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Résumé

Notre étude est basée sur la valorisation de trois plantes médicinales (Juniperus
oxycedrus, Eucalyptus globulus et Matricaria chamomilla), en les caractérisant par une étude
phytochimique et 1’évaluation des activités antibactériennes des extraits hydro-éthanoliques
de ces trois espece végétales. Les tests phytochimiques effectués montrent la richesse de ces
especes végétales en polyphénols, flavonoides, sapnoides, tanins catéchiques et quinones
libers et une absence totale des alcaloides. L’activité antibactérienne de trois extraits hydro-
éthanoliques a été testée vis-a-vis six souches bactériennes; deux a Gram positif (Bacillus
subtilis et Staphylococcus aureus) et quatre a Gram négatif (Escherichia coli; Klebsiella
pneumoniae; Enterobacter aerogens et Pseudomonas aeruginosa) selon la méthode de
diffusion sur disque. Les résultats obtenus ont révelé que ces extraits réagissent positivement
sur les souches Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis avec des zones d’inhibition varient
de 7 mm a 15 mm de diamétre, alors qu’ils sont inactifs contre les souches restantes. La
présente étude montre la richesse de ces trois plantes par les métabolites secondaires
(composés polyphénoliques), ce qui montre I’importance de leur utilisation en médecine

locale comme agents antibactériens.

Mots clés : Juniperus oxycedrus, Eucalyptus globulus, Matricaria chamomilla, activité

antibactérienne, extraits hydro-éthanoliques, composés polyphénoliques.



Antibacterial effect of extracts from three medicinal plants (Juniperus oxycedrus,

Eucalyptus globulus and Matricaria chamomilla)
Summary

Our study aims to enhance the value of three medicinal plants (Juniperus oxycedrus;
Eucalyptus globulus and Matricaria chamomilla), by characterizing them by a phytochimical
study and the evaluation of the antibacterial activities of the hydro-ethanolic extracts of these
three plants species. The phytochimical tests carried out show the richness of these plant
species in polyphenols, flavonoids, sapnoids, catechetical tanins and quinones and total
absence of alkaloids. The antibacterial activity of three hydro-ethanolic extracts was tested
against six bacterial strains, two Gram positive (Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus)
and four Gram negative (Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae; Pseudomonas aeruginosa
and Enterobacter aerogens) by disk diffusion method. The results obtained revealed that these
extracts react positively on Bacillus Subtilis and Staphylococcus aureus strains with zones of
inhibition varying from 7 mm to 15 mm in diameter, while they are inactive against the
remaining strains. The present study shows the richness of these three plants with secondary
metabolites (polyphenolic compounds), which shows the importance of their use in local

medicine as antibacterial agents.

Key words: Juniperus oxycedrus; Eucalyptus globulus; Matricaria chamomilla; antibacterial

activity, hydro-ethanolic extracts.
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Introduction

Introduction

Pendant longtemps, les remeédes naturels et surtout les plantes médicinales furent le
principal recours de la médecine de nos grands-parents, malgré I’important développement de
I’industrie pharmaceutique qui a permis a la médecine moderne de traiter un grand nombre de
maladies souvent mortelles. Environ 80% de la population mondiale profite des apports de la
médecine traditionnelle a base des plantes, reconnaissant ainsi les savoirs empiriques de nos
ancétres (EI Rhaffari et Zaid, 2004). Certaines espéces possédent des propriétés

pharmacologiques qui leur conférent un intérét médicinal.

Dans les temps anciens, les plantes médicinales etaient la seule source unique recours
de la tradition orale pour soigner les pathologies, en méme temps que la matiére premiére

pour la medecine moderne (Jean et Jiri, 1983).

En effet, les plantes possedent des milliers de substances actives a l'intérieur de leurs
organes (feuilles, fleurs et racines) et peuvent, selon des techniques chimiques (extraction,
distillation, séchage), permettre l'isolation du principe actif pour 1’utiliser en pharmacie. Ces
remeédes naturels sont bien souvent tres efficaces avec moins d'effets secondaires reconnus
que beaucoup de médicaments de synthese, mais peuvent néanmoins étre mortels ou toxiques

pour l'organisme lorsqu'ils sont mal utilisés (Duraffourd et al., 1997).

Dans le monde, les plantes ont toujours été utilisées comme médicaments. Ces
derniers sont considérés comme peu toxiques et doux par rapport aux médicaments
pharmaceutiques, qui sont de plus en plus intéressées par 1’étude éthano-botanique des

plantes.

Ce travail a pour objectif I’é¢tude de I’activité antibactérienne des extraits des trois
plantes médicinales: la camomille (Matricaria chamomilla), le genévrier (Juniperus
oxycedrus) et I’Eucalyptus (Eucalyptus globulus) vis a vis différentes souches bactériennes

ainsi que la détermination de leur Concentration Minimales Inhibitrices (CMI).
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La présente etude est divisee en deux parties :
La premiére partie: Synthese Bibliographique, qui englobe

<~ Les plantes médicinales.
<~ Les métabolismes secondaires.
<~ Les différentes activités biologiques des plantes

<~ Présentation des plantes sélectionnées.
La deuxiéme partie : Etude expérimentale, qui réunit

<~ Matériel et méthodes
<~ Résultats et discussions

<~ Conclusion
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Synthese Bibliographique

1. Plantes médicinales

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I’¢élaboration des médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont utilisés
directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matieres premiéres pour la
synthése de médicaments ou comme modeéles pour les composés pharmacologique actifs

(Ameenah, 2006).
1.1. Définition des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle, dont au

moins une partie possede des propriétés médicamenteuses (kanter et al., 2006).

Une plante médicinale est une plante utilisée de différentes maniéres (décoction,
maceration, infusion, etc.) et une ou plusieurs de ses parties peuvent étre utilisées (racine,

feuilles, fleurs etc.) (Baran, 2000).

Les plantes medicinales ont un avenir prometteur, car il y a environ 500.000 plantes
dans le monde entier, et la plupart d’entre ne sont pas encore étudiées. Leurs activités
médicinales pourraient étre decisives dans le traitement des études actuelles ou futures

(Rassol Hassan, 2012).
1.2. La phytothérapie

La phytothérapie est 1'utilisation des plantes pour le traitement des maladies. De nos
jours, les traitements a base des plantes reviennent au premier plan, car I’efficacité des
médicaments tels que les antibiotiques qui sont considérés comme la solution quasi
universelle aux infections a été diminuée. Les bactéries se sont peu a peu adaptées aux

médicaments et leur résistent de plus en plus (Iserin, 2001).

En phytothérapie, il y a plusieurs modes de préparation (selon 1'usage que I’ont veut

faire) soit par I'utilisation de plante elle-méme, en poudre, infusion, décoction, macération,
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soit par I’utilisation des produits d’extraction ; huiles essentielles, alcoolats, sirops, etc. La
qualité du recueil des plantes, leur conservation, leur préparation est essentielle si nous
voulons étre en mesure de juger de leur efficacité d’un traitement phyto-thérapeutique. De

plus, il est impératif de vérifier ’absence de toxicité des plantes employées.

D’aprés Zeghad, (2009) il y’a différents types de phytothérapie

Harboristerie

Figure 01 : Les différents types de la phytothérapie d’aprés Zeghad, (2009)
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2. Les métabolismes secondaires

Les plantes produisent un tres grand nombre de composés organiques qui résultent
des réactions chimiques ultérieures a la photosynthése. On les nomme les métabolites
secondaires, et ne sont pas par essence nécessaires, vitaux pour la cellule, et I’organisme.
Plusieurs dizaines de milliers sont déja connus. Les métabolites secondaires ont des fonctions
tres différentes : de protection, d’attraction des pollinisateurs, et de régulation. Les
métabolites secondaires sont synthétisés par différentes parties de la plante selon leurs réles

biologiques.

Les principales familles de métabolites secondaires sont les alcaloides, terpénoides et

les composés phenoliques (Crozier et al., 2006).
2.1. Les polyphénols

Les polyphénols, ou composés phenoliques forment une grande classe de produits
chimiques que I’on trouve dans les plantes au niveau des tissus superficiels ; ce sont des
composes photochimiques poly-hydroxylés et comprenant au moins un noyau aromatique a
6 carbones, les principales classes de composants phénoliques sont basés essentiellement sur
la structure, le nombre de noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces
noyaux: les acides phénoliques (acide caféique, acides hydroxycinnamique, acide
chlorogénique) , les flavonoides qui représentent plus de la moitié des polyphénols, et
appartiennent a quatre principaux groupes (Les flavones, les flavonones, les flavols, et les

anthocyanines), les tanins et les coumarines (King et young, 1999 ; Tapiero et al., 2002).
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Tableaul: Les principales classes des composés phénoliques et mode d’action (Cowan,

1999)
Squelette Classe Mécanisme d’action Structure de base
carbonée
C6 Phénols simple Perturbation de membrane Py I
Inactive les enzymes (l;l
C6-C1 Acides Pertubation de la membrane o
hydroxybenzoiques ®—{
OH
C6-C3 Acides Interaction avec I’ADN O
hydroxycinnamique R S
o o
coumarines (activité antivirale)
RQ
RS
C6-C4 Naphtoquinones Complexe avec la paroi 0 0
cellulaire O 0
2
Inactive les enzymes 4
0
Laision aux adhésines 1,4-naphtoquinone 1,2-naphtoquinone
C6-C3-C6 Flavonoides Laision aux protéines
complexes de la membrane 5
. = © = .
Pertubation de la membrane Al S5
OH
Inihbe la transcriptase reverse i ©H
du HIV
(C6-C3- Tanins condensés Pertubation de la membrane OH
Cé)n 4 O
OH

Inactive les enzymes

Laision aux protéines
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2.1.1. Les acides phénoliques

On distingue deux types appartenant a cette classe ; les dérivés de ’acide cinnamique
et I’acides benzoique. Les acides phénoliques sont des petites molécules constituées dun
noyau benzénique et au moins d’un groupe hydroxyle, elles peuvent étre estérifiées,
¢thérifiées et lies a des sucre sous forme d’hétérosides, ces phénols sont solubles dans les
solvants polaires, leur biosynthése dérive de I’acide benzoique et de I’acide cinnamique
(Wichtl et anton, 2009). Les phénols posseédent des activités anti-inflammatoires,

antiseptiques et analgésiques (médicament d’aspirine drivée de I’acide salicylique).

O o)
OH X “OH

L’acide benzoique L’acide cinnamique
Figure 2 : Structure de base des acides benzoique et cinnamique (Sitel)

2.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des composes poly-phénoliques des végétaux constituent un

groupe d’une extréme diversité. Ont une structure de C6-C3C6 a poids moléculaire faible.

Les Flavonoides sont 1'un des plus grandes groupes des métabolites secondaires qui
jouent un réle important dans les plantes. lls interviennent dans la défense, comme
pollinisateurs, et comme molécules signales de reconnaissance entre les plantes diazotrophes
(Maxwell et phillips, 1990). lls sont genéralement des antibactériens et possédent aussi des
propriétés anti-inflammatoires et antivirales (Wichtl et Anton, 2009). Ce sont des pigments
quasiment universels des végétaux qui sont en partie responsables de la coloration des fleurs,

des fruits, et parfois des feuilles (Touafek, 2010).
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OH

HO O
> OH

OH
OH

Figure 3 : Structure de base des flavonoides(Site2)

Flavonones

¢
OH
(@]

Flavanonols

Flavones

FLAVONOIDES

z
]

Néoflavonoides

O'

Isoflavones

Flavanols

Figure 4: Les principales classes de flavonoide(Site3)
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2.1.3. Les tanins

Ce sont des molécules assez volumineuses avec un PM=500 et 3000 daltons, ils sont
caractérisés par une saveur astringente et sont trouvés dans tous les parties de la plantes :

I’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines (Scalbert, 1991).
Les tanins sont divisés en deux groupes :

» Les tanins condensés.

» Les tanins Hydrolysables.

Complex tannins Condensed tannins
OH

(catechin moiety),

HO
HO '—()
I}
0
HO O\( 0
H RO
HO H
OH

OH (catechin moiety),

Figure 5: Structure de base des tanins condensés et des tétrahydronaphtalines(Site4)
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2.2. Les alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d’origine végétale, de caractére alcalin et de
structure complexe (Noyau hétérocyclique), on les trouve dans plusieurs familles des plantes,
la plupart des alcaloides sont solubles dans I’eau et 1’alcool et ont un gout amer et certains
sont fortement toxiques (Wichtle et Anton., 2009) et d’autre alcaloides sont utilisés comme
moyens de défense contre les infections microbiennes (Nicotine, Caféine, Morphine,

Lupinine) (Hopkins, 2003) et aussi comme des anticancéreux (Iserin et al., 2009).

NH >

CH= H O M =N
| O r::f‘lrr-.,,|jl\)\;‘-’fj
' O M

Q) HOHO
Cafeine Adenosine

Figure 6: Structure de base d’alcaloides de caféine et d’adénosine (siteb)

2.3. Les Terpénoides

Les terpénoides présentent une vaste famille de composés naturels différents, prés de
PM=15000 daltons, et de caractere généralement lipophiles, leurs grandes diversités due au
nombre de base qui constituent la chaine principale de formule (C5H8) n, dont les composes

mono terpenes, sesquiterpenes, di-terpenes, tri-terpenes (Witchl et Anton, 2009).

Ces molécules se présentent sous forme d’huiles essentielles; parfums et gotlt des

plants pigments (caroténe), hormones (acides abscissique), des stérols (cholestérol) (Hopkins,

2003).

10



Synthese Bibliographique

3. Les différentes activités des plantes
3.1. Activité antioxydante

Il existe des mécanismes de défense cellulaire qui détruisent les radicaux oxygénés
(peroxydases cellulaires), ou qui piegent les radicaux libres (molécules antioxydantes)
(Dacosta, 2003). Les polyphénols sont les antioxydants les plus abondants dans nos régimes
alimentaires. Ils forcent nos défenses naturelles contre le stress oxydant. C’est admis que la
capacité antioxydante de plusieurs fruits est due a la présence des flavonoides. Les principaux

radicaux libres qu’on rencontre dans le corps humain sont :

L’anion superoxide (O2-)
Le radical hydroxyle (OH)
Le radical alcoxyl ( RO)
L’oxydenitritique (NO)

R

Le radical hydroperoxyle (HOO),

ainsi que les élements antioxydants nutritifs: Vitamine C, Vitamine E et B Carotene

(Van acker et al., 1996).
3.2. Activité antibactérienne et anti fongique

Les polyphénols sont doués d’ activités antibactériennes importantes et diverses, du
a leur diversité structurale. Les sites et le nombre des groupes hydroxyles sur les groupes
phénoliques sont supposés étre reliés a leur relative toxicité en vers les micro-organismes. Il a
été aussi rapporté que plus les composes phénoliques sont oxydés, en plus, ils sont inhibiteurs
des micro-organismes. Les flavonoides ont une activité antibactérienne trés vaste et tres
diversifiée ; les flavonoides sont capables d’inhiber la croissance de différents types de
bactéries : Staphylococcus aureus (Babayi et al., 2004), Escherichia coli (Okigbo et al.,
2005).

11
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Les tanins ont une action antibactérienne puissante, leur permettant d’inhiber la
croissance des bactéries ruminales comme Clostridium aminophilum, ainsi que les bactéries

responsables de différentes infections chez I’homme : Escherichia coli (Okigbo et al., 2005).
3.3. Activité anti-ulcérogene

Les flavonoides sont capables de protéger la muqueuse gastrique contre divers agents

ulcérogenes significatives (Varma et Kinoshita, 1976).
3.4. Activité anti-hépatotoxique

Les flavonoides ont été utilises depuis des siecles en médecine traditionnelle dans le
traitement des affections hépatiques ; les principes actifs de I’extrait sont constitués d’un
mélange complexe (constitue de composés de type flavonignane et flavonone) appelé

silymarine (Laughton et al., 1991).
3.5. Activité anti —inflammatoire

L’inflammation est un mécanisme de réponse a une lésion tissulaire visant a la
circonscrire et a la réparer. La fonction principale de I’inflammation est d’éliminer 1’agent
agresseur et de permettre la réparation des tissus : ainsi la recherche de nouveaux agents anti-
inflammatoires issus de plantes, reste la meilleure source (Ghedira, 2005). De nombreux
travaux semblent indiquer que les flavonoides possedent des propriétes anti-inflammatoires et
sont capables de moduler le fonctionnement du systéeme immunitaire et diminuer la libération
d’histamine des basophiles et des mastocytes. Plusieurs flavonoides (le crisiliol et la
biacaléine) sont de puissants inhibiteurs de la lipoxygénase et donc la production des

leucotriénes (Bruneton, 1999).
3.6. Activité anti-cardiovasculaire

La consommation des polyphénols favorise la protection contre les altérations
cardiaques et vasculaires. Au niveau des arteres, ces molécules préviennent I’oxydation des
lipoprotéines de faible densité évitant ainsi I’artériosclérose. Les polyphénols inhibent aussi

I’agrégation plaquettaire impliquée dans le phénomeéne de thrombose qui induit I’occlusion

12
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des arteres. En effet, la consommation des polyphénols favorise la protection contre les

altérations cardiaques et vasculaires (Martin, 2002).
3.7. Activité anti cancérigenes

La cancérogénese est un processus complexe multi-séquentiel menant une cellule de
I’état sain a un état précancéreux et finalement a un stade précoce de cancer (Pincemail et al.,
1999). Plus récemment, des recherches expérimentales suggeérent que les flavonoides dans les
plantes sont parmi les substances susceptibles de retarder voire d’empécher I’apparition de
certains cancers, tout en réduisant d’une maniére spécifique les risques d’en avoir chez les

sujets humains (Decloitre, 1993).

Des études réalisées in vitro et in vivo suggérent que les flavonoides agissent a tous les
stades de la cancérogénése (initiation, promotion, progression). Ils inhibent la croissance de
lignées cellulaires cancereuses en interférant avec les mécanismes de transduction des signaux

mitogénes (Curtay et Robin, 2000).

13



Synthese Bibliographique

4. Les plantes sélectionnées
4.1. La matricaire ou Camomille allemande (Matricaria chamomilla)

La médecine traditionnelle a attribué de nombreuses propriétés thérapeutique a la
matricaire (Camomille allemande) qui on été souvent discutées. Parmi les principales
propriétés, il y avait 1'usage en tant qu’antispasmodique, fébrifuge, antinévralgique,
antiallergique et bactéricide. En usage externe, la matricaire est un anti- inflammatoire, un
cicatrisant de la peau et des muqueuses. Elle est prescrite contre les inflammations de la
bouche, des oreilles, des yeux et contre divers affections cutanées. L’huile essentielle est

également utilisée comme agent rhumatismal (Guignard et al., 1988 ; Seaman, 1982)

La matricaire est couramment employée dans les préparations capillaires destinées a
éclaircir la nuance des cheveux dont elle stimulerait aussi la croissance. C’est la plante la plus
utilisée en cosmétologie ou elle se montrerait émolliente, adoucissante et protectrice (Park et

Kim, 1998)

Photographie 1: Matricaria chamomilla
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4.1.2. Classification

La classification botanique de la Camomille est présentée dans le tableau 2 selon
(Quezel et Santa, 1993)

Tableau 2 : Classification de I’espece de Matricaria chamomilla (Quezel et Santa,

1993)
Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Spermatophyta plante a graines
Classe Angiospermae plante a fleurs
Sous classe Dicoyledonae
Super Ordre Asterales
Ordre Asteridae
Famille Asteraceae
Genre Matricaria
Espéece Matricaria chamomilla

4.1.2. Etymologie

Matricaire vient de «Matrix», «Matrice», le nom “Chamomilla “vient du grec

Chamaimelon= chamai signifiant a terre et” melon “signifiant pomme (Pierre et Lys, 2007)

La petite Camomille est cependant plus connue par ses Synonymes suivants:
Chamomilla chamomilla; Chamomilla recutita et Matricaria chamomilla (Gotez et Ghedira,

2012).
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4.1.3. Noms vernaculaires

< Frangais: Camomille allemande; Petite camomille; Camomille sauvage; il du
soleil.

< Anglais: German chamomile.

< Italie: Camomilla vulgare.

< Arabe: Babounj (Pierre et Lys, 2007)
4.14. Description botanique

La Matricaire est une plante herbacée annuelle, aromatique, a odeur prononcée de
camomille et a saveur amere (Fouraste, 2007), mensurent de 50 cm de hauteur, a tige dressée,
rameuse. Les feuilles alternes, épaisses, sont tres divisees (bi ou tripennées), en laniére
(Bellakhedhdar, 2006). Les fleurs libres en capitules, c’est-a dire serrées les unes contre les
autres, sans pédoncule, sont placés sur I’extrémité d’une tige, entourées d’une collerctte de
bractées stimulant un calice (Bruneton, 1999). Les capitules sont insérées sur un réceptacle
conique, présentant un grand nombre de fleurs tubules jaunes: les fleurs du milieu en tube
cylindrique sont jaunes a 5 lobes, les fleurs du pourtour en languettes blanches souvent
réflechies, radiées (Witchl, 2003). Les fruits, tous semblables, sont des akénes jaune
blanchatre, en cone, ne dépassant pas 1 mm de longueur. La graine est sans albumen et

I’embryon est petit (Fourasté, 2007).
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Figure 7: Aspect botanique de Matricaria chamomilla (feuille, tige,graine et fleur) (site6)
4.1.5. Répartition géographique

Originaire des régions méditerranéennes, la Matricaire est ubiquitaire en Europe ; hors
d’Europe, on peut la rencontrer en Asie centrale et du Sud-Ouest en Afrique du Nord. Elle est
méme naturalisée dans I’Amérique du Nord. Cette plante peut s’élever a une assez grande
altitude dans les champs des montagnes ou au voisinage des habitations des villages situés a
environ 1000 m (Fourasté, 2007). Elle s’accommode a tous les sols, méme calcaires, et croit
essentiellement dans les jardins ou le long des murs, et dans les décombres humides

(Boutaoui, 2012).
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4.1.6. Utilisation traditionnelle

La médecine traditionnelle a attribué de nombreuses propriétés thérapeutiques a la
matricaire (Camomille allemande) qui ont été souvent discutés. Parmi les principales
proprietés, il y avait 1’usage en tant qu’antiseptique, antiallergique, anti-inflammatoire et
bactéricide. Elle est prescrite contre les inflammations de la bouche, des oreilles, des yeux et
contre diverses affections cutanées (Guignard et al., 1988). Ainsi, c’est la plante la plus
utilisée dans la cosmétologie; elle se montrerait émolliente et protectrice (Park et Kim,

1998).

Les propriétés anti-hermitiennes ont eté évaluées sur les extraits aqueux de la
matricaire en raison de leur teneur en acide phénols de type acides rosmariques (Mimica-
Dukic et al, 2004). Aussi, I’activit¢ des huiles essentielles a été déterminé vis avis
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella poona et

Escherichia coli (Hussain et al, 2011).
4.2. Eucalyptus (Eucalyptus globulus)

Les Eucalyptus sont de grands arbres, faisant partie de la famille Myrtaceae. Les
feuilles pétiolées, pouvant atteindre 25 cm de long ; légerement falciformes ; épaisses ; de
couleur gris-vert, présentent une nervure principale surtout distincte sur la face inférieure. Le
bord est lisse et quelgque peu épaissi. La drogue coupée contient des fragments de limbe
coriaces, friables, avec de nombreuses lenticelles de couleur brune plus ou moins foncées,
apparaissent de multiples poches sécrétrices ponctuant le limbe. De nombreux petits points

visibles a la loupe correspondent aux stomates.
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Photographie 2 : Eucalyptus globulus

4.2.1. Noms vernaculaires

< Francais: Eucalyptus
< Anglais: Eucalyptus
< Arabe: Calitus
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4.2.2. Classification

Tableau 3: Classification de I’espéce d’Eucalyptus globulus (Tison, 2014)

Régne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliiopsida-dicotylédones
Sous Classe Rosidae
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre Eucalyptus
Espece Eucalyptus globulus

4.2.3 Description botanique

La plupart des Eucalyptus ont des feuilles persistantes. Comme les autres membres de la

famille des Myrtaceae,

Les feuilles d’Eucalyptus sont couvertes de glandes a huile. La production d’huile en
abondance est une caractéristique importante de ce genre. Les feuilles, bleutées, ont une
curieuse caractéristique: sur les jeunes arbres, elles sont opposées, sessiles, ovales et glaugues,
et quand I’arbre grandit, elles deviennent alternes, pétiolées, trés allongées, parfois un peu

courbées comme des lames de faux, et dun vert luisant (Witchl et Anton, 2009)

Les fleurs sont tres variées. Elles ont de tres nombreuses étamines qui peuvent étre de

couleur blanche, creme, jaune, rose ou rouge.
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Les fruits, a maturité ont la forme d’un cdne, ils sont secs, et de couleur brune. Ils ont
également des valves qui se soulevent pour laisser échapper les graines lors de leur chute sur

le sol.

De nombreux Eucalyptus sont utilisés dans le monde pour produire du bois de service :

poteaux, bois de mine, bois de feu, perches, bois de construction (Witchl et Anton, 2009).

Eucalyptus globolus Labill

Figure 9: Aspect botanique d’Eucalyptus globulus (feuille, tige, graine et fleur) (site7)
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4.2.4. Répartition géographique

Les Eucalyptus sont de grands arbres dont certaines espéces peuvent atteindre 100
meétres de hauteur, originaire d’Australie, notamment de la province de Tasmanie ;
I’Eucalyptus fut rapidement planté dans les régions subtropicales de 1’Asie et du bassin
méditerranéen. Possédant une exceptionnelle capacité d’absorber 1’eau du sol sur lequel il
croit, ’Eucalyptus asséche rapidement les marais qu’il colonise. Il élimine ainsi les milieux de
reproduction des insectes qui transmettent la malaria, d’ou le nom « d’arbre a la fiévre » ou

Australien fever tree (Bruneton, 1999)
4.2.5. Propriétés thérapeutiques d’Eucalyptus globulus

Eucalyptus globulus est un antiseptique des voies respiratoires, expectorant,
analgésique (Duraffourd, 1997) en usage interne et externe, décongestionnant, hypoglycémie,
a action détoxifiante (toxines diphtérique et tétanique), antimicrobiennes sur les bactéries
Gram+, antifongique, anti-inflammatoire, améliore les épreuves fonctionnelles respiratoires,
mucolytique, antispasmodique bronchique, fébrifuge, tropisme broncho-pulmonaire trés

marqué, asséchant en forte proportion.

Les propriétés médicinales de I’Eucalyptus sont surtout attribuables a 1’eucalyptol
(aussi appelé 1,8-cinéole) que renferment ses feuilles. Le 1,8-cinéole que contient
I’Eucalyptus s’est révélé étre efficace pour réduire la dose de corticostéroides utilisée par des

sujets souffrant d’asthme et pour combattre le rhume (Tesche et Metternich, 2008).
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4.3. Le Genévrier cade (Juniperus oxycedrus)

Le Genévrier cade, ou encore oxycedre est une plante appartenant a la famille des
Cupressacées. Le nom «Oxycedrus» provient de deux mots grec «Oxys» et Cedros» qui
signifient respectucusement aigu et cédre c’est a dire cédre a feuille épineuse (Garnier et al.,

1961)

Photographie 3: Juniperus oxycedrus

4.3.1. Description botanique

C’est un arbrisseau ou arbuste dressé de 1 a 8 m a bourgeon écailleux et a ranules
obtusément triangulaire, feuilles tres étalées, verticillés, toutes linéaires en alene a pointe fine
et piquantes articulées, non décurrentes, marquées de deux sillons blanchatre séparées par
nervure médiane en dessus et a carene obtuse et non sillonnée en dessous fleurs dioiques,
fruits rouge et luisants a la maturité, assez gros (Chaouche, 2013). Il pousse dans les foréts

des régions cotiéres méditerranéennes et préfere les endroits pierreux ( Klimko et al., 2007).
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Figure 10: Aspect Botanique de Juniperus oxycedrus (feuille, tige, graine et fleur) (site8)
4.3.2.Noms vernaculaires
<~ Francais: Cadier, Cade genévrier, Oxcycedre, Petite cédre.

<~ Arabe: Araar
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4.3.3Classification

Tableau 4: classification de I’espéce Juniperus oxycedrus selon (Tizan, 2014)

Régne Plantae
Division Spermaphytes
Classe Coniferes
Ordre Coniferales
Famille Cupressaceae
Genre Juniperus
Espece Juniperus oxycedrus

4.3.4. Réparation géographique

Juniperus oxycedrus est une espéce typique de la région méditerranéenne ; sa
réparation s’étend dans I’ Afrique du Nord (Algérie et Tunisie), et se trouve aussi en Espagne,
France, Italie, Portugal, Turquie, dans Péninsulaire balkanique et aussi dans I’Est du Caucase
et Nord de I'Iran. C’est une espece qui se développe sur des pentes séches, et aussi sur les
dunes. Elle apprécie les lieux arides, rocailleux, sur sols calcaires ou sur sols acides, elle est

fréquemment associée au chéne vert (Farjon, 2005).
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4.3.5. Utilisation traditionnelle

En médecine traditionnelle, cette plante est utilisée dans le traitement de diverses
maladies telles que I"’hyperglycémie, 1’obésité, la tuberculose, la bronchite, et la pneumonie

(Sanchez et al, 1994).

Elle est également utilisee sous forme de décoction pour le traitement des troubles

gastriques et comme un analgésique buccal (Fernandez et al, 1982).

Ce genévrier est surtout connu pour I’huile que ’on obtient en distillant son bois,
nommé I’huile de cade (Margoniu et al, 2003). Cette I’huile est utilisée depuis trés
longtemps, comme reméde externe de nombreuses affections cutanées: eczéma chronique a
forme seche, acné, psoriasis. Pour 'usage interne, I’huile de cade peut étre préconisée comme
vermifuge et contre la lithiase biliaire, la néphrite chronique, et la pyélite (Garnier et al,

1991).
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Tableau 5: Principales caractérisations des plantes médicinales (Guignard et al., 1985)

Plante

Activités
biologiques de la
plante

Bactéries visées

Principaux
composants
chimiques

Anti-inflammatoire

Staphylococcus

Huile essentielle

o . Antiseptique aureus )
Matricaria chamomilla Phénols

Bactéricide Bacillus cerreus )
Flavonoides

Anti-allergique Pseudomonas _
_ _ aeruginosa Coumarines

Anti-rhumatismale
Salmonella poona
Escherichia coli

Antiseptique Bactéries Gram + et Flavonoides

Anti-inflammatoire

Gram -

Huile essentielle

Eycalyptus globulus Anti-infectieux Acides phénol
Bactéricide Tanins galliques
Anti virale Aldéhydes
Substances
lipidiques-anti
oxydantes
Antioxydante Staphylococcus Flavonoides
o ) aureus _
Anti-inflammatoire Tanins

Juniperus oxycedrus

Anti-antipyrétique
Antibactérienne
Anti virale

Anticancéreuse

Escherichia coli
Micrococcus lutus

Bacillus cereus

Terpénoides
Monoterpénoides
Sesquiterpénoides

Huile volatile

Alcoolméthylique
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Matériel et Méthodes

Notre travail a été effectué au sein du laboratoire pédagogique de I'université Abbes
Laghrour - Khenchela. Cette étude a portée sur la phytochimie et 1’évaluation du pouvoir
antibactérien des extraits hydro-éthanoliques de trois especes Vvégétales (Juniperus

oxycedrus, Eucalyptus globulus, Matricaria chamomilla).

1. Matériel
1.1. Matériel végétal

L’intérét de ce travail est la valorisation des trois plantes médicinales (Juniperus
oxycedrus, Matricaria chamomilla, Eucalyptus globulus) poussant a I’état spontané dans la
région de Khenchela par 1’étude de leurs activités antibactériennes.

Le matériel végétal utilisé est constitué de parties aériennes de la plante (feuilles et de
fleurs) récolté de leur habitat naturel : Juniperus a Kais, Matricaria et Eucalyptus a
Khenchela le 21 Avril 2021. Les plantes fraichement collectées ont été séchées a I’abri de la

lumiere du soleil, dans un endroit sec a I’abri de ’humidité et a une tempeérature ambiante
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Figure 11: Situation géographique de la wilaya de Khenchela (Site 9).
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1.2. Les souches microbiennes

L’activité antibactérienne des extraits étudiés a été testée sur 6 souches pathogenes

(tableau 6):

Tableau 6: Nature des souches testées et leur provenance

Type de Gram

Souches testées

Provenance des souches

Gram positive

Bacillus subtilis

souche de référence.

ATCC 6633

Staphylococcus aureus

Laboratoire d’Analyse Médicale BEN
HORIYA -Khenchela-

Gram négative

Escherichia coli

Laboratoire d’Analyse Médicale BEN
HORIYA -Khenchela-

Enterobacter aerogens

Laboratoire d’ Analyse de I’hopital HIHI
ABD EL MADJID -Kais- Khenchela.

Klebsiella pneumoniae

Laboratoire d’analyse médicale IBEN

NAFIS

Khenchela

Pseudomonas aeruginosa

Laboratoire d’analyse médicale IBEN

NAFIS

Khenchela
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1.3. Milieu de culture
1.3.1. Milieu Mueller-Hinton

C’est un milieu solide standardisé recommandé pour 1I’étude de la sensibilité des bactéries

aux agents antimicrobiennes par la méthode de diffusion en gélose (sitel10).
1.3.2. Gélose Nutritive et bouillon nutritif

Ce sont des milieux largement utilisés pour la culture des micro-organismes peu

exigeants (Sitell).
1.4. Réactifs chimiques

Ethanol, eau distillée, Réactif de Mayer, Chloroforme(CHCIs), chlorure d'hydrogéne
(HCI), acide sulfurique (H2SOs4), chlorure de fer (FeCls) et hydroxyde de sodium (NaOH).

1.5. Antibiotiques

Les disques d’antibiotiques utilisés comme témoins positifs pour toutes les bactéries

sont : la Vancomycine (VA), 'oxacilline (OX) et la Tétracycline (Té).
1.6. Equipements

Autoclave, Four pasteur, Etuve, Frigidaire, Verreries, Bec Benzéne, Rota vapeur,

Flacons, Boites de Pétri, Ecouvillons. Balance de précision, Spectrophotométre.
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2. Méthodes
Plantes sechees et broyées
Filtrats <« Extraction hydro-éthanolique _— Sédiment J

Extraits brutes ‘ Etude biologique J

[ 1 =
- Antibiogramme J

5

Etude analytique J

[ 7 Y

Etude physique J Etude biochimique J

| ! |

Rendement J Tests phyto-chimiques J

Figure 12 : Schéma général de la procédure expérimentale.
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2.1. Séchage et broyage

Le séchage des plantes médicinales est normalement, effectué juste apres la récolte
comme mentionné plus haut ; il permet de réduire la teneur en eau afin de limiter les dégats
dus aux enzymes et autres agents biologiques tels que les moisissures et les microbes (Berton,
2001).

Les feuilles sechées ont été broyées a I’aide d’un broyeur électrique et le broyat
obtenua été conservé dans des boites en verre a température ambiante, dans un endroit sec et a

I’abri de I’humidité et de la lumiére jusqu’a son utilisation.

Juniperus oxycedrus Matricaria chamomilla Eucalyptus globulus

N e

Séchage

Broyage

-/

Photographie 4 : séchage et broyage.
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2.2. Préparation des extraits bruts

Les extraits hydro-éthanoliques ont été obtenus par macération de 25g de matériel
végétal pulvérise dans 200 ml de mélange éthanol-eau V/V pendant 48h. Les filtrats obtenus
sont alors évaporés a I’aide d’un rota vapeur ; les solutions résultantes sont séchées a 1’étuve

(50°C). Les résidus obtenus sont conservés a 4°C avant la réalisation des tests antibactériens

(Biyiti et al., 2004).

Filtration des extraits hydro-
éthanoliques

Vaporisation des filtrats
par le rota-vapeur
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Séchage a I’étuve
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—h

Grattage

Les résidus sont préts a la conservation

Photographie 5 : procédés d’extraction hydro-éthanolique

2.3. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques consistent a la détection des différentes familles de
métabolites secondaires existant dans la partie étudiée de la plante par des réactions
qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont basées sur des phénomenes de précipitation
ou de coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de composés ainsi que des

examens en lumiére ultraviolette (Hagerman et al., 2000).
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Dans notre étude expérimentale, nous avons utilisé les techniques standards décrites
par (Harborne, 1998; Bruneton, 1999)
2.3.1. Recherche des Tanins
Iml d’extrait éthanolique est ajouté a 1ml d’eau avec 1 a 2 gouttes de solution FeCl3
diluée. Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleue-noire ou bleue-verte
(Harbone, 1998)
2.3.2. Recherche des Sapnoides
Un peu d’eau est ajouté a 2ml de I’extrait frais ; aprés agitation, le mélange est laissé
au repos pendant 20min ; la lecture du test se fait comme suit (Bruneton, 1999)
Pas de mousse : test —
Mousse de 1-2cm : test+
Mousse de 1 cm : test faiblement positif
Mousse plus de 2cm : test tres positif
2.3.3. Recherche des Flavonoides
2ml de chaque extrait végétal sont traités avec quelques gouttes d’HCI : le test positif
est marqué par apparition d’une couleur rouge ou orange qui caractérise les flavonoides
(Békro et al., 2007)
2.3.4. Recherche des Terpénoides
1ml de chloroforme et 1.5 ml de H2SO4 sont ajoutés a 2.5 ml de notre extrait, la
présence des terpénoides est révélée par I’apparition de la couleur marron (Bruneton, 1999)
2.3.5. Recherche des Alcaloides
2.5 ml d’HCI sont ajoutés a 0.1 ml d’extrait des 3 plantes, puis incubés au bain marie
pendant 10 min ; la solution obtenue est testée ensuite par quelques gouttes de réactif Mayer :
le test positif se traduit par 1’apparition d’un précipité blanc (Harbone, 1998)
2.3.6. Recherche des Quinones
Quelques gouttes de NaOH sont ajoutées & 1ml de chaque extrait : I’apparition d’une

couleur rouge ou jaune ou orange indique la présence de quinones libres (Oloye, 2005).
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2.4. Activité antibactérienne

L’évaluation de D’activité antibactérienne des extraits de trois plantes consiste a
estimer I’inhibition de la croissance des bactéries testées. Cette activité est évaluée par la
méthode de diffusion en milieu gélosé basée a I’utilisation de disques stériles (Cavallo et al.,
2006)
2.4.1. Préparation de I’inoculum et des solutions des extraits

Les souches microbiennes sont ensemencées sur gélose nutritive et incubées a 37°C
pendant 18-24h. Des colonies bien isolées ont été transférées dans des tubes contenant de
I’eau distillée stérile afin d’avoir des suspensions bactériennes avec une densité optique

comprise entre 0.1 et 0.08cm a 625 nm. Les extraits des plantes ont été dilués a raison de 200

mg/ml et 100 mg/ml dans le diméthyl sulfoxyde (DMSO).

Photographie 6: Mesures de la densité optique bactérienne
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2.4.2. Ensemencement et dép6t des disques
L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites de pétri contenant le milieu
Mueller Hinton. Une fois I’ensemencement effectué, des disques de 6 mm de diametre
imprégnés de 10 ul des extraits (EE, EJ, EC), de chaque concentration (200 mg/ml et 100
mg/ml) sont déposés sur la surface de la gélose ensemencée. Des disques contenant
I’antibiotique de référence (Vancomycine, Oxacilline, Tétracycline) et les disques imprégnés
de DMSO (témoin négatif) ont été utilisés pour la comparaison avec les résultats des extraits

testés. Les boites de pétri sont incubées pendant 18-24 heures a 37°C (Naili, 2016).

Photographie 7: Ensemencement et dépot des disques.
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2.5. Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

Cette technique consiste a inoculer, par une suspension bactérienne, un milieu gélosé
contenant une gamme de concentrations décroissantes au demi allant de 100 jusqu’a 12 mg/ml
en extraits des plantes étudiées, ensuite 10 pl de chaque concentration ont été versés dans les
disques, Apres incubation, I’observation de la gamme permet d’accéder a la concentration
minimale inhibitrice (CMI), qui correspond a la plus faible concentration en extraits capable

d’inhiber la croissance bactérienne visible (Laouer, 2003)

£ane o1} les bactéries Zone ol lacrossance
s6 Oéveloprent normalemen:  des biactéries est inhibée

.

b e Pl —

disque
danthislge — |

[JRI058 Jver
o Ihure bacténenne

Yesura du diametre de | zone
A nhibiion de croissance ces hatieries

Figure 14: Principe de la méthode de diffusion en milieu gélosé (site12)
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Résultats et discussion

1. Résultat de ’extraction

1.1. Description des extraits bruts

Les résultats de la macération des poudres des plantes Matricaria chamomilla,

Juniperus oxycedrus et Eucalyptus globulus sont représentés dans la photographie 8 et le

tableau 7.

Photographie 8 : Extraits obtenus apres la macération.

Tableau 7: Caractéristiques des extraits de feuilles d’Eucalyptus et Juniperus et des

fleurs de Matricaria.

extraits partie utilisée couleur texture odeur Solubilité
EJ Feuille Marron doré Poudre Fraiche Eau-éthanol:
Totale
EE Feuille Vert foncé Poudre Fraiche Eau-éthanol:
Totale
EC Fleur Marron foncé Dure douce Eau-éthanol:
Totale
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Selon le tableau 7, on remarque que la plupart des extraits EJ, EE et EC sont
récupérés sous forme poudre de couleur marron doré, vert foncé et marron foncé,
respectivement. De plus ces extraits présentent une bonne solubilité dans le mélange eau-

éthanol.

1.2. Rendement de P’extraction

Les extraits Hydro-éthanoliques des trois plantes étudiées ont été préparés a partir de

la poudre de ces méme plantes macérées dans (eau-éthanol) v/v.

Les résultats du rendement sont montrés sur le tableau 8. Le rendement d’extraction
est calculé en pourcentage du rapport de la masse de I’extrait obtenu sur la masse totale de la

poudre végétale utilisée dans I’extraction selon la formule donnée par (Falleh et al., 2008).

R(%6) = M1/M0*100

Avec:
R(%): Rendement des extraits en pourcentage.
M1: Masse des extraits hydro-éthanoliques en (g).

MO: Masse de matiére végétale utilisée en (g).

Tableau 8: Résultats du rendement en pourcentage(%s) des trois plantes médicinales

plantes Juniperus Eucalyptus Matricaria
oxycedrus globulus chamomilla
masse de la poudre (g) 25 25 25
masse d’extraits sec (Q) 5.11 3.89 3.85
Rendement en (%) 20.44 15.56 15.4
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Figure 13: Batonnets des variations des rendements.

D’apres les résultats des rendements, nous remarquons que Juniperus oxycedrus a
permis d’obtenir le meilleur rendement d’extrait (20.44%), suivi par Eucalyptus globulus

(15.56%), et enfin Matricaria chamomilla (15.4%).

Les variations des rendements peuvent étre liés aux choix de la période de récolte des
plantes, ou bien d’autre facteurs peuvent également influencer le rendement tels que la zone
géographique de collecte, le climat, la génétique de la plante, 1’organe utilisé, le stade de
développement des plantes et la période de séchage (Benbouali, 2006; Touré, 2015; Abdeli,
2017).

2. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques sont des analyses qualitatives qui nous permettent de mettre
en évidence les différentes classes de métabolites secondaires d’une plante. Ces réactions sont
basées sur des phénomenes des précipitations ou des colorations par des réactifs spécifiques
de chaque famille de composé. Les résultats expérimentaux de nos extraits motionnés dans le

tableau 9 montrent la présence ou I’absence de certains groupes chimiques. Ces tests sont en
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relation avec I’intensité du précipité ou la coloration, qui sont proportionnelles a la quantité de

la substance recherchée.

Tableau 9: Résultats des tests phytochimiques réalisés sur les extraits de Juniperus

oxycedrus, Eucalyptus globulus et Matricaria chamomilla.

composés chimiques EJ EE EC
Composés Tanins ++ ++ ++
phénoliques ) . .
Vert foncé Vert fonce Vert fonce
Flavonoides - + -
Orange
Quinones libre ++ ++ ++
Rouge Rouge Rouge
Sapnoides + - -
Mousse=1cm | Pas de la mousse Pas de la
mousse

Terpénoides

Marron

Alcaloides

avec Réactif de Mayer

Pas de précipitation blanche

EJ: Extraits de Juniperus Oxycedrus, EE: Extraits d ’Eucalyptus globulus, EC: Extraits de

Matricaria chamomilla.

++: Composé fortement présent, +: composé présent, -: composeé absent.
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Photographie 9: Résultats des tests phytochimiques: (a): Sapnoides, (b): Tanins,

(c): Flavonoides, (d): Quinones, (e): Alcaloides.
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Les résultats des tests phytochimiques sont représentés dans le tableau 9 et la figure

22 et indiquent clairement la présence ou I’absence de composés chimigques comme sulit:

< Les Tanins sont confirmés par 1’apparition d’une coloration vert foncée (Bleue verte)
au test de chlorure de fer FeCls qui indique la présence de Tanins cachectiques dans

les extraits EJ, EE et EC.
< Les Quinones sont présents fortement dans les trois extraits EE, EC et EJ

< Les Flavonoides sont faiblement présents dans EE et absents dans EJ et EC aprés

I’ajout de ’'HCI.

< Les Alcaloides sont absents dans tous les extraits, en donnant un test négatif avec le

réactif de Mayer.

< Les Sapnoides sont présents dans EE avec faible quantité traduite par I’apparition de

la mousse =1 cm, et absents dans les EJ et EC.

< La présence des Terpénoides est faiblement positive, ’apparition de couleur marron

est détectée seulement avec EE.

Les tests phytochimiques des extraits de Juniperus oxycedrus, Eucalyptus globulus, et
Matricaria chamomilla ont montrés une richesse et variation en métabolismes secondaires,

alors que I’infusé le plus riche est les composés phénoliques.

La présence de ces composés chimiques dans ces plantes révelent que les plantes
Juniperus oxycedrus, Eucalyptus globulus, et Matricaria chamomilla possedent des activées

biologigues intéressantes.

3. Etude de P’activité antibactérienne

Le présent travail s’intéresse a 1’étude de ’activité antibactérienne des extraits de trois

plantes médicinales. 1l s’agit de la Matricaria chamomilla, Juniperus oxycedrus et Eucalyptus
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globulus vis-a-vis six (6) espéces bactériennes & Gram positif et & Gram négatif. Ces plantes

testées sont douées de propriétés médicinales largement connues.

Les résultats de I’étude de I’activité antibactérienne des extraits de ces plantes sont

présentés dans le tableaul0 et les photographies 10,11 et 12

Klebsiella Enterobacter

Pseudomonas

Bac/illus Staphylococcus Escherichia

Photographie 10 : Effet de I’extrait de feuilles Eucalyptus globulus sur les souches
bacteriennes testées

Klebsiella Enterobacter Pseudomonas

Bacillus Staphylococcus Escherichia

Photographie 11: Effet de I’extrait de feuilles Juniperus oxycedrus sur les souches
bactériennes testées.

Bacillus klebsiella Enterobacter

Staphy|ocogcus Pseudomonas Escherichia

Photographie 12: Effet de I’extrait de fleurs Matricaria chamomilla sur les souches
bactériennes testées.
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Tableau 10: Moyenne des zones d’inhibition (mm) des extraits de Juniperus oxycedrus
Eucalyptus globulus et Matricaria chamomilla, plus le mélange des trois extraits

Extraits Extrait de Extrait Extrait de mélange des trois
Matricaria d’Eucalyptus Juniperus extraits
chamomilla globulus oxycedrus

(mg/ml)
Especes (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
bactériennes
100 200 100 200 100 200 100 200
8.3 8.6 14 15.3 10.3 13.3 11 13
Bacillus subtilis
11.6 15 11.6 12 7.6 12.3 nd nd

Staphylococcus
aureus

Escherichia coli

Enterobacter
aerogenes

Klebsiella
pneumoniae

Pseudomonas
aeruginosa

(-): Souche résistante ; (nd) : Souche indéterminée.
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Tableau 11: Les zones d’inhibition (exprimées en mm) des trois antibiotiques et le
DMSO sur les souches bactériennes testees.

Tétracycline Oxacilline Vancomycine DMSO
Especes bactériennes (TE) (©X) (VA

Bacillus subtilis 18 - 17 -
Staphylococcus aureus 21 25 16 -
Escherichia coli 19 - - -
Enterobacter aerogenes 18 - - -
Klebsiella pneumoniae 16 - - -
Pseudomonas aeruginosa 14 - - -

(-) souche résistante

Klebsiella Escherichia

Bacillus

Pseudomonas Staphylococcus Enterobacter

Photographie 13: Effet des trois antibiotiques et DMSO sur les souches bactériennes
testées.
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Les résultats ont révélé que les bactéries Gram+ étaient plus sensibles a ces extraits
que les Gram- . Ce qui est en cohérence avec les études récentes qui ont montré des activités
antibactériennes marquées contre les deux types de bactéries avec une inhibition élevée contre

les Gram+ (Krichen et al., 2015 ; Vijayabaskar et al., 2012).

D’aprées le tableau 10, les résultats de I’activité antibactérienne des trois extraits de
plantes, testés a deux concentrations différentes (100 et 200 mg/ml), montrent que I’extrait
d’Eucalyptus globulus et de Matricaria chamomilla a la concentration de 200 mg/mi
présentent I’activité antibactérienne la plus importante vis-a-vis de Bacillus subtilis et

Staphylococcus aureus, avec des diamétres de 15.3 et 15 mm, respectivement.

Par contre, I’extrait de Juniperus oxycedrus a la concentration de 100 mg/ml a

Presenté I’activité la plus faible vis-a-vis Staphylococcus aureus avec un diametre de 7.6 mm.

Tandis que les trois extraits des trois plantes (méme mélanges) dans les deux
concentrations n’ont présenté aucun effet vis-a-vis des souches a Gram négatif : Escherichia

coli, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa.

Nos résultats sont en accord avec ceux de (Djoubani et al., 2017), ou I’extrait aqueux de
Matricaria chamomilla qui a une activité antibactérienne vis-a-vis les deux souches testees a
Gram positif Bacillus thuringiensis et Staphylococcus aureus avec des diametres des zones
d’inhibitions similaires a celle trouvées dans notre étude. Mais contrairement a nos résultats,
son extrait était actif aussi sur les especes a Gram négatif Pseudomonas aeruginosa et

Escherichia coli.

Pour DI’extrait de Juniperus oxycedrus, les résultats trouvés lors de ce travail sont
identiques & ceux trouvés par (Zouaoui, 2016) ou I’extrait éthanolique des feuilles de
Juniperus oxycedrus s’est révélé complétement inactif vis-a-vis les especes & Gram négatif

testées et actif sur Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus.

Les résultats de I’activité des trois antibiotiques et le DMSO sur les souches bactériennes

testées (tableau 11) indiquent que :
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% Les 6 souches bactériennes sont sensibles vis-a-vis de I’antibiotique Tétracycline.

++ Seule la souche Staphylococcus aureus montre une sensibilité vis-a-vis 1’antibiotique

Oxacilline, avec un diamétre de zone d’inhibition de 25 mm.

%+ Seules les souches a Gram + montrent une sensibilité vis-a-vis de I’antibiotique
Vancomycine, avec des diametres de la zone d’inhibition de 17 mm et 16 mm, pour

les deux souches Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus, respectivement.

% Le DMSO n’a aucun effet sur les souches testees, il est utilisé comme contrdle négatif.

Ces mecanismes de réponse différentiels entre les souches cibles vis-a-vis des
antibiotiques dépendent principalement de I’état cellulaire des bactéries. De ce fait, la grande
sensibilité de Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus pourrait étre due a la structure de la

membrane et de la paroi cellulaire extérieure.

La résistance importante des bactéries Gram- pour nos extraits pourrait probablement
étre attribuée a leurs membranes extérieures qui entourent la paroi de la cellule et qui limitent
la diffusion des composés hydophobes par les lipopolysaccharides de couverture (Kontiza et

al, 2008).

Par contre, pour les bactéries Gram+, 1’absence de cette barriére permet le contact
direct des constituants des composés phénoliques isolés avec les phospholipides bicouches de
la membrane cellulaire, ce qui provoque une augmentation de la perméabilité aux ions et le
passage des constituants ou une altération des systemes enzymatiques bactériens

intracellulaires vitaux (Kontiza et al, 2008).

Selon Candan et ses collaborateurs, (2003) les substances hydrosolubles exercent un
effet plus faible comparé a celui des substances non hydrosolubles. Cela réfere probablement
a la capacité des molécules liposolubles de s’intercaler dans les membranes des cellules

bactériennes et les endommager.
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Il a été rapporté que les composés responsables de 1’action antibactérienne semblent
vraisemblablement étre les terpénoides phénoliques, qui sont les composés principaux de la
fraction apolaire des extraits des plantes (Fernandez et al., 2005). Ces composés sont de
nature hautement lipophile et par conséquent sont extraits par des solvants de faible polarité
telle que 1’éthanol (Albano et Miguel, 2010). Ceci pourrait expliquer la modeste activité des
extraits hydro-éthanoliques des trois plantes envers les bactéries Gram-+.

4. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration capable d’inhiber toute
croissance microbienne visible a I’ceil nue. La détermination de la CMI des extraits de
Juniperus oxycedrus, Eucalyptus globulus et Matricaria chamomilla contre les bactéries
sélectionnées est effectuée par la méthode de diffusion en milieu gélosé. C’est une technique
quantitative qui permet de déterminer la concentration minimale qui inhibe effectivement la
croissance bactérienne. Les résultats des CMI obtenus sont représentés dans le tableau 12

suivant :

Tableau 12 : CMI (mg/ml) des extraits sur les souches sensibles Bacillus subtilis et
Staphylococcus aureus.

Extraits
Espéces EE EJ EC
bactériennes
Bacillus subtilis 6 6 12
Staphylococcus aureus 6 6 6

(EE): Extrait d’Eucalyptus globulus; (EJ): Extrait de Juniperus oxycedrus; (EC): Extrait de
Matricaria chamomilla

Les CMI de tous les extraits sont estimées de 6 mg/ml pour la souche Staphylococcus
aureus. Concernant la souche Bacillus subtilis, la méme concentration a été enregistré 6

mg/ml & ’exception de I’EC qui a présenté une CMI de I’ordre de 12 mg/ml.
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Selon la littérature, le spectre d’action antibactérienne produit par les plantes est plus
restreint que celui généré par les antibiotiques conventionnels. Les concentrations requises
pour que une activité antibactérienne sont plus élevées pour les molécules isolées de plantes

que pour celles issues de bactéries et champignons (Tegos et al, 2002)
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Conclusion

Les substances antimicrobiennes sont définies comme étant des substances utilisées
pour détruire les micro-organismes ou empécher leur croissance, y compris les antibiotiques
et d’autres agents antibactériens (Bougherra et al., 2015) comme les extraits des plantes

médicinales.

Les plantes médicinales sont considérées comme une source de matiéres primaires
essentielles pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs
médicaments. Parmi ces plantes, on cite Matricaria chamomilla, Juniperus oxycedrus et
Eucalyptus globulus. Le présent travail a été consacré a 1’é¢tude phytochimique des extraits
hydro-alcooliques de ces trois especes vegétales, ainsi que I’évaluation de leur activité

antibactérienne.

La maceration a montré que les extraits des plantes présentent des rendements estimes
de 20.44%, 15.56% et 15.4% pour I’extrait de Juniperus oxycedrus, Eucalyptus globulus et

Matricaria chamomilla, respectivement.

Les tests phytochimiques effectués ont révéle la richesse de ces trois plantes en tanins,
flavonoides, quinones libre, sapnoides et terpénoides, alors que les alcaloides sont totalement

absents.

Au cours de cette étude, les résultats de I’activité antibactérienne ont montré que les
trois extraits ont une activité moyennement inhibitrice contre les bactéries a Gram positif
testées, sachant que I’extrait d’Eucalyptus globulus posséde une activité importante vis-a-vis
de Bacillus subtilis par une zone d’inhibition de 15.3 mm. Cependant, les espéces

bactériennes a Gram négatif testées sont résistantes aux trois extraits de plantes étudiées.

Finalement, il sera intéressant de poursuivre cette étude sur d’autres souches
bactériennes, et mémes fongiques ayant un intérét économique médical, vétérinaire et
agricole, avec d’autres concentrations d’extraits afin d’avoir des résultats plus précis sur

’activité antibactérienne des extraits de ces trois plantes médicinales.
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Annexeo6

Verreries et appareillages utilisées

Verrerie et petite matériel

Equipements et appareils

Flacons stériles Spectrophotométre
Boites de Petri Bec Bensen
Béchers Autoclave
Entonnoirs Balance électronique

Tubes a essai + portoir pour tubes

Balance précise

Pipette Pasteur

Réfrigérateur

Erlenmeyers

Agitateur magnétique

Cuvette de spectrophotomeétre Rotavapeur
Ecouvillons Etuve
Anse de platine Vortex
Pince stérile Bain-Marie
Disques d’antibiotiques Broyeur

Papier filtre

Papier wattman

Para film

Micro Pipette

Eppendorf

Embout
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Annexe2

Produits utilisés

Produits Formule chimique
Eau H20
Solvants Ethanol C2H50H
Solvants organique Chloroforme CHCI3
Diméthylsulfoxyde C2H60S
Acides Acides sulfurique H2S0O4
Minérales Hydroxyde de sodium NaOH
Sels Chlorure de fer FeCI3
Réactifs Réactifs de Mayer K2(Hgl4)
Tetraiodomercurate de
potassium
Annexe3
Composition chimique des réactifs
Réactif de Mayer
ChIOrUIe de MEICUIE ......vvee et e e e e aneeas 1.369g
Lo 0 PSR SPRRPPPR 590

BaU diStIIE ... g.s.p .100 ml
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Annexe 4
Composition et préparation des milieux de culture
1. Composition des différents milieux de culture
Mueller Hinton
Boite de 500g

Formule en g/l d’cau distillée

Peptone trypsique de CaSsEINe ..........ccevvvrreeiiieeniesieeseenn 17,5
EXtrait de VIANGE.........uvuvvieieiiiiiiiiiiieieiiiieeersreeeseveseeesseseaennenes 2,0
AMIAON ..o 15
AN e 15,0

pH 7.440.2 a 25 C°
Gélose Nutrtive
Boite de 500g

Formule en g/l d’cau distillée

Extrait de VIande..........ccoooveiiiiiiiiiicceee e 1,0
EXtrait de [eVUre .........cooiiiiiiic e 2.0
PEPLONE ... 5.0
Chlorure de SOdiUum .........cooiiiiiieiieie e 5.0
AAAT e 15.0

pH 6.8+0.2 & 25C°
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Bouillon nutritif
Boite de 5009

Formule en g/l d’eau distillée

EXtrait de VIANAe.......vveeee e 1,0
EXTrait de IeVUIE ...ovveeee e 2.0
Chlorure de SOAIUM ....covveeeeee e 5.0

pH 6.5+0.2 4 25C°

Flacon de gélose nutritive
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Flacon Milieu Mueller Hinton

Flacon Bouillon nutritif
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2. Préparation des milieux a partir de la poudre déshydratée

Mueller Hinton

Mélanger 199 de la poudre de milieu déshydraté dans 500ml de 1’eau distillée dans un
bécher et bien agiter. Verser la solution obtenue dans des flacons ensuite mettre dans un

autoclave pendant 15 min a 121C-.

Gélose nutritive

Mettre 14g de la poudre de gélose déshydraté dans 500ml de I’eau distillée et bien
agiter dans un bécher. Verser la solution obtenue dans des flacons puis stériliser dans un

autoclave pendant 15min a 121C°.

Bouillon nutritif

Ajouter 2g du milieu bouillon nutritif en poudre a 250 ml de I’cau distillée dans un
bécher et bien agiter. La solution obtenue est versée dans des tubes et stérilisée dans

I’autoclave pendant 15min a 121C°.
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Gélose Nutritive
déshydraté

Mueller Hinton
déshydraté \

LIVEREE cpne
U LR RR ARy

Préparation des milieux
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Liste des antibiotiques utilisés

Antibiotique Symbole Charge du disque Famille

Vancomycine Va 30ug Glycopéptide
Oxacilline Ox 5ug Béta lactamines

Tétracycline Té 30pg Cycline




Résumé

Notre étude a pour but la valorisation de trois plantes médicinales (Juniperus
oxycedrus, Eucalyptus globulus et Matricaria chamomilla), en les caractérisant par une
étude phytochimique et I’évaluation des activités antibactériennes des extraits hydro-
éthanoliques de ces trois espéce vegétales.Les tests phytochimiques effectués montrent la
richesse de ces espéces végeétales en polyphénols, flavonoides, sapnoides, tanins catéchiques
et quinones libers et une absence totale des alcaloides. L’activité antibactérienne de trois
extraits hydro-éthanoliques a été testée vis-a-vis six souchesbactériennes; deux a Gram
positif (Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus) et quatre a Gram négatif (Escherichia
coli; Klebsiella pneumoniae; Enterobacter aerogens et Pseudomonas aeruginosa) selon la
méthode de diffusion sur disque. Les résultats obtenus ont révélé que ces extraits réagissent
positivement sur les souches Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis avec des zones
d’inhibition varient de 7 mm al15 mm de diametre, alors qu’ils sont inactifs contre les
souches restantes. La présente étude montre la richesse de ces trois plantes par les
métabolites secondaires (composés polyphénoliques), ce qui montre
I’importance de leur utilisation en médecine locale comme agents antibactériens.

Mots clés : Juniperus oxycedrus, Eucalyptus globulus, Matricaria chamomilla, activité
antibactérienne,extraits hydro-éthanoliques, composés polyphénoliques.
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