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Introduction

Un grand nombre des plantes ; aromatiques, médicinales, des plantes épices et autres,
possedent des propriétés biologiques tres intéressantes, qui trouvent applications dans divers
domaines a savoir en médicine, pharmacie, cosmétologie et I’agriculture. (Bahorun. T et al,
1997). Les plantes médicinales ont éeté utilisées depuis toujours pour prévenir ou traiter
diverses maladies. Selon des études ethno-pharmacologiques plus de 1200 plantes utilisées a
travers le monde, en médecine traditionnelle, pour leurs activités (Bisht.K et al, 2010).
L’ Algérie dispose d’une grande diversité floristique a laquelle s’ajoute une tradition séculaire
d’utilisation traditionnelle des plantes. On compte environ 3000 especes de plantes dont 15%

sont endémiques. (Quezel. P, Santa. S, 1963).

Elles contiennent des molécules bioactives qui représentent des intéréts multiples mis
a profit dans différent domaine. Parmi ces composés, les métabolites secondaires qui se sont
surtout illustrés dans le domaine thérapeutique. (Anderson. O.M et Markham. K.R, 2006).

Les métabolites secondaires font I’objet de nombreuses recherches basées sur les
cultures in vivo et in vitro de tissus végétaux. Ceci est notamment le cas des poly-phénols
végétaux qui sont largement utilisés en thérapeutique comme vasculo-protecteurs, anti-
inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et  anti-radicalaires
(Bahorun.T,1997).

IIs sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles,
fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux processus
physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenese, la germination des graines ou
la maturation des fruits. Les plus représentés sont les anthocyanes, les flavonoides et les
tannins. (Boizot et Charpentier, 2006).

Dans ce contexte et notamment dans le cadre de notre recherche qui et 1’étude des
plantes médicinales, notre choix était basé non seulement sur une enquéte pharmaco-
traditionnelle auprés d’une population ayant connaissance de leur usage traditionnelle mais
aussi grace aux informations sur la richesse en principes actifs (Huiles essentielles,

flavonoides) et a déterminer les propriétés biologiques de la plante Myrtus communis L.

L’espéce Myrtus communis L., qui fait partie de la famille des myrtacées est connu par

ces propriétés antiseptiques désinfectantes et astringentes (diarrhées, dysenterie) ainsi par leur
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effet hypoglycémique. Reconnu également dans le traitement des maladies des voies urinaires
et respiratoires (Mimica-Dukic et al, 2010 ; Baba Aissa, 1999).

Notre recherche est axée vers la quantification de composés phénoliques (poly-
phénols, flavonoides, anthocyanines, tanins), I’ évaluation de I’ activité nanti-oxydante et
antimicrobienne des extraits des parties de plantes.

Ce travail est développé en deux parties :

+ La premiére partie de ce mémoire nous proposerons une étude bibliographique, qui
regroupe 3 chapitres :
v"le premier chapitre basé principalement sur une étude botanique de Myrtus communis

L.

v Le deuxieme chapitre représente les groupes important des métabolites secondaires et
leur classification et propriété pharmacologique.

v' Le troisieme chapitre englobe le stress oxydant

+ La deuxieme partie est une partie expérimental elle est divisé a son tour en deux
chapitres qui sont matériel et méthodes, résultats et discussion.

Et on termine & la fin par une conclusion générale.
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Chapitre | Etude botanique de Myrtus communis L.

I.1. Famille des Myrtacées

1.1.1. Description botanique

Selon Govaerts. R et Lucas. E, (2008) la famille des Myrtacées est une famille de
plantes dicotylédones qui comprend plus de 5650 espéces réparties en 48 a 134 genres
environ. Ce sont des arbres et des arbustes, Souvent producteurs d'huiles aromatiques.

Les Myrtacées sont des plantes a feuilles entieres, opposées. Fleurs axillaires
hermaphrodites. Calice cupuliforme. Etamines trés nombreuses, insérées avec les péetales au
sommet du tube calycinal. Gynécée infére ou semi- infére a 5 carpelles uniloculaires, & ovules
nombreux, a placentation axile. Fruits bacciformes bleuatres globuleux, de 5-8 mm de
diameétre. (Quezel. P et Santa. S, 1963).

1.1.2. Position systématique
On peut définir la famille des Myrtacées du point de vue botanique selon les

divisions suivantes : (Gréte. P, 1965).

Régne Plantae
Sous-régne Eucaryotae
Embranchement Spermaphytae
Sous-embranchement Angiospermae
Classe Dicotylédonae
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae

1.1.3. Intérét biologique de la famille Myrtacées
Beaucoup d’espéces de cette famille possedent des propriétés thérapeutiques et sont
utilisées en médecine traditionnelle. Dans le tableau suivant quelques exemples d’espéces

dont les propriétés susdites ont été vérifiés et confirmées suite a différents travaux.




Chapitre |

Etude botanique de Myrtus communis L.

Tableau 1 : Activités biologiques de certaines espéces de la famille des Myrtacées.

(Chaouche. M, 2010)

Espéces

Activités biologiques

Références

Cleistocalyx operculatus

anti-inflammatoire
antiseptique
anti-oxydante
antimicrobienne
cytotoxique

anti-tumorale

(Nguyen. T.D et al, 2009).

(Nguyen. T.D et al, 2008).

(Chun. L.Y etal, 2004).

Melaleuca squarrosa

anti-oxydante

(Morio. Y etal, 2008).

Leptospermum polygalifolium

Antimicrobienne

(Kamarul'Ain. M et al, 2003).

Psidium guajava

anti-oxydante
anti-hypertensive
anti-diarrhique
antinociceptive
antidiabétique
anti-allergique
anti-tumorale
anti-inflammatoire
cytotoxique
antispasmodique

anti-genotoxique

(Rosa. M.P.G et al, 2008).

Syzygium samarangense

Cytotoxique

anti-oxydante

(Mario. J.S et al, 2008).

Eucalyptus saligna

Antibactérienne

(Cimanga. K et al, 2002).

Eucalyptus rostrata

anti-oxydante

(Hideo. O et al, 2002).
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Eugenia jambos

Antipyrétique

anti-inflammatoire

anti-tumorale

(Ling. L.Y et al, 2000).

Eugenia jambolana

Antidiabétique

anti-lipidémique

(Bhavna. S et al, 2008).

Leptospermum scoparium

Antimicrobienne

(Malcolm. H.D et al, 2004).

Myrtus communis

Antidiabétique
anti-oxydante
Antimicrobienne

anti-mutagénique

(Aylin. S et al, 2004).
(Yadegarinia. D et al, 2006).

(Hayder. N et al, 2008).

Syzygium aromaticum

anti-hypertensive
anti-oxydante
antifongique

anti-diabétique

(Kim. H.M et al, 1998).
(Wojdylo. A et al, 2007).
(Romina. V.B; Miriam. G.E,
2008).

(Ratna. C.P et al, 2005).

1.2. Genre Myrtus

Arbuste a feuilles ovoides, 2a 3 fois plus longues que large, a nervation pennée. Fleurs

grandes 10-15 mm, blanches, pourvues a la base de 2 bractées trés petites, rapidement

caduque Bale ovoide 6-8 mm. Rameaux pubescents dans leur jeunesse. (Quezel. P et Santa.

S, 1856).

1.3. Espéce Myrtus communis L.

Le terme "Myrtus " vient du grec le mot " myrtos™" (Plante ou arbuste) et "communis

signifie que les plantes communes poussent en groupes. (Sumbul. S et al, 2011).
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1.3.1. Description botanique

Myrtus communis L. familles des myrtacées pousse spontanément et en abondance
dans les régions méditerranéennes, commune dans le Tell et sur le littoral du centre. (Mimica-
Dukic. N, 2010 ; Baba Aissa. F, 1999).

Figure 1 : Photos de Myrtus communis L. A : fleurs et feuilles et B : fruits et tiges.
(Aleksic. V et Knezevic. P, 2013).

D’aprés Migliore. J, (2011) Le myrte se caractérise par des branches (des tiges)
rougeatres (Figure 2-a) qui sont tres ramifiées et ses petites feuilles d’un vert brillant (Figure
2-b), sont opposées, tres rapprochées, subsessiles, ovales-lancéolées aigués, entieres,
coriacees, persistantes, glabres et luisantes et courtement pétiolées.

La floraison peut débuter a partir de mai-juin et s’étale jusqu’en aout sous la forme de
fleurs blanches, odorantes, aux pétales d’un blanc éclatant ou taché de rose (Figure 2-c-d-e).
Les fleurs sont solitaires, jusqu’a 3 cm de diamétre, isolées a I’aisselle des feuilles et portées
par de longs pedoncules. Le calice a tube soudé a I’ovaire présente 5 lobes étalés et la corolle
5 pétales. Les étamines sont nombreuses a anthéres jaunes forment des touffes ébouriffées. Le
style, unique, présente un stigmate simple. (Migliore. J, 2011).
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Le fruit de M. communis est une baie ovale (7-10 x 6-8 mm), et de couleur noir
bleuatre, quelque fois vert (Figure 2-f-g). La pleine maturité de ces fruits est atteinte au mois
de novembre. Sous la peau bleu foncé, la chair blanche est plus ou moins épaisse, parfois
presque entierement résorbée, de saveur apre, résineuse. (Migliore. J, 2011).

Les graines sont nombreuses avec des irrégularités de formes et de tailles. Elles sont
réniformes, luisantes, couleur ivoire, et de saveur résineuse (Figure 2-h). (Migliore. J, 2011).

Coupe longitudinalr
de fleur

Figure 2: Caractéristiques botaniques de Myrtus communis L.
(Migliore. J, 2011; Khadidja. K, 2011).
1.3.2. Biotope
Le genre Myrtus est a la fois le type botanique d’une grande famille végétale, mais
aussi son seul genre qui soit indigéne en Méditerranée et au Sahara. Il pousse au niveau de la
mer a 500-800 m d’altitude. (Migliore. J, 2011).
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Myrtus communis L (myrte commun) est une plante médicinale aromatique,

endémique a la région méditerranéenne (Figure 3). (Tuberoso. C. I. G et al, 2010).

ﬁ“’_" N N 2
=" MYRTUS COMMUNIS
‘e e . R

5

p—

R

Distrizution de @) Populations / Régions [i“ Populations / Régions
Myrtus communis =" chantillonnées == dchentillonnées

Figure 3: Distribution de Myrtus communis. (Migliore. J, 2011).

Le myrte se développe au sein des matorrals massifs d'arbustes thermophiles. En
Algeérie, il est commun dans les maquis et les foréts du Littoral. (Kaddem. S.E, 1990)
On le rencontre plus sur terrain acide. Il occupe principalement 1’étage thermo-
méditerranéen (moyenne des minima du mois le plus froid comprise entre 3 et 7°C).
(Migliore. J, 2011).

D'aprés Rameau. J. C et al, (2011). Myrtus communis peut vivre plus de 300 ans.
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caractéristiques climatiques
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Figure 4: Les conditions de la culture de Myrtus communis L.

(Julve. Ph, 1998 ; http//www.tela-botanica.org).
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1.3.3. Position systématique

Tableau 2 : Classification systématique de Myrtus Communis L.
(Quezel. P et Santa. S 1963).

Régne Plantae

Sous-regne Eucaryotes
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Myrtales

Famille Myrtaceae

Genre Myrtus

Espéce Myrtus Communis L.

Nom vernaculaire : Rayhan, Mersin, A’as. ,Halmouche .
Francais : Herbe de lagui, Myrte commun
Anglais: common myrtle, Greek myrtle, myrtle, sweet myrtle.

Espagnol: arrayan, mirto, murta, murt.

1.3.4. Classification phylogénétique

Nous allons nous référer a la classification APG, qui est une classification botanique
des Angiospermes (Angiosperm Phylogeny web site) elle est basée sur des études
moléculaires.

Des séquences de fragments d’ADN sont comparées permettant de mettre en évidence
des parentés génétiques. La plus récente des classifications établies par le groupe
Angiosperms Phylogeny Group est la classification APG 11l datant de 2009, Cette récente
classification est basée sur deux genes chloroplastiques et un gene nucléaire de ribosome.
(APG 111, 2009).
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Tableau 3 : classification phylogénétique de Myrtus Communis L. (APG 111, 2009).

Embranchement Spermatophytes
Sous embranchement Angiospermes
Clade Dicotylédones vraies
Clade Eudicotylédones supérieurs
Clade Rosidées
Clade Eurosidées 1l ou Malvidées
Ordre Myrtales
Famille Myrtacées
Genre Myrtus
Espéce Myrtus communis L
1.3.5. Utilisation

Le Myrte est utilisé pour lutter contre les bronchites et les dilatations bronchiques, les
catarrhes muco-purulentes des voies respiratoires et urinaires, la tuberculose pulmonaire, la
rhinorrhées, la sinusite, les otites, les diarrhées, les prostatites, et les hémorroides. Elle est
connue également par leur effet hypoglicémique. (Mimica-Dukic. N et al, 2010; Baba Aissa.
F, 1999).

1.3.5.1. Utilisation traditionnelle

En Algérie, les fruits sont soit consommés naturellement soit préparées sous forme
d’infusion contre les diarrhées et comme hypoglycémiant. Ils constituent un reméde contre la
dysenterie, I’entérite et les hémorragies. (Beloued. A, 2003).

Dans la région de M'Sila, Boudjelal. A et al (2013) interrogent 83 herboristes. 19%
d’entre-eux déclarent utiliser Myrtus communis comme traitement de I’hypertension et du
diabete. Pour cela, ils utilisent les parties aériennes sous forme d’infusion ou de décoction.

En Tunisie (Boukef. M. K, 1986) ou le myrte est utilisé dans le Nord du pays, les
fruits sont recommandés a 1’état frais ou sous forme de décoction pour soulager I'ulcére et les
douleurs gastriques. Il est aussi préconisé sous cette forme en gargarisme pour traiter les
gingivites.

Au Maroc (Bellakhdar. J, 1997) le fruit est maché contre les gingivites et les aphtes,

Il est utilisé aussi pour traiter le diabéte.
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1.3.5.2. Utilisation médicinale

Les baies du myrte ont une longue histoire d’application dans les industries
pharmaceutiques. Elles sont utilisées pour leurs effets positifs sur la santé humaine, comme
antiseptique, astringent, carminative, tonique des cheveux, analgésique, cardiotonique,
diurétique, anti-inflammatoire, stomachique, néphroprotectrice, antidote, hémostatique,
tonique du cerveau et antidiabétique. (Sumbul. S et al, 2011)

1.3.5.3. Utilisation industrielle

Les baies du myrte sont utilisées comme essences aromatiques dans la cuisine, mais
leur utilisation la plus importante est la production de liqueurs. (Mulas. M et al, 2002). Ces
fruits sont aussi utilisés pour faire d’excellentes confitures, gelées comme c’est le cas en
Sicile (Italie) et Corse (France). (Couplan. F, 2009 ; Sarl. T, 2007).

Au cours de ces dernieres décennies, les systemes intensifs de la culture du myrte ont
été établis dans diverses régions du monde et particulierement en Sardaigne (Italie), afin
d'assurer a la fois un approvisionnement constant de matériel de bons fruits pour l'industrie
de liqueur et la préservation des populations de myrte naturelles. (Mulas. M et al, 2002).

De nos jours, le myrte est devenu un produit qui pourrait étre qualifié d’identitaire. Il
va permettre dans différents domaines, que ce soit 1’alimentation ou la cosmétique, de donner
un caractere identitaire au produit. C’est pour ces raisons que I’on retrouve en plus de la
traditionnelle liqueur de myrte, des cosmétiques a base de myrte, mais également des produits

alimentaires tels que patés, bicres, etc.... aromatisés au myrte. (Franceschini. P, 2016).

1.3.6. Travaux antérieurs

Les principaux travaux relatifs a 1’¢tude des composés phénoliques du Myrte
commun L .ont été réalisées en 1967 par EI-Sissi. H.l et EI-Ansary. H et concernent
’analyse des flavonoides contenus dans les feuilles.

En 1987, Diaz. A.M et Abeger. A analysent les composés phénoliques simples et
principalement les flavonoides et les acides phénoliques contenus dans les feuilles du myrte.

Aprées extraction au méthanol, I’extrait est passé dans une colonne ouverte pour 1’isolement

des molécules. Les fractions ainsi récoltées sont soumises a des études chromatographiques,
spectro-photométriques et spectro-flurométriques qu’ont permis d’identifier les acides

ellagique et gallique, la querceétine et la patulétine.
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Les travaux de Martin. L.P et al, (1999) sur les composés poly-phénoliques du
péricarpe du fruit du myrte indiquent une composition riche en myricétine, en hespéridine et
en esculine. Les composés sont extraits par un mélange méthanol-eau (60 / 40) a température
ambiante et séparés par chromatographie sur colonne ouverte. L’identification se fait par
spectrométrie UV et par RMN du carbone-13 et du proton.

En 1999, Romani. A et al ont étudié la composition des poly-phénols extraits au
solvant (EtOH a 70%) a partir des feuilles du myrte. L’extrait est purifié puis ’analyse
qualitative et quantitative se fait par CLHP-DAD et CLHP/SM.

Les principaux composés identifiés par Romani. A et al, (1999), sont I’acide
gallique, I’acide caféique, I’acide éllagique, la (-) catéchine, la (-) épicathéchine, la(-)
épigallocatéchine, la myricétine-3-O-galactoside, la myricétine-3-O-rhamnoside, la
querceétine-3-O-galactoside et la quercétine-3-O-rhamnoside. L’analyse est réalisée a plusieurs
longueurs d’ondes a savoir : 254 nm, 280 nm, 310 nm, 330 nm et 360 nm.

Récemment, en 2006a, Montoro. P et al, ont travaillé sur la stabilité et I’activité
anti-oxydante des poly-phénols extraits des baies du myrte pour la préparation des liqueurs en
Sardaigne et en Italie. Ils ont doseé les flavonoides et les anthocyanes par CLHP-UV-VIS et
I’identification par LC/SM-ESI, aprés macération (EtOH a 70%) pendant 40 jours. lls ont pu
identifier 14 composés, parmi lesquels 8 anthocyanes et 6 flavonoides.

Montoro. P et al, (2006b) utilisent différentes techniques pour 1’identification
(RMN et LCES/ MS) et la quantification (CLHP-UV-VIS en utilisant des standards internes)
des flavonoides et des anthocyanes présents dans les baies du myrte. Ils sont préparés en
suivant une recette typique de liqueur de Myrtle de Sardaigne, afin d'évaluer la stabilité des
extraits pendant 1 Année de stockage. L'activité anti-oxydante a été mesurée en utilisant un
dosage TEAC, et l'activité de balayage des radicaux libres a été surveillée au cours de
I'évaluation de la stabilité. L'extrait myrte a montré une intéressante activité de balayage des
radicaux libres pour les anthocyanines et les flavonoides. L'activité anti-oxydante a été
conservee en 3 mois.

Les travaux de Wannes. W.A et al, (2010) sur I’analyse des composés phénoliques
de Myrte par HPLC ont permis d’identifier 10 composés, parmi lesquels 4 tanins
hydrolysables qui sont la oenothein B, la eugeniflorin, la D2, tellimagrandins | et la
tellimagrandins, 2 acides phenoliques, (1’acide gallique et 1’acide quinique 3,5-di-O-gallate) et
4 myricetine glycosides (myricetine 3-O-b-D-xyloside, myricetine 3-O-b-D galactoside,

myricetine  3-O-b-D-galactoside  6-O-gallate et  myricetine  3-O-a-L-rhamnoside).
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Introduction

Les vegétaux supérieurs ont la capacité de synthétiser, par des voies métaboliques
complexes des métabolites dits secondaires. Ces composés sont utilisés par les plantes pour
diverses fonctions adaptatives notamment en réponse aux stress biotiques et abiotiques qu‘ils
peuvent subir. (Thomas. M, 2011).

Ces métabolites sont situés dans 1’un des trois classes, des polyphénols, des alcaloides
et des terpénoides. De nombreuses études ultérieures ont prouvé la bioactivite de ces
molécules, citant les activités antitumorale, antivirale, antimicrobienne, antioxydant, anti-

inflammatoire , etc. (Thomas. M, 2011).

11.1. Définition des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées par
les plantes autotrophies. (Boudjouref. M, 2011); sont caractérisés généralement par de faible
concentration dans les tissus végétaux (généralement quelques pourcents du carbone total, si

on exclue la lignine de cette catégorie). (Newman. D et Cragg. G, 2012).

11.2. Biosynthése
La production des métabolites secondaires est étroitement liée au métabolisme

primaire, résultent généralement de trois voies de biosynthese: la voie de shikimate, la voie de
mévalonate et du pyruvate. (Verpoorte. R et Alfermann. A, 2000). La plupart des
précurseurs sont issus de la glycolyse (pyruvate, phosphoénolpyruvate, acétyl-CoA), de la
voie des pentoses phosphate (glycéraldéhyde-3-P, Erythrose-4-P) et du métabolisme des
lipides (glycéraldéhyde-3-P et acétyl-CoA). Ces précurseurs sont a 1’origine de la diversité
structurale observée au niveau des métabolites secondaires. (Mayer. A, 2004). Du point de
vue synthétique, ces métabolites secondaires peuvent aussi étre subdivisés en deux catégories
. ils peuvent étre de type phyto anticipines ou de constitution, C'est-a-dire synthétises par la
plante de maniere permanente méme en absence d'un facteur de stress par opposition aux
métabolites induits ou phytoalexines qui sont synthétises uniquement en cas de stress et sont
donc formés de novo. (Litvak. M. E et Monson. R, 1998).
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11.3. Classification des métabolites secondaires
Les métabolites secondaires sont produits en trés faible quantite, il existe plus de
200000 métabolites secondaires classés selon leur appartenance chimique. (Cuendet. M
,1999).
D’apres leur biosynthése, les métabolites secondaires peuvent étre divisés en trois
classes:
» Polyphénols.
» Terpénoides.
» stéroides et alcaloides. (Hennebelle. T et al, 2004)

11.3.1. composés phénoliques

Le terme« polyphénols» est fréqguemment utilisé dans le language courant et méme
dans des articles scientifiqgues ou de vulgarisation pour désigner I'ensemble des composés
phénoliques des vegetaux. (Fleuriet. A, Jay-Allemand. C, 2005); Les composés
phénoliques sont des métabolites secondaires, d'un poids moléculaire élevé. La structure
de base qui les caractérise est la présence d'un ou plusieurs noyaux aromatiques auxquels sont
directement liés un ou plusieurs groupement hydroxyles libres ou engagés dans une autre
fonction (éther, ester). (Kheffach. A, 2015). Ce sont des molécules hydrosolubles présentes
dans tous les végétaux. (Adrian. J et Frangne. R, 1991).

11.3.2.Structure chimique

Les composés phénoliques (phénoloides) sont caractérisés par la présence dans leur
structure d'au moins un noyau benzénique auquel est directement lié un groupe hydroxyle,
libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester, hétéroside. (Halket. J, et Waterman. D
2005).

11.3.3. Biosynthése des polyphénols
Les polyphénols sont synthétisés par deux voies biosynthétiques de :
% D’acide shikimique (shikimate).

% I’acétate-malonate. (Mohammedi. Z, 2013).
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11.3.4. Propriétés biologiques des poly-phénols

Les poly-phénols sont associés a de nombreux processus physiologiques
interviennent dans la qualité alimentaire, impliques lorsque la plante est soumise a des
blessures Mécaniques. (Bahorun. T, 1997).

Ces composés montrent des activités anti-carcinogénes, anti-inflammatoires,
antiathérogénes, anti-thrombotiques, analgésiques, antibactériens, antiviraux, anticancéreux.
(Babar. A et al, 2007), anti-allergénes, vasodilatateurs.

(Falleh. H et al, 2008) et antioxydants. (Gomez. C et al, 2006).

11.3.5. Classification des composés phénoliques

La classification de ces substances a été proposée par Harborne J. B 1980.0n peut
distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le nombre
d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base, principales classes

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

11.3.5.1. Acides phénoliques

Les phénols ou les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d'un
noyau benzénique et au moins d'un groupe hydroxyle. Ces phénols sont solubles dans les
solvants polaires, leur biosynthése dérive de l'acide benzoique et de l'acide cinnamique.
(Wichtl. M et Anton. R, 2009).

O

@
OH
= HO”

Acide benzoique Acide cinnamique

Figure 5: Structure de base des acides benzoiques et cinnamique.
(Bruneton. J 2009).
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11.3.5.2. flavonoides

Selon Ribereau. G.P,1968, le terme flavonoide signifie jaune en latin
(flavus en latin), il désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols. (Seyoum. A et al, 2006). Leur fonction principale semble étre la
coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (au-dela de la chlorophylle, des
caroténoides et des bétaines). (Bruneton. J, 1999).

Les flavonoides se répartissent en fonction de la structure de molécules. En effet, plus
de 6400 structures ont été identifiées. (Harborne J. B et Wiliams. c.A 2000).

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques, ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres. (Benhammou. N, 2011).

Ces composés existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides,

c'est a- dire liée a des oses et autres substances. (Heller. W et Forkmann. W ,1993).

a. Structure des flavonoides

Les flavonoides sont des molécules tres répandues dans le regne végétal. Ils font partie
de la classe des polyphénols, principaux métabolites secondaires des plantes. (Bruneton. J,
1999). Ont un squelette de base formé par deux cycles en C6 (A et B) relies entre eux par une
chaine en C3 (noyau 2-phényl-1-benzopyrane). (Bruneton. J, 1999).Qui peut évoluer en un
hétérocycle (Cycle C) (Figure 6). (Akroum. S, 2011).

Figure 6 : Squelette de base des flavonoides. (Heim. K et al, 2002).
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c. Biosynthese des flavonoides

L’étape clé de la formation des flavonoides est la condensation de trois molécules de
malonyl-CoA avec un ester du coenzyme A et d’un acide hydroxycinnamique, en regle
générale le 4-coumaroyl-CoA, pour obtenir la 4, 2, 4, 6’-tetrahydroxychalcone (réaction
catalysée par la chalcone synthase). Dans les conditions physiologiques normales, cette
chalcone tend a s’isomériser en flavanone sous 1’action de la chalcone isomérase qui induit
une fermeture stéréospécifique du cycle conduisant a la seule (2S)-flavanone. Cette chalcone

peut également se cycliser en aurone. (Bruneton. J ,1999).

d. Classification des flavonoides

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de degree
d'’hydroxylation et de méthoxylation, de degré de polymérisation, des substitutions et des
conjugaisons sur le cycle C c'est-a-dire la présence : de double liaison C2-C3, du groupe 3-O
et la fonction 4-oxo. (Yao. H et al, 2004).

Elles se divisent généralement en cinq classes : flavonols, flavones, anthocyanidines,

flavonones et chalcones. (Peterson. J, 1998).




Chapitre 77

Metabolites secondarres

Tableau 4: Différentes classes de flavonoides. (Nkhili. E, 2009).
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11.3.5.3. Tanins

Les tanins naturels sont des molécules poly-phénoliques hydrosolubles, de masse
moléculaire comprise en 500 et 3000 Da et qui outre les réactions habituelles des phénols.
(Merghem. R, 2009) ; sont tres répandus dans le regne végetal, mais ils sont particulierement
abondants dans certaines familles comme les coniféres, les Fagacée, les Rosacée. (Ghestem.
A et al, 2001), Ces composés produits par les plantes et se caractérisent par leur facilité a se
combiner aux protéines. (Makkar. H, 2003; Mangan. J.L, 1988; Mcsweeney. C.S, et al,
2001).Gréace a la présence de plusieurs groupements hydroxyles phénoliques. (Khenaka.
K, 2011).Elles sont localisées essentiellement dans les téguments de la graine et leur présence

est étroitement corrulée a la coloration de téguments. (Merghem. R, 2009).

7N B, — E>— H : Afzéléchol

HO N O i PN Ri—OH : R>—H: Catéchol

M\ NN N .~ ‘R - i :
2 R; = Ry= OH : Gallocatéchol

\\\// \\//\OII

Figure 7: Structure de quelques tanins. (Kanoun. K, 2011).

a. Classification des tanins
Selon leur nature chimique ces composés sont divisés en deux classes :
¢ les tanins hydrolysables.

+¢ les tanins condensés. (Cowan. M, 1999)
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Figure 8: Structure générale des tanins Figure 9: Structure générale des tanins
Hydrolysable. Condensés

(Gilbert. B.L et Norris. D.M, 1968).

11.3.5.4. Lignins

Composés qui s'accumulent au niveau des parois cellulaires (tissus sclérenchymes ou
le noyau des fruits), au niveau de séve brute qu'ils permettent la rigidité des fibres, ils sont le
résultat d'association de trois unités phénoliques de base dénommées monolignols de
caractére hydrophobe. (Sarni. M.P et Cheynier. V, 2006).

HO OH

Figure 10: Structure des lignanes. (Midoun. T, 2011).

11.3.5.5. Coumarines

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de la féve Tonka,
coumarouna odorata (légumineuses) d’ou la coumarine fut isolée, en 1820, elles sont

largement distribuées dans le regne végetal. (Casley. S, 1993).
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O

Figure 11 : Structure des coumarines. (Cowan. M.M ,1999).

11.3.5.6. Stilbénes
Les stilbénes sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux

aromatiques reliés par une double liaison, Le resvératrol et le ptérostilbéne font partie de la

famille des stilbénes et sont des composes synthétisés par la plante suite a un stress. (Perret.

C, 2001).

Figure 12: Structure des stilbénes (Perret. C, 2001).

11.3.5.7. Quinones
Ce sont des substances colorées et brillantes, en général rouges, jaunes ou orange et

possédant deux fonctions cétones .On les trouve aussi dans les champignons les bactéries et les

organismes animaux comme par exemple la vitamine K, qui est impliquée dans la coagulation

du sang. (Kansole. M.M.R, 2009).




Chapitre 77 Metabolites secondaires

11.3.5.8. Anthocyanes

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuanos, bleu violet) terme général qui
regroupe les anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés. Ces molécules faisant partie de la
famille des flavonoides et capables d'absorber la lumiére visible, ce sont des pigments qui
colorent les plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou orange. Leur présence dans les plantes est
donc détectable a I'oeil nu. A l'origine de la couleur des fleurs, des fruits et des bais rouges ou
bleues, elles sont généralement localisées dans les vacuoles des cellules épidermiques, qui
sont de véritables poches remplis d'eau. On trouve également les anthocynes dans les racines,
tiges, feuilles et graines. (Bassas. A et al, 2007).

Leur structure de base est caractérisée par un noyau "flavon™ généralement glucosylé
en position C3. Les anthocyanes se différencient par leur degré d'hydroxylation et de
méthylation, par la nature, le nombre et la position des oses liés a la molécule. (Bessas. A et
al, 2007).

Figure 13: Structure des Anthocyanidines. (Bruneton. J, 1999)

11.3.5.9. Alcaloides

Le terme alcaloide a été introduit pour la premiere fois par le pharmacien allemand
Meissner. (Bruneton. J, 1999), les alcaloides représentent un groupe trés vaste de
métabolites secondaires avec structure, distribution et activités biologiques diverses.
(Milcent. R, Chau. F, 2003) Les alcaloides sont des substances organiques naturelles
composes de carbone, d’hydrogene, d’oxygene et d’azote. (Schauenberg. P et Paris. F,
2005). La plupart des alcaloides sont solubles dans l'eau et I'alcool et ont un gout amer et
certains sont fortement toxiques. (Wichtl. M et Anton. R, 2009).

Les alcaloides existent rarement a 1’état libre dans la plante, mais le plus souvent ils

sont combinés a des acides organiques ou a des tanins. (Ziegler. J et Facchini P. J 2008).
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11.4. Isoprénoides (Trapénoides)

Appelés aussi terpenes, constituent un vaste groupe de métabolites secondaires, sont
des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte. (Hellal. Z, 2011).

IIs répondent dans la plupart de cas a la formule générale (CsHg). (Seenivasan. P,
2006).

=)

Figure 14: Structure de la molécule d’isopréne. (Calsamiglia. S et al, 2007).

a. Classification
Selon le nombre d’unités isopréniques qui les constituent (tableau05), on distingue :

Tableau 05: Classification des terpenes et exemples
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N Squelette Types Exemples Références
carboné

Géraniol (Merghem. R, 2009)
1 Cuo Monoterpénes | Mycénes

Thymol

Farnéséne (Merghem. R, 2009)
2 Cis Sesquiterpenes | Zingibréréne

Cadene

Vitamine A (Merghem. R, 2009)
3 Cy Diterpenes Phytol

Gibberellines

limonine (Merghem. R, 2009)
4 Cso Triterpénes Acide aléonolique

Caroténoides (Merghem. R, 2009)
5 Cuo Tétraterpénes | Lycopéne
6 C>40 Polyterpenes | Euphorbiacées (Merghem. R, 2009)

Sapatacées

11.5. Propriétées pharmacologiques des metabolites secondaires
11.5.1. Chez les humains

Le role des composés phénoliques est largement montré dans la protection contre
certaines maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de
leurs propriétés anti-oxydante. Spécifiquement, on attribue aux flavonoides des propriétés
variées: veinotonique, anti-tumorale, anti-radicalaire, anti-inflammatoire, analgésique, anti-
allergique, antispasmodique, antibactérienne, hépatoprotectrice, estrogénique et/ ou anti-
estrogénique. Ils sont également connus pour moduler I’ activité de plusieurs enzymes ou de
récepteurs cellulaires. Les flavonoides favorisent la relaxation vasculaire et empéchent
I'agglutinement des plaquettes sanguines. Par conséquent, ils réduisent la coagulation du sang
et le rendent plus fluide. Ils limitent I'oxydation des lipides sanguins et contribuent a la lutte
contre les plaques d'athérome. Ils sont aussi anxiolytiques et proteges nos artéres contre
I'athérosclérose et réduit la thrombose (caillots dans les artéres). (Kheffach. A, 2015). Les
exemples de quelques composés phénoliques et de leurs activités biologiques sont récapitulés
(tableau06)
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Tableau 06: Propriétés biologiques des quelques poly phénols dans 1’organisme.
(Kheffach. A, 2015).

Polyphénols Activités biologiques
Antibactériennes, anti-ulcéreuses,

Acides phénols

(cinnamiques et benzoigues) antiparasitaires antifongiques,

antioxydantes

Protectrices vasculaires,
anti-inflammatoires,
Coumarines anti parasitaires
analgésiques et

anti -oedémateuses

Anti-tumorales, antiparasitaires, vaso-dilatoires,
antibactériennes,

Anti-carcinogénes, anti-inflammatoires,
analgésiques,hypotenseurs, antivirales,
Flavonoides diurétiques, ostéogeéne,

anti-oxydantes,

anti-atherogéniques,

anti-thrombotique,

antiallergique

Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux, anti-oxydant

Effets stabilisants sur le collagéne,

Proanthocyanidines antioxydantes, antitumorales,

antifongiques et anti-inflammatoires

Tannins galliques et catéchiques | Antioxydantes

Lignanes Anti-inflammatoires, analgésiques

Agent de protection contre
Phytostérols L hormone

dépendant du cancer de colons

Saponines Antitumorale, anticancérigéne,...
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11.5.2. Chez les végétaux

Les composes phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie
de la plante (lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires avec certains
microorganismes symbiotiques ou parasites...), dans les interactions des plantes avec leur
environnement biologique et physique (relations avec les bactéries, les champignons, les
insectes, résistance aux UV); soit directement dans la nature soit lors de la conservation apres
récolte de certains vegétaux; dans les criteres de qualité (couleur, astringence, amertume,
qualités nutritionnelles...) qui orientent les choix de I'nomme dans sa consommation des
organes vegétaux (fruits, légumes, tubercules...) et des produits qui en dérivent par la
transformation; dans les variations de certaines caractéristiques des végétaux lors des
traitements technologiques (préparation des jus de fruits, des boissons fermentées...) pendant
lesquels apparaissent fréqguemment des brunissements enzymatiques qui modifient la qualité
du produit fini. (Kheffach. A, 2015).
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I11.1. Radicaux libres
I11.1.1. Historique

L’oxygéne, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des effets
dommageables dans 1’organisme via la formation de radicaux libres et d’especes oxygénées
activées (EOA). Ces notions ne sont toutefois pas nouvelles puisque, vers le milieu des années
50, Gerschman et Hartman avaient déja évoqué la toxicité de 1’oxygéne et la «free radical
theory» pour expliquer le processus de vieillissement. En 1969, les Américains McCord et
Fridovich isolent a partir de globules rouges humains, un systéme enzymatique antioxydant,
le superoxyde dismutase (SOD), capable d’éliminer ’anion superoxyde, démontrant ainsi
pour la premiére fois, que notre organisme produit des EOA. Cette découverte a été le point
de départ, dans le monde entier, de nombreuses recherches sur le stress oxydant et les
antioxydants. (Haleng. J, 2007).

Selon Sies. H et al, (1985) La notion de stress oxydant dans les systemes biologiques
remonte aux années 1970 suit aux recherches sur I’activation de 1’oxygeéne moléculaire et sur
sa potentielle toxicité dans les organes des mammiferes. Le concept de stress oxydant fut
développé par Sies et ses collaborateurs, avec des termes synonymes tels que « stress pro-

oxydant » ou « stress réducteur ».

111.1.2. Définition

L’oxygéne est un élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il
permet de produire de I’énergie en oxydant la matiere organique. Mais nos cellules
convertissent une partie de cet oxygéne en métabolites toxiques, nommés radicaux libres
organiques. (Meziti. A, 2007).

Selon la définition proposée par Halliwell. B, (1996). Les radicaux libres sont des
especes capables d’exister indépendante, contenant un ou plusieurs électrons non appariées

dits électrons célibataires.

Dans les cellules, On peut distinguer les radicaux primaires qui jouent un role
particulier en physiologie. Les autres, dits radicaux secondaires, se forment par réaction de
ces radicaux primaires sur les composes biochimiques de la cellule. Ces radicaux primaires
dérivent de I'oxygéne par des réductions & un électron tel I'anion superoxyde O et le radical

hydroxyle OH’, ou de l'azote tel le monoxyde d'azote NO®. (Favier. A, 2003).
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111.1.3. Principaux types des espéces réactives d’oxygene (ERO)

Parmi les différentes classes de radicaux libres, les especes réactives de I'oxygéne
(ERO) sont les radicaux les plus abondants. Cette classe de radicaux libres regroupe des
radicaux qui dérivent de l'oxygene par des réductions a un électron, comme I'anion
superoxyde (02. -), le radical hydroxyle (OH-), le radical peroxyl (ROOQv¢), le radical alkoxyle
(RO-) et le radical perhydroxyle (HO,). Le monoxyde d'azote (NO-) et le dioxyde d'azote
(N02-) appartiennent a une autre classe de radicaux libres, les especes réactives de l'azote
(ERN). Les ERO et RNS peuvent étre converties en espéces reactives qui ne sont pas des
radicaux libres telles que le peroxyde d'hydrogéne (H0 »), I'acide hypobromeux (HOBr) et le
nitroperoxyde (ONOOH). Il est a noter que ces molécules sont aussi réactives et peuvent étre
des précurseurs de radicaux. L'ensemble des radicaux libres dérivés de I'oxygene et leurs
précurseurs sont appelés ERO. Parmi ces ERO, les radicaux O*" et OH' sont considérés les
plus réactifs. (Fang. Y.l et al, 2002; Favier. A, 2006).

oxydascs

- Lumigre UV
- m

Oxygénc Peroxyde d'hydrogénes
Supcroxyde

Oxygéne singulet

myéloperoxidase

Cycles redox dismutases 3
Arginmine =3 NADPH ox l ) // \
| mitochondnie Fe™ / r
/
/
NO® ) ¥ HOCI

Fe3+
Monoxyde d'azote Anion superoxyde

oNnOO | —

peroxynitrite Radical hydroxyle

N\ N

Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidique I'ADN
de kinases

Figure 15 : Origine des différentes espéces réactives de 1’oxygene. (Favier. A, 2003).

111.1.4. Origines des radicaux libres

Les facteurs responsables de l'augmentation de la production de radicaux libres par

I'organisme sont appelés facteurs oxydants. 1ls se divisent en facteurs endogenes et exogenes.
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111.1.4.1. Origines exogenes

L’organisme humain est soumis a 1’agression de différents agents extérieurs
capables de donner naissance a des espéces oxygénées réactives (Favier. A, 2003).

Les rayonnements UV (par I’intermédiaire d’agents photo sensibilisants) et les
radiations ionisantes induisent la synthése de radicaux libres dérivés de I’oxygeéne tels que
0%, OH’, 102 et de molécules génératrices de radicaux libres.

L’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2), des toxiques présents dans notre
environnement (suie, goudron, tabac, polluants industriels) sont également responsables de la
synthése de radicaux libres. Ils sont a I’origine d’une auto- oxydation des acides gras poly-

insaturés (AGPI) des alvéoles pulmonaires. (Favier. A, 2003).

111.1.4.2. Origines endogénes

Le métabolisme cellulaire et I'inflammation sont considérés comme les principales
sources endogeénes de radicaux libres.

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques, la plupart des
radicaux libres se forment au cours de métabolisme de 1’oxygeéne (réduction de l'oxygéne
moléculaire en eau) dans les mitochondries. Le passage d’une molécule d’oxygéne a deux
molécules d’eau nécessite I’action de quatre ¢électrons selon I’équation :

O,+4e +4H ——» 2 H,0

Cependant, et jusqu’a 5 % des cas, on peut assister a une réduction incomplete de
I’oxygene en eau. Cette réduction incompléte aboutit a la production de I’oxygene singulet
(102) mais surtout de I’anion superoxyde (02"). La dismutation de O* va donner naissance
au peroxyde d'hydrogene (H,O,) puis indirectement au radical hydroxyl (OH"). (Pincemail. J
et al, 1998 ; Valko. M et al, 2006).

3
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Figure 16 : Origine extra- et intracellulaire des radicaux libres dérivés de I'oxygéne.

(Afonso. V et al, 2007).

111.1.5. Réle physiologiques des radicaux libres

Le r6le des ERO est tres complexe car elles peuvent avoir un réle physiologique ou un
effet toxique en fonction de leur concentration. Dans des conditions normales, elles sont
générées en faible quantité. (Haleng. J et al, 2007) impliquées dans le maintien de
I’homéostasie cellulaire (prolifération cellulaire normale, métabolisme normal, état redox
normal pour I’expression de genes). (Defraigne. J; Pincemail. J, 2007) et jouent un role
dans la transduction du signale intracellulaire (Serteyn. D et al, 2002) et de messagers
secondaires capables, notamment, de réguler le phénomene de 1’apoptose ou d’activer des
facteurs de transcription. (Huet. O ; Duranteau. J, 2008).

Les oxydants jouent donc un rdle important dans I’inactivation et la destruction des
micro-organismes. (De moffarts. B et al, 2005) par la peroxydation et la déstabilisation des
membranes lipidiques, par I’oxydation et I’inactivation de leurs protéines de structure, et enfin

par I’oxydation de leur matériel génétique. (Kobayashi. T et al, 2001).
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I11.2. Antioxydants

Les antioxydants sont des agents de prévention, ils bloquent 1’initiation en complexant
les catalyseurs, en réagissant avec 1’oxygéne, ou des agents de terminaison capables de dévier
ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis non radicalaires.
D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec
un radical d’acide gras avant que celui-ci ne puissent réagir avec un nouvel acide gras. Tandis
que d’autres antioxydants absorbent 1’énergie excédentaire de 1I’oxygene singulet pour la

transformer en chaleur. (Hellal. Z, 2011).

I11.2.1. Classification

Il existe une quantité innombrable d'antioxydants et ceux-ci peuvent étre non

enzymatiques ou enzymatiques. (You. H.J et al, 2003).

111.2.1.1. Antioxydants enzymatiques
a. Superoxyde dismutase (SOD)

Ces métalloprotéines, qui représentent une des premiéres lignes de défense contre le
stress oxydant, assurent 1’élimination de 1’anion super-oxyde O-- par une réaction de
dismutation, en le transformant en peroxyde d’hydrogene et en oxygene.

L’activité des SOD est dépendante des apports nutritionnels en cuivre et & un moindre
degré en zinc. (Goudable. J et Favier. A, 1997).

Il existe trois especes de cette enzyme :

» Une forme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD).
» Une forme mitochondriale associée au manganese (Mn-SOD).
» Une forme extracellulaire (Ec-SOD). (Okado. M et Fridovich. I, 2001),

E
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cell membrane

—

oxidases

mitochondria

Figure 17 : Les trois types de la SOD. (Frank. M et al, 2004).

b. Catalase

Les catalases sont présentes dans un grand nombre de tissus mais sont particulierement
abondantes dans le foie et les globules rouges. Elles sont considérées comme les plus
efficaces parmi les enzymes connus. Elles sont tétramériques, chaque unité portant une
molécule d’héme et une molécule de NADPH, Elles catabolisent les peroxydes d’hydrogénes
en molécules d’eau pour prévenir la formation de radicaux hydroxyles. (Matés. J.M et al,
1999).

La réaction se fait en deux étapes:
1) 2 H,0O, Catalase — 2H,0 + O,
2) ROOH + AH, Catalase — H,O + ROH + A

c. Glutathion peroxydase a sélénium (GPx)

Les glutathions peroxydases et réductases sont localisées dans le cytosol et dans les
mitochondries. Le réle de la glutathion peroxydase (GPx) est de réduire d’une part le
peroxyde d'hydrogene en molécule d’eau, et d’autre part les hydroperoxydes organiques

(ROOH) en alcools. Lors de cette réaction, qui demande 1’intervention de deux molécules de

3
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glutathion (GSH), celles-ci se transforment en glutathion-disulfure (GSSG). (Marfak. A,
2003).

HO» + 2ZGSH : 3 2H20 + GOS0

ROOH +2GSH Y ROH + H,0 + GSSC

111.2.1.2. Antioxydants non enzymatiques
a. Vitamine C

L’acide L-ascorbique ou vitamine C est considéré comme le plus important
antioxydant dans les fluides extracellulaires. C’est un piégeur trés efficace des ions
superoxydes O? °, du peroxyde d’hydrogéne H,0,, des radicaux hydroxyles HOs, et de
I’oxygene singlet 102, le r6le antioxydant de la vitamine C est basé sur sa réaction avec les
radicaux peroxyles aqueux, avant qu’ils initient la peroxydation lipidique le produit formé
étant le radical ascorbyle. La vitamine C protége ainsi les biomembranes et les lipoprotéines.
(Bouldjadj. R, 2009).

HO OH O 0

Figure 18 : Oxydation de 1’acide ascorbique

b. Vitamine E

Regroupée la famille des tocophérols (a, B, 6, y). Le caractére hydrophobe de la
vitamine E lui permet de s’insérer au sein des acides gras de la membrane cellulaire et des
lipoprotéines, ou elle joue un réle protecteur en empéchant la propagation de la peroxydation
lipidique induite par un stress oxydant. Seuls a et & tocophérols possedent les propriétés
antioxydants les plus intéressantes Il agit aussi par au moins deux mécanismes différents :
directement piége ROS et réglemente antioxydant enzymes telles sont GPX, CAT de foie,
SOD, GST, GR et activités quinone réductase (DT-diaphorase). (Vertuani. S et al, 2004).

j
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c. Glutathion
Le glutathion est un tripeptide (L-y-glutamyl-L-cysteinyl-glycine). (LI et al, 2005),

joue un réle important comme antioxydant endogene et dans le maintien de I'équilibre
d'oxydo-réduction. En fait, le GSH participe a I'élimination du H,O, et des LOOH, en servant
de cosubstrat a I'enzyme GSH-Px. (Ferrari. R.C et al, 1991). Le GSSG formé par cette
premiere réaction est a nouveau réduit en GSH par la GSH réductase, une enzyme qui utilise
le NADPH comme cofacteur. Le GSH peut inhiber la peroxydation des lipides et s'avere
efficace comme piégeur direct de certains ERO, tels les radicaux OHe et 'oxygéne singulet
102. (Halliwell. B, 1996). Il est antioxydant par son caractere nucléophile et radicalaire :

GSH + OH. — GS-+ H20

2GS. — GSSG

d. Polyphénols

Ils constituent une famille importante d’antioxydants présents dans les végétaux.
(Haleng. J, 2007). Les polyphénols sont des antioxydants ils sont capables de piéger des
radicaux libres, d’inhiber la peroxydation lipidique en réduisant les radicaux hydroxyl,
superoxyde et peroxyl. lls sont aussi capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des

propriétés chélatrices. (Delattre. J et al, 2005).

e. Caroténoides

Est un élément liposoluble des caroténoides. (Huy. L et al, 2008). Les caroténoides
sont capables de diminuer les dommages oxydatifs de I'ADN. (Collins. A et Harringto. V,
2002).

f. Oligoélements

Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganése (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont
des métaux essentiels dans la defense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes
antioxydants requierent un cofacteur pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD
mitochondriale a besoin de manganeése, la SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de
fer et la GPx de sélénium.

Cependant, certains oligoé¢léments, notamment le fer, lorsqu’ils sont en excés dans
I’organisme et sous leur forme réduite, peuvent avoir une action pro-oxydante (réaction de

Fenton, d’Haber-Weiss). (Buldak. L et al, 2014).
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111.3. Stress oxydant

Le stress oxydant est le deséquilibre entre la génération des espéces réactives

d’oxygeéne et la capacité des corps a neutraliser et a réparer les dommages oxydatif (Halmi. S,

2015).

Dans le systeme biologique, le stress oxydant est la conséquence d’un déséquilibre
entre la production des radicaux libre et la destruction par le systeme de défense anti-oxydant
donc c’est un déséquilibre de la balance anti-oxydant proantioydant. (Aliouat. A, Boulkelia.
N, 2012).

111.3.1. Conséquences du stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des
Iésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés
notamment lors de I'oxydation des lipides. L'organisme peut aussi réagir contre ces composés
anormaux par production danticorps, qui malheureusement peuvent aussi étre des auto-

anticorps créant une troisieme vague d'attaque chimique. (Favier. A, 2003)

111.3.1.1. Oxydation des glucides

Le glucose peut s'oxyder dans conditions physiologique en présence de traces
métalliques en libérant des céto-aldéhydes, H,O, et OH-+. Son oxydation entraine la coupure
de protéines et leur glycation par attachement du céto-aldéhyde. Les protéines glyquées
extraites du sérum de boeuf présentent un grand nombre de résidus tryptophanes oxydes,

témoignant d'une atteinte radicalaire. (Hunt. J et Wolf. S, 1991).

111.3.1.2. Oxydation des protéines

L'oxydation des protéines par ROS /RNS peut produire une gamme de produits
stables ainsi que réactifs tels que les hydroperoxydes de protéines qui peuvent générer des
radicaux supplémentaires en particulier lors de l'interaction avec des ions de métaux de
transition. Bien que la plupart des protéines oxydées qui sont fonctionnellement inactifs soient
rapidement retirés, certains peuvent progressivement s’accumuler avec le temps et de
contribuer ainsi aux dommages liés au vieillissement ainsi que diverses maladies.

(Devasagayam. T.P et al, 2004).
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111.3.1.3. Oxydation de I'ADN

Les dommages oxydatifs a I'ADN peut étre le plus dangereux pour la cellule car il
affecte le cycle cellulaire et conduit & des mutations et le cancer. L'oxydation de la guanine
par le radical hydroxyle(OHe) a 8-hydroxy-2-desoxyguanosine (8-OHdG), qui a finalement
conduit 8 GC — TA transversions lors de la réplication de I'ADN suite. Altération de 'ADN a
été suggérée d'étre responsable en partie dans les processus de vieillissement, le diabéte sucré,

les maladies inflammatoires et les maladies du foie. (Floyd. R.D, 1990)
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Figure 19 : Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine
génétique des cellules. (Favier. A, 2003).

111.3.1.4. Oxydation des lipides

Les lipides et précisément leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de
l'attaque par les EOR, réaction appelée peroxydation lipidique. Ses conséquences seront
différentes:

L'attaque des lipides circulants aboutit a la formation des LDL oxydées, qui captées

[ ]
par des macrophages forment le dépdt lipidique de la plaque d’athérome des maladies
cardiovasculaires (Durand. J et Beaudeux. J.L, 2011).

e L'attague des phospholipides membranaires entraine la perte d’acides gras

polyinsaturés, modifie la fluidit¢ de la membrane et donc le fonctionnement de
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nombreux récepteurs et transporteurs et la transduction des signaux. (Favier. A,
2003).

Produits terminaux

Figure 20 : Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras
poly-insaturés et nature des produits terminaux formés. (Favier. A, 2003).

111.3.2. Marqueurs biologiques du stress oxydant

Ces différentes altérations biochimiques peuvent étre utilisées pour évaluer le stress
oxydant. (Slater. T, 1984).
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Stress oxydant

Tableau 07 : Marqueurs biologiques du stress oxydant. (Collard. J, 2014)

Marqueurs biologiques

Explication

Au niveau des
LIPIDES

MDA

Bon marqueur de la peroxydation lipidique. Seulement
MDA n’est pas produit par I’acide Linoléique et ne
représente que 1% des produits de décomposition des
peroxydes lipidiques.

Au niveau des
LIPOPROTEINES

LDL oxydés

Les LDL sont les composants sanguins les plus sensibles au
stress oxydatif. Les Oméga 6 s’oxydent plus facilement que
les Oméga 3.

Normalement les PUFAS des LDL sont protégés contre les
radicaux libres par différents antioxydants endogenes mais
dés que ces antioxydants sont utilisés, la peroxydation

lipidique commence.

Ac anti LDL
oxydées

Les LDL oxydés sont athérogenes et immunogéniques.
Apres la phase de décomposition des LDL oxydés, des
auto-anticorps sont produits. Ces auto-anticorps sont le
résultat d’une exposition a long terme d’un individu au

stress oxydatif.

au niveau de ’ADN

8 OH-2-

deoxyguanosine

Des taux urinaires augmentés reflétent un stress oxydatif au
niveau de I’ADN.

L’oxydation de I’ADN aboutit a la formation de fragments
8-OH-2’-deoxyguanosine (8-OH2DG). Ces derniers sont
¢liminés par les enzymes de réparation de L’ ADN mais si
ces systemes sont défaillants ou dépassés, la 8 OH-2’
deoxyguanosine s’accumulera au sein de ’ADN pouvant

causer des mutations.

au niveau des
NEUTROPHILES

MPO

Une élévation de la myeloperoxydase (MPO) est le reflet
d’une intense activation leucocytaire et par conséquent la
preuve indirect que des EOA ont été produits dans des
situations pathologiques

La MPO est un facteur prédictif de risque cardio-

vasculaire.
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Matériel et Méthodes
Notre travail de recherche a été réalisé au sein du laboratoire de Biochimie. Faculté

des Sciences de la Nature et de la Vie. Université des Fréres Mentouri, Constantine, Algérie.

I.1. Matériel végetal

1.1.2. lieu de la récolte
L’espéce Myrtus communis L. a été récoltée en février 2017, du Nord-est Algérien

dans la willaya de Jijel plus exacte de laaraba, (Figuer21).

Sidi Abdelaziz
LS S

]

‘ ) i i
m - wizs |
. - o ol EHMil
bl Kaous - sl £ w,ll adall
ol
W 3 A

Boucif Ouled
w2 Askeur
Kt Yy

Sidi Maarouf

Figure 21 : lieu de la récolte de Myrtus communis L.

1.2. Souches bactériennes testées

Pour I’activité antibactérienne quatre souches cible de collection : Escherichia coli
(ATCC 8739), Staphiloccoccus aureus (ATCC 6538P), pseudomonas aerugenosa (ATCC
9027) et une de nature clinique Bacillus sp; ont été apportées du laboratoire du Centre
hopital-universitaire (CHU) Benbadis de CONSTANTINE.

Ce sont des especes Gram négatif et Gram positif, pathogenes et responsables
d’infections graves chez I’homme et dont la plupart sont résistantes aux antibiotiques. Elles

sont revivifiées a 37 °C par repiquage sur gélose Muller- Hinton (MH).
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1.2.1. Milieu de culture
On a utilisé la gélose nutritive Muller Hinton (Figure 22) pour I’étude de la sensibilité

des souches bactériennes a différentes concentrations d’extraits méthanoliques.

Figure 22 : Milieu de culture (gélose Muller Hinton). (Photo originale)

1.3. Méthodes
Les tiges et les feuilles de Myrtus Communis L. Ont été séchées a 1’ombre, découpées
en petits morceaux, puis broyées a 1’aide d’un mixeur jusqu'a I’obtention d’une poudre moins

fine pour la préparation des 2 extraits.

1.3.1. Préparation des extraits
Les deux extraits Ether de pétrole et méthanolique (tiges, feuilles) en référant a la

méthode de macération permet d’effectuer une extraction solide-liquide.

1.3.1.1. Préparation de ’extrait de I’éther de pétrole
L’extrait d’éther de pétrole a été obtenu macération. Le broyat obtenu (200 g) pour la
poudre des feuilles et (100g) pour la poudre des tiges est mis en macération dans 1’éther de

pétrole pendant 24 heures a température ambiante.
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Figure 23 : Macération dans 1’éther de pétrole. (Photo originale)

Le surnageant obtenu est filtré sous vide a 1’aide d’un Biichner sur un papier filtre et on
obtient le filtrat.

Figure 24 : Filtration de macérat sous vide. (Photo originale)

Les extraits ainsi obtenus sont évaporés a sec a 1’aide de rota-vapeur (Buchi.R-210)
dans une température de 40°C, ’extrait récupéré sous forme d’une pate dans une boite de

pétri.
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Figure 25 : Evaporation du Filtrat. (Photo originale)

Cette étape utilisée pour éliminer la chlorophylle pendant la préparation de 1’extrait

hydro-alcoolique.

1.3.1.2. Préparation de ’extrait hydro-alcoolique

La matiere végétale (tiges et feuilles) a été mise a macérer dans le systeme solvant
suivant : 7 volumes de méthanol + 3 volumes de 1’eau distillée. Apreés une macération de 24
heures a température ambiante, Le mélange est filtré sous vide.

L’opération est répétée deux fois avec renouvellement de systeme solvant toute les 24
heures. Les deux fractions filtrées sont regroupées et évaporées a 1’aide de rota-vapeur dans

une température de 40°C.
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Partie aérienne de la plante : tiges et feuilles
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1.3.2. Criblage phytochimique

Le criblage phytochimique est une analyse qualitative basée sur des réactions de
précipitations et / ou de colorations.

Les metabolites secondaires sont mis en évidence par une étude phytochimique qui
consiste a caractériser les différentes familles de molécules existantes dans une plante.
(Bruneton. J, 1999).

1.3.2.1. Quinones libres

Un gramme de matériel végétal sec est broyé et placé dans un tube sec avec 15 a 30 ml
d’éther de pétrole. Apres agitation et un repos de 24 h, les extraits sont filtrés et concentrés au
rota-vapor. La présence de quinones libres est confirmée par 1’ajout de quelques gouttes de

NaOH 1/10, lorsque la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou violet. (Dohou. N et al, 2003).

1.3.2.2. Tanins

1,5 g de mateériel végétal sec sont places dans 10 ml de MeOH 80 %. Aprés 15 minutes
d’agitation, les extraits sont filtrés et mis dans des tubes secs. L’ajout de FeCl3 a 1 % permet
de détecter la présence ou non des tanins. La couleur vire au bleu noir en présence de tanins

galliques et au brun verdatre en présence de tanins catéchiques. (Dohou. N et al, 2003).

1.3.2.3. Tanins vrais
Un aliquote d’extrait repris dans 2ml d’eau distillée, ajouter quelques gouttes d” HCl
concentré le tout est chauffé au bain marie bouillant, la formation d’un précipité rouge indique

un test positif. (Yves-Alain. A et al, 2007).

1.3.2.4. Alcaloides

Test fondé sur la capacité qu’ont les alcaloides a se combiner avec les métaux lourds
Test de Mayer : L’extrait méthanolique est repris dans quelques ml d’HCI 50%.

La formation d’un précipité jaune, apres ajout de quelques gouttes du réactif de

Mayer, témoigne de la présence d’alcaloides. (Dohou. N et al, 2003).
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1.3.2.5. Stérols et poly-terpénes

Ont été recherchés par la réaction de Liebermann. Le résidu est dissout dans 1 ml
d’anhydride acétique ; nous avons ajouté 0,5 ml d’acide sulfurique concentré au triturat.
L’apparition, a I’interphase, d’un anneau violet, virant au bleu puis au vert, a indiqué une
réaction positive. (koffi. N et al, 2009).

1.3.2.6. Saponines

Leur présence est déterminée quantitativement par le test de la mousse, dans des
conditions déterminées, 1’extrait repris dans 5ml d’eau distillée, puis introduit dans un tube a
essai est agité vigoureusement, la formation d’une mousse (hauteur supérieur de 1cm) stable

persistant pendant 15 min, indique la présence de saponines. (Yves-Alain. A et al, 2007).

1.3.2.7. Flavonoides (Cyanidine)
L’extrait méthanolique dissout dans 1ml HCI et quelques copeaux de magnésium,
I’apparition d’une coloration allant de 1’orangé au rouge pourpre indique une réaction

positive. (Najaa. N et al, 2011).

1.3.2.8. Sucres réducteurs

Les sucres réducteurs ont été mis en évidence dans les extraits par le réactif de
Fehling. 5 ml d’extrait brut sont additionnés 5 ml de liqueur de Fehling. La formation d’un
précipité rouge brique aprés 2-3 min de chauffage au bain-marie a 70°C indique une réaction
positive. (Yves-Alain. A et al, 2007).
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1.3.3. Dosage colorimétrique (spectrophotométrique)
1.3.3.1. Dosage des poly-phénols totaux

Le dosage des poly-phénols totaux a éte effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu
(Mahmoudi. S et al, 2013). Le réactif, constitué par un mélange d'acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMo012040), est reduit, lors de I'oxydation des
phénols, en mélange d'oxydes de tungsténe (WgO,3) et de molybdéne (MogOy3). La coloration
bleue produite est proportionnelle a la teneur en phénols totaux, 1’absorbance est mesurée a

une longueur d’onde 760nm.

Volume de 200ul de I’extrait méthanolique (tiges et feuilles)

-
L’ajout de 1ml de Folin- Ciocalteu (1/10)

1

800ul de carbonate de sodium (7,5%) est ajouté a la
solution

v

Ajusté jusqu'a 3ml avec I’eau distillée

-

Incubation pendant 2 heures a 1’obscurité

~

L’absorbance est mesurée a une longueur d’onde 760nm

Figure 27 : Dosage des polyphénols
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1.3.3.2. Dosage des flavonoides

La détermination des flavonoides totaux a été effectuée par la méthode de trichlorure
d’aluminium (AICl3), le dosage consiste a prendre un volume delml d’extrait méthanolique
avec 1ml d’AlCl3 (2%), aprés incubation pendant 10mn a I’obscurité a 37°C, 1’absorbance est
mesurée a une longueur d’onde 430nm.

Les concentrations des flavonoides de I’échantillon sont déterminées a partir une

gamme d’étalonnage établie avec la quercétine (0-1pg/ml). (Mahmoudi. S et al, 2013).

1.3.4. Evaluation de I’activité biologique in-vitro
1.3.4.1. Evaluation de D’activité anti-oxydante par le radical libre diphényle-picryl-
hydrazyle (DPPH)

Le compose chimique 2,2-diphényle-1-picrylhydrazyle (DPPH) fut I’'un des premiers
radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité anti-oxydante des composes
phénoliques, Il posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote. Du fait de cette
délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des diméres. DPPHe reste dans sa
forme monomere relativement stable & température ordinaire. (Cristina. P et al, 2010). En
présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2.2 diphenyl 1 picryl hydrazyl de couleur
violette se réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune (Figure 30).
(Matkowski. A et al ,2008)
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Figure 28 : Schéma de transformation du DPPH de sa forme active a celle
inactive (Matkowski.A et al ,2008)

Les concentrations des échantillons et de I’acide ascorbique dans le milieu réactionnel
sont comprises de 0 @ Img/ml.

25 pl de I’extrait méthanolique (tiges et feuilles) sont mélangés a 2 ml d’une
solution de DPPH fraichement préparée

<L

Incubation a 1’obscurité pendant 30min

<

L’absorbance de chaque tube est mesurée a une longueur d’onde 517nm

Figure 29 : Protocole de I’activité anti-oxydante
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La capacité de piégeage du radical libre est ensuite calculée a travers le pourcentage

d’inhibition en utilisant la formule suivante :

%inhibition= [(A control~ A d’extrait)/ A control] X 100

e A control - absorbance du controle
e A seximait: @bsorbance du test effectué

La valeur IC50 (inhibition concentration 50) présente la concentration d'inhibition
nécessaire pour balayer 50% des radicaux libres.

Appelée également EC50 (Efficient concentration 50), est la concentration de
I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH. Les IC50 sont calculés
graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des

extraits testés (Torres. R et al, 2006).

1.3.4.2. Pouvoir reducteur
La méthode est basée sur la réaction de réduction de Fe** présente dans le complexe

ferrocyanure de potassium en Fe?*.
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1ml de I'extrait méthanolique (tiges et feuilles) a différentes concentrations
(0 a1 mg/ml)

<

2ml d'une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6)

b

2ml d'une solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN) s a 1%.

1§

Incubation au bain-marie a 50°C

2ml d'acide trichloracétique TCA a 10%
(Pour stopper la réaction)

Al

Centrifugés a 3000 tr/min pendant 10min

o

2ml de surnageant + 2,5ml d'eau distillée + 0,5ml d'une solution aqueuse de
Chlorure

L

L’absorbance est mesurée a une longueur d’onde 700 nm

Figure 30 : Protocole du Pouvoir réducteur.

La lecture de I'absorbance du milieu réactionnel se fait contre un blanc
qui permet de calibrer I'appareil (spectrophotometre UV-VIS). Le contrdle positif est
représenté par un standard, l'acide ascorbique dont I'absorbance a été mesurée dans les mémes
conditions que les échantillons.

3



Chapitre I Materiel et Methodes

1.3.4.3. Evaluation de I’activité antibactérienne

» Méthode de diffusion (Antibiogramme)

L’activité antibactérienne des différents extraits végétaux est évaluée par la méthode de
diffusion en milieu gélosé telle que décrite par Bauer. A.W et al. (1966) et reprise par Barry.
A.L etal, (1985).

A partir de colonies jeunes de 18 a 24 h, une suspension bactérienne est réalisee dans
’eau distillée stérile pour chaque souche. La turbidité de cette suspension est ajustée a 0,5 Mc
Farland puis diluée au 1/100. On obtient alors un inoculum estimé a 106 unités formant
colonie par millilitre (ufc/ml). Cet inoculum est ensemencé par inondation sur des boites de
Pétri contenant la gélose Muller-

Les disques imprégnés des différents extraits et fractions sont ensuite délicatement

déposés a la surface de la gelose

Les boites de Pétri sont d’abord laissées pendant 1h a la température ambiante pour une
pré-diffusion des substances, avant d’étre incubées a 37°C a I’étuve pendant 24 h. (Adesokan
A. A et al, 2007). L’activité antibactérienne est déterminée en mesurant le diameétre de la

zone d’inhibition autour de chaque disque. (Doughari. J.H et al, 2007).
» Les souches bactériennes

On a choisi quatre souches pour 1’évaluation de I’activité antibactérienne parmi les
quelles deux sont Gram positive et deux Gram négative qui sont présenté dans le tableau

suivant :

Tableau 08 : Souches bactériennes

Souches Gram
Bacillus Sp
(de nature clinique) Positive
Staphiloccoccus aureus
(ATCC 6538P)
pseudomonas aerugenosa
(ATCC 9027) Négatif
Escherichia coli
(ATCC 8739)

ATCC : American type culture collection
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» Milieu de culture

Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton (gélose nutritive)
qui est fondu et refroidi & 45°C, coulé en boite de pétri & une épaisseur de 0.4mm, et on le

laisse solidifier durant 15 a 20 min.

Figure 31 : Préparation du milieu de culture (Photos originaux)

» Stérilisation du matériel
Les tubes a essai utilisés dans la préparation des solutions bactériennes et les disques de 6
mm de diamétre sont préparés a l'aide de papier filtre et les pinces (enrobés dans du papier

aluminium) ont été stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

> Préparation des dilutions d’extraits
Les extraits méthanoliques de la plante Myrtus Communis L. (tiges, feuilles) sont
solubilisés dans le DMSO pour préparer les différentes concentrations avec des dilutions

successives.

» Préparation de I’inoculum
Les souches bactériennes ont mis en culture dans un bouillant nutritif et incubées a 37°C
pendant 48h.

> Ensemencement et dépot des disques
1ml de chaque suspension de culture bactérienne est étalé a la surface du gélose avec un

rateau
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Figure 32 : Ensemencement des souches bactériennes (Photos originaux)

Les disques sont ensuite imprégnés des extraits méthanolique (tiges et feuilles) et
délicatement placés dans les boites sur la gélose préalablement ensemencée a l'aide d'une
pince stérile. Les boites de Pétri sont d’abord laissées pendant 1h a la température ambiante
pour une pré-diffusion des substances, avant d’étre incubées a 37°C a 1’étuve pendant 24 h.
(Adesokan. A.A et al, 2007).

Afin de se confirmer I’efficacité de notre extrait un antibiogramme réalisés avec les
témoins neégatif (Acide ascorbique, Acide gallique et quercétine) et de témoin positif

(DMSO), ont aussi été déposés sur la surface de la gélose inoculée.

» Lecture des antibiogrammes
La lecture des résultats se fait par mesure des diametres des zones d'inhibitions (mm). Les

zones doivent étre uniformément circulaires. (Espinel-Ingroff. A, 2007).

Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition et peut étre
symbolisé par des signes d’aprées la sensibilité des souches vis-a-vis des extraits. (Ponce. A.G
et al, 2003)

v Non sensible (-) ou résistante : diametre < 8mm

v Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14 mm.

v’ Trés sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm
v

Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20mm
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I1.1.Screening phytochimique

Resultats et discussion

Les tests phyto-chimiques ont été réalisé sur 1’extrait méthanolique de différentes

parties (tiges et feuilles) de la plante Myrtus communis L.

Le Screening phyto-chimique consiste a detecter des meétabolites secondaires dans

notre extrait par des réactions qualitatives .La détection de ces composés chimiques est basée

sur des essais de solubilités des constituants, des réactions de précipitation et de turbidité, un

changement de couleur spécifique ou un examen sous la lumiére ultraviolette.

Les résultats sont mentionnés dans le tableau 09.

Tableau 09: Résultats des réactions de caractérisation des principaux métabolites secondaires

contenus dans l'extrait méthanolique de Myrtus communis L.

Tiges Feuilles

Famille Présence Présence
chimique Photo / Photo /

absence absence

&= 14 =0

Alcaloides | / "‘ "”
(test de T % - - \ " -
mayer) 7 s = #k —
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Flavonoides
+++
Tanins
+++
Tanins vrais -
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Saponine +++

(+++) : Réaction fortement positive.

(++) : Réaction moyennement positive.

(+) :Reéaction faiblement positive.

(-) :Réaction négative.

Les résultats des tests de la caractérisation chimique (tableau09), montrent que cette
plante contient :

Les flavonoides qui sont observés par la transformation de la couleur de solution en
rouge intense en contact avec quelques copeaux de magnésium, les tanins (galliques) sont
présentés avec une intensité importante. Les tests phytochimiques réalisés par (Baytop. P et
al, 1999) ont montré également que les feuilles de Myrtus communis L contiennent des tanins

et des flavonoides.

On remarque aussi la présence des quinones qui sont détectés par le changement de
couleur de la phase aqueuse en jaune, les saponines sont vues par 1’apparition d’une mousse
plus proche a 5 cmet les stérols et poly-terpenes par un anneau rouge brun. Le test
phytochimique de la détection des sucres réducteurs est confirmé par la présence d’un

précipité rouge brigue dans les deux extraits avec une quantité différente.

L’absence totale des alcaloides et tanins vrais dans les deux parties de plante (tiges et
feuilles).
La richesse de ces extraits en composés chimiques actifs pourrait expliquer leurs

utilisations traditionnelles.
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Les travaux antérieures sur les tests phytochimiques de Myrtus communis L. ont
démontré la présence des flavonoides et des tanins (Diaz. A.M et Abeger. A, 1987; Hinou. J

et al, 1988; Hyder et al, 2004) ce qui est compatible a nos résultats.

11.2. Dosage spectro-photométrique

L’analyse quantitative des extraits par des dosages spectro-photométriques, avaient
pour objectif la détermination de la teneur de quelques composés phénoliques (poly-phénols
totaux, flavonoides). Pour chaque dosage, nous avons réalisé une courbe d'étalonnage a

différentes concentrations d'étalon.

11.2.1. Dosage des poly-phénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux des extraits méthanoliques (tiges et feuilles) de
Myrtus communis L. a été effectué par la méthode spectro-photométrique adaptée avec le
réactif de Folin-Ciocalteu. Les concentrations de 1’extrait d’acide gallique ont été variées
entre 0 & Img/ml permet de tracer la courbe d’étalonnage, des mesures de I’absorbance de

I’extrait a longueur d’onde 760nm.

La teneur en composés phénolique des deux extraits a été déterminée par extrapolation

a partir de la courbe d’étalonnage d’acide gallique.

y =6,5218x + 0,0689

/ 4 R?=10,983

o
N

o
o))

o
5

Absorbance a 760 nm
o
H

0,3 ¢ Acg
0,2 o
0,1
0 ¢ T T T T T )
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Concentration en mg/ml

Figure 33 : Courbe d’étalonnage de 1’ Acide gallique.
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Figure 34: Résultats de dosage des poly-phénols des extraits méthanolique de la plante a

différentes concentrations : A: tiges. B: feuilles. (Photos originaux)

Les résultats obtenus exprimés en mg équivalent d’acide gallique par g d’extrait sont

mentionnés dans le Tableau 10:

Tableau 10: Teneur des polyphénols totaux d’extrait méthanolique de tiges et de feuilles.

Extrait méthanolique

Feuilles

Extrait méthanolique

Tiges

Teneur en poly-phénols totaux
(mg EAG/g d’extrait) 124.8

92.8

D’aprés le tableau 10, il apparait clairement que la tenure en poly-phénol est

nettement plus importante dans 1’extrait méthanolique de feuilles que celui de tiges.

Ces résultats importants reflétent les données trouvés dans la Figure 35 ou nous avons

enregistré des tenures élevés des extraits bruts ce qui prouve la richesse de chaque partie

de la plante en polyphénols.

E



Chapitre III Résultats et discussion

Teneur en poly-phénols totaux

140

120 -

100 -

Teneur
(mg EAG/g d’extrait )
5 8 8

N
o
I

o
L

feuilles tiges

Figure 35: Teneurs en phénols totaux pour les deux parties de la plante étudiée.

Nous avons remarqué que les feuilles renferment plus de composés phénoliques que
les tiges.

Une étude faite par Wannes. W.A et al, (2010) montre que la teneur des phénols
totaux la plus élevé est remarquée dans les feuilles de Myrtus communis var. italica (33,67
mg GAE/qg) puis de tiges (11,11 mg GAE /g). Ces teneurs sont inférieurs a nos résultats, par
contre la teneur des phénols totaux des feuilles de Myrte de la Grece est nettement supérieur
par rapport a notre plante, elle est de I’ordre de 373 mg GAE/g. (Chryssavgi. G et al, 2008).
Ce qui laisse supposer que I’écologie de la plante est un facteur déterminant sur sa

composition.

La distribution des métabolites secondaires peut changer pendant le développement de
la plante, ceci peut étre lie aux conditions climatique dures (température, séchasse...) qui
stimulent la biosynthése des métabolites secondaires tel que les poly-phénols. (Falleh. H et
al, 2008).

11.2.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode colorimétrique de trichlorure
aluminium AICls. La Quercétine considérée comme contréle positif a permis de réaliser une

courbe d’étalonnage, d’ou on a calculé la teneur en flavonoides des différentes parties de la
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plante qui est exprimé en mg équivalent de Quercétine (EQ) par g de matiére végétale.
(Figure 36).

1,2
y = 9,9718x + 0,0265
R2 = 0,933
1 1
= /‘
:
Q 08
@ Y
T
® 0,6
e e DO
g o QUERCITINE
2 2 —— Linéaire (D,0
-2 QUERCITINE )
0,2

O ‘ T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Concentration en mg/ml

Figure 36: Courbe d'étalonnage de la Quercétine.

Figure 37: Résultats de dosage des flavonoides des extraits méthanolique de la plante a
différentes concentrations : A: tiges. B: feuilles. (Photos originaux)
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aérienne de Myrtus communis L. sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 11: Teneur des flavonoides d’extrait méthanolique des tiges et des feuilles.

Extrait méthanolique

Feuilles

Extrait méthanolique

Tiges

Teneur en flavonoides
(mg EQ/g d’extrait)

12.91

15.41

Les résultats sont récapitulés dans I’histogramme Suivant :

Teneur en flavonoides

16

15,5

15

14,5

14

13,5

13

Teneur
(mg EQ/g d’extrait )

12,5 -

12 -

11,5 -

feuilles

tiges

Figure 38 : Teneurs en flavonoides pour les deux parties de la plante étudiée.

Les résultats du dosage quantitatif des flavonoides (Tableau 11 et Figure 38)
montrent que 1’extrait méthanolique des tiges de Myrtus communis L. représente une teneur
plus élevée de I'ordre de 15.41 mg EQ/g d’extrait (mg équivalent de la quercétine par g

d’extrait), tandis que la teneur obtenue avec 1’extrait méthanolique des feuilles de Myrtus

communis L. de I’ordre de 12.91 mg EQ /g d’extrait.

A2
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Nous avons remarqué que les tiges renferment plus des flavonoides que les feuilles.

Selon Wannes. W.A et al, (2010) ont montré que la teneur des flavonoides dans les
tiges et les feuilles de de Myrtus communis var. italica est de 1’ordre 1,99 et 1,22 mg EC/g
d’extrait respectivement. Mais ces teneurs apparaissent inferieur par rapport a nos résultats.

Il est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la bibliographie, a cause de
plusieurs facteurs qui peuvent influencer sur la répartition qualitative et quantitative des
composees phénoliques dans nos extraits, parmi ces facteurs : les facteurs climatiques et
envirommentaux. (Ebrahimi. N.S et al, 2008). Et la période de récolte et conservation
(miliauskas. G et al, 2004). Ainsi, la méthode d’extraction et de quantification, et aussi la
sélectivité du solvant utilisée peuvent également influencer sur la teneur en polyphénols et en
flavonoides totaux. (Lee. K.W et al, 2003).

D’apres les résultats précédents, on constate que dans 1’extrait méthanolique, la teneur
en poly-phénols est supérieure que celle des flavonoides.

Les résultats sont présentés sous forme d’un histogramme (Figure 39).

Teneur en poly-phénols et flavonoides

140

120 -

trait )

[

o

o
|

[ole]
o
|

Teneur
(mg E/g d’ex

ly-phénols

[e2]
o
|

m flavonoides

o
o
|

N
o
|

o
1

feuilles tiges

Figure 39: Comparaison des teneurs des poly-phénols et des flavonoides.

e mg EAG/g d’extrait : quantités des poly-phénols sont exprimées en mg d’équivalent
d’acide gallique par gramme d’extrait.
e mg EQ/g d’extrait : quantités des flavonoides sont exprimées en mg d’équivalent de

quercétine par gramme d’extrait.
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Les histogrammes (Figure 39), on note les observations suivantes :

v" les teneurs en poly-phénols enregistrées, en équivalent d’acide gallique, sont plus
importantes dans 1’extrait méthanolique des feuilles de Myrtus communis L. que dans
I’extrait méthanolique des tiges de Myrtus communis L.

v" De méme les teneurs en flavonoides, enregistrées en équivalent de quercétine, sont
plus fortes dans I’extrait méthanolique des tiges de Myrtus communis L. que dans

I’extrait méthanolique des feuilles de Myrtus communis L.

11.3. Activités biologiques
11.3.1. Activité anti-oxydante
11.3.1.1. Evaluation de P’activité anti-oxydante par diphényle-picryl-hydrazyl (DPPH)

La méthode de DPPH a été choisie, en raison de sa simplicité, rapidité, sensibilité et de
sa reproductibilité, mais aussi parce que les mesures IC50 exprimées en mg/ml sont
comparables entre elles et non pas seulement a celle d’une référence.

L'activité antioxydante de nos extraits a été évaluée par test DPPH ; le DPPH est un

radical libre, stable, qui posséde une bande d’absorbance a 517 nm.

Dans ce test on utilise I’acide ascorbique comme standard, les résultats obtenus

(pourcentage d’inhibions 1%) sont représentés dans la courbe d’étalonnage (Figure 40).

120

100

80 *

60
¥ & AcAs

40 — Linéaire (Ac As)

% d'ihnibition

20 ¢ 3

0,05 0,1 0,15
Concentration en mg/ml

o

Figure 40: Courbe d’étalonnage d'acide ascorbique de test DPPH.
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Figure 41 : Résultats d’activité anti-oxydante des extraits méthanolique de la plante a

différentes concentrations : A: tiges. B: feuilles. (Photos originaux)

A partir des valeurs obtenues, nous avons calculé les pourcentages d’inhibition en
utilisant la formule donnée auparavant. Les valeurs obtenues ont permis de tracer les courbes
(Figure 42), qui représentent la variation du pourcentage d’inhibition en fonction des
concentrations des extraits de la plante. Nous avons déterminé la concentration
correspondante a 50 % d’inhibition (IC50), qui constitue 1’activité anti-oxydante des éxtraits

méthanoliques étudiés en utilisant la courbe de régression linéaire : y=ax + b.

120
100
c
S 80
=
= - -
c
= 60
©
x
40 =g TIGES
= FEUILLES
20 -
O T T T T T 1
0 0,2 04 06 0,8 1 1,2
Concentration en mg/ml

Figure 42: Courbe de pourcentage d’inhibition de I’extrait (tiges et feuilles)

Myrtus communis L.

E
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Les valeurs des IC50 trouvées de notre extrait sont évaluées dans le tableau 12 et
I’histogramme (Figure 43)

Tableau 12: IC50 de I'acide ascorbique et des extraits méthanoliques.

Acide ascorbique Tiges Feuilles

1C50 0.043 0.14 0.49

mg/mi

1C50

0,45 -
0,4 -
0,35 A
0,3 -
0,25 A
0,2 -
0,15 A
0,1 -
0,05 ~

= |C50

Ac,as tiges feuilles

Figure 43: IC50 de l'acide ascorbique et des éxtraits méthanoliques.

L’activité anti-radicalaire des extraits est donc relativement dépendante de la teneur en
Polyphénols totaux et en flavonoides.

La valeur de I’'IC50 est inversement proportionnelle a la capacité anti-oxydante (taux
d’inhibition 1%) d'un composé, car elle refléte la quantité d'anti-oxydant requise pour
neutraliser 50% de la concentration initiale du radical libre dans le milieu. Plus la valeur
d’IC50 est faible, plus l'activité anti-radicalaire d'un composé est appréciable.

Selon les résultats enregistrés, 1’extraits méthanoliques tiges et feuilles de la plante est
doté d’un pouvoir antioxydant important, leurs 1C50 est : 0,14 mg/ml d’extrait méthanolique
tiges et celle d’extrait méthanolique feuilles est : 0.481 mg/ml ; elles sont relativement élevées
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que celle d’acide ascorbique dont la valeur est de 1’ordre de 0,043 mg/ml. Il a été démontré
que les molécules anti-oxydantes telles que 1’acide ascorbique, tocophérol, flavonoides et les
tanins réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur capacité a céder I’hydrogene (De
Pooter. H.L et al, 1986).

Les résultats expérimentaux obtenus montrent que l’extrait méthanolique de tiges
présente une activité assez importante avec une 1C50 élevée, ceci suggére que cette plante
possede des flavonoides doués d’activité anti-oxydante élevée, comme est signalé dans la
publication (Umadevi. | et al, 1988 ; Romani. A et al, 2002 ; Chryssavgi. G et al, 2008).

L’extrait méthanolique tiges montre un pouvoir anti-radicalaire plus important par
rapport a ’extrait méthanolique feuilles qui peut étre expliqué par le fait que I’activité des
flavonoides a piéger les radicaux libres dépend essentiellement de leurs structures

individuelles et de leurs taux dans 1’extrait.

Globalement, les résultats obtenus dans le présent travail indiquent 1’existence d’une
corrélation remarquable entre le pouvoir anti-radicalaire des deux extraits de la plante et leur
teneur en composés phénoliques et en flavonoides, ceci est en parfaite accord avec d’autres

travaux réalisés sur ’activité anti-radicalaire d’extraits de plantes. (Mansouri. A et al, 2005).

11.3.1.2. Pouvoir réducteur

Selon Wang. H et al, 2008, le pouvoir réducteur est un indicateur significatif du
potentiel antioxydant d’une substance.

L'activité anti-oxydante des extraits de la plante étudiée Myrtus communis L. ont été
évalué en utilisant la méthode de FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power).

Pour évaluer le pouvoir réducteur de ces extraits, on a suivi la réduction de Fe** par un
électron provient de ces extraits (Philips. A et al, 2010). Le pouvoir anti-oxydant des extraits
de myrtus se manifeste par le changement de la couleur du milieu réactionnel a 700 nm de
jaune au bleu, un changement qui est évaluée par une technique spectro-photometrique
(Figure 46).

(Chung. Y.C et al 2002).

j
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Figure 44: Résultats de pouvoir réducteur des extraits méthanolique de la plante a

différentes concentrations : A: tiges. B: feuilles. (Photos originaux)

A partir de nos résultats en tracant les courbes des absorbances obtenues pour chaque

extrait et de standard. (Figure 45 et Figure 46).
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Figure 45: Pouvoir réducteur de 1’acide ascorbique.

3



Chapitre III Résultats et discussion

/.

/

o
N
u

o
[N}

0,15
=¢="feuilles

Absorbance a 700 ym

=fli—tiges

o
JEEN
|

0,05

0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

concentrations ( mg/ml)

Figure 46: Pouvoir réducteur des deux extraits méthanoliques.

En comparant les valeurs obtenues pour les extraits de Myrtus communis L. sont
inférieur a celle de 1’acide ascorbique.

Ceci expligue que nos extraits exercent une activité réductrice, mais qui reste inférieur
a celle du standard (I’acide ascorbique).

On a pu remarquer que la capacité de réduction du fer est proportionnelle a
I’augmentation de la concentration de nos extraits, et ¢a été confirmé par beaucoup d’autres
scientifiques (Su. M.S et al, 2008 ; Liuk. L et al, 2009).

A la concentration de 0,5mg/ml, le pouvoir réducteur de 1’extrait méthanolique des
tiges est égale a DO= 0.265 et de I’extrait méthanolique des feuilles est égale a DO= 0.24, est
nettement inférieur a celui de I’acide ascorbique, pour ce dernier la DO= 0.197 a une
concentration 0.05mg/ml. (Figure 47 et Figure 48).

A partir de ces résultats, nous avons remarqué que I’extrait méthanolique des tiges de
Myrtus communis L. posséde la meilleure activité réductrice que 1’extrait méthanolique des
feuilles. Donc on peut dire que, les composés réducteurs qui sont présent dans 1’extrait des

tiges sont plus importants que I’extrait des feuilles.
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Les travaux de Wannes. W.A et al (2010) montrent que la capacité de réduction de
fer des extraits méthanoliques des différents parties du Myrtus communis var. italica il est
importante.

On observe une corrélation entre la capacité de réduction des extraits et la tenure en
flavonoide et en poly-phénol. En effet, plusieurs études ont démontré ’existence d’une
relation étroite entre le contenu en poly-phénols du matériel végétal et sa capacité anti-
oxydante. (Burda. S et Oleszek. W, 2001).

En conclusion, il convient de dire bien que les teneurs en composés phénolique
constituent un facteur de valorisation de la capacité anti-oxydante des especes végétale, la
qualité de ces molécules serait beaucoup plus intéressante puisqu’elle détermine I’ampleur de

leur propriétés biologiques (Bettaieb. L et al ,2016).

11.3.2. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits méthanoliques (Tiges et Feuilles) de Myrtus
communis L. est testée vis-a-vis de quatre souches bactériennes via la méthode de diffusion
sur disque. L’activités antibactérienne des deux extraits sont estimées par le diamétre de la
zone d'inhibition autour des disques (Méthode de diffusion sur gélose), exprimée en mm. Les
résultats sont présentés dans le la Figure 47 et la Figure 48, (voir tableau annexe 02).

Le DMSO sans extrait a été utilisé en tant que contréle négatif et n’a montré aucun
effet

inhibiteur sur la croissance microbienne.

L’Acide ascorbique, Acide gallique et la Quercétine ont été utilisées comme des

témoins positifs.

j
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™~

Figure 48: Test de diffusion en milieu gélosé des extraits de feuilles Myrtus communis L.

(Photos originaux)
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Les résultats obtenu montrent que 1’extrait méthanolique des deux parties de la plante
Myrtus communis L. vis-a-vis différente souches avérés actif avec une zone d’inhibition
observe au tour de disque est supérieure ou égal 3 9mm varie d’une souche a une autre. Cet
effet demeure fort par apport a celui des témoin positif (Acide ascorbique, Acide gallique,

Quercétine).

Les résultats montrent clairement 1’effet de I’extrait méthanolique de feuilles du
Myrtus communis L. sur les quatre souches étudiées. Un diamétre maximal d’inhibition de 15
mm est observé pour Staphyococcus aureus, 13mm pour Pseudomonas aerugenosa, 12.8 mm

pour Escherichia coli, et 11 mm pour Bacillus sp.

Les résultats montrent clairement I’effet de I’extrait méthanolique de tiges du Myrtus
communis L. sur les quatre souches étudiées. Un diamétre maximal d’inhibition de 14 mm est
observé pour Staphyococcus aureus, 13.5 mm pour Escherichia coli, 13mm pour Bacillus sp,

et 11 mm pour Pseudomonas aerugenosa.

Les résultats de Mert. T et al ,2008 mentrent que 1’extrait méthanolique des feuilles
exercent une activité anti-bactérienne comparable a nos résultats. Avec un diametre maximal
d’inhibition de 16mm pour Staphyococcus aureus, 8mm pour Pseudomonas aerugenosa et 9

mm pour Escherichia coli.

On peut conclure que les extraits méthanoliques des feuilles et des tiges du Myrtus
communis L. sont actifs sur les germes testés. Ce qui nous mene a confirmé leur pouvoir

antibactérien.

Plusieurs travaux ont mis en évidence la grande sensibilité des bactéries Gram (+) par
rapport aux Gram (-), Ceci peut s’attribuer a la différence dans les couches externes des
bactéries Gram (-) et Gram (+). Les bactéries Gram (-), indépendamment de la membrane des
cellules, possédent une couche additionnelle la membrane externe, qui se compose des
phospholipides, des protéines et des lipopoly-saccharides, cette membrane est imperméable a
la plupart des molécules. Néanmoins, la présence des porines dans cette couche permettra la
diffusion libre des molécules avec une masse moléculaire en-dessous de 600 Da. Cependant,
I'inhibition de la croissance des bactéries Gram (-) a été rapportée, particulierement en
combinaison avec les facteurs qui peuvent déranger D'intégrit¢ de la cellule et/ou la
perméabilité de la membrane, telle que les basses valeurs du pH et les concentrations accrues
en NaCl. (Halmi. S, 2015).

j
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L’hypersensibilité de la souche Staphylococcus aureus ATCC peut s’expliquer par la
probabilité de la sensibilité des bactéries Gram (+) aux changements environnementaux
externes, tels que la température, le pH, et les extraits naturels due a I'absence de la membrane

externe. (Halmi. S, 2015).

La resistance des deux souches Escherichia coli ATCC et Pseudomonas aeruginosa
ATCC peut étre attribuée a la capacité de 1’agent antibactérien de diffuser uniformément dans

I'agar. (Halmi. S, 2015).

Les résultats obtenus sont récapitulés dans les histogrammes suivants :

Activté Antibacterienne Feuilles

ml
m25
m5
m10
m20

Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

E,COLI feuilles PSEUDO BACILLUS  STAPH feuilles
feuilles feuilles

Figure 49: Zones d'inhibition (mm) des quatre souches bactériennes testées en fonction des

différentes concentrations d'extrait méthanolique des feuilles.
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Chapitre III Résultats et discussion

Activté Antibacterienne Tiges

16

Diamétre de la zone d’inhibition

ml
m25
m5
m10
m20

E,COLI tiges PSEUDO tiges BACILLUS tiges STAPH tiges

Figure 50:

Zones d'inhibition (mm) des quatre souches bactériennes testées en fonction des

différentes concentrations d'extrait méthanolique de tiges.

14

Diamétre de la zone d’inhibition

Activté Antibacterienne Acide Ascorbique

ml
m25
w5
m10
w20

E,COLI Ac As PSEUDO Ac As  BACILLUS Ac As STAPH Ac As

Figure 51:

Zones d'inhibition (par mm) des quatre souches bactériennes testées en fonction

des différentes concentrations d’acide ascorbique.

3



Chapitre III Résultats et discussion
Activté Antibacterienne Acide gallique
14
=
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E,COLI Acg PSEUDO Acg BACILLUSAcg STAPHAcg
Figure 52: Zones d'inhibition (par mm) des quatre souches bactériennes testées en fonction
des différentes concentrations d’acide gallique.
Activté Antibacterienne de la quercétine
14

Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

E,COLI Quer PSEUDO Quer BACILLUS  STAPH Quer
Quer

ml
m25
w5
m10
w20

Figure 53:

Zones d'inhibition (par mm) des quatre souches bactériennes testées en fonction

des différentes concentrations de la Quercétine.
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Chapitre III Résultats et discussion

Pour bien explique les résultats des zones d’inhibition de notre extrait on a réalisé

I’histogramme suivant qui regroupe tous les résultats :

Activté Antibacterienne

H
|

16
14
-
e
c 12 -
—
‘G '
£ 10 -
g I
S g w1
o]
% I m25
= 6 - m5
o
a I m10
S
N I

gL
0

S W& wd @ o »ow y, LI A SO
P \\® ; \\,\.'Q/ Q/\}»\\\Q‘ R \\‘Z’ \\oﬂ \'\00 \\%Q‘ \\"v 0 ?’0 ?VO ‘2‘ x?vo 0 ?&\3% “ ?vo \)\w OQ/\" & > ‘2‘0/\}‘
02390&05%% e @‘3 RPS @‘5 w” o s@&o\”” ST
< Qg?» & &Y' R& Q,?» ° Q’ > ARE Q,?*O

Figure 54: Zones d'inhibition (mm) des quatre souches bactériennes testées en fonction des

différentes concentrations des deux extraits.

La zone d’inhibition augmente avec 1’augmentation de la concentation des extraits.

D’aprés Cowan. M.M, 1999, les flavonoides a caractére lipophile peuvent détruire les
membranes microbiennes en augmentant la fluidité des lipides membranaires. Le nombre et la
position des groupements hydroxyles présents sur le noyau aromatique des composes
phénoliques peuvent entrainer la toxicité des microorganismes.

Les polyphénols, tels que les tannins et les flavonoides comme I’épigallocatéchine, la
catéchine, la myricétine, la quercétine, (Shan. B et al, 2007) et lutéoline (Askun et al, 2009)
sont des substances antibactériennes importantes.

L’activité anti-microbienne ne dépend pas seulement de la présence des composés
phénoliques, mais également de la présence de divers métabolites secondaires, de

I’emplacement et le nombre des groupes dhydroxyles (Falleh. H et al, 2008).
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Conclusion générale et perspectives

Conclusion générale et perspectives

Les plantes médicinales de la nature présentent une source indéfinie de molécules
bioactive, ces molécules résultant de métabolites secondaires produits a partir de métabolisme
des nutriments, que sont trés utilisées par I'nomme dans les domaines médicinales.

La famille des myrtacées comprend plus de 5650 especes réparties en 48 a 134 genres
environ distribuées surtout dans les régions méditerranéennes.

Le présent travail a porté sur I’étude phytochimique et les activités biologiques (anti-
oxydante et anti-bactérienne) des extraits bruts méthanoliques des parties aériennes (tiges et
feuilles) de la plante Myrtus communis L. de la région de Laaraba- Jijel, préparés par une
macération a froid.

Le screening phytochimique caractérisé par réactions colorées a montré la présence
des flavonoides, des tanins, des saponosides, quinones libres et des sucres réducteurs, et
I’absence des alcaloides et des tanins vrais dans les deux extraits de la plante (tiges et
feuilles). La présence des composants précédents due a leur réle important dans la plante,
dont ils sont des produits considérés comme métabolites secondaires, en réponse au stress
environnemental ou pour assurer un mécanisme de défense aux agressions provoquant des
maladies chez les végétaux.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides a été réalisée par
les courbes d’étalonnages des étalons.

Dosage des polyphénols totaux des extraits méethanoliques (tiges et feuilles) a été
effectué par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu. En équivalent d’acide gallique.
Les résultats obtenus montrent que les deux extraits méthanoliques caractérisés par une
richesse en polyphénols, mais 1’extrait des feuilles est plus riche en polyphénols totaux que
celui des tiges.

Tandis que le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure
d’aluminium (AICl3), en équivalent & la quercétine. Les résultats montrent que I’extrait
méthanolique des tiges présente une teneur élevée de 1’ordre 15,41mgEAQ /gE ; par rapport a
celle d’extrait des feuilles qui est de ’ordre 12,91mgEAQ /gE.

Les résultats sur I’ensemble des tests biologiques des extraits méthanoliques montrent
que :

L’activit¢ anti-oxydante des extraits de Myrtus communis L. aété évaluée par

méthodes de piégeage de radical libre DPPH.
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Conclusion générale et perspectives

Les résultats ont montré que les deux extraits méthanoliques possedent une activité
anti-oxydante trés importante avec des IC50 de ’ordre de 0,14mg/ml pour les tiges, et de
0,49mg/ml pour I’extrait méthanolique des feuilles, grace a leurs constituants (composés
poly-phénoligues).

Selon les résultats obtenus dans cette étude, nous pouvons conclure que 1’extrait
méthanolique de notre plante a une bonne activité anti-oxydante et une capacité de piégeage
de radicaux libres intéressante, 1’activité anti-radicalaire est dépendante du contenu en
flavonoides et en polyphénols totaux des extraits.

L’étude du pouvoir antioxydant par une méthode bas¢ principalement sur la capacité
de I’extrait & donner un électron tout en convertissant le fer de la forme Fe** & la forme Fe?".
Pour confirmer les propriétés puissantes que possédent les flavonoides a piéger les radicaux
libres.

L’extrait méthanolique de Myrtus communis L. exerce la meilleure activité réductrice
de I'ordre de 0,5mg /ml pour les tiges avec une absorbance de 0,205nm, et pour I’extrait
méthanolique des feuilles avec une absorbance de 0,24nm, mais ces activités sont
relativement faible par rapport a 1’activité réductrice de 1’acide ascorbique (standard).

L’évaluation de I’activité antibactérienne montre que notre extrait a une activité
antimicrobienne variable contre les différentes souches microbiennes testées.

Les résultats de notre étude montrent la richesse de la plante médicinale Myrtus
communis L. en différents composés métabolique et posséde une activité
anti-oxydante et anti-bactérienne élevée, qui confirme leur utilisation traditionnelle et permet
de I'utiliser dans différents domaines tels que le domaine pharmaceutique.

Alors ce travail peut étre considéré comme un point de départ pour d’autres
recherches sur les effets bénéfiques de Myrtus communis L.

En effet, il est souhaitable de compléter et d'approfondir ce travail par une étude
phytochimique plus développee afin d'isoler et identifier les différents composés chimiques
présents dans le myrte « Halmouche », et les purifier en utilisant des techniques
chromatographiques et spectroscopiques pour leurs identification.

Il serait aussi intéressant de tester les différentes molécules isolées in vivo sur
différents modeles biologiques, afin de trouver une application thérapeutique des molécules
actives isolées et étudier I'effet synergique des extraits avec d'autres effets antifongiques et

antibiotiques pour améliorer I'index thérapeutique
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Annexes

Réactifs chimiques et solvants

Solvants et réactifs

Dans cette étude nous avons utilisé plusieurs réactifs chimiques et solvants parmi ces produits :

Folin-Ciocalteu, acide acétique, acide gallique, acide ascorbique, quercétine, ferricyanure de

potassium (KsaFe(Cn)s), trichloracétique(TCA), chlorure ferrique (FeCls)2,2-diphényle-1-

picrylhydrazyle(DPPH), méthanol, éther de pétrole, anhydride acétique, paracétamol, trichlorure
d’aluminium(AICl3), NaOH, Na2HPO4 et NaH2POa.

>

v

Solutions standards utilisées
Acide ascorbigue CeHsOs
Acide Gallique C7HeOs
Quercitine dyhydraté C1sH1007

DMSO

Appareillage

Spectrophotomeétre UV-visible, rota-vapor, bain marie, balance, vortex, agitateur magnétique,

étuve, micropipette.

Annexe 01 : Appareillage de rotavapeur



Annexes

% L’ETUVE:

Chambre de bains dont on éléve la température pour faire transpirer. Local ou la température est

trés élevée et la chaleur humide. Appareil utilisé en microbiologie pour maintenir les cultures de

microbes.

Annexe 02 : Etuve
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» SPECTROPHOTOMETRE

Est un appareil qui permet de mesurer I'absorbance d'une solution a une longueur d'onde donnée

Annexe 03 : Spectrophotometre.



Annexes
Préparation des solutions utilisees
» Préparation de réactif de Mayer
v Chlorure de Mercure 1.36g
v lodure de Potassium 5g

v' Eau Distillé 100ml

Les alcaloides donnent avec ce réactif un précipité blanc

» Préparation de la Liqueur de Fehling

v' Solution A

Dissoudre a chaud 40g de Sulfate de Cuivre (CuSo4) dans 100ml d’eau distillée.
v" Solution B

Dissoudre 200 g de tartrate double de sodium et de potassium, 150g d'hydroxyde de sodium dans
1000 ml d'eau.
v Solution finale : A+B (V /V).

» Préparation de Carbonate de sodium

3.75g dissoudre dans 50ml d’eau distillé.

» Préparation de trichlorure d’aluminium

1g d’AlICIz dissoudre dans 50ml de méthanol.
» Préparation des standards

On a pesé 0.1mg de chaque standards dissoudre dans 1ml de méthanol.

» Préparation des extraits

On a pesé 1mg d’extrait méthanolique brut de la plante (tiges, feuilles) dissoudre dans 1ml de

méthanol. ANnexes



Résultats

Souches testées
Extraits
Escherichia coli

TIGES

2.5 mg/mi
5 mg/ml
10 mg/ml
20 mg/ml
FEUIILES
2.5 mg/mi
5 mg/mi
10 mg/mi
20 mg/ml
DMSO

2.5 mg/mi

5 mg/ml

10 mg/ml

20 mg/ml
ACIDE
ASCORBIQU
E

2.5 mg/mi

5 mg/ml

10 mg/mi

20 mg/ml
ACIDE
GALLIQUE
1 mg/ml

2.5 mg/mi

5 mg/ml

10 mg/ml

20 mg/ml

QUERCETIN
E

1 mg/ml

2.5 mg/mi
5 mg/ml
10mg/ml
20 mg/ml

12
12
13
13.5
1 mg/ml
10
11
12
12.8
1 mg/mi

00
00
00
00

1 mg/mi

10
11
114
12

10
11
11
11

10
10
11

Pseudomonas
aerugenosa

00

10

11

11
11.8
12
12.8

10
11
12.8
13

00
00
00
00

11
11
12
13

12
12
12.4
13

10
10.5
11
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Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

Bacillus sp

10

00

10

11.8
12
13
13

10
10
11
12

00
00
00
00

12
12.2
13
13

10
10.6
11
11

10
11

00

12

10

Staphylococcus aureus

114
12
13
14
10
10
11
14
15
00

00
00
00
00

0 00 N~

10
11
11
12

10.5
11.8
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Résumé

Notre travail a porté sur une étude phytochimique et une évaluation des activités

biologiques in-vitro des extraits de deux parties de la plante Myrtus communis L.

Myrtus communis L. est une plante médicinale répandue dans les régions
méditerranéennes, appartient a la famille des Myrtaceae. Connue sous le nom (Rayhan,
Mersin, A’as, Halmouche).

Cette étude effectuée sur les extraits méthanolique des tiges et feuilles de Myrtus
communis L. qui sont obtenus par macération a froid en utilisant comme solvant le méthanol
leau (7/3, VIV). Les tests phytochimiques ont réveleé que cette plante est riche en flavonoides,
tanins (gallique), quinones, saponines, stérols, poly-terpenes et les sucres réducteurs.

La teneur en phénols totaux est variable, ’extrait brut des feuilles présent une teneur

de 124,8 mg EAG/g d’extrait, tandis que celle des tiges est 92,8 mg EAG/g d’extrait.

La teneur des flavonoides a été déterminée par quercétine, une tenure de (15,4mg

EQ/g d’extrait) pour les tiges alors que pour les feuilles, elle est de (12,91mg EQ/g d’extrait).

L’activité anti-oxydante des différents extraits a été évaluée par la méthode de DPPH,
les résultats obtenus pour I’activité anti-radicalaire montrent que les extraits possedent un
grand pouvoir avec des IC50 de I’ordre de 0,14 mg/ml pour les tiges, et de 0,49 mg/ml pour
les feuilles. L’évaluation du pouvoir réducteur des deux extraits méthanoliques est de 1’ordre
de 0,5mg/ml est égale a DO= 0.265 pour les tiges, et DO= 0.24 pour I’extrait des feuilles.

L'activité antibactérienne a été testée sur trois souches de référence et une souche
clinique par la méthode de diffusion en disque, en milieu solide les résultats montrent que
I’extrait méthanolique des feuilles possede un pouvoir plus fort avec un maximal d’inhibition
de 15 mm pour Staphyococcus aureus, que celle des tiges avec 14 mm pour Staphyococcus

aureus.

Mots clés : Myrtus communis L., activité antioxydante, criblage phytochimique, activité

antibactérienne.



Abstract

Our work focused on a phytochemical study and an evaluation of in-vitro biological
activities of extracts of two parts (stems and leaves) of the plant Myrtus Communis L.

Myrtus communis L. is a medicinal plant widespread in the Mediterranean regions,
belongs to the Myrtaceae family. Known as (Rayhan, Mersin, A'as or Halmouche)

This study was carried out on the methanolic extracts of the stems and leaves of
Myrtus communis L. which are obtained by cold maceration using as olvant (methanol / water
(7/3, V I V). Phytochemical tests revealed that this plant is rich in flavonoids, tannins (gallic),

quinones, saponins, sterols, poly-terpenes and reducing sugars.

The total phenol content is variable, the crude extract of the leaves has a content of
124.8 mg EAG / g of extract, while that of the stems is of the order of 92.8 mg EAG / g

extract.

The content of the flavonoids was determined by quercetin, tenure of (15.4mg EQ / g

of extract) for the stems whereas for the leaves it was (12.91mg EQ / g extract).

The antioxidant activity of the various extracts was evaluated by the DPPH method,
the results obtained for the anti-free radical activity show that the extracts possess a high
power with 1C50s of the order of 0.14 mg / ml for the stems, and 0.49 mg / ml for the leaves.
The evaluation of the reducing power of the two methanol extracts is of the order of 0.5 mg /
ml is equal to DO = 0.265 for the stems, and DO = 0.24 for the extract of the leaves.

The antibacterial activity was tested on three reference strains and a clinical strain by
the disk diffusion method; in solid medium the results show that the methanol extract of the
leaves has a stronger power with a maximum inhibition of 15 Mm for Staphyococcus aureus,

than that of stems with 14 mm for Staphyococcus aureus.

Key words: Myrtus communis L., antioxidant activity, phytochemical screening, activity
antibacterial.
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Résumé
Notre travail a porté sur une étude phytochimique et une évaluation des activités biologiques

in-vitro des extraits de deux parties (tiges et feuilles) de la plante Myrtus communis L.

Myrtus communis L. est une plante médicinale répandue dans les régions mediterranéennes,
appartient a la famille des Myrtaceae. Connue sous le nom (Rayhan, Mersin, A’as ou Halmouche).

Cette étude a été effectuée sur les extraits méthanolique des tiges et feuilles de Myrtus
communis L. qui sont obtenus par macération a froid en utilisant comme solvant (méthanol /eau (7/3,
VIV). Les tests phytochimiques ont révélé que cette plante est riche en flavonoides, tanins (gallique),
quinones, saponines, stérols, poly-terpénes et les sucres réducteurs.

La teneur en phénols totaux est variable, I’extrait brut des feuilles présente une teneur de 124,8

mg EAG/g d’extrait, tandis que celle des tiges est de I’ordre de 92,8 mg EAG/g d’extrait.

La teneur des flavonoides a été déterminée par quercétine, une tenure de (15,4mg EQ/g
d’extrait) pour les tiges alors que pour les feuilles, elle est de (12,91mg EQ/g d’extrait).

L’activité anti-oxydante des différents extraits a été évaluée par la méthode de DPPH, les
résultats obtenus pour I’activité anti-radicalaire montrent que les extraits possédent un grand pouvoir
avec des IC50 de I’ordre de 0,14 mg/ml pour les tiges, et de 0,49 mg/ml pour les feuilles. L’évaluation
du pouvoir réducteur des deux extraits méthanoliques est de ’ordre de 0,5mg/ml est égale a DO=
0.265 pour les tiges, et DO= 0.24 pour I’extrait des feuilles.

L'activité antibactérienne a été testée sur trois souches de référence et une souche clinique par
la méthode de diffusion en disque, en milieu solide les résultats montrent que 1’extrait méthanolique
des feuilles posséde un pouvoir plus fort avec un maximal d’inhibition de 15 mm pour Staphyococcus

aureus, que celle des tiges avec 14 mm pour Staphyococcus aureus.

Mots clés: Myrtus communis L., activité antioxydante, criblage phytochimique, activité antibactérienne.
Laboratoire de recherche : BIOCHIME

Jury d’évaluation :

Présidente: HALMI Sihem. MC.B- UFM Constantine.
Rapporteure : MAAMERI-HABIBATNI Zineb. MC.B- UFM Constantine.
Examinatrice : Mosbah Asma. MC.B- UFM Constantine.

Date de soutenance : 02/07/2017



