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Résume

Ce travail vise a identifier les principaux groupes chimiques présents dans les feuilles de la
plante Eucalyptus citriodora ainsi que 1’évaluation de I’activité antioxydante et antibactérienne
de ses deux extraits méthanolique et aqueux. Les résultats de 1’étude phytochimique ont montré
la présence des phénols, des flavonoides, des tanins, des terpénoides, des glucides, des qui-
nones, des saponines, des stéroides et des protéines. L’analyse quantitative a montré la richesse
des extraits en polyphénols avec des teneurs de 62.38 a 200.64 ug EAG /mg d’échantillon ; la
teneur élevee a éte obtenue par le méthanol. Le pouvoir antioxydant a révélé que les deux ex-
traits présentent des propriétés antioxydantes ; ou I’extrait méthanolique présente une excellente
aptitude a neutraliser les radicaux libres DPPH. Concernant le test de 1’activité antibactérienne,
les résultats ont montré une activité importante de 1’extraits aqueux et méthanolique contre
Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis. Pour Staphylococcus aureus les deux extraits ont
révélé un effet relativement faible. Par contre Escherichia coli a été résistante vis-a-vis les deux
extraits. Les résultats obtenus indiquent que les extraits méthanolique et aqueux des feuilles de
la plante Eucalyptus citriodora présentent une richesse en composés bioactifs, avec une forte

activité antioxydante et une efficacité antibactérienne variable selon les souches.

Mots clés : Eucalyptus citriodora, étude phytochimique, polyphénols, activité antioxydante,

activité antibactérienne.



Abstract

This work aims to identify the main chemical groups present in Eucalyptus citriodora leaves as
well as the evaluation of the antioxidant and antibacterial activities of its methanolic and aque-
ous extracts. The results of the phytochemical study showed the presence of phenols, flavo-
noids, tannins, terpenoids, carbohydrates, quinones, saponins, steroids and proteins. Quantita-
tive analysis showed the richness of the extracts in polyphenols with contents of 62.38 to 200.64
ug EAG /mg of sample; the high content was obtained by methanol. The antioxidant power
revealed that both extracts exhibit antioxidant properties; where the methanolic extract exhibits
excellent ability to neutralize the free radicals DPPH. Concerning the antibacterial activity test,
the results showed significant activity of the aqueous and methanolic extracts against Pseudo-
monas aeruginosa and Bacillus subtilis. For Staphylococcus aureus, both extracts revealed a
relatively weak effect. On the other hand, Escherichia coli was resistant to both extracts. The
obtained results indicate that the methanolic and aqueous extracts of Eucalyptus citriodora
leaves are rich in bioactive compounds, exhibiting strong antioxidant activity and antibacterial
efficacy that varies depending on the bacterial strains.

Keywords: Eucalyptus citriodora, phytochemical study, polyphenols, antioxidant activity, an-

tibacterial activity.
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B Introduction

Les plantes médicinales, qu'elles soient utilisées sous forme d'extraits standardisés ou a
I'état pur, offrent de vastes perspectives pour le développement de nouveaux medicaments.
Elles présentent également de nombreux avantages nutritionnels, en raison de la présence de
composés phytochimiques (des substances organiques bioactives) qui jouent un role protecteur
contre diverses maladies (Chijioke et al., 2024). Par ailleurs, les composes phytochimiques
bioactifs présents dans les plantes médicinales, tels que les flavonoides, les composés
phénoliques, les terpenes, les coumarines ou encore les saponines, sont reconnus pour leurs
multiples propriétés thérapeutiques (Hlatshwayo et al., 2025).

Les especes reactives de I'oxygene (ERO) sont naturellement produites par I'organisme
et jouent un role important dans le fonctionnement cellulaire normal. Cependant, lorsque leur
production dépasse leur élimination, elles s'accumulent et endommagent des biomolécules
importantes. Ces dommages peuvent entrainer le développement de diverses maladies. C'est
pourquoi I’utilisation d’antioxydants aide & protéger le corps en prévenant ou en ralentissant
I’apparition de diverses maladies (Miguel et al., 2018).

L'émergence de micro-organismes multirésistants constitue une grave menace pour la
santé mondiale. Face a la menace croissante des bactéries multirésistantes, la recherche
s’oriente vers de nouvelles stratégies antimicrobiennes, notamment ’exploration des plantes
médicinales comme sources de traitements potentiels. Le screening phytochimiques, basé sur
des données médicales, constitue une méthode prometteuse pour découvrir des médicaments
innovants (El-Saadony et al., 2025).

Les composés phytochimiques des plantes médicinales sont reconnus pour leurs
propriétés antioxydantes et antimicrobiennes. Elles constituent donc un substitut potentiel a la
médecine moderne (Akl and Younos, 2024).

Les feuilles de la plante d'Eucalyptus sont une excellente source d'antioxydants,
notamment de flavonoides, qui protégent contre le stress oxydatif et les dommages causés par
les radicaux libres (Alvarez et al., 2021). On outre, les extraits de feuilles de la plante
d'Eucalyptus sont reconnus pour leurs propriétés antibactériennes (Takahashi et al., 2004). De
plus, l'utilisation des extraits de feuilles d'Eucalyptus suscite un intérét croissant dans divers
secteurs, notamment pharmaceutique, cosmétique et alimentaire (Alvarez et al., 2021).

Dans ce contexte, notre travail vise a explorer le potentiel d’Eucalyptus citriodora a
travers une approche combinée reposant sur le screening phytochimique, 1’étude du pouvoir
antioxydant ainsi que 1’évaluation de I’activité antibactérienne et de ses extraits méthanolique

et agueux.



B Introduction

Notre travail est structuré en trois parties. La premiere partie est consacrée a une étude
bibliographique composée de deux chapitres : le premier porte sur 1’Eucalyptus citriodora et
ses activités, et le second traite les métabolites secondaires et leurs activités biologiques. La
deuxiéme partie décrit le matériel utilisé ainsi que les méthodes expérimentales mises en ceuvre.
Enfin, la troisieme partie présente les résultats obtenus, accompagnés de leur analyse et de leur

discussion.
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Chapitre 01 :

Geénéralités sur la plante Lucalyprus
citriodora




I Chapitre 01 : Généralités sur I’Eucalyptus citriodora

I.1.1. Présentation de la plante

L'Eucalyptus est un arbre a fleurs appartenant a la famille des Myrtacées, qui compte
plus de 900 espéces et sous-especes. Ces arbres sont connus pour leur croissance rapide et leur
capacité a tolérer des environnements difficiles tels que les incendies de forét, les sécheresses
et les sols acides (Moges et al., 2024).

L’Eucalyptus citriodora ou Corymbia citriodora a d’abord été classé dans les
Eucalyptus pendant des années (Koziol, 2015). Le genre Corymbia comprend les gommiers
sanguinaires, tachetés et fantdbmes. Cependant, en 1995, des recherches ADN et
morphologiques ont conclu que les gommiers sanguinaires, tachetés et fantbmes étaient
génétiquement distincts des autres especes d'Eucalyptus et ont donc été reclassés comme
membres du genre Corymbia de la famille des Myrtacées (Perry et Wangchuk, 2023).
L’Eucalyptus citronné est donc devenu Corymbia citriodora mais son nom vernaculaire est
resté Eucalyptus citriodora (Koziol, 2015).

Outre les utilisations ethnomédicales connues de diverses especes de Corymbia, un large
éventail d'activités biologiques est observé dans les huiles essentielles, les extraits bruts et les
composés isolés de ce genre, soulignant le potentiel du genre Corymbia pour fournir de
nouvelles pistes thérapeutiques et des traitements pour de nombreuses maladies courantes
(Perry et Wangchuk., 2023).

En effet, I'Eucalyptus citriodora Hook ou gomme parfumée au citron est reconnu pour
ses propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antibactériennes et il est largement utilisée
en parfumerie et dans la purification de l'air en tant qu'ingrédient important dans les
cosmétiques et les assainisseurs d'air (Lenny et al, 2024 ; Sahin et al, 2024 ; Ramu et al,
2025).

1.1.2. Nomenclature

En francais, il est appelé par plusieurs noms qui sont : Eucalyptus, arbre de la fievre,
gommier bleu, en anglais : blue gum tree et en arabe : Kalitus, Kalatus (Goetz et Ghadira.,
2012). On mention spécialement les noms vernaculaires dans notre pays I’ Algérie : Calitouss «
le nom le plus connue en Algérie », Caliptus, Kafor. Ces noms sont les plus populaires en
Algérie qui sont appelés dans plusieurs différentes régions (Daroui — Mokaddem, 2012).
e Nom latin : Corymbia citriodora anciennement Eucalyptus citriodora.
e Noms vernaculaires : Eucalyptus citronné, Eucalyptus blanc, Eucalyptus a odeur de citron.
e Noms scientifiques et synonymes : Corymbia citriodora (Hook.) K.D.Hill&L.A.S.Johnson,

Eucalyptus citriodora Hook., Eucalyptus maculata var. citriodora (Hook.) F.M.Bailey
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e Noms vernaculaires étrangers : Lemon scented Gum (Koziol, 2015).

1.1.3. Taxonomie
L’espéce Eucalyptus citriodora est classée comme suit (Koziol, 2015).

Tableau 01 : Classification de la plante Eucalyptus citriodora (Koziol, 2015).

Embranchement Spermaphytes
Sous Embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Myrtales
Famille Myrtacées
Genre Eucalyptus ou Corymbia
Espéce Eucalyptus Citriodora

1.1.4. Description Botanique

L’espéce Eucalyptus citriodora est un arbre dont la hauteur varie entre 20 et 40 m
(Koudoro et al., 2014) ; son écorce fibreuse change de teinte d'une saison a I’autre, passant du
blanc au rosé ou au beige clair. Les petites branches sont de couleur verte, peu ramifié, 1’écorce
s'exfolie en plaques irréguliéres vers la fin juin (Koziol, 2015).
e L’écorce : La plante Eucalyptus citriodora posséde une écorce lisse, pale, uniforme ou
Iégérement marbrée, blanche a cuivrée en été. L'écorce de la plante Eucalyptus citriodora est
lisse sur toute la hauteur de l'arbre, souvent poudreuse, se détachant en fines lamelles ondulées
(Ibrahim et al., 2018).

A -

Figure 01 : Ecorce de la plante Eucalyptus citriodora (Koziol, 2015).
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e Les feuilles : Ses feuilles sont alternes, pendantes, limbiques, de couleur verte et grisatre,
(Koudoro et al., 2014). Elles mesurent de 7 a 15 centimétres de long sur 0,7 a 1,5 de large.
Dégageant une forte odeur caractéristique (odeur fortement citronnée) due a la présence de
grande quantité de citronellal, ont une curieuse caracteéristique : sur les jeunes arbres, elles sont
opposées, sessiles, ovales et glauque, et quand 1’arbre grandit, elles deviennent alternes,
pétiolées, trés allongées, parfois un peu courbées comme des lames de faux, et d’un vert luisant.
(Koziol, 2015).

Figure 02 : Feuilles de la plante Eucalyptus citriodora (Nicolas., 2012).

e Les fleurs : Les fleurs sont en grappes ou en ombelles, possédant chacune un calice a tubes
accrescents certains légérement évasés, de nombreuses étamines a demi-longueurs, trés

décoratives et un ovaire a style court (Koudoro et al., 2014).
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Figure 03 : Fleurs de la plante Eucalyptus citriodora (Nait Achour., 2012).

e Les fruits : Maturité ont la forme d’un coOne, ils sont secs, et de couleur brune. Ils ont
également des valves qui se soulévent pour laisser échapper les graines lors de leur chute sur le

sol (Bruneton, 1999).

Figure 04 : Fruit de la plante Eucalyptus citriodora (Erau.,2019).

1.1.5. Distribution biogéographique
1.1.5.1. Repreésentation mondiale

La plante Eucalyptus est originaire d'Australie et de Tasmanie, seules quelques especes
ont pour origine I’Indonésie (Soumare., 2018 ; Kumar et al., 2021) et sa disponibilité dans le

reste du monde depend des conditions environnementales. Parmi les différentes especes, E.
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globulus est la plus populaire et se trouve généralement dans les régions subtropicales de
Bolivie, du Brésil, du Chili, de Chine, d'Inde, du Paraguay, du Portugal, d'Espagne et
d'Uruguay. Une autre espéce, E. radiate, est originaire d'Australie et d'Afrique du Sud. E.
citriodora, utilisée en aromathérapie et en parfumerie, est principalement présente au Brésil, en
Chine, en Inde, Nouvelle Guinee, en Indonésie et en Phillipine (Kumar et al., 2021 ; Ewansiha
et al., 2022).

Auvusiralie, Ameérique du Sud, Chine,
Madagascar et Vietnam

Figure 05 : Aire de répartition de la plante Eucalyptus citriodora dans le monde (GBIF,
2020).

1.1.5.2. Répartition en Algérie

Les Eucalyptus ont été introduits en Algérie entre 1854 et 1860 et plusieurs especes ont
donné d'excellents résultats dans les zones subhumides et semi-arides du pays, principalement
en dessous de 800 m d'altitude et dans les zones bénéficiant d'une pluviométrie supérieure a
450 mm. En 1965, la superficie des plantations était estimée a 28 200 ha (Pryor, 1981).

Pendant les années 60 a 70, les reboisements a base d’Eucalyptus ont concerné
notamment I’Est (El-Kala, Annaba, Skikda), le centre (Tizi-Ouzou, Bainem) et 1’Ouest
(Mostaganem) et ceci afin de répondre aux besoins nationaux en produits ligneux et papetiers
(Nait Achour, 2012).
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1.1.6. Composition chimique de la plante Eucalyptus citriodora

La plante Corymbia citriodora contient divers composés chimiques, dont plusieurs
présentent des propriétés biologiquement actives. Parmi les principaux composants identifiés,

on retrouve notamment :

» Les acides phénoliques : (acide quinique, acide rosmarinique, acide férulique, acide
caféique, acide galligue, acide ellagique, catéchol et 3-O-méthylellagique).

« Les flavonoides : (quercétine, kaempfeérol, isoquercitrine, isomyricitrine, myricétine,
myricitrine, eucalyptine, acides citriodoliques et citrioside A).

« Les glycosides : (quercétine-3-O-p-D-galactoside, kaempférol-3-O-f-D-glucoside,
quercétine-3-O-B-D-glucuronide, quercétine-3-O-rutinoside et kaempférol-3-O-a-L-
rhamnoside),

« Les huiles essentielles : (citronellal, citronellol, p-cyméne et spathulénol)

(\Valdiviezo - campos et al., 2024).

1.1.7. Principale utilisation de la plante d’Eucalyptus citriodora

L’Eucalyptus citriodora est une plante largement utilisée en medecine traditionnelle
pour ses nombreuses vertus thérapeutiques. Elle est couramment employée pour traiter divers
troubles digestifs tels que les nausées, les vomissements, les douleurs abdominales,
I’indigestion, le cOlon irritable et les ballonnements. Les feuilles de cette espéce sont tres riches
en huile essentielle, utilisée en ethnomédecine comme agent aromatisant, en aromathérapie, ou
encore comme ingrédient dans des préparations a base de plantes destinées au traitement de
maladies telles que le paludisme, la fievre typhoide ou la tuberculose (Ibrahim et al., 2018).

Cette plante est aussi utilisée pour traiter la fiévre, les infections respiratoires virales et méme

le cancer (Valdiviezo-Campos et al., 2024).

Les feuilles d’Eucalyptus citriodora étaient traditionnellement employées pour lutter
contre des pathologies chroniques telles que I’obésité, le vieillissement, les maladies

cardiovasculaires et le diabéte (Koudoro et al., 2014).

En outre, différents extraits de feuilles de cette espéce ont montré diverses bioactivités,
notamment des propriétés antioxydantes, antimicrobiennes, analgésiques et anti-
inflammatoires (Ibrahim et al., 2018). Par exemple, les extraits a 1’eau chaude de feuilles

séchées d’Eucalyptus citriodora Hook sont utilisés traditionnellement comme analgésiques,
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anti-inflammatoires et antipyrétiques pour soulager les symptomes d’infections respiratoires

tels que le rhume, la grippe et la congestion des sinus (Koudoro et al., 2014).

1.1.8. Propriétés pharmacologiques

La figure ci-dessous illustre les principales propriétés pharmacologiques de la plante

Eucalyptus :
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Figure 06 : Propriétés pharmacologiques de la plante Eucalyptus (Moges et al., 2024).

1.1.8.1. Activite antioxydante

Les extraits méthanolique, aqueux et a I’¢thyle d'acétate des feuilles de Corymbia
citriodora ont montré une activité antioxydante significative, évaluée a travers plusieurs
méthodes complémentaires. Le pouvoir antioxydant réducteur ferrique, le test de piégeage du

peroxyde d’hydrogeéne et du phosphomolybdéne (Ramu et al., 2025).
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1.1.8.2. Activité antibactérienne

Les extraits bruts 1’éthyle d'acétate et d’eau des feuilles d’Eucalyptus citriodora contre
plusieurs souches bactériennes pathogenes, notamment Salmonella paratyphi, Salmonella
typhi, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae et Streptococcus pyogenes ; ont
montré que I’extrait a I’éthyle d'acétate inhibait la croissance de toutes les bactéries testées,
indiquant une forte activité antibactérienne. En revanche, I’extrait aqueux n’a démontré aucune
activité contre I’ensemble des micro-organismes étudiés (Ewansiha et al., 2022).

L’infusé et le décocté des feuilles d’Eucalyptus citriodora contre six souches
bactériennes : Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Salmonella
paratyphi, Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae ont révélé que les deux types d’extraits,
présentaient une activité antibactérienne significative contre I’ensemble des bactéries testées
(Okhale et al., 2022).

Les extraits de I'éther de pétrole, de Méthanol et d'ethanol de feuilles de C. citriodora
ont egalement démontré une activité antibactérienne modérée contre une multitude de bactéries
Gram-positives et Gram-négatives, notamment E. faecalis, S. aureus, A. baumannii, C. freundii,
E. aerogenes, E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, P. aeruginosa, B. subtilis, P. fluorescens et
V. parahaemolyticus. Une activité antibactérienne a également été rapportée dans diverses
fractions d'extraits de kino contre M. aureus et My. Pheli (Perry et Wangchuk., 2023).

1.1.8.3. Activité antifongique

Les extraits de chloroforme, de méthanol et de 1’eau des feuilles d’Eucalyptus citriodora
contre quatre especes fongiques : Aspergillus terreus, Aspergillus nidulans, Aspergillus
fumigatus et Aspergillus flavus ont montré une activité antifongique tres faible, voire
négligeable, contre 1’ensemble des champignons étudiés. Cette faible efficacité pourrait
s’expliquer par la présence de composeés antifongiques dans la plante, mais a des concentrations
insuffisantes pour exercer une action significative (Javed et al., 2013).

L'extrait de feuille de C. citriodora a I'éther de pétrole posséde une activité inhibitrice
et fongicide modérée contre A. flavus et A. parasiticus. Des composés d'ométhylkaempférol,
dont la 7-O-méthylaromadendrine 1, le 7-Ométhylkaempférol 2 et I'acide ellagique 3, isolés du
kino de C. citriodora, ont également démontré des activités antifongiques variables contre P.

notatum, A. niger et F. oxysporium (Perry et Wangchuk., 2023).

1.1.8.4. Activité antivirale
Les acides citriodoliques A—C 23-25 ont été isolés de 1'extrait éthanolique d’Ecalyptus

citriodora, utilisé pour la ribacirivine, un médicament déja approuvé pour le traitement des
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infections a virus respiratoire syncytial (RSV). D'autres extractions et isolements de feuilles de
C. citriodora ont également permis d'obtenir le citrioside A 26 et le quercétine-3-O-a-L-
rhamnoside 27, qui ont également montré une puissante activité contre le VRS. Ces résultats
soulignent le potentiel de C. citriodora pour fournir de nouveaux composes antiviraux (Perry
et Wangchuk., 2023).

1.1.8.5. Activité anticancéreuse
Les extraits aqueux des feuilles de Corymbia citriodora ont démontré une activité
anticancéreuse notable, notamment par des effets antiprolifératifs sur les cellules cancéreuses

pancréatiques humaines PaCa-2 (Bhuyan et al., 2017).

1.1.8.6. Activité antidiabétique

Plusieurs recherches ont mis en évidence ’activité antidiabétique des extraits aqueux et
éthanoliques des feuilles de Corymbia citriodora. Ces extraits ont démontré des effets
bénéfiques sur la régulation de la glycémie, la stimulation de la sécrétion d’insuline et
I’amélioration de 1’absorption du glucose (Arjun et al., 2009 ; Ansari et al., 2021 ; Ansari et
al., 2022).

1.1.8.7. Activité insecticide

L’extrait MeOH de feuilles Corymbia citriodora est mortel pour le criocére rouge
Tribolium castaneum (Sahi, 2016). Alors que I'extrait hexanique présente une activité larvicide
contre les moustiques Anopheles stephensi, Culex quinquefasciatus et Aedes aegypti (Singh et
al., 2007).
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1.2.1. Métabolites secondaires
1.2.1.1. Définition

Les métabolites secondaires sont des composes biochimiques aux structures chimiques
variées et sophistiquées (Nair et al., 2022). Ces composés interviennent souvent dans la
protection des plantes contre les stress biotiques et abiotiques (Pagare et al., 2015; Erb et
Kliebenstein, 2020).

1.2.1.2. Classification

Les métabolites secondaires sont classés en trois groupes (figure 07), les terpénoides,
les composés phénoliques et les composés azotés non protéiques tels que les alcaloides
(Nawrot-chorabikl et al., 2022).

PLANT SECONDARY METABOLITES

TERPENES PHENOLICS N CONTAINING COMPOUNDS
« MONOTERPENES « COUMARIN » ALKALOIDS
» SESQUITERPENES * FURANO-COUMARIN « CYANOGENIC GLUCOSIDES
* DITERPENES e LIGNIN * NON-PROTEIN AMINO ACIDS
« SESTERTERPENES « FLAVONOIDS
« TRITERPENES « ISOFLAVONOIDS
« SESQUARTERPENES « TANINS

 TETRATERPENES
« POLYTERPENES

Figure 07 : Trois principaux types de métabolites secondaires (Nawrot-Chorabikl et al .,
2022).

1.2.2.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires largement répandus dans le
regne végétal, avec environ 8 000 structures phénoliques différentes. Leur structure chimique
indique qu'ils contiennent au moins un groupe phénol. Ce phénol est composé d'un cycle
aromatique avec un ou plusieurs groupes hydroxyles. Ils sont classés en deux groupes :

flavonoides et non-flavonoides (Cosme et al., 2020).
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Figure 08 : Phénol (Hussein et EI-Anssary, 2018).

» Flavonoides

Les flavonoides (de flavus, jaune en latin) représentent une classe de composés
polyphénoliques largement répandue dans le régne végétal dont plusieurs milliers de composés
ont déja éte recensés. lls sont présents dans les fruits, les graines, les écorces, les racines et les
fleurs. Ils sont responsables de couleur bleu, rouge et jaune qu’arborent les fleurs, les feuilles et
les fruits (Freddy., 2013). Leur principal élément structural est un cycle benzopyrone qui
possede des groupes phénoliques ou polyphénoliques positionnés de maniere variable (Moges
etal., 2024).

Les flavonoides ou sous-familles de flavonoides les plus fréquents sont les anthocyanes, les
flavanones, les flavanols, les flavones, les isoflavones, les quercétines, le kaempférol et les
catéchines comme 1’épigallocatéchine gallate (batra et al., 2013).
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Figure 09 : Structure de base des flavonoides et principaux types de flavonoides (Cosme et
al., 2020).

» Non-flavonoides
a. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des métabolites aromatiques secondaires qui conferent la
couleur, la saveur, et contribuant aussi aux caractéristiques organoleptiques typiques des
aliments.

IIs sont classes en acides hydroxybenzoiques et acides hydroxycinnamiques, en raison
de leurs deux structures carbonées distinctes, ainsi que de la position et du nombre de groupes
hydroxyles sur le cycle aromatique. Les acides hydroxybenzoiques sont des dérivés de I'acide
benzoique, dont la structure est en C6-C1 et dont la structure est a sept atomes de carbone. Les
acides hydroxycinnamiques sont des dérivés de I'acide cinnamique, dont la structure est en C6-
C3 (Rashmi et Negi, 2020).
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A 0 B O

= OH s i OH

HO HO

Figure 10 : Structure chimique de 1’acide phénolique, A : I’acide hydroxybenzoique
et B : I’acide hydroxycinnamique (Al Mamari, 2021).

b. Tannins

Les tanins représentent une classe trés importante de polyphénols localisés dans les
vacuoles (Aguilera-Carbo et al., 2008). Sur le plan structural, on distingue les tanins
hydrolysables, esters d'acide phénolique, des tanins condensés plutdt des polymeéres de

polyhydroxyflavan-3-ols (Fogliani., 2002).

v' Tannins hydrolysables

Ils sont caractérisés par le fait qu’ils peuvent étre dégradés par hydrolyse chimique
(acide oualcaline) ou enzymatique. lls libérent une fraction phénolique qui peut étre soit
de I’acide gallique (cas des gallotannins) soit un dimére de ce méme acide appelé I’acide
ellagique (cas des tannins ellagiques) et une fraction non phénolique qui est souvent du
glucose (figure 11A) (Bossu et al., 2006 ; Bennick, 2002). Les tannins hydrolysables sont

abondants dans le bois, 1’écorce, les feuilles et les fruits des végétaux (Bossu et al., 2006).

v/ Tannins condenses

Les tanins condensés résultent de la polymérisation auto oxydative ou
enzymatique des unités de flavan-3,4-diols liées majoritairement par les liaisons C4-
C8 (parfois C4-C6) des unités adjacentes, et se nomment ainsi proanthocyanidines de
type B. Lorsque la condensation se produit entre les unités adjacentes par la liaison C4-
C8 et par une liaison d’éther additionnelle entre C2 et C7, les proanthocyanidines sont
dits de type A (Wollgast et al., 2000). Le degré de polymérisation varie
considérablement de quelques molécules de flavanols a plus de 50 (figure 11B)
(Bennick, 2002 ; Chiraet al., 2008 ; Rahim et al., 2008).
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Acide ellagique

(A) Tannins hydrolysables

Acide galligue

(B) Proanthocyanidines { Tannins condensés)

Figure 11 : Structures chimiques des tannins : (A) Tannins hydrolysables, (B) Tannins
condensés (Naczk and Shahidi., 2004).

c. Lignines

Les lignines sont des phytoestrogénes synthétisés par I'union de deux résidus d'acide
cinnamique ou de leurs parents biogéniques. Elles sont présentes dans tous les organes de
nombreuses familles de plantes vasculaires, mais en faible concentration dans les céréales, les

fruits, les noix et les légumes (Cosme et al., 2020).

d. Coumarines
Les coumarines sont des dérivés structuraux de I'acide o-coumarique. Présentes dans les
plantes sous forme libre ou sous forme de glycosides coumariniques, elles absorbent les UV,

ce qui leur confere leur fluorescence bleue caractéristique. On les trouve principalement dans
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I'nuile d'olive, l'avoine et les épices, et leurs principaux représentants sont la coumarine,

I'ombelliférone, I'esculétine et la scopolétine (Cosme et al., 2020).

m m Hom C“rom
9 "8 m 0" "0 yo 07" N0  HO 0~ Yo

coumarin umbelliferone esculetin

scopoletin

Figure 12 : Exemples de coumarines (Hussein et EI-Anssary, 2018).

1.2.1.2.2. Terpénoides

Il s'agit d'un groupe vaste et diversifié de métabolites secondaires. 1l contient également
des métabolites primaires essentiels a la croissance et au développement des plantes. Les
terpénoides sont des hydrocarbures oxygéenés, tandis que les terpénes ne sont que de longues
chaines hydrocarbonées. Leur formule générale est : (CsHg) n, ou n représente le nombre
d'unités isoprene a 5 atomes de carbone. On les appelle également composés isoprénoides.
Les terpénoides sont classés selon le nombre d'unités isopréne présentes dans la molécule. On
y trouve :

e Hémi terpéne : Il est constitué d'une seule unité isopréne. Parmi ses exemples, on peut
citer I'acide isovalérique de Vaccinium myrtillus et I'acide angélique isolé d'Angelica
archangelica.

e Monoterpene : Il est constitué de deux unités isoprenes. lls sont classés selon leur
structure en hydrocarbures, alcools, cétones, esters d'alcools et aldéhydes. Parmi ces
composés, on peut citer la carvone, le linalol, le limonene, I'acétate de linalyle et le
citronellal.

e Sesquiterpene : Il posséde trois unités isoprénes. Parmi ces composés, on trouve le
caryophyllene et le farnésol.

e Diterpene : Il contient quatre unités isoprénes. Parmi les exemples de ce groupe
figurent les gibbérellines, la cembrane, le phytane et le labdane.

e Triterpenes : Ils contiennent six unités isoprenes. La quassine est un exemple de tri
terpéne.

e Sesquarterterpene : Il est compose de sept unités isopréne.

e Tétraterpene : Il contient huit unités isoprénes. Parmi ces composes, on trouve les

caroténoides et les xanthophylles.
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e Polyterpéne : Il comprend des molécules comportant plus de huit unités isoprenes. Le

caoutchouc naturel en est un exemple (Anjali., 2022).

1.2.1.2.3. Alcaloides

L’alcaloide est une substance organique azotée (appartenant au vivant) d'origine
végetale, a caractere alcalin et présentant une structure complexe. Leur atome d'azote est inclus
dans un systéeme hétérocyclique ; les alcaloides possedent une activité pharmacologique
significative.

Les alcaloides sont classés en trois groupes : les alcaloides vrais, les proto-alcaloides et les

pseudo-alcaloides (Badiaga., 2011).

e Les vrais alcaloides : Sont des composés qui dérivent d'un acide aminé et d'un cycle
hétérocyclique avec de I'azote, par exemple I'atropine, la nicotine, etc. (Roy, 2017).

e Les proto-alcaloides : Sont des composés qui contiennent un atome d'azote dérivé d'un
acide aminé qui ne fait pas partie du cycle hétérocyclique, par exemple I'adrénaline,
I'éphédrine, etc. (Roy, 2017).

e Les pseudo-alcaloides : Sont des composés qui ne proviennent pas d'acides aminés, par

exemple la caféine, la théobromine, etc. (Roy, 2017).

O CH
T e
b L

Nicotine Caffeine

Vinblastine

Figure 13 : Exemples d’alcaloides (Hussein et EI-Anssary, 2018).
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1.2.2. Activités biologiques des polyphénols
Les polyphénols suscitent un grand intérét dans le domaine de la santé en raison de leur

large éventail d’activités biologiques. De nombreuses études ont mis en évidence leurs
propriétés antioxydantes, antivirales (Ulomskiy et al., 2020), antibactériennes (Abudunia et
al., 2017), antidiabétiques (Ren et al., 2020) et anticancéreuses (Yang et al., 2020). lls
possedent également des effets analgésiques, anti-inflammatoires et antipyrétiques (Javed et
al., 2020), ainsi que des propriétés cardioprotectrices, neuroprotectrices, antiasthmatiques et
antiseptiques. Par ailleurs, les polyphénols jouent un réle dans la protection cérébrovasculaire,
la régulation du cholestérol (effets hypocholestérolémiants), la protection du foie (effets hépato

protecteurs) et présentent aussi des activités antifongiques et antithrombotiques (Ali et al.,

2007).
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Figure 14 : Représentation des activités biologiques des polyphénols (Bolat et al., 2024).
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1.2.2.1. Activite antioxydante

Les flavonoides sont des composés a forte activité antioxydante, agissant par plusieurs
mécanismes : neutralisation des especes réactives de I’oxygene (ERO), inhibition des enzymes
pro-oxydantes, chélation des ions metalliques, et soutien des systemes antioxydants endogénes.
Parmi les plus étudiés figurent la naringénine, 1’api génine, la rutine (Bailly, 2020) et la
taxifoline (Luo et al., 2018).

Les tanins, hydrolysables ou condensés, présentent une activité antioxydante 15 a 30

fois supérieure a celle des phénols simples (Peronny, 2005).

1.2.2.2. Activité antibactérienne

Les flavonoides présentent une activité antibactérienne notable contre plusieurs souches
bactériennes comme Staphylococcus aureus, Escherichia coli ou Enterobacter cloacae, avec
une efficacité variable selon les espéeces et les conditions environnementales (Abdelkhalek et
al.,2020).

Les tanins, exercent une action bactériostatique ou bactéricide, notamment [’acide

tannique, qui inhibe la croissance de bactéries alimentaires et intestinales (Djahra et al., 2013).

1.2.2.3. Activité anticancéreuse

Les composés poly phénoliques, tels que I’isoxanthohumol, ont la capacité de stimuler
les mécanismes naturels de défense contre le développement du cancer. lls peuvent intervenir
dés les premiéres étapes de I’initiation tumorale, notamment en contribuant a 1’inactivation des
agents mutagenes. Ce rdle protecteur repose en partie sur la capacité des tissus cibles a capter

et a métaboliser ces substances potentiellement cancérigénes (Bailly., 2020).

1.2.2.4. Activité antiulcéreuse

Des études expérimentales chez le rat ont démontré 1’efficacité de flavonoides comme
la quercétine et la naringénine dans la prévention des lésions ulcéreuses et la protection de la
muqueuse gastrique. La quercétine agirait par divers mécanismes, incluant la stimulation de la
production de mucus, la neutralisation des radicaux libres et 1’inhibition de la syntheése des
leucotrienes. D’autres recherches ont également mis en évidence une corrélation entre les effets
antiulcéreux de la quercétine, de la naringénine, de la rutine et du kaempférol, et leur capacité

a inhiber le Platelet Activating Factor, une molécule a potentiel ulcérogene. (Vil et al., 2019).
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1.2.2.5. Activité antivirale

Plusieurs recherches récentes ont exploré le pouvoir antiviral de diverses plantes. Des
composés naturels, tels que certains alcaloides (citrusinine I, atropine, scopolamine) et glucides
végétaux (mannose de Cymbidium et Epipactis helleborine), ont montré des effets antiviraux
prometteurs contre le VIH, le CMV et le HSV (Hazem et al., 2023).

1.2.2.6. Activité antifongique

Les flavonoides possédent une activité antifongique en agissant sur plusieurs
mécanismes biologiques. lls alterent I'intégrité des membranes, perturbent les fonctions
mitochondriales et inhibent la synthése de composants essentiels a la croissance fongique,

comme la paroi cellulaire, 'ADN et les protéines (Hamed and Mojtaba., 2023).

1.2.2.7. Activité antidiabétique
Une étude a montré que I’extrait méthanolique de Berberis aristata posséde une activité
antidiabétique notable. En plus d’améliorer le métabolisme glucidique, cet extrait contribue

¢galement a I’augmentation du HDL et a la régulation des taux de cholestérol sanguin (Hamed

and Mojtaba., 2023).

1.2.2.8. Activité antiallergique
Les flavonoides, en particulier la quercétine et la lutéoline, possédent une activité
antiallergique reconnue, en limitant la libération de médiateurs pro-inflammatoires et en

réduisant les symptdmes associés (Mwakalukwa et al., 2019).

1.2.2.9. Activité anti-inflammatoire

Les polyphénols, notamment les flavonoides, présentent une activité anti-inflammatoire
significative. lls contribuent & réguler la réponse immunitaire et & réduire les processus
inflammatoires, ce qui en fait des composés prometteurs pour la prévention et le traitement de

pathologies inflammatoires (Batista et al., 2015).
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11.1. Matériel
11.1.1. Matériel végétal

La matiére vegétale utilisée dans ce travail est constituée des feuilles de la plante
Eucalyptus citriodora. Celles-ci ont été récoltées en février 2025 sur des arbres cultivés au
Centre Universitaire de Mila.

Les feuilles de la plante a été soigneusement rincée a I’eau courante afin d’éliminer les
impuretés, puis mise a sécher dans une étuve a 37 °C pendant 4 a 5 jours, jusqu’a déshydratation
complete. Une fois les feuilles entierement seches, elles ont été broyées, puis conservées a 1’abri

de la lumiére dans des conditions appropriées en vue d’une utilisation ultérieure.

[ Récolte et lavage ]

Figure 15 : Etapes de préparation de poudre des feuilles de la plante Eucalyptus citriodora.
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11.1.2. Présentation de la zone d'étude

La wilaya de Mila, d'une superficie de 3 478 km?, est située au nord-est de I'Algérie.
Cette région se trouve dans 1’Atlas tellien, a environ 33 km de la mer Méditerranée, et a une
altitude comprise entre 100 et 1 500 m. Elle est bordée au nord par les wilayas de Jijel et Skikda,
a ’est par la wilaya de Constantine, au sud par les wilayas de Batna et Oum El Bouaghi, et a
I’ouest par la wilaya de Sétif (figure 15).

Le centre universitaire de Mila est situé a environ cing kilomeétres du chef-lieu de la
wilaya de Mila, aux coordonnées 36°27'43" N, 6°12'53" E.

Bojaia

Algeria

Figure 16 : Localisation géographique de la wilaya de Mila (Amira et al., 2022).
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11.2. Méthodes
11.2.1. Extraction

La macération est une méthode traditionnelle d’extraction solide — liquide utiliseé en
préparation médicinale. Elle est considérée comme un moyen répandu et peu codteux pour
obtenir des produits naturels a partir de matiéres végetales. Dans ce procédé, les matieres solides
en poudre sont placées dans un récipient fermé et le solvant est ajouté. Le mélange est laissé
pendant une longue période (de quelques heures & quelques jours) avec agitation. Le solvant
doit alors diffuser a travers la paroi cellulaire et solubiliser le constituant présent dans la plante
(Rasul, 2018).

» Procédure

L’extraction des composés phénolique a été effectuée par macération en utilisant un
rapport d’un gramme (1g) de poudre végétale pour dix (10) ml de solvant (Park et al., 2023).
La macération a été faite selon le protocole de (Behbahani et al., 2013). Le mélange d'extrait
méthanolique (30 g de poudre végétale + 300 ml de méthanol) a été mis en agitation pendant
24 heures, a température de laboratoire et a I’abri de la lumi¢re. Le mélange aqueux (30 g de
poudre végetale + 300 ml d’eau distillée) a été bouilli pendant 20 minutes a feu doux puis
maceéré sous agitation pendant 24 heures, a température de laboratoire et a 1’abri de la lumicére.
Les mélanges obtenus sont ensuite filtrés a travers un papier filtre Whatman n°1, le filtrat a été

concentré par un evaporateur rotatif & 40 °C et séché a I’étuve a 37 °C.
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[ Poudre végétale J

Extraction méthanolique Extraction aqueuse
(macération a froid) (décoction)

Macération + agitation a une température
ambiante a I’obscurité pendant 24 h

Evaporation a
40° C

Séchage
a3reC

Figure 17 : Protocole de préparation des extraits bruts (méthanoliques et aqueux) des feuilles

de la plante Eucalyptus citriodora.
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11.2.2. Calcul du rendement des extraits
Le rendement des deux extraits est déterminé en calculant le rapport entre la masse de
I’extrait sec obtenu apres évaporation et la masse initiale de la poudre végétale utilisée.
Ce rendement est calculé a I’aide de 1’équation suivante :
Rendement (%) = M0/ M1 x100
Dont :
MO : Poids du résidu sec évapore.

M1 : Poids de poudre initiale.

11.2.3. Analyse qualitative (screening phytochimique)

L’analyse phytochimique est basée sur des réactions de coloration ou de précipitation,
plus ou moins spécifiques a chaque groupe de principes actifs. Elle a été réalisée sur 1’infusé
5% (’infusé a 5% est préparé par 1’ajout de 100 ml d’eau distillée chaude a 5 g de poudre
végétale. Aprés 15 a 20 minutes de contact avec agitation manuelle, la solution est filtrée a
I’aide d’un papier filtre), et la poudre végétale. Les tests phytochimiques ont été réalisés en
suivant les méthodes décrites dans plusieurs articles (Vastrad et al., 2016 ; Kaur et al., 2018 ;
Vyas et al., 2024 ; Nortjie et al., 2024).

s

Figure 18 : L’infusé a 5% préparer a partir de la poudre végétale.

Les résultats sont classés selon 1’apparition en :
- Réaction franchement positive : (+ + +)
- Réaction positive : (+ +)
- Réaction moyennement positive : (+)
- Réaction négative : (-)
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4 Phénol : Deux millilitres d’extrait ont été mélangés a une petite quantité de chlorure
ferrique. L’apparition d’une coloration verte a révélé la présence de composés
phenoliques.

4 Flavonoides : Cing a six gouttes d’acide chlorhydrique concentré ainsi que quelques
copeaux de magnésium ont été ajoutés a 2 ml d’extrait. L’apparition d’une coloration

rouge a indiqué la présence de flavonoides.

% Tannins : Trois gouttes de chlorure de fer (111) a 5 % ont été ajoutées a 1 ml d’extrait.

La formation d’un précipité noir verdatre a suggéré la présence de tannins.

4 Glucides : Deux millilitres d’extrait ont été versés dans un tube a essai, puis 1 ml
d’acide sulfurique concentré a été ajouté le long des parois. La formation d’un anneau

brun a permis de détecter la présence de glucides.

+ Quinone : Deux millilitres d’extrait ont été traités avec quelques gouttes d’acide
sulfurique concentré. L apparition d’une coloration rouge a mis en evidence la présence

de quinones.

+ Saponines : Environ 0,5 mg de poudre végétale a été vigoureusement agité avec 5 ml

d’eau distillée. La formation d’une mousse stable a révél¢é la présence de saponines.

% Stéroides : Environ 1 ml d’extrait a été mélangé a du chloroforme (99 %) puis de 1’acide
sulfurique concentré (98 %) a été ajouté délicatement le long des parois du tube.

L’apparition d’une coloration rouge a indiqué la présence de stéroides.

+ Terpénoides : Un volume de 0,5 ml d’extrait a ét¢ mélangé a 2 ml de chloroforme (99
%), puis a 3 ml d’acide sulfurique concentré (98 %). L’observation d’une coloration

brun rougeatre a suggéré la présence de terpenes.

% Protéines : Deux millilitres d’extrait ont été prélevés, puis une a deux gouttes d’acide
nitrique ont été ajoutées. Le développement d’une couleur jaune a signalé la présence

de protéines.

11.2.4. Analyse quantitative (dosage des polyphénols)
» Mode opératoire
e Préparation de la solution de Carbonate de Sodium Na2COza 7.5%
Une quantité de 7,5 g de Na,CO; est dissous dans 100 ml d’eau distillée.

e Préparation de la solution de Folin Ciocalteu dilué 10 fois
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Un volume de 1 ml du reactif de Folin-Ciocalteu concentré est dilué avec de I’eau

distillée jusqu’a un volume final de 10 ml.
» Procédure

La méthode de Folin-Ciocalteu a été utilisée pour déterminer la teneur en polyphénols
totaux des extraits méthanolique et aqueux. Pour cela, 200 ul d’extrait de feuilles de la plante
Eucalyptus citriodora ont été mélangés a 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu (dilué au dixieme
dans de I’eau distillée), puis a 0,8 ml de carbonate de sodium a 7,5 %. Apres 30 minutes
d’incubation a température ambiante, 1’absorbance a ét¢ mesurée a 760 nm a I’aide d’un
spectrophotomeétre UV-Vis (modele 6850, JENWAY). Une courbe d’étalonnage a été établie a
partir de 1’acide gallique, utilis¢ comme étalon. Les concentrations en polyphénols ont été

exprimées en milligrammes d’équivalent acide gallique par milligramme d’extrait (g

GAE/mg) (Saeed et al., 2023).

11.2.5. Activité antioxydante

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est un radical libre instable possédant un
¢lectron non apparié sur I’atome d’azote (Maisuthisakul et al., 2008). Il s’agit d’un test
colorimétrique basé sur la mesure, par spectrophotométrie, de la capacité d’un composé
antioxydant a réduire le radical DPPH, initialement violet, en une forme réduite de couleur
jaune. Cette réduction se produit lorsque 1’¢lectron libre du DPPH est neutralisé par un atome
d’hydrogéne fourni par 1’antioxydant. L’absorbance est alors mesurée a 517 nm. Une faible

absorbance indique une meilleure activité anti radicalaire (Ali et al., 2009).
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Figure 19 : Piégeage du radical libre DPPH (Ramadan, 2010).
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» Mode opératoire
e Préparation de la solution méthanolique de DPPH
Une quantité de 6 mg de DPPH a été dissoute dans 100 ml de méthanol. L’absorbance
de la solution a été mesurée a 517 nm et ajustée pour se situer entre 0,7 et 0,8 afin de garantir
une concentration suffisante en radical libre DPPH dans le milieu réactionnel. Cette condition
est nécessaire pour assurer le bon déroulement de la réaction de réduction du DPPH (violet) en
DPPH réduit (jaune).
e Préparation de la solution des extraits de la plante
Dix milligrammes d’extrait sec des feuilles de la plante Eucalyptus citriodora ont été
dissous dans 10 ml de méthanol ou d’cau distillée. Différentes concentrations des deux extraits
ont ensuite été préparées : 12,5 ;25 ; 50 ; 100 et 200 pg/ml.
> Proceédure
Un volume de 400 pl de chaque concentration d’extrait a été ajouté a 1000 pl de la
solution méthanolique de DPPH. Pour le controle négatif, 400 pl de méthanol ou d’eau distillée
ont été mélangés a 1000 pl de la solution de DPPH dans les mémes conditions. Aprés incubation
dans I’obscurité pendant 30 minutes a température ambiante, 1’absorbance a été mesurée a 517
nm a ’aide d’un spectrophotometre UV-Visible. Un standard de référence ; I’acide ascorbique,
a également été analysés selon le méme protocole.
La capacité a piéger le radical DPPH a été calculée selon I'équation suivante :
A controle — A extrait

% d'Inhibition = [ A controle ] * 100

Dont :

-A contrdle : est ’absorbance de la solution DPPH.

-A extrait : est I’absorbance de 1’échantillon a une concentration donnée/standard.

L’analyse de la variation de I’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des extraits
permet de déterminer la concentration inhibitrice Clso, correspondant a 50 % d’inhibition.
Plus la valeur de la Clsp est faible, plus I’extrait présente une forte capacité a piéger les radicaux

libres.

11.2.6. Activité antibactérienne
L’activité antibactérienne des extraits bruts des feuilles de la plante Eucalyptus
citriodora a été testée in vitro contre quatre souches bactériennes pathogenes (tableau 02). La

méthode de diffusion sur disque en milieu gélosé a été utilisée pour évaluer I'effet antibactérien
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des extraits, une méthode basée sur la mesure du diamétre des zones d’inhibition visibles autour
des disques imprégnés d’un composé antimicrobien (Bubonja-Sonje et al., 2020).

Tableau 02 : Souches bactériennes testées.

Souche bactérienne ATCC Gram
Escherichia coli 25922 Négatif
Pseudomonas aeruginosa 27853 Négatif
Staphylococcus aureus 25923 Positif
Bacillus subtilis 6633 Positif

» Stérilisation du mateériel
L'eau distillée, les tubes a essali, les milieux de cultures, les disques de 6 mm prépares
de papier Whatman n°6, les embouts, 1'eau physiologique et 1’eau distillée ont été stérilisés a
l'autoclave a 121°C pendant 20 min.
» Préparation des différentes concentrations des extraits
Les extraits méthanolique et aqueux ont été dissous dans le diméthylsulfoxyde (DMSO)
et I’eau distillé stérile respectivement pour préparer les différentes concentrations avec trois
dilutions successives au demi (1/2 ,1/4 ,1/8). Sachant que la concentration de la solution mere
de chaque extrait est de 400 mg/ml.
» Activation des souches bactériennes
L’activation des souches bactériennes conservées pour obtenir une culture jeune
constitue une étape préalable indispensable avant leur utilisation, car ces souches sont inactives
a I’état de conservation. Pour ce faire, les souches sont ensemencées dans un bouillon nutritif,
puis incubées a 37 °C pendant 24 heures. Les cultures ainsi obtenues sont ensuite utilisées pour
la préparation de la suspension bactérienne.
» Repiquage des bactéries
Les souches bactériennes préalablement activées dans le bouillon nutritif sont prélevées
al’aide d’une anse de platine stérile, puis ensemencées en stries sur des boites de Petri contenant
un milieu solide, généralement de la gélose nutritive préalablement coulée et solidifiée. Les
boites ensemencées sont ensuite incubées a 37 °C pendant 24 heures afin de permettre la
croissance de colonies isolées et pures.
» Préparation de I'inoculum (Suspension bactérienne)
La suspension bactérienne a été préparée a partir des cultures jeunes de 18 a 24 h
repiquéees au prealable par la méthode de la strie sur milieu Muller Hinton (MH). Quelques

colonies bien isolées (1 a 3 colonies) ont été prélevées a lI'aide d'une anse de platine et mises en
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suspension dans 9 ml d'eau physiologique stérile. Cette suspension bactérienne est ajustée (ajout
de la culture bactérienne ou ajout de I'eau physiologique) jusqu'a I'obtention d'une densité
optique de 0.08 a 0.10 a une longueur d'onde de 625 m (Bendahou et al., 2007).

> Préparation du milieu Mueller Hinton (MH)

Environ 38 g de poudre déshydratée de Mueller-Hinton sont dissous dans 1 litre d’eau
distillée. La solution obtenue est chauffée avec agitation jusqu’a dissolution compléte, puis
stérilisée a ’autoclave a 121 °C pendant 20 minutes. Aprés refroidissement a environ 45-50 °C,

le milieu stérile est coulé aseptiquement dans des boites de Petri stériles.

» Préparation des disques
Des disques de 6 mm de diametre ont été preparés en papier Whatman n°6. Les disques
sont placés dans des boites de Pétri en verre, puis stérilisés a I’autoclave a 121 °C pendant 20
minutes. Aprés stérilisation, ils doivent étre conservés dans des conditions aseptiques jusqu’a
leur utilisation.
» Ensemencement
L’ensemencement a été réalisé par écouvillonnage. Un écouvillon stérile a été trempé
dans la suspension bactérienne, puis passé en stries successives sur toute la surface de la gélose
(MH), en tournant 1égerement la boite entre chaque passage afin d’assurer une distribution
homogeéne des bactéries. Cette méthode permet d’obtenir un tapis bactérien uniforme, essentiel

pour une interprétation précise des diamétres d’inhibition autour des disques.
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Activation des souches bactériennes dans
le bouillon nutritif (BN)

Préparation de I'inoculum bactérienne dans de

1’eau physiologique équivalente a 10s UFC/ml

4

Ensemencement et disposition des disques imbibés

de 10pl des différentes concentrations des extraits

Figure 20 : Protocole de I’activité antibactérienne des feuilles de la plante Eucalyptus
citriodora.
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» Expression des résultats

La lecture se fait par la mesure précise du diametre de la zone d’inhibition a 1’aide d’une
regle. Les résultats obtenus ont été soigneusement enregistrés et les niveaux de sensibilité des
différentes souches bactériennes ont été résumés dans le tableau 03.

Tableau 03 : Niveaux de sensibilité des souches en fonction des diametres des zones

d’inhibition (Ponce et al. 2003).

Zone d’inhibition Sensibilité
Diamétre < 8 mm Nulle
Diametre compris entre 9 & 14 mm Sensible
Diametre compris entre 15 et 19 mm Tres sensible
Diametre > 20 mm Extrémement sensible

33



Partie 3 :
Reéesultats et discussion

—_




B Résultats et discussion

I11. Résultats et Discussion
111.1. Rendement de P’extraction

L’obtention des composes phytochimiques a partir des plantes repose sur plusieurs
¢tapes essentielles, telles que le broyage, I’homogénéisation et I’extraction. Cette derniére
constitue 1’étape clé, car elle permet la récupération et 1’isolement des composés d’intérét a
partir des matiéres végétales. Le choix du solvant utilisé pour I’extraction des composés
phénoliques dépend étroitement de leur nature chimique et de leur polarité. En pratique, les
solvants organiques sont les plus couramment employés pour extraire les divers constituants
présents dans les plantes (Velickovic et al., 2006).

Le rendement d’extraction a été calculé par apport au poids de la matiere végétale seche

en poudre, et les résultats ont été exprimés en pourcentage (figure 21).

25,00%

20,00%

15,00%
m Extrait méthanolique

10,00% B Extrait aqueux

5,00%

Rendement d'extraction (%0)

0,00%

Figure 21 : Rendement en extraits sec.

Le rendement le plus €levé a été observé avec 1’extrait méthanolique (20,67 %). Les
différences observees entre le méthanol et 1’eau traduisent une sélectivité d’extraction pour ces
deux solvants. Le méthanol présente généralement une plus grande force de solvant et une
solubilité plus large par rapport a I'eau, permettant une extraction plus rapide et plus efficace
(Lee et al., 2024).

Le rendement d’extraction obtenu dans I’extrait méthanolique (20,67 %), soit un résultat
supérieur a celui rapporté par Javed et al., (2013), qui était de 16 % pour la méme espéce
végétale. Pour I’extrait aqueux, le rendement obtenu (17,17 %) est supérieur de celui rapporté
par Ewansiha et al., (2022), qui était de 4,02%.
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111.2. Analyse qualitative (screening phytochimique)

Cette analyse fournit une estimation préliminaire de la composition des extraits en
détectant la présence ou I'absence de types spécifiques de métabolites grace a des tests rapides
basés sur des réactions physico-chimiques telles que le changement de couleur, la précipitation

ou la turbidité.

L'analyse phytochimique qualitative a révélé la présence de neuf constituants
phytochimiques dans la poudre de feuilles de la plante Eucalyptus citriodora (tableau 04). Les

composés phytochimiques détectés comprennent les phénols, les flavonoides, les tanins, les

terpénoides, les glucides, les quinones, les saponines, les stéroides et les protéines.

Tableau 04 : Résultats du screening phytochimique des feuilles de la plante Eucalyptus

citriodora.
Composants Photos Présence de
substance
Phénols
+++
Flavonoides +++
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— _ T
A . ]
Stéroides +++
Terpénoides +++
Protéines +

(+++) Forte présence de substance ; (+) faible présence de substance.

L’étude de Javed et al., (2011) a montré que l'extrait méthanolique contenait des
constituants similaires, a I'exception des tanins. Hassan et al., (2020) ont détecté la présence
des tanins, alcaloides et des saponines dans I’extrait aqueux des feuilles de la plante Eucalyptus
citriodora. Par contre, I’é¢tude de Ramu et al., (2025) a constaté que I'extrait méthanolique
contenait des constituants similaires, a I'exception des phénols, protéines et quinones. De plus,
I'extrait aqueux a révélé la présence de flavonoides, de phénols, de protéines, de stérols et de
quinones. En comparaison, ’extrait d’éthyle acétate a montré des constituants similaires, a
I'exception des protéines. Une autre étude d'Ewansiha et al., (2022) a trouvé des constituants
similaires dans I'extrait d'éthyle acétate ; leur étude de I'extrait aqueux a montré des constituants
similaires, a I'exception des tanins. Alors que I'étude de Lenny et al., (2024) a révélé la présence
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de terpénoides dans I'extrait d’hexane, de composés phénoliques dans I'extrait d'éthyle acétate

et de composés phéenoliques et de saponines dans I'extrait méthanolique.

111.3. Analyse quantitative (dosage des polyphénols)

Le dosage des polyphénols totaux a éte effectué par la méthode spectrophotométrique
adaptée de (Saeed et al., 2023) avec le réactif de Follin-Ciocalteu. Les résultats obtenus sont
exprimés en microgramme Equivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait sec (ug
EAG/mg d’E), en utilisant I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracee

de I’acide gallique (figure 22).
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Figure 22 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols.

Les résultats du dosage des polyphénols ont mis en évidence la présence de ces
composés dans les deux extraits bruts (méthanolique et aqueux) des feuilles de la plante
Eucalyptus citriodora, avec des quantités variant en fonction du solvant d’extraction.

Les teneurs en phénols totaux varient de 62.38 + 1.92 ug EAG /mg d’E (extrait aqueux)
a200.64 + 0.98 ug EAG /mg d’E (extrait méthanolique) (figure 23 et 24).
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Figure 23 : Teneur des polyphénols de I’extrait aqueux des feuilles de la plante E .citriodora.
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Figure 24 : Teneur des polyphénols de I’extrait méthanolique des feuilles de la plante
E.citriodora.

La teneur la plus élevée en polyphénols totaux a été observée dans [’extrait
méthanolique. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Yelwa et al., (2021), qui ont
¢galement rapporté des teneurs en phénols totaux plus élevées dans I’extrait méthanolique
(37,32 ng EAG/mg) que dans I’extrait au chloroforme (12,09 ng EAG/mg).

Nos résultats montrent que 1’extrait méthanolique des feuilles de la plante Eucalyptus

citriodora (200,64 + 0,98 ug EAG/mg) présente une teneur en polyphénols plus élevée que
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celle rapportée pour des extraits hydro-éthanoliques de la méme espece par Valdiviezo-
Campos et al. (2024), qui était de 118,65 ng EAG/mg.

L’extrait aqueux (62,38 + 1,92 ug EAG/mg) présente une teneur légérement inférieure
a celle des infusions traditionnelles (68,31 ug EAG/mg) rapportée par Valdiviezo-Campos et
al. (2024).
I11.4. Activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant des extraits brutes (méthanolique et aqueux) a été évaluée a
I’aide du test de piégeage du radical DPPH. Notant que les valeurs de la concentration
inhibitrice (ICso) exprimées en pg/ml, ont été déterminées graphiquement a partir de la droite
de régression représentant le pourcentage d’inhibition ou I’absorbance en fonction de la
concentration, pour chaque extrait ou standard testé.
Tableau 05 : ICso de I’extrait méthanolique, aqueux et de 1’acide ascorbique.

Standard / Extrait 1Cso0 (png/ml)
Acide ascorbique 16.39 £ 12.38
Méthanolique 24.47 + 16.15
Aqueux 57.08 £ 16.72
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Figure 25 : Test de DPPH de 1’acide ascorbique.
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Figure 26 : Test de DPPH de I’extrait méthanolique.
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Figure 27 : Test de DPPH de I’extrait aqueux.

D’apres le tableau 05, les deux extraits ont montré une activité antiradicalaire
relativement faible par rapport a celle du standard (acide ascorbique). L’extrait méthanolique a
présenté la meilleure activité, avec une ICso de 24,47 + 16,15, tandis que I’extrait aqueux affiche
une ICsp de 57,08 £ 16,72. 11 est important de noter que I’extrait méthanolique présente une
teneur élevée en polyphénols, ce qui pourrait expliquer son efficacité antioxydante par rapport
a ’extrait aqueux.

L’extrait méthanolique présente une efficacité antioxydante avec une ICso de 24,47

ug/ml, soit une activité supérieure a celle rapportée par Lenny et al., (2024) qui ont obtenu une
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ICs0 de 65,13 pg/ml. Cette différence significative peut s’expliquer par I’optimisation des
conditions d’extraction ou la qualité du matériel végétal utilisé.

Bien que I’extrait aqueux présente une activité antioxydante inférieure a celle de I’extrait
méthanolique, ces résultats confirment le potentiel antioxydant de cette espéce végétale et
suggerent que le choix du solvant d’extraction influence considérablement 1’efficacité de
I’activité antioxydante, le méthanol permettant une meilleure extraction des composes

phénoliques et flavonoides responsables de cette bioactivité.

I11.5. Activité antibactérienne

Nous avons évalué ’activité antibactérienne de deux extraits bruts des feuilles de la
plante Eucalyptus citriodora en utilisant la méthode de diffusion sur disque sur milieu gélosé
Mueller-Hinton. Cette technique est tres courante et facile a réaliser : elle consiste a déposer
des disques imbibés d’extrait sur une gélose contenant des bactéries, puis a observer si une zone
d'inhibition se forme autour des disques. Plus cette zone est grande, plus 1’extrait est efficace
contre les bactéries. Cette méthode est largement utilisée pour tester 1’efficacité antibactérienne
des substances naturelles, notamment des extraits végetaux.

Les valeurs des zones d'inhibition sont données dans, les tableaux 06 et 07 et leurs
aspects sont montrés dans la figure 28.

Tableau 06 : Activité antibactérienne de I’extrait aqueux des feuilles de la plante Eucalyptus

citriodora.
® (mm)
Extrait Aqueux
oncentration
g/ mi) 400 200 100 50
Souches
Pseudomonas
_ 22,71+3.23 16.62+2.17 10.51+0.72 9,35+0.49
aeruginosa
Staphylococcus
11.18+0.25 8.85+0.20 8.39+0.55 8.06+0.79
aureus
Bacillus
o 19,45+1.93 14,24+1.07 11,74+2.42 9,88+0.75
subtilis
Escherichia coli - - - -
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Tableau 07 : Activité antibactérienne de I’extrait méthanolique des feuilles de la plante

Eucalyptus citriodora.

® (mm)
Extrait méthanolique
oncentration
Souchesgl ml) 400 200 100 50
Pseudomonas 23.41+4.73 21.22+2.43 16.80+2.05 11.01+0.53
aeruginosa
Staphylococcus 11.28+2.16 9.55+154 - -
aureus
Bacillus subtilis 22.07£1.06 15.97+5.75 15.54+0.06 12.66+2.72
Escherichia coli - - - -

- ® zone d’inhibition.
- Les valeurs indiquées sont des moyennes de deux mesures (Moyenne * écart type).
- (-) pas d’activité.
L’¢étude de I’activité antibactérienne des extraits sur différentes bactéries, a Gram positif
et a Gram négatif, montre que les diamétres des zones d’inhibition varient selon la souche testée.
D’apres les tableaux 06 et 07 on remarque que les deux extraits ne présentent aucune activité
contre E. coli, aucune zone d’inhibition n’étant visible autour des disques. Cependant P.
aeruginosa représente la bactérie la plus sensible aux extraits suivis par B. subtilis et S. aureus.

L'extrait méthanolique présente I'effet inhibiteur le plus puissant contre les souches
sensibles. Pour chacune des souches le diamétre des zones d’inhibition augmente relativement
avec I’augmentation de la concentration de I’extrait utilisé, dont les diametres d’inhibition
varient entre (23-9 mm) pour P. aeruginosa, (22-9 mm) pour B. subtilis, (11-8) pour S. aureus
(tableau 06 et 07).

Le DMSO a été utilisé comme solvant (contréle négatif), et les résultats indiquent qu’il
est appropri¢, n’ayant aucun effet sur la croissance normale des différentes souches
microbiennes.

Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par Okhale et ses collegues., (2022),

qui ont également observé une sensibilité marquée de Bacillus subtilis & I’extrait méthanolique.
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D’autre part, nos résultats sont en accord avec ceux de Pathmanathan et al., (2010),
qui ont montré que Pseudomonas aeruginosa est sensible aux extraits méthanolique et aqueux
des feuilles de la plante Eucalyptus citriodora. Les résultats obtenus par Perry et Wangchuk.,
(2023), portant sur les extraits bruts méthanoliques et aqueux des feuilles de la plante
Eucalyptus citriodora, ont également démontré une activité antibactérienne modérée contre
plusieurs bactéries Gram-positives et Gram-négatives, notamment Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis, ce qui est en accord avec nos propres résultats.

D’aprés les résultats obtenus, il a été constaté qu’Escherichia coli développe une
résistance aux deux extraits. Nos observations sont en accord avec celles de Koudoro et al.,
(2014), qui ont également rapporté la résistance de cette souche a I’extrait hydroéthanolique
des feuilles de la plante Eucalyptus citriodora. Cette résistance pourrait étre liée a la nature de
la membrane bactérienne, probablement imperméable aux principes actifs contenus dans
I’extrait (Koudoro et al 2014).

E.MeOh : extrait éthanolique ; EAQ: extrait aqueux ; 1: 400mg/ml ; 2: 200mg/ml ;
3:100mg/ml 4:50mg/ml ; T: témoin négatif.

Figure 28 : Photos représentatives des zones d’inhibition obtenues vis-a-vis les souches
testées (photos originales).
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B Conclusion

Dans le présent travail, la plante Eucalyptus citriodora a éte étudié afin de déterminer
la composition chimique et I’activité biologique des extraits bruts (aqueux et méthanoliques)
de ses feuilles.

Les tests phytochimiques ont révélé la présence de divers composes bioactifs
notamment, les phénols, les flavonoides, les tanins, les terpénoides, les glucides, les quinones,
les saponines, les stéroides et les protéines.

L’étude quantitative a montré que D’extrait méthanolique présente un meilleur
rendement d’extraction par rapport a I’extrait aqueux. L’analyse des teneurs en polyphénoles
a réveélé une concentration nettement plus élevée dans I’extrait méthanolique que dans I’extrait
agqueux.

L’évaluation de I’activité antioxydante in vitro a montré que les deux extraits bruts
posseédent une capacité remarquable a piéger les radicaux libres DPPH. La meilleure activité
est obtenue dans 1’extrait méthanolique.

L’étude de I’activité antibactérienne a révélé que I’extrait méthanolique présente I’effet
le plus marqué. Pseudomonas aeruginosa est la souche la plus sensible vis-a-vis les deux
extraits, suivi de Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus. Alors qu’Escherichia coli est
résistante a la fois a I’extrait aqueux et a I’extrait méthanolique.

Les résultats obtenus confirment 1’intérét pharmacologique des feuilles de la plante
Eucalyptus citriodora en tant que source de composés naturels bioactifs, susceptibles d’étre
valorisés a des fins thérapeutiques.

En perspective, il serait pertinent de poursuivre les investigations en explorant les axes
suivants :

« Fractionner et isoler les molécules responsables des différentes activités biologiques,
afin d’identifier les principes actifs majeurs.

o Réaliser les tests de toxicité, aussi bien in vitro qu’in vivo, pour évaluer la sécurité
d’utilisation des extraits dans un cadre thérapeutique.

e Approfondir 1’évaluation biologique, dans le but d’explorer d’autres activités
pharmacologiques potentielles, telles que les effets anticancéreux, anti-inflammatoires,

ou encore d’autres propriétés d’intéret.
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B Annexe

Annexe | : Préparation des solutions pour 1’analyse biochimique

» Eau physiologique
Chlorure de SOAIUML. .......oiuiit e 99
BaU diStillEe. . ... vt 1000ml
Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min.
» Folin Ciocalteu
FOlN CIoCaIteU. ...\ttt e e 1mi
Eau distille. ... ovieie i e 9ml
» Carbonate de sodium a 7,5 %
Carbonate de SOAIUML. ... .ottt e e e e e eaaas 7,50
Eau distillée. .. ovineii i 100ml

» Chlorure d'aluminium a 2%

Chlorure d'aluminium ... .. ..o 29

METhANOI ... .o 100ml
» Chlorure ferrique

ChlOTure fermiqUe. ... ettt ettt e 19

BaU distill€e. . ....ovieiii e 100mi
» Solution méthanolique de DPPH

REacCtif de DPPH ... e 5,9mg

MEhAnOL ... e 100ml

Annexe |1 : Composition des milieux de culture.
» Bouillon nutritif (pH 7,2)

PePtONe. ..o 5¢
Extrait de viande..........c.oviiiiiiii e 19
Bau distill@e. . ... 500ml

Stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min



