.3.1.2. Tanins

ce sont des polyphénols soluble dans 1’eau et sont présents dans les écorces des fruits de

quelques plantes (Gulgin et al., 2010).
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Ils se devisent en :
1.3.1.2.1. Les tanins condensés

Ce sont des oligomeéres ou des polymeres de flavane-3-ol dérivés de la catéchine ou de son
nombreux isomere, Ils ont la propriété de coaguler les protéines du derme, d’ou leur

utilisation dans le tannage des peaux (Cowan, 1999).
1.3.1.2.2. Les tanins hydrolysés

Sont des polymeéres de 1’acide gallique ou de son produit de condensation ; 1’acide éllagique.
IIs ont un poids moléculaire plus faible et précipitent beaucoup moins les protéines que les
tanins condensés. Ils peuvent diminuer la dégradation des parois dans le rumen et étre
hydrolysés dans I’intestin en libérant des produits toxiques pour le foie et le rein (Jarrige et

al., 1995)
1.3.1.3. Anthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments bleus, rouges ou violets présents dans les plantes, en
particulier les fleurs, les fruits et les tubercules. En acide anthocyanine apparait sous forme de
pigment rouge Le pigment bleu anthocyane existe dans des conditions alcalines.(Hock eng

ho, 2017)

0+
X

FZ

Figure 2. Two-dimensional structure of flavylium ion,

| Figure 9 : Structure des anthocyane (H.E Khoo, !U | H

Ces pigments sont des dérivés du cation 2-phénylbenzopyrylium plus communément appelé

cation flavylium, les anthocyanes jouent un rdle important dans la physiologie végétale
comme attracteurs des insectes et dans la dispersion des graines (Kerio et al., 2012, Shipp et

al., 2010)
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Ils sont censés a protéger les cellules végétales contre les rayons ultraviolets (UV), l'intensité
lumineuse élevée, le froid, le stress hydrique, les blessures et pour se défendre contre les

microbes et les phytopathogenes (Pervaiz et al .,2017)
1.3.1.4. Coumarines

Les coumarines (connus comme 1,2-benzopyrone), contenant des cycles de benzéne et de a-
pyrone fusionnés, sont un groupe important de phénols de faible poids moléculaire (figure 16)

(Lin et al., 2008).

T ILrx OO _

Coumarin Dihydrocoumarin 7-Hydroxycoumarin Esculotin
T Oyt oyt oo
H3CO T/ J\ /I\I/ L‘,//T\‘/
CH3a CH3 OH
Scopoletin /-Hydroxy-4-methylcoumann 4-Methylesculetin 4-Hydroxyccumarin

| FigurelO : structures chimiques des dérivés de coumarines ( Liu e! W,

Ils sont utilisés dans le domaine des parfums, des produits pharmaceutique et des produits

agrochimique. ( Gunnewegh et al., 1995)

IIs intervient dans I’inhibition de la peroxydation lipidique, ils possédent une activité anti-

inflammatoire et anti-oxydante (Reddy et al., 2004)
1.3.2. Les composés terpéniques ( isoprénoides)
1.3.2.1. Les terpénes

Les terpenes constituent une famille de composés largement répandus dans le régne végétal.
Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’une unité

isoprénique a 5 atomes de carbone (C5HS) (Bruneton ,1999)
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1.3.2.2. Saponines

Les saponosides sont des hétérosides de poids moléculaire élevé, appartenant aux stérols ou
tri terpenes. Ils se dissolvent dans 1’eau en formant des solutions moussantes, présentent des
propriétés hémolytiques, certains sont des matieres premicres pour l’hémi-synthése de

molécules médicamenteuses stéroidiques (Bouhadjera K, 2005).
1.3.3. Alcaloide

Les alcaloides sont des substances organiques le plus souvent d’origine végétale, azotées,
basiques et douées a faible dose de propriétés physiologiques marquées (Zenk et Juenger.,

2007)

Ces substances constituent une classe de produit naturel présentant une grande diversité
structural, Dans leur grande majorité, les alcaloides sont hétérocycliques, bien que quelque
composé azoté aliphatique (non cyclique) comme la mescaline et la colchicine soient parfois

classés dans les alcaloides (Bruneton, 1999).

IIs présentent en fréquemment des propriétés pharmacologiques marquées et ont de
nombreuse subtilisation thérapeutique, notamment au niveau de systéme nerveux central, du

systéme nerveux autonome et du Systeéme cardiovasculaire (badiaga, 2011).

La protopine La stylopine

' Figure 11 : example d’alcaloides (Bruneton,lggﬂ
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Chapitre 3 : plantes médicinales sélectionnées

1. Généralité sur la plante Eucalyptus

La famille Myrtacée est une famille de plantes dicotylédones, Ce sont des arbres et des
arbustes, souvent producteurs d'huiles aromatiques des, poussant principalement en Australie,

on peut citer les genres : Eucalyptus (Bruneton J., 1999.)

Eucalyptus est I’'une des principaux genres forestiers plantés dans le monde Ils comptent

environ 600 a 700 especes et variétés (Warot, 2006).

IIs ont été introduit dans nombreux pays, ils ont une croissance trés rapides, L'Eucalyptus est
une espece tres cultivée, prit rapidement une grande extension en Algérie entre 1860 et 1870
(Daroui, 2012). il est un ingrédient approprié pour la fabrication du papier ( Takahashi,
2004).

1.2. Origine d’Eucalyptus (Wichtl M et al., 2003)

De croissance rapide et pouvant atteindre des dimensions considérables (plus de 100 m de
haut), le genre Eucalyptus est endémique en Australie et en Tasmanie. Il est cultivé de nos
jours dans quelques régions subtropicales d’ Afrique, d’Asie (Chine, Inde, Indonésie) et

d’ Amérique du Sud ainsi qu’en Europe méridionale et aux Etats-Unis. Les espéces
appartenant a ce genre sont utilisées pour assécher certaines zones marécageuses et se sont

acclimatées a la région méditerranéenne.
2. Aspect botanique
2.1. Feuille

L’Eucalyptus est un tres bel arbre de 30 a 35 m, jusqu’a 100 m dans son milieu naturel (
Traor, 1991)Les Eucalyptus portent des feuilles persistantes, coriaces, glabres mais

différentes en fonction de 1’age des rameaux:

Les jeunes rameaux : possedent des feuilles larges, courtes, opposées, sessiles, ovales, bleu-

blanc et cireuses, avec un vrai limbe nervuré.

Les rameaux plus agés : possedent des feuilles aromatiques, falciformes, longues de 12 a 30
cm, étroites, pointues, épaisses, vert foncé, courtement pétiolées, alternes et pendantes

verticalement (Goetz et Ghedira, 2012).
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Chapitre 3 : plantes médicinales sélectionnées

i : illes d’eucalyptus (Fraval, 2005! -

2.2. L’écorce

L’écorce est de couleur et de texture variable selon les especes. Souvent elle présente
plusieurs couleurs, comme un platane, et se détache en lambeaux qui tombent au sol, mais

I’écorce peut étre aussi dure, fibreuse, floconneuse, lisse. ( Mekelech, 2015)

3¢ ¥
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e

Figure 13 : Un € Figure 14 : U
d’écorce lisse qui se example d’écorce

e par lambeaux

2.3. Fleur

Les fleurs d’Eucalyptus sont trés variées (en bouton de couleur (blanc-bleu), en toupie
surmontée d’une pseudo-corolle en forme de coiffe qui tombe lors de I’épanouissement,
laissant apparaitre un panache d’étamines (Baba Aissa, 1999). Au départ, les étamines sont
enfermées dans un étui fermé par un opercule formé par la fusion des pétales et des sépales.

Une fois les étamines grandissent, il y’aura la formation de la fleur. (Serventy, 1968)
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ii'liureIS : fleurs d’Eucalyptus ( Serventy, H

2.4. Fruit

Le fruit ligneux est une grosse capsule glauque prenant une teinte marron a maturité, dure,
anguleuse, verruqueuse, et s’ouvrant légérement par trois, quatre ou cinq fentes (qui dessinent
une ¢€toile a son sommet) pour libérer de nombreuses graines sombres et minuscules (Goetz et

Ghedira, 2012).

\figure1s : it Eucalyprus (Kebsi, 2011) |
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Tableau 06 : Classification d’ Eucalyptus camaldulensis

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

2001) :
régne Végétal
Embranchement Spermatophyte
S /s embranchement Angiosperme
Classe eudicote
Sous-classe rosides
Ordre myrtale
Famille myrtacé
genre Eucalyptus
espéce camaldulensis

Noms communs

Gommier, Gommier bleu, Arbre
au Koala, Arbre a la fievre
(Winter, 2015).

Nom vernaculaire

Arabe ; WSl 5 adi | GugidlS

Francais : Eucalyptus Algérie :

Kalytous (Kesbi, 2011)

3. Propriété thérapeutique d’Eucalyptus

11 est utilis¢ dans la médecine traditionnelle chinoise pour une variété de maladies,

Ses principales utilisations sont la production d’huiles essentielles, qui sont utilisées a des fins

médicinales et pharmaceutiques.( Belyagoubi, 2012)

Aussi pour soulager les symptomes de 1’asthme, pour traiter I’inflammation des voies

respiratoires, de la gorge ou des muqueuses de la bouche (voie interne) ainsi que pour

soulager les douleurs rhumatismales (Atta, 1998)

Les Aborigenes (Australiens autochtones) utilisent traditionnellement les feuilles d'eucalyptus

pour guérir les plaies et les infections fongiques. Les extraits de feuilles d'eucalyptus ont été

approuvés en tant qu'additifs alimentaires et sont également utilisés dans les formulations

cosmétiques.( Takahashi, 2004)
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Elle est utilisée aussi pour soigner des maladies telles que la diarrhée, la gale et les

hémorragies (Reid et al., 1977)

4. Tableau 07 La chimie d’Eucalyptus (Amakura Y et al., 2000, Ghedira K et al., ( 2008),
Osawa K e t al., 1996, WHO Anonyme, (1999)

Classe de constituant

Example de constituant

Huile essentiels : 1 243,5% du poids

de la feuille

1,8 cinéole (Eucalyptus) :70a 85%
de I’huile essentiel

- monoterpenes : alpha-pinene, B3-
pinéne, 6-limoneéne, para-cymene,
camphene, alpha-phellandréne,
alphafenchene, y-terpinéne, -
sesquiterpenes : aromadendrene,
alloaromadendréne - alcools :
eudesmol, alpha-terpinéol, globulol,
pinocarvéol - aldéhydes : citral,
myrténal - cétones : carvone,
pinocarvone, verbénone - acétate de

gérany

Acides phénols

Acides gallique, caféique, férulique,
ellagique, gentisique,

protocatéchique

Glucosides de monoterpénes

Globulisines, cypellocarpine,

euglobuline
Flavonoides Flavones méthylées, rutine,
quercétine, quercitrine, hyperoside
Tanins Tanins galliques, proanthocyanidols

et tanins condensés

Dérivés du phloroglucinol

Euglobals, macrocarpals A-E,

macrocarpals H-J, Eucalyptone

Divers

Résines, cire
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Matériel et méthode

Notre travail a été réalisé au laboratoire pédagogique du département de science de la nature
et de la vie centre universitaire Belhadj-Bouchaib Ain temouchent pendant une période de 3

mois.

Les travaux pratiques ont pour étudier les tests phytochimiques et 1’activité antioxydante de la
plante Fucalyptus de la région d’ain temouchent pour cela les expériences sont réalisées

comme suit :

1-Etude des tests phytochimiques de la plante

2- Préparation des extraits de la plante Eucalyptus camaldulensis

3- Etude I’effet antioxydant des extraits préparés en utilisant DPPH
Chapitre 1 : Etude des tests phytochimiques

L’extraction des différents composants des feuilles de la plante est réalisées dans les mélanges

eau / acétones a chaud et sous agitation continue.
Pour cela, dans un ballon surmonté d’un réfrigérant, en place 5g de notre matiére végétale
Séchée et broyée avec 50 ml du solvant utilisé. L’ensemble est porté sous reflux pendant
30min ( Trease et Evans 1987). Les extraits sont filtrés et stockés sous forme liquide a 4°C
Pour les analyses ultérieures (tests phytochimiques)

1.1. Les flavonoides ( karumi et coll, 2004)

L’évaporation de 2ml de chaque extrait, le résidu est repris dans 5Sml d’alcool
chlorhydrique dilué 2,2. et on ajoute 2 a 3 copeaux de magnésium, la présence des

flavones aglycones est confirmé par 1’apparition d’une couleur rouge ou orange.
1.2. Les alcaloides

A 0,1 ml de notre extrait on ajoute 2,5ml d’HCL a 1%, et incubé au bain marie. On ajoute
le réactif de Mayer. L’apparition d’un précipité blanc ou brun révele la présence des

alcaloides
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Réactif de Mayer : dissoudre 1,358d d’HgCl2 dans 60 ml d’eau distillée puis 5g de KI
dans 10ml d’eau distillée. On mélange les deux solutions et on ajuste le volume total a 100

ml.
1.3. Les tanins ( karumi et coll , 2004)

3 gouttes de FeClI3 a 1% est ajoutées a 1ml de chaque extrait aprés 2min d’incubation, un

test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleue ou vert foncée
1.4. Les quinones libres
A un volume de Iml de chaque extrait, on ajoute quelques gouttes de NaOH a 1%
L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des
quinones libre ( Oloyede, 2005)
1.5. les terpénoides
On ajoute a 2,5 ml de notre extrait Iml de chloroforme et 1,5 ml de H2SO4concentré.
La présence des terpénoides est révélée par 1’apparition de deux phases et une couleur
Marron en interphase
1.6. saponosides
A 2ml de chaque extrait on ajoute 1ml d’eau distillée, on agite la solution pendant 1 minute

L’apparition d’une mousse qui persiste durant 15 minute, le teste est positif si I’épaisseur de

la mousse dépasse lcm
1.7. les coumarines

On ajoute 1 ml d’eau chaude a 1 ml de chaque extrait. La solution obtenue est divisée en
deux parties égales. La premiere représente un témoin et la deuxiéme est traitée avec 0,5 ml

de NH4OH a 10%

L’examen est réalisé sous la lumiére ultraviolette et 1’apparition d’une fluorescence intense

révele la présence de coumarines ( Benmehdi ,2000)
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1.8. les composés réducteurs

On ajoute 1ml de notre extrait 0,5 ml de liqueur de Fehling, aprés on chauffe les tubes au bain

marie a 40°C. un test positif est indiqué par I’apparition d’un précipité de couleur rouge
brique ( Trease et Evans, 1987)

2.1. Matériel végétal

Notre étude est porté sur une espece de plante de la famille des Myrtaceae .1a récolte de

cette plante a été faite pendant le dans la région de Sidi-Safi la wilaya d’Ain temouchent

M' .| région de la récolte q
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2.2. Préparation des extraits
Les extraits utilisés sont préparés selon le mode d’extraction en macération

Les échantillons d’Eucalyptus camaldulensis sont broyés a 1’aide d’un moulin a café

¢lectrique jusqu'a leur réduction en poudre.

e la plante Eucalyptus cam

. Apres les extraits sont préparés :

L’extrait organique : méthanol, éthanol, éther de pétrole, extrait aqueux et extrait totale, n-

butanol.
2.3. Extraction par les solvants organique a polarité croissante

Suivant le protocole d’extraction décrit par (Biallo et al., 2004 ; Falleh et al., 2008), une
prise d’essai de 40g de poudre de matériel végétal a été mise a macérer dans 200 ml de
solvant absolu sous agitation magnétique durant 24h a une température ambiante, les solvants
a polarité croissante sont utilisés dans 1’extraction , les macéras ont ensuite €été évaporés a sec

sous pression au rota vapeur et séchés a poids constant.




Matériel et méthode

<:| ‘ 1-Macération sous agitation \

<:| ‘ 2- Filtration sous vide \

3-Evaporation
= H

ﬂ' étaies de I'extractio
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2.4. Extraction aqueuse

50g de poudre du matériel végétale a été portés a reflux dans 500ml d’eau distillé et mis a
macérer a température ambiante pendant 24h sous agitation puis filtrés. Ce filtrat a ensuite été

seché a 50°C jusqu'a I’obtention du poids constant ( falleh et al 2008 ; Moroh et al 2008)

22 : extraction aqueuse —

2.5. Extraction d’huile totale

L’extrait méthanolique a été préparé puis filtré aprés une macération de 24h sous agitation, le
filtrat est mélangé dans une ampoule a décompter avec 50 ml de hexane, apres agitation deux

phase ont été obtenues, une phase aqueuse plus dense qui apparait au-dessous et une phase

organique, contenant les lipides.

M' 'I extraction d’huile totale -
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La phase organique supérieurs a été récupérée cette étape a été répété trois fois avec
renouvelement du solvant. L hexane a été par la suite évaporé. L’extrait résultant est

considéré comme huile totale (HT) d 'Eucalyptus

La série d’extraction permet d’obtenir cinq extrait aqueux (AQ), 4 extraits organique : extrait
¢ther de pétrole (EP), extrait éthanolique, huile totale, n-butanol. Les extraits secs sont

conservés a I’obscurité jusqu'a utilisation.
3. Détermination des rendements

Le rendement est la quantité d’extraction obtenue a partir d’une maticére végétale, la
détermination de cette quantité est exprimé en % par rapport a la matiere seche initialement

utilisée ( Bssaibis et al , 2009)

Rendement d’extraction est calculé par la formule suivante :

R % = 100 Mext/ Mech

Ou : R est le rendement en %

Mext est la masse de I’extrait apres évaporation du solvant en mg

Mech est la masse seche de I’échantillon végétal en mg (Mahmoudi, Khali et al. 2013)

4. Préparation de ’extrait des tanins

L’extraction des tanins des feuilles de la plante Eucalyptus camaldulensis est réalisée selon la
méthode de Zhang et Coll, 2008. Les broyats de la matiére végétal (2,5g) ont été extraites par

50ml du mélange acétone /eau durant trois jour a température ambiante.

La solution obtenue est filtrée et évaporée a 40°C par un rota vapeur pour €liminer 1’acétone,
puis la phase aqueuse est lavée par le dichlorométhane afin d’¢liminer les pigments et les
lipides. Apres ¢limination de la phase organique, la phase aqueuse e été traitée trois fois avec
I’acétat d’étyle. Les 3 phases organique obtenues sont réunies et évaporées a sec a 40°C par
un rota vapeur. La phase aqueuse restante est traitée trois fois par le N-butanol. Les phases N-

butanol sont évaporées a sec afin de récupérer 1’extrait sous forme de poudre.
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2,5 g des feuilles
Macération 3 jour avec :
Acétone / eau
Filtration et évaporation de

L’acétone

extraction de la phase aqueuse

Par I’acétate d’éthyle

=

La phase aqueuse

l

La phase N-butanol

!

Evaporation a secs

(50°C), et récupération
des résidus secs

=

la phase acétate d’éthyle

Evaporation a sec
( 50°C), et récupération
des résidus secs

‘ Fiiure 24 : shéma de I'extraction des tannins des feuilles d’Eucalyptus Eamaw
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5. Evaluation d’activité antioxydante
5.1. Activité du radical DPPH

le DDPH (2,2 diphenyl-1-picryl hydrazyl) est un radical instable qui possede un ¢électron
célibataire sur 1’atome d’azote (Maisuthisakul P et al., 2008), c’est un teste colorimétrique
qui repose sur la mesure par spectrophotomeétre de la capacité d’une substance antioxydante a
réduire le radical DPPH de couleur violette en solution de couleur jaunatre, ceci lorsque son
¢lectron célibataire est apparié¢ avec un hydrogene provenant d’un antioxydant, 1’absorbance
est mesurée par spectrophotometre a 517 nm. Une faible absorbance indique une meilleure

activité anti radicalaire.( Bougatef et al., 2009)

C L 1] L)
R e L‘-.."//L'N"f ~
I:H
N

—f

= ‘-Ty
" NO

>
1.1 -Daphdnyl-2-picsy lhydsney] (DPPPHYD (DPPH):H

violet jaune

' F igre 25 : piégeage du radical libre DPPH (Ramadan, !" H

5.2. Mode opératoire

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
DPPH. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par (Suja et
al., 2005). Un volume de 2 ml de différentes concentrations de chaque extrait est ajouté a 2
ml de la solution méthanolique du DPPH (0,078 g/1) fraichement préparée. En ce qui concerne
le controle négatif, ce dernier est préparé en paralléle en mélangeant 2ml du méthanol avec 2
ml d’une solution méthanolique de DPPH a la méme concentration utilisée. Apres incubation
a ’obscurité pendant 30 min et a la température ambiante la lecture des absorbances est
effectuée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotometreUV visible. Des standards de référence

(acide ascorbique ) ont également été analysés en respectant la méme
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0.995" _
10.1-
517.0..

H’ i7 : la lecture des W

Le pourcentage de neutralisation du radical de DPPH est calculé selon la formule suivante :

Pourcentage d’inhibition du radical DPPH = |témoin|—|échantillon|

[témoin| x100
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Résultat et discussion

1. Résultat et discussion
1.1. Tests phytochimiques

Tableau 08 : représente les métabolites secondaires présentés dans la plante Eucalyptus

camaldulensis

composés Résultats

/ aqueux | Diéthyl ether acétone
tanins + + +
flavonoides + - +
terpenoides - + +
coumarines - - +
alcaloides + - +
Quinones libres + - -
saponosides - - -
Composés réducteurs + - +

Les extraits ( aqueux, acétone,d’éthyle éther) ont montré les résultats des tests représentés

dans le tableau N° 08.

Ces derniers indiquent la présence des tanins et I’absence totale des saponosides. L utilisation
de DPextrait aqueux a démontré une forte dominance des métabolites secondaires : les

flavonoides, alcaloides, quinones libres, et composés réducteurs.

Nous avons remarqué que ’extrait acétonique est extrénement riche en ces composés sauf les

quinones libres.
Pour finir I’extrait d’éthyle éther a montré uniquement la présence des terpénoides.

On explique la présence des tanins dans les trois extraits (aqueux, acétone, d’éthyle éther par
leurs natures chimiques, cette diversité structurale est responsable de la grande variabilité
physico-chimique influencant 1’extraction des polyphénols (Koffi et al., 2010, Mahmoudi et
al., 2013).

L’extrait aqueux polaire permet une meilleure extraction des composés, elle est due a

l'affaiblissement des liaisons d'hydrogeénes dans les solutions aqueuses. Elle pourrait
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¢galement étre due a I'augmentation de la basicité et de 1’ionisation des polyphénols dans des

solutions vues ( G.Sripad et al., 1982) .

L’acétone a été choisi comme solvant d’extraction car il permet d’extraire les composés
polaires des plantes, qui sont miscibles avec des solvants organiques, (Eloff, 1998).il extrait
une plus grande quantité de composés de végétaux comparativement avec d’autres extraits
(Bizimenyera et al., 2005), les résultats montrent I’absence seulement des quinones libres

dans cet extrait. ceci est en accord avec les résultats de ( Shubhreet et al., 2018)

On explique 1’absence de la majorité des composés dans ’extrait d’éthyle éther par sa faible
polarité il permet I’extraction d’une faible quantité¢ de composé. la sélection du solvant pour
I’extraction est basée sur sa polarité¢ ( Mohd et al., 2012) généralement ces derniers sont
solubles dans 1’eau, et certains solvants comme [’acétone, et sont non solubles dans d’autres

extraits comme d’éthyle éther ( Mazen 2010).

L’ Eucalyptus ne contient pas des saponosides ceci est en accord avec les travaux de (Luis et
al .,2014) , et ce n’est pas en accord avec les résultats de (Shubhreet et al ., 2018) pour
I’Eucalyptus de 1’inde qui ont trouvé la présence des saponosides dans la plante. On peut
expliquer cette variation des résultats entres les travaux par la composition chimique de ces
plantes, cette derniére dépend essentiellement des conditions environnementales dans
lesquelles poussent ces végétaux. C’est pourquoi les plantes des zones arides produisent
plusieurs types de métabolites secondaires afin de se défendre et pouvoir subsister aux

contraintes imposées par le climat et le milieu (Rira, 2006)

La solubilité des polyphénols dépend principalement du nombre de groupements hydroxyles,
de poid moléculaire et de la longueur de la chaine carbonique de squelette de base

( Mohammedi, 2011).

On peut conclure que les extraits les plus riches en composés phénoliques peuvent étre

considérés comme les plus antioxydants ( Beddou, 2015)

Page 40



2. Rendement

Résultat et discussion

Les extractions des différents composés dans notre plante Fucalyptus camaldulensis nous ont

permis de calculer le rendement de chaque extrait: méthanolique, éthanolique, éther de

pétrole, aqueux ,huile totale, n-butanol.Par rapport au matériel végétal sec est exprimé en

pourcentage.

Tableau 9 : représente les résultats de rendement de la plante Eucalyptus camaldulensis

Les extraits des feuilles Rendement en %
méthanol 19

aqueux 15

éthanol 10,08

Ether de pétrole 8,35

Huile totale 1,92

n-butanol 6,8

20
18
16
14
12
10

le rendement en %

O N b O ®

EMOH

EAQ

EETOH EEP EHT
les extraits

ENB

iliure 28 : Représentation graphique de rende
is

Nous avons observé que le rendement le plus €levé était chez 1’extrait méthanolique qui est de

19%, par contre I’huile totale montre un faible rendement qui est de 1.92%. Les autres
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extraits : aqueux, éthanol, éther de pétrole, n-butanol, ont donné les rendements de 15%,
10,08%,8 ,35%, 6,8% respectivement.

L’eau et le méthanol sont des solvants polaires qui donnent les meilleurs rendements. En effet,
c’est le méthanol qui permet d’extraire le maximum de familles de composés ceci est en
accord avec les résultats de (Allal ,2016) .

Ces résultats sont comparables a ceux obtenus par (Mohammedi et Atik , 2011) sur Tamarix

aphylla.

L’extraction avec le méthanol donne un rendement plus ¢€levé (7 fois plus) que celle réalisée
avec de 1’eau, (Cowan, 1999). Ceci n’est pas en accord avec d’autres travaux sur d’autres
plantes, en fait les études sur la plante de Orthosiphon stamineus a montré que 1'eau est plus
efficace pour extraire le soluté car il a une polarité plus élevée et une chaine plus courte (Pin
et al., 2010). Ces caractéristiques de 1'eau améliorent sa capacité a extraire les composés
polaires. Ceci explique donc son importance. La différence de rendement pour d'autres
solvants peut étre due a d'autres facteurs, notamment les composés phytochimiques présents

dans les plantes, la température d'extraction et le rapport solvant / solide.( Mohd et al., 2012)

Donc on peut conclure qu’il est difficile de comparer les valeurs de nos rendements avec
d’autres études de la plante Eucalyptus camaldulensis, car le rendement n’est que relatif et
semble étre 1i€¢ aux propriétés génétiques des plants ainsi qu’a leur origine géographique, aux
conditions et a la durée de stockage et de récolte et aux des conditions dans lesquelles

I’extraction a été effectuée (Atti ,2014).
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3. Evaluation de I’activité antioxydante

3.1. Variation du pourcentage de réduction en fonction de la concentration de chaque

extrait

a- Activité antioxydante de I’extrait méthanolique

90 - y = 453,86x + 40,041
30 4 0,9318
70 - IS
60 -
50 -
40 - §
30 -
20 -
10 -
0 . . . . . .
0 002 004 006 0,08 0,1 0,12
les concentrations

Figure 29 : Variation du pourcentage de réductio
ion de I'extrait méthanolique

D’apres la figure on peut calculer le IC50= 0,02194mg/ml

% de reduction de DPPH

b- Activité antioxydante de I’extrait éthanolique

100 - y =267,13x + 36,036
T R?=0,9237
& ®
o 80 -
g 2
e 60 -
.0
] 40
S i
@ L
% 20 -
X
0 T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
concentrations

Figure 30 : Variation du pourcentage
ion de la concentration de I'extrait éthanolique

D’apres la figure IC50= 0,05229 mg/ml
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c- Activité antioxydante d’huile totale

- 100 -+ y = 180,2x + 37,232

a R2 = 049606

a5 80

3

c 60

2

T 40

=]

©

Y20 A

(]

]

o\° O T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

concentrations

Figure 31 : Variation du pourcentage de ré
tion de I’huile totale

IC50=0,07086 mg/ml

d- Activité anti radicalaire d’éther de pétrole

100 - y =252,27x + 26,701
z R? =0,9818
5 80 -
(]
T
e 60 -
2
k3]
S 40 -
T
o
g 20 -
xX

0 T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
concentrations

Figure 32 : variation du pourcentage de
concentration d’éther de pétrole

Calcule d’IC50= 0,09236 mg /ml
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e- Activité antiradicalaire de N-Butanol

100 - y =276,96x + 39,794
x =19,9169
& 80 - *
3
c 60 -
K=}
S 40 -
é L J
5 20 -
©
X 0 . . , : .
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
concentrations

Figure 33 : Variation du pourcentage de réduction

’

ait n-butanol

On peut déterminer le IC50=0,03687mg /ml

f- L’activité antioxydante de ’extrait aqueux

90 - y =493,14x + 29,731
R?=0,9528
80 -
70 -
60 -
x 50 - .
a
° 40 L 2
©
g% ¢
820 -
3
2 10 -
(]
T
°\O O T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
concentrations

Figure 34 : Variation du pourcentage

e la concentration de I'extrait aqueux

IC50=0,04110 mg/ml
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3.2. Comparaison entre les extraits par rapport a leur IC50

O (=1 [S==] ro—

méthanol Ethanol ether de n-butanol Aqueux  Huile Totale
pétrole

les extraits

Figure 35 : Représentation graphique montre la c
i apport a I’ IC50

La représentation graphique a montré les valeurs des IC50 des extraits. Les tests au DPPH

révelent que I’extrait méthanolique confirme un IC50 qui est de 0,02194 mg/ml .

L’extrait n-butanol confirme un IC50 presque similaire que ’extrait aqueux qui sont de

0,03687 mg/ml et 0,04117 mg/ml.
On remarque que IC50 d’éthanol =0,523 mg/ml.

En conclusion nous constatons que 1’huile totale et éther de pétrole donne un IC50 plus élevé

qui sont de 0,7086 mg/ml et 0,9238 mg /ml

Donc le classement des extraits selon leur pouvoir antioxydant est le suivant: Extrait

méthanolique, I’extrait n-butanol, aqueux, éthanol, puis huile totale, a la fin éther de pétrole

3.3. Variation du pourcentage de réduction en fonction de la concentration de chaque

témoin
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a- Activité anti antioxydante d’acide ascorbique

y =6209,7x + 38,364
70 - R2=0,9766

E 60 -
o
o 50 -
3

c 40 -
9

5 30 -
3 20 -
‘0

—

[} 10 A
T
°\° O T T 1

0 0,001 0,002 0,003 0,004
concentrations
Figure 36 : Variation du pourcentage de réducti
i e témoin acide ascorbique
D’apres la figure le IC50=0,0018
b- Activité antioxydante du catéchol
y =2093,3x +4,2145
30 R?=0,9837

I

& 25 -

a

$ 20 -

c

215 -

(8]

>

g 10 - P

S 5 -

X

0 T T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012
concentrations

Figure 37 : Variation du pourcentage de r
ration de témoin catéchol

D’aprés la figure IC50=0,0218 mg/ml
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c- Activité antioxydante de I’acide tannique
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Figure 38 : Variation du pourcentage de ré
ion de témoin acide tannique

D’aprés la figure IC50=0,00615 mg/ml
3.3.1. Comparaison entre les témoins par rapport IC50

Les graphes représentent les IC50 des témoins utilisés pour 1’activité antioxydante
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i Fiiure 39 : comparaison entrW

A partir de la représentation graphique on remarque que ’acide ascorbique posseéde un IC50

plus faible =0,0018mg/ml, puis 1’acide tannique qui a une valeur d’IC50 de 0,00615 mg /ml
et enfin le catéchol qui représente un IC50 de 0,0218mg/ml
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4. Comparaison des extraits avec les témoins par rapport IC50
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igure 40 : Représentation graphique montre la
i témoins par rapport a I'lC 50

En comparant les extraits et les témoins 1’acide ascorbique reste le plus efficace avec un faible

IC50, suivi de 1’acide tannique et le catéchol, le classement des témoins et les extraits selon
leur pouvoir antioxydant est le suivant: acide ascorbique, acide tannique, le catéchol,

méthanol, n-butanol, aqueux, éthanol, huile totale, éther de pétrol .

On explique I’utilisation de la technique DPPH par sa rapidité a donner les résultats, comme
elle est employée pour le criblage des molécules douées d'activités antioxydantes présentes

dans les extraits de végétaux (Yi et al., 2008 ; Nabavi et al., 2010)

L'acide ascorbique a une meilleure activité antioxydante, par apport au catéchol (Altunkaya,
A et al., 2008) et par apport a 1’acide tannique (Baschieri, A et al 2019) L’acide ascorbique
est un réducteur trés puissant et posséde de ce fait un pourvoir antioxydant, qui est au centre
de son activité biochimique .Sa structure est composée d’une fonction ene-diol en C2, celle-ci
est trés sensible a I’hydrolyse. Elle est responsable de 1’acidit¢ de la molécule et de son

pouvoir antioxydant.

Selon les résultats enregistrés, les extraits méthanoliques et n-butanol et aqueux sont dotés
d’un meilleur pouvoir antioxydant, leur IC50 respective est de 0,02194mg/ml, 0,3687mg /ml,

0,04110, le méthanol enregistre le meilleur IC50 ceci est en accord avec les résultats
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d’activité antioxydant obtenue de (abdel nacer et al 2011) et les résultats de (Lopez Vet al.,

2007)

A I’aide d’une étude qui a été faite par (Bougandoura et al., 2012) sur I’activité antioxydante
des extraits aqueux et méthanolique,ll est donc trés probable que ses extraits contiennent des
composés (Flavonoides , terpenes, tanins ) (Ciulei J1981) qui, une fois purifiés, peuvent

présenter une activité comparable a celle de I’acide ascorbique.

Le n-butanol posséde un faible IC50 = 0,03687mg/ml il permet 1’extraction des tanins
condensé on explique la forte activité antioxydante par présence de groupement hydroxyle

OH dans les tanins qu’il a un effet antioxydant (Serrano 2009)
Les polyphénols contenus dans les extraits d’ Eucalyptus camalsulensis tell que

pro anthocyanidines ( tanins condensés), et flavonoides (flavonols, flavanols,) et alcaloides
( Dixit et al 2012) sont responsable de 1’activité antioxydante (Seeram, N. P. 2008) Cela est
en accord avec les travaux menés sur les extraits des feuilles et I’écorce de la plante
Eucalyptus camaldulensis par plusieurs auteurs (Cruz et al., 2005; Vazquez et al., 2008 ;
Wilthet Anton, 2003); (Nakagawa and Yokozawa 2002; Siddhuraju, 2007; Spranger et
al., 2008; Troskynska et al., 2002 ).

Les flavonoides a groupes hydroxyles multiples sont des antioxydants plus efficaces que ceux
a un seul. La présence de la structure ortho [ 3,4 [ dihydroxy augmente l'activité
antioxydante (Geldof et Engeseth 2002). Les composés phénoliques réduisent ou inhibent les
radicaux libres par transfert d'un atome d'hydrogéne, a partir de son groupe
hydroxyle. Mécanisme réactionnel d’un composé phénolique avec un radical pyroxyle (ROO )
implique un transfert concerté du cation hydrogéne du phénol au radical, formant un état de
transition d’une liaison HO a un électron. La capacité antioxydante des composés phénoliques
est fortement réduite lorsque le milieu réactionnel est constitué d'un solvant susceptible de
former des liaisons hydrogeéne avec les composés phénoliques. Par exemple, les alcools ont un
double effet sur la vitesse de réaction entre le phénol et le radical pyroxyle. D'une part, les
alcools sont des accepteurs de liaisons hydrogene. D'autre part, ils favorisent l'ionisation des
phénols en phénoxydes anioniques, qui peuvent réagir rapidement avec les radicaux pyroxyles,
par transfert d'électrons. L’effet global du solvant sur 1’activité¢ antioxydante des composés
phénoliques dépend dans une large mesure du degré d’ionisation des derniers composés

(Norma et al., 2019).
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Conclusion générale et perspectives

Conclusion :

Le screening phytochimique indique la richesse de cette plante en tanins, térpénoides ,

alcaloides et composés réducteurs .

Cette richesse en composés secondaires peut expliquer I’utilisation de cette plante en

médecine traditionnelles.

Les différentes familles existantes dans la plante justifient leur utilisation thérapeutique, en
effet la présence des tannin explique 'utilisation d’Eucalyptus pour la protection des couches
sous-jacent ,elles ont un effet vasoconstricteur sur les petit vaisseaux superficiels,elles
exercent un effet antidiarétique, d’autre part la présence des térpénoides explique 1’utilisation
de la plante pour calmer les douleurs dues aux rhumatisme, les flavonoides sont souvent

présentés comme hypocholéstérolémiant, hépatoprotecteur

Les extraits d’Eucalyptus possedent une activité antioxydante due a la présence de composés
de haut poids moléculaire tels que les tannins condensés et la richesse de la plante en

flavonoides .

L’Eucalyptus est considérée comme une plante polyvalente qui reste treés exploitée, elle est

utilisée dans les pharmacopées traditionnelles, elle est trés importante dans 1’environnement
Il serait donc intéressant d’approfondir cette étude par :

» Une étude de ’activité antifongique d 'Eucalyptus camaldulensis vis-a-vis des souches
de champignons et moisissures
» Etude de I’effet toxique des extraits bruts et de I’huile des feuilles de la plante vis-a-

vis des globules rouges humain.
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