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Introduction Générale

Introduction

Depuis I’antiquité, 'Homme utilisé de nombreuses plantes médicinales au cours de sa vie
quotidienne pour la prévention et le traitement de plusieurs maladies. Selon les études,
I’efficacité des plantes est liée aux composés actifs qu’elles renferment communément appelées

: métabolites secondaires.

Une plante médicinale est définie par la pharmacopée francaise ; comme une “drogue
végétale au sens de la pharmacopée européenne dont au moins une partie possede des propriétés
médicamenteuses “. Une “drogue végétale “ est une plante ou une partie de plante, utilisées en
I’¢état, soit le plus souvent sous forme desséchée, soit a I’état frais. L'expression drogue végétale
ou, plus couramment, drogue désigne donc une matiére premiére naturelle servant a la
fabrication des médicaments (BRUNETON, 1999).

Les plantes medicinales produisent un grand nombre de métabolites secondaires qui ne sont
pas issus directement lors de la photosynthése, mais résultent de réactions chimiques
ultérieures. De nos jours, un grand nombre de métabolites secondaires sont utilisés en médecine

moderne.

La biochimie végeétale, ou phytochimie (chimie de vegétales), est la science qui étudie la
structure, le métabolisme, la fonction ainsi que les méthodes d'analyse, de purification et
d'extraction des substances naturelles issues des plantes. Elle est indissociable desautres
disciplines, telles que la pharmacognosie qui traite des matiéres premiéres et des substances a
potentialité médicamenteuse d'origine biologiques appelés aussi substances bioactives

vegeétales.

L’Algérie ; le plus grand pays africain présente une grande diversité des plantes car ce pays
est constitu¢ d’une multitude de reliefs de zones cotiere ; montagnes ; steppes oasis et le Sahara
; cette derniére compte plusieurs especes de plantes, parmi elles : les plantes aromatique et
medicinales ; ces plantes utilisées par la population comme des plantes d’intéréts médicinales,

alimentaires ; industrielle et pharmaceutique (Quézel and Santa, 1963)

Parmi les plantes médicinales de la couverte végétal saharienne il y’a la famille Myrtacée,
cette famille possédent des propriétés thérapeutiques et sont utilisée en médecine traditionnelle.

La famille des Myrtacées de part son utilisation traditionnelle et sa richesse en composés

1
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bioactives tels que : les flavonoides ; les huiles essentielles et les tanins fut 1’objet de notre

étude.

Myrtus nivellei est un arbuste appartenant a la famille des Myrtacées dont la principale
caractéristique est qu’elle pousse et s’adapte bien a la sécheresse et a la chaleur, c’est une plante

endémique de 1’ Algérie et du Tchad.

Myrtus nivellei est utilise comme traitement pour les maladies inflammatoires, les troubles

gastro-intestinaux et les champignons (Hammiche et Maiza 2006, Ozenda 1977).
Dans ce contexte, les objectifs principaux de ce travail se divise en deux volets ;

> Le premier étant phytochimique, qui consiste & caractériser les différents métabolites
secondaires que renferme la plante,
» Le deuxieme biologique, qui consiste a évaluer 1’activité antibactérienne des extraits

de Myrtus nivellei

Notre recherche est divisée en deux parties : - Une partie théorique et une partie pratique,

dans les quelles notre étude sera menée sur tous les aspects de Myrtus nivellei.
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1.1. Les huiles essentielles

Le terme « huiles essentielle » a été inventé au 16iéme siecle par le médecin Suisse
Parascelsus Von Hohenheim dans le but de désigner le composé actif d’un reméde naturel
(Burt, 2004).

Les huiles essentielles sont des produits odorants, obtenues par différentes techniques
comme la distillation a vapeur d’eau des matieres végétales qu’est le procédé le plus pratique

dans I’industrie des ar6mes (Frachomme P et al.,2001), ou bien par extraction a froid.

Ces huiles essentielles se forment dans la cellule végétale et s’accumulent dans les divers

organes de la plante :

- Péricarpe des fruits
- Feuilles
- Pétales des fleurs (R. Huet.,1991)

L’extraction des huiles essentielles est la phase la plus importante du processus. Qui a pour

but de capter les produits et les plus fragiles elaborées par le végetale.
Les huiles essentielles obtenues sont des produits généralement caractérises par :

- Peut polaire
- Volatils
- Odoriférants

- Densité pour la plupart inférieure a celle de I’eau (Valnet J.,2005)

Les huiles essentielles sont parmi les éléments les plus utilisé dans I’industrie cosmétique
dont I’aromathérapie, pharmaceutiques et I’industrie agroalimentaire. Cette utilisation intensive
est d0 a leurs propriétés antiseptique, Antimicrobienne, Anti toxiques, Anti-oxydant, Anti

parasitaire et Anti cancéreuses (Frachomme P et al.,2001)
1.2. Les flavonoides

1.2.1 Structure et Classification
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Les flavonoides ont une structure chimique de base constituée de deux cycles aromatiques (A)
et (B) liés par une chaine de 3 carbones formant un hétérocycle oxygéené (cycle C) (W-Erdman
et al, 2007).

Figure 1 : structure de base de flavonoides (from Pietta., 2000).

Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, dont les plus importantes

sont :

Les flavones

Les flavanols

Les flavanones

Les dihydroflavonols

Les isoflavones

AN N N N NN

Les anthocyanes
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Les métabolites secondaires des plantes

Tableau 1 : Principales classes des flavonoides (Narayana et al, 2001 ; W- Erdman et al,

2007)
Classes Structures chimiques R3" | R4 R5' | Exemples
Flavones T . | H |OH |H |Apigénine
- O © _ |OH |OH |H |Lutéoline
o oo OH |OCH3 |H | Diosmétine
Flavonols OH H | Kaempférol
OH Quercétine
OH OH | Myricétine
Flavanols RY OH |OH H | Catéchine
R4'
o O
COQR
OH
OH
Flavanones H |OH H | Naringénine
OH |OH H Eriodictyol
Anthocyanidines R¥ H |OH H | Pelargonidine
OH Cyanidine
OH OH | Delphénidine
Isoflavones R7 R4'
OH OH | Genisteine
O-Glu | OH | Daidezine
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1.2.2 Localisation et Distribution
v" Localisation

Les composes phénoliques jouent un rdle majeur dans l'interaction entre les plantes et

dans l'adaptation a I'environnement biotique et abiotique (Hutzler et al.,1998).

Les flavonoides sont localisés dans les tissus superficiels avec une prédominance dans
tous les organes aériens et une teneur maximale dans les organes jeune (feuilles et boutons
floraux) (Milane.,2004), ces substances sont synthétisées au niveau du chloroplaste puis
migrent et se dissolvent dans les vacuoles (Piquemal.,2008).

L'accumulation des flavonoides se fait dans différents parties cellulaires et tissulaires
de la plante pendant l'organogénese et sous l'influence de nombreux facteurs de stimulation
(Hutzler et al.,1998).

v" Distribution

Les flavonoide sont distribués dans les parties supérieurs des végétaux feuilles, les graines,
les racines, tiges, bois ; fruits, pollens (Verhoeyen et al 2002) et aussi dans des boissons et des

fourrage par exemple (les isoflavones dans certain variétés de trefle) (J.M.Besle et al.,2004).

Récemment, de nombreux travaux ont montré que certains fruits contiennent des
flavonols, flavones, flavanones. Le tableau suivant représente les sources alimentaires des
flavonoides (d clin Nutr .2008)

Tableau 2 : les sources alimentaires des flavonoides (d clin Nutr .2008)

Flavonoides Aliments

Flavones Persil, poivre, rouge, céleri, agrumes, oignon.
Flavanols Oignons, chou frisé, , myrtilles

Isoflavones Graines de soja, feuilles de tréfle ; orge, riz
Flavanols Abricot, thé, raisin, chocolat, pommes
Flavanones Agrumes

Proanthocyandines Fruits (poires, pommes, raisin)
Anthocyanines Baies rouges, vins, raisin, thés
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v Les activités biologiques des flavonoides

e Activité anti-oxydante

Les flavonoides sont des substances antioxydants capable de piéger plusieurs especes
oxydatives par exemple : le superoxyde (O2-), le pyroxyle (ROO-), I'nydroxyle (OH-) par la
transformation d'un atome d'hydrogene a partir de leur groupement hydroxyle et s'opposer a
I’oxydation des macromolécules (Van Acker et al., 1995) (Amic¢ et al, 2003) selon la réaction

suivante :
FLOH + Re —> FLOe* + RH (réaction de piégeage)
La réaction de piégeage donne :
- une molécule stable (RH)
-un radical falvoxyle (FLO¢)
Le radical falvoxyle (FLO®) subit :

» Un changement de structure par résonance
> Redistribution des électrons impaires sur le noyau aromatique pour donner des

molécules de faible réactivité par rapport aux Re ;
Par ailleurs, les radicaux flavoxyles peuvent interagir entre eux pour former des
Composés non réactifs.
FLO- + R* —> FLO-R (réaction de couplage radical-radical)
FLO* + FLO* —> FLO-OFL (réaction de couplage radical-radical)
(Ami¢ et al, 2003)

La structure des flavonoides est une structure aromatique qui donne une stabilisation de leurs

formes radicalaires et permettent une délocalisation électronique importante.
L'activité antiradicalaire des flavonoides nécessite :

Structure ortho-dihydroxyphénolique du cycle B (3',4' dihydroxystructure), cette structure est

importante pour l'activité antiradicalaire des flavonoides possédant un hétérocycle saturé.
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La double liaison C2-C3 conjuguée avec la fonction 4 oxo qui est responsable de la
délocalisation des électrons, en ameliorant ainsi la capacité antiradicalaire. Les groupements
hydroxyles libres en C3 et C5 (Amié et al, 2003).

e Activité anti-cancéreuse

Certaines études montrent que quelques flavonoides telle que : lutéoline, quercétine,
kaempfeérol, apigenine, taxifoline inhibent d'une fagons remarquable la lipogenese des cellules
cancéreuses et d'autres flavonoides sont capable d'induire 1’apoptose, d’un autre cété la
quercétine inhibe la croissance cellulaire en empéchant certaines phases du cycle cellulaires et
en bloquant les sites récepteurs des hormones (Larocca et al.,1994).

Cette activité est assurée par l'intervention de plusieurs mécanismes :

Piégeage des radicaux libres

Inhibition du métabolisme d'acide arachidonique

Formation d'un complexe inactif avec le carcinogéne (Hertog, 1996)
Prévention de l'activation des métabolites carcinogenes

Inhibition de la prolifération des cellules cancereuses

Arrét du cycle cellulaire des cellules cancéreuses

Induction de I'apoptose

YV V.V V V V V V

Inhibition des processus d'angiogenese (Ren et al, 2003)

Activité anti-allergique :

L’activité anti-allergique est attribuée a l'influence des flavonoides sur la production de

I'histamine.

D'aprés les études de Di Carlo (1999) les flavonoides inhibent les enzymes comme I'AMP
cyclique phosphodiestérase et ATPase Ca2+ dépendante, les deux sont responsables a la

libération de I'histamine a partir des monocytes et des basophiles.
e Activité anti-inflammatoire

Les flavonoides possedent des propriétés anti-inflammatoires (Galati et al.,1994)
(Read,1995) et les études de Middelton et Elliott (1996) montrent qu’ils sont capables de
moduler le fonctionnement du systéme immunitaire par inhibition de I'activité des enzymes qui

peuvent étre responsables des inflammations.
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Les flavonoides sont de puissants inhibiteurs de prolifération des lymphocytes B et T, car ils
peuvent moduler I'adhésion des monocytes durant I'inflammation atheroxlerosique en inhibant

I'expression des médiateurs inflammatoires.

La quercétine, la myricétine, l'apigénine et la chrysine sont capables de modifier le
métabolisme de I'acide arachidonique dans les plaquettes en inhibant ces enzymes (Landolfi et
al., 1984).

e Activité antibactérienne

Les composés phénoliques particulierement les flavonoides et les tanins sont bien connu

pour leur activité antibactérienne vis a vis des microorganismes.

En théorie, les flavonoides sont de puissants inhibiteurs in vitro de I'ADN gyrase ce qui leur
conféré un puissant effet antibactérien (Ohemeng.k.A et al., 1993).

De nombreuses études ont rapporté que les flavonoides pouvaient avoir une action plus
sélective en interagissant avec une glycoprotéine de surface du virus HIV, ainsi, ils empéchent

la liaison du virus a la cellule hote (Mahmoud et al., 1993).

Parmi les hypotheses avancées, le mécanisme d'action antibactérien des polyphénols est tres

complexe, il faut citer :

» L’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes,

> La séquestration du substrat nécessaire a la croissance microbienne ou la chélation de
métaux tels que le fer,

» L’inhibition du métabolisme microbien (Mila et Scalbert., 1994).

Les flavonoides possedent d’autres propriétés notamment ;

> Protection des plantes contre les radiations UV

Y

Sont impliqués dans les processus de défense de la plante contre les infections
bactériennes et virales

Agissent comme des pigments ou des co-pigments

Modulation de la distribution d'auxine

Fonctionnent comme des signaux moléculaires de reconnaissance entre les bactéries

Symbiotiques et les 1égumineuses afin de faciliter la fixation de 1’azote moléculaire

YV V. V VYV V

Régulation de I'élongation des tiges
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> Interviennent dans la maturité des fruits
> Sont a l'origine des godQts amers et astringents afin de repousser les animaux
» Herbivores (Park et Cha, 2003 ; Subsamanian et al, 2007 ; Yang et al, 2008)

-3 Les tanins

I-3-1 Structure et classification

Les tanins sont des composés phénoliques complexe et hydrosolubles possédant une
masse molaire comprise entre 500 et 3000 g/mol (Bate-smith et Swain, 1962), ils sont des
substances non azotées avec des cycles aromatiques greffées d'une ou plusieurs fonctions

hydroxyles libres ou non (Bruneton, 1987).
Les tanins sont classés en deux groupes :
A/Tanins hydrolysables
Sont des esters de sucre simple de glucides et d'acides phénoliques.
Les tanins hydrolysables sont devisés en deux sous classe :
*Les tanins galliques (gallatanins).

* Les tanins ellagiques (ellagitanins).

Figure 2 : structure des tanins hydrolysables (Porter 1989, leinmuller et al.,1991).

B/tanins condensés

10
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Les tanins condenses ou les pro anthocyanidines sont oligomeres ou polyméres de flavanols,
constitués d'unités de flavan-3-ols et de flavan-3.4 fiole (Khanbabaeaet Ree., 2001). Liées
entre elles par des liaisons carbone -carbone (C4-C8), le plus souvent épicatéchine et catéchine
(BRUNETON, 1999).

Catéchine Tanins condensés Epicatéchine

OH

Figure 3 : structure des tanins condensés (Porter 1989, leinmuller et al., 1991).
1.3.2. Localisation et distribution

Les tanins sont distribués dans les arbres et les plants herbacées dicotylédones et dans

nombreux aliments (les fraises, les framboises, les mlres, les noix, les vins, les feuilles de thé.

Ils sont caractérisés par une saveur astringente, il se trouve dans pratiquement tous les
vegétaux (MESSAL. L, 2011), Ils peuvent exister dans divers organes de la plante : I’écorce, le

bois, les feuilles, les fruits et les racines (Scalbert, 1991).
I-3-3 Les propriétés et I'utilisation des tanins
-Les tanins sont impliqués dans la protection contre les infections fongiques et bactériennes.

- Favorisent la régénération des tissus et la régulation de la circulation veineuse, tonifient la

peau dans le cas des rides (Kansole., 2009).
- lls imperméabilisent les couches les plus externes de la peau et des muqueuses.

-Sont des inhibiteurs enzymatiques et ont propriété vitaminiques (protecteurs capillaire) (Roux
et al., 2007).
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-1ls sont utilisés dans le domaine pharmaceutique comme : vasoconstricteur, anti diarrhéiques,
hémostatiques comme protecteurs veineux dans le traitement des varices et hémorroides et dans
le domaine industrielle employés dans [l'industrie du cuir (vernis peintures) (Pariset
Hurabielle.,1981)

1.4. Les saponosides

Saponines du mot latin « sapo », qui signifie savon, ils se composent d’aglycones non
polaires liés a un ou plusieurs sucres ils ont la propriété de formation des mousses dans les
solutions aqueuses. Cette propriété est di a la combinaison d’éléments structuraux polaires et

non polaires (Manach, 2004).

Les saponines sont une famille de métabolites secondaires qui sont produits par de
nombreuses espéces Vvégétales, en particulier les dicotylédones. Ces molécules ont
généralement une activité antifongique et leur r6le naturel dans les plantes est d’étre dans la

protection contre les attaques de microbes pathogeénes.

Les enzymes, les génes et les voies biochimiques impliqués dans la synthese de ces molécules
complexes sont en grande partie non caractérisés pour aucune espece végétale (Anne
EOsbourn.,2003). Un grand intérét a été montré dans leur caractérisation et dans I'étude de

leurs propriétés pharmacologiques et biologiques (K. Hostettmann, A. Marston.,1995).
1.4.1 Classification

Les saponosides classés en deux groupes en fonction de la nature de leur squelette

aglycone :
» Saponosides triterpéniques

On les trouve principalement dans les Angiospermes dicotylédones. Ils sont constitués
d’un aglycone triterpénique, qui se compose d'un squelette C30, comprenant une structure
penta cyclique. Ces saponosides présentent une cyclisation de (35) -2,3-époxy-2,3-

dihydrosqualene. Et par apport a cette cyclisation il y’a 3 types de saponosides triterpéniques

(Betina-Bencharif soumeya.,2014) :

% Les saponosides de type dammarane tétracyclique :
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Figure 4 : Dammarane tétracyclique (Betina-Bencharif soumeya.,2014)

» Les saponosides triterpéniques penta cycliques :

A\

Les acides triterpéniques des saponosides

v Saponosides stéroidiques : Sont presque exclusivement présents dans les angiospermes
monocotylédones (chomsky,2012). Ils sont divisés en deux groupes :

v Les spinosantes : constituée d’un aglycone stéroidique, un squelette en C27 Spirostane,
comprenant genéralement une structure de six anneaux .

v Les furostanes : quand la matiére végétale est fraiche, le groupement hydroxyle en

position C26 est engagé dans une liaison glycosidique, et ainsi la structure d’aglycone

devient penta cyclique. Ceci est considéré comme un squelette furostane.
I-4-3 Les propriétés des saponosides

e Propriétés économiques de saponosides
- Source de composés stéroidiens
- Synthese des stéroides humains par leur aglycone qui étant libéré de son
oligoholoside
e Propriétés physiques
- Réduire fortement la tension superficielle des systémes nitrogenes
Cristallisables

- Solubles dans I’eau ; I’alcool dilué ; les solvants organiques apolaire
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Chapitre 11 Etude botanique de Myrtus nivellei

I1-1 La famille des Myrtacées
11-1-1 Généralité

La famille des myrtacées est la huitiéme plus grande famille de plantes a fleurs. Cette
famille regroupe environ 3800 especes réparties en 133 genres, ce sont des plantes
dicotylédones (Oldrich et al.,2005). Elles sont distribuées dans les régions tropicales et
subtropicales, surtout en Australie, en Amérique du Sud et en Asie (Mabberley D.J., 1997.)
(Grattapaglia et al.,2012).

La classification phylogénétiqgue APGIII (2009) et les travaux récents de Soltis et al. (2011)
classent la famille des myrtacées au sein des clades suivants : les Angiospermes, les
Eudicotyledoneae, les Rosidae, les Malvidae et enfin ’ordre des Myrtales (Soltis et al.,2011).
Les travaux de révision phylogénétique proposent deux sous familles : Myrtoideae et

Psiloxyloideae avec 17 tribus au sein de la famille des myrtacees (Wilson et al.,2012).
11.1.2 Position systématique
Selon (Grété P. 1965) Les myrtacées sont classées selon le taxon suivant :

Tableau 3 : la taxonomie de myrtacees (Gréte P. 1965)

Regne Plantae
Sous-régne Eucaryotae
[Embranchement Spermaphytae
Sous-embranchement Angiospermae
Classe Dicotylédonae
Ordre Myrtales
[Famille Myrtaceae
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11-1-3 Intérét biologique de la famille Myrtacées

Les espéces de la famille myrtacée sont utilisées en médecine traditionnelle car ils

possedent des propriétés thérapeutiques ; le tableau suivant regroupe quelques exemples

d’espéces dont les activités biologiques susdites ont été vérifiées et confirmées suite a différents

travaux.

Tableau 4 : Activités biologiques de certaines especes de la famille des Myrtacée

oxydant antimicrobienne

cytotoxique antitumorale

Espece Activités biologiques Références
Cleistocalyx operculatus Anti-inflammatoire (Nguyen, T.D,, and
antiseptique anti- | al.,2009)

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

(Chun, L.Y., and al.,2004)

Melaleuca squarrosa

Anti-oxydant

(Morio, y., and al.,2008)

Leptospermum

polygalifolium

Antimicrobienne

(Kamarul’Ain, M., and al.,

2003)

Psidium guajava

Anti-oxydant
Antihypertensive
Anti-diarrhéique
Anti nociceptive
Antidiabétique
Anti-allergique
Antitumorale
Anti-inflammatoire
Cytotoxique
Antispasmodique

Anti génotoxique

(Rosa, M., and al.,2008)

Syzygium samarangense -

Cytotoxique
Anti- oxydante

(Morio, J.S,and al.,2008)

Eucalyptus saligna

Antibactérienne

(Cimanga, K. and al.,2002)
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Eugenia jambos Antipyrétique (Ling,L.and al.,2000)
Anti-inflammatoire

Antitumorale

Eucalyptus rostrata Anti-oxydant (Hideo, O. and al.,1993)

Eugenia jambolana Antidiabétique (Bhavna, S. and al.,2008)
Anti-lipidemique

11.2._L’espéce Myrtus nivellei

11.2.1. Description botanique

Myrtus nivellei est un arbuste a feuilles persistantes grandes souvent avec une écorce
floconneuse, fréqguemment jusqu'a 150cm de haut dans les sites bien trompeurs. Les feuilles ont
une couleur vert foncé, elles sont opposées, lancéolées et donnent une huile essentielle
agréablement parfumée. Les piéces florales sont des multiples de cing, avec un grand nombre
d'étamines. Généralement les pétales sont blancs. Le fruit est une petite baie bleu- noire
globeuse de 1 cm. Les fleurs sont pollinisées par des insectes, et les graines sont dispersées qui
se nourrissent sur les baies. 11 n'y a aucune période de floraison spécifique parce que cette espece
a été vu en fleurs a différentes périodes de I'année (Maire, 1940 ; Quézel et Santa, 1963 ;
Ozenda, 1991).

Figure 05 : photographie d'espéce Myrtus nivellei (site internet 1)
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11.2.2 Classification

Tableau 5 : classification de Myrtus nivellei (APG 11, 2003)

Régne Plantae
[Embranchement Spermaphyta
Sous-embranchement Angiospermae
[Division Magnoliophyta
Classe [Eudicots
Sous classe Rosids

Ordre Myrtales

[Famille Myrtaceae

Genre Myrtus

|[Espéce Myrtus nivellei Batt & Trab.

11.2.3. Nomenclature et Position systématique
Noms communs :

* En frangais : Myrte du Sahara.

* En anglais : Saharan myrtle.

* En targui : Tefeltest.

. En arabe : Rayhanet elsahraa el wosta
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11.2.4. Distribution géographique

* Local : Commune dans les montagnes du Hoggar et du Tassili

* Régional : Algérie et Tchad (Tibesti).

* Global : Le myrte du Sahara est endémique des montagnes du Sahara central.
11.2.5. Exigences écologiques

Les populations de myrte de nivelle se développent a plus de 1400 m d’altitude dans les
massifs du Sahara central. Selon des conditions environnementales spécifique qu’est la
température et la précipitation, et selon les données bioclimatiques du WorldClim le myrte de
Nivelle appartient a 1’étage climatique per-aride (précipitations annuelles inférieures a 100
mm). Par contre le Myrtus communis présente une plus vaste amplitude au niveau des
bioclimats de précipitations annuelles de I’ordre de 800 a 1000 mm et précipitation de 400 a

600mm.

BIOCLIMATS VEGETATION POTENTIELLE
zlnr:,ulglrlzm y~ Quotent Foréts
moyenne plaviot hermique
P (ram) Q, /

per-humid

1200 = M._communis|

sub-humide Foréts

semui-arnde

ande 250 | Steppes
per-atide 100 I | M. niveitei
10 98 |-7 |6 .54 3 -2/14|® 12 |3 |45 6 7 89 1911 12 m(CC) d':‘?wme

s minime

— 5

extr. Froid  trés froid froid frais tempéré chaud trés chaud Jumois
Etages de le plus froid
végétation Oro- Mont- Supra- Méso- Thermo-Méditerranéens

Figure 06 : Position écologique de M. nivellei et M. communis au sein du climagramme
d’Emberger. (Hijmans R.J et al.,2005)

11.2.6. Utilisation traditionnelle

Les enquétés ethnobotaniques réalisées dans le tassili des n’aajers ont mis en évidence
I’utilisation traditionnelle de Myrtus nivellei dans le Sahara central pour le traitement de

différents troubles représentés dans le tableau suivant (Hammiche V., Maiza K., 2006)
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Tableau 6 : mode d’utilisation de Myrtus nevillei

Trouble Mode d’utilisation de Myrtus nivellei

Affections de I’appareil digestif 1)- prise orale de la poudre ou « seffa »

2)- la décoction de feuilles

Fiévre Macération de la poudre des feuilles dans 1’eau|
froide puis la prise de filtrat due macérer

plusieurs fois par jour.

[Diabéte Absorption de I’infusion de feuilles a raison de

3 prises quotidiennes

Affection cutanées et soins capillaire Application d’un ling trempé dans la déco
(Hammiche V., Maiza K., 2006) (Maiza K.,
2008)

Affection gynécologiques L’infusion de feuilles est absorbée dans les cas

de dysménorrhée et de leucorrhée et de
compléter le traitement par des bains de siege
réalisés a partir de la décoction (Maiza K.,
2008)

I1.2.7. Composition chimique

Les composés majoritaires de I’huile essentielle de Myrtus nivellie sont le 1.8 cineole
(12,06 %) et l'a-terpineol (13,01%) est responsable de I'odeur florale sucrée exhalée par le
végétal (Lawrence., 1993) et le 5-elemene (15,69%). Néanmoins I'azuléne, présent dans cette
huile essentielle a un taux non négligeable de l'ordre de 6,18%, est un composeé tres utilisé en
cosmétologie et en pharmacologie en raison de ses propriétés anti-inflammatoires (Touaibia et
al., 2014).

Cette huile essentielle est trés riche en monoterpenes et en sesquiterpenes, qui représentent
les deux principaux groupes de terpénes (Touaibia et al.,2014).
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Selon les dosages spectrophotométriques Les extraits éthanoliques de Myrtus nivellei sont
plus riches en polyphénols que les extraits méthanoliques. L’analyse des deux extraits
(Ethanolique et méthanolique) a montré que ’extrait éthanolique est plus riche en polyphénols
; flavonoides flavanols, anthocyanes et sucres totaux ; par contre I’extrait méthanolique a
présenté des contenues moindres mais ont été remarquablement riche en tanins (Touaibia et
al., 2014).
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I11.1. Activité antioxydante

Vansant (2004) a défini les antioxydants comme substances capables de neutraliser ou de
réduire les dommages causés par les radicaux libres dans 1I’organisme et permettent de maintenir

au niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques de ROS.

Des recherches scientifiques dans diverses spécialités ont été développées pour 1’extraction,
I’identification et la quantification de ces composes a partir de plusieurs substances naturelles
a savoir, les plantes médicinales et les produits agroalimentaires (Mohammedi Zohra.,2012-
2013)  La composition chimique du myrte saharien n'a été élucidée que trés récemment
(Mansour, A et al.,2017) (Rached, W.,2017 et al). Les propriétés biologiques de ces extraits

et de leurs composés ont également été rapporteées.

D’apres 1’évaluation de I’activité antioxydante des extraits de Myrtus nivellei par (Touaibia,

M et al.,2014) a montré que I’extrait éthanolique est le plus efficace pour piéger les radicaux

libres de DPPH (CE50 = 0,59 pg / ml).
I11.2 Activité antifongique

Les déficits immunitaires constitutionnels font référence a différents types d’infections
fongiques appelées mycoses, cutanées, muqueuses ou viscérales. Qui font partie d’un large
probleme sanitaire causé par des agents pathogenes fongiques qui sont des organismes
eucaryotes, difficiles a distinguer des cellules du systeme immunitaire (Santamaria et al.,
2011). Le traitement des mycoses fait appel a des antibiotiques antifongiques, mais 1’incidence

croissante de ces infections a poussé a rechercher de nouveaux agents antifongiques qui sont

moins toxiques et moins générateurs de résistance que les antifongiques de synthése (Abad et
al., 2007).

Les plantes médicinales constituent une source intéressante pour la recherche de nouveaux
agents antifongiques. Les activités biologiques des plantes médicinales, ont fait également
I’objet de divers travaux. L’activité antimicrobienne de myrte a été décrite aussi bien sur les
bactéries que sur les champignons. Elle est variable selon la composition chimique, les
meéthodes utilisées et les souches étudiées (Bouzabata, 2015). L’activité antifongique de I’huile

essentielle de myrte (composition non décrite) a été évaluée aprés 24 h sur des souches
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résistantes de levures tels que Candida glabrata (CMI90 : 0,5-4 pl/ml) et Candida krusei
(CMI90 : 1-4 pl/ml) (Cannas et al., 2013).

111.3 Activité antibactérienne

Dé¢s la naissance, ’homme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux. Pour résister a ces
microorganismes, de nombreux moyens sont mis en jeu. On peut, schématiquement, en
distinguer 3 groupes : les barriéres anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle et

I’immunité acquise (Kaufmann, 1997).

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des
antibiotiques. La prescription a grande echelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multi résistantes d’ou I’'importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux

médicaments a base des plantes (Billing et Sherman, 1998).

Plusieurs études in vitro et in vivo ont été focalisées sur I’évaluation des propriétés
antimicrobiennes des polyphénols, qui constituent les plantes médicinales dont les myrtes, qui
ont le pouvoir d’inhiber la croissance bactérienne, avec un effet important sur différentes

souches bactériennes a Gram négatif et a Gram positif (Ulanowska et al., 2007).

L’activité antibactérienne du myrte d’Algérie, a été également testée sur cinq souches :
Escherichia coli, Salmonella, Staphyloccocus aureus, Bacillus subtilis, Listeria. Des valeurs
de diameétres d’inhibition plus élevées ont été notées vis-a-vis Escherichia coli (15 mm), et
Salmonella sp. (14 mm) (Ben Ghnaya et al., 2013).

111.3 L’activité anti-inflammatoire

Pour le développement de nouveaux agents anti-inflammatoires, les scientifiques ont testé

des nombreux produits naturels sur différents animaux (Essawi TandSrour M.,2000).

Les propriétés anti-inflammatoires de 1’espéce endémique du Sahara central : Myrtus

nivellei ont été évalué in vitro par I'utilisation de 1’extrait méthanolique.

En effet, M.Touaibia et F.Z.Chaouch2014 ont rapporté que cet extrait de Myrtus nivellei

Batt & Trab n'entraine aucune mortalité chez les souris a des doses allant jusqu'a 1000 mg / kg.
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L'effet anti-inflammatoire de I'extrait méthanolique a été évalué chez la souris, a différentes
concentrations (100, 200 et 400 mg / kg). Il sagit de la premiere démonstration que
l'administration orale de l'extrait méthanolique produit des effets anti-inflammatoires
significatifs.

D’apres ces études ; les résultats ont montré I'efficacité et la sécurité de Myrtus nivellei et
que I’extrait méthanolique est un composant anti-inflammatoire utile pour éviter les maladies

inflammatoires.
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I. Matériel et méthode

Dans cette partie nous avons essayé de mettre en eévidence les composés phénoliques que
pourraient renfermer I’espéce végétale Myrtus nivellei connue pour son utilisation en
phytothérapie. Pour ce faire, nous avons commencé par une extraction puis un screening
phytochimique et un dosage des polyphénols de ces extraits. Enfin, nous avons testé I’activité

antibactérienne de ces extraits.
1.1 Matériels

Le matériel végétal est constitué des parties aériennes de I’espece Myrtus nivellei.
1.2 Extraction

La partie extraction a éte réalisée par Dr. Demmak au cours de sa thése (Demmak., 2020)

et dont ’espece Myrtus nivellei a été récoltée de Djanet en Aout 2015.

Les déférentes étapes d’extraction sont représentées dans le schéma suivant :

Drogue végétale séchée
et broyée (500 g)

¢ Macération CH2CI2
*  Filtration
* Concenfration

Extrait CH2CI2 Mare
(75g)
*  Macération MecOH
+ Filtration
«  (Concentration

Extrait MeOH
(80,2¢)

Mare

Extrait E€OH/H20

(639) Marc

Figure 07 : protocol d’extraction de Myrtus nivellei (Demmak.,2020).
1.3 Détection et identification des métabolites secondaires

» Screening phytochimique
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La premiére étape pour une étude chimique d’une plante passe par des essais
« préliminaires » qui permettent de connaitre globalement les familles de métabolites

secondaires que renferme la plante.

Les techniques de détection sont caractérisées par : la rapidité, simplicité, reproductibles et
sensibilités afin de ne mettre en ceuvre qu'une faible quantité de matiere végétale. Généralement,
les métabolites sont mis en évidence par des réactions caractéristique en présence de réactifs
spécifiques (Yondo et al. ,2009).

Les groupements chimiques recherchés dans notre travail sont :

Glycosides cardiaques
Tannins
Flavonoides

Saponosides

AN N NN

Les polyphénols

La détection a été faite pour les trois extrais :
1-Extrait méthanolique

2- Extrait éthanol/eau

3- Extrait Dichlorométhane

1.3.1 Identification des glycosides cardiaque

La méthode générale de détection des glycosides cardiaque est basée sur la réaction avec

’acide sulfurique (H2SO4) et consiste en les étapes suivantes :
Etape 1 : Préparation de solution mere

- pour la préparation de la solution mere, nous avons déposé dans 3 tubes a essais une quantité

de chaque extrait puis nous avons ajouté 2 ml de méthanol
Etape 2 :

-Dans 3 autres tubes a essais, 1ml de solution mére de chaque extrait a été mélangé a 2 ml de
chloroforme et 0.5ml acide sulfurique. L’apparition d’une coloration brun-rougeétre est

indicatrice de la présence de glycosides cardiaque (Hamide el haoud et al., 2018).
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1.3.2 Réaction des tanins :

La présence des tannins est mise en évidence en ajoutant a 0.5 ml de chaque extrait, 0.5 ml

d’eau et 1 a 2 gouttes de solution de Fecl3 diluée a 1%
> Solution de Fecl3 diluée a 1%

-Dans une fiole jaugée, nous avons déposé 1 mg chlorure ferrique Fecls puis ajouté100ml d’eau

distillée.L’apparition d’une coloration vert foncé ou bleue verte indique la présence des tanins.
- L’apparition d’une coloration vert foncé indique la présence des tanins catéchiques.

- L’apparition d’une coloration bleu-vert indique la présence des tanins galliques (Hamide el
haoud et al., 2018).

1.3.3 Détection des flavonoides
La detection des flavonoides est basée sur la réaction a la cyanidine.

-Dans 3 tubes a essais, nous avons mis 4 ml d’éthanol puis nous avons ajouté 1 ml d’alcool

chlorhydrique (HCL) suivie de 2 ml de chaque extrait.
- En ajoutant 2 a 3 morceaux de Magnésium
- observer un dégagement de chaleur puis une coloration rose orangé ou violacée.

- L’addition de quelque goutte d’alcool isoamylique a intensifié la coloration roseorangé qui a

confirmé la présence de flavonoides.
1.3.4 Détection des polyphénols

La méthode générale de détection des polyphénols est basée sur la réaction du chlorure
ferrique (FeClI3) qui permet la mise en évidence rapide de polyphénols dans une plante (Yondo

et al.,2009) et consiste en les étapes suivantes :

v Dans trois tubes a essais, mettre une quantité des trois extraits (E. méthanolique, E.

Ethanolique, E. Dichlorométhane) puis ’ajout de quelque goutte de chlorure ferrique
(Fe CI3 a 10 %)

v’ L’apparition du couleur vert noiratre est indicatrice de la présence de polyphénols
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1.3.5 Identification des saponosides

- Préparation de la solution mere pour chaque extrait

- Pour chaque extrait préparer une série de 10 tubes a essai numérotés de 1 a 10, introduire
respectivement 1, 2, 3, ...,10ml de la solution a analyser préparer par décoction en
milieu aqueux, hydroalcoolique ou par infusion

- Ajustement du volume de chaque tube a 10 ml avec de I’eau distillée

- Agiter chaque tube dans le sens de la longueur du tube pendant 15 secondes a raison de
2 agitations par seconde

- Laisser reposer 15 min et mesurer la hauteur de la mousse produite dans chaque tube
(Hamid EL-Haoud et al.,2018).

1.4 Le dosage des polyphénols
» Principe

Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie selon la méthode de Folin-
Cioclateu. Ce réactif est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo12040) il est
réduit, lors de ’oxydation des phénols en un mélange d’oxyde de tungsténe et de molybdene,

de couleur bleu (Ribereau,1968).

La coloration bleue du mélange produit une absorbance maximale a une longueur d’onde
caractéristiqgue de 760nm. Cette absorbance est proportionnelle a la quantité de polyphénols

présents dans les extraits végétaux (Ghazi et Sahraoui ,2005).

» Mode opératoire

e Réactifs et extraits utilisés

-Un polyphénol témoin : I’acide gallique pour la réalisation de la gamme d’étalonnage en milieu

aqueux (10mg /100ml).
-Reactif de Folin-Ciocalteu : a 10 ml du réactif Folin Ciocalteu on a ajouté 90 ml d’eau distillée.

-Bicarbonate de sodium a 7.5 % : 15g de bicarbonate de sodium ont été dissous dans 2000 ml

d’eau distillée.

» Préparation des solutions mére pour chaque extrait
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Peser 12.5 mg, les dissoudre dans 2ml de solvant :

- 12.5mg de I’extrait méthanoique dissout dans 2ml méthanol.
- 12.5mg de I’extrait éthanolique dissout dans 2ml (1ml eau plus 1ml éthanol).
- 12.5mg de I’extrait de Dichlorométhane dissout dans 2ml méthanol.

> Détermination de la gamme d’étalonnage de I’acide gallique

Une gamme de 6 concentrations d’acide gallique allant de 0 a 0.312mg /ml a été préparée a

partir d’une solution mere de 20mg/100ml de concentration.
» Analyse du standard
- Introduction de 0.5 ml de la solution de I’acide gallique

- Ajout de 2.5 ml du réactif Folin Ciocalteu pause de 2 min puis I’ajout de 2ml de la solution

de bicarbonate de sodium dans chaque tube.
- Agitation puis incubation a ’obscurité pendant 1 heure.
- Lecture des absorbances a 760 nm.

» Dilution :

- Pour chaque extrait préparation d’une série de 6 tubes pour une dilution '2
- Pour chaque extrait utilisé les solvants suivants :

- Le méthanol pour I’extrait méthanol et I’extrait dichlorométhane

- Ethanol et I’eau distillée pour I’extrait éthanol/eau
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Tableau 7 : préparation des dilution

Tube 01 02 03 04 05 06
Contenant 1ml Iml Iml 1 ml 1 ml 1 mi
solution solution de solution de solution solution  solution

mere + Iml tube 1 +1ml tube2 +1ml de tube de tube de tube
solvant solvant solvant 3+ 1Iml 4+ 1ml 5+ 1ml
solvant solvant solvant

» Analyse des extraits
- prélever 0.5 ml de chaque concentration des trois extraits et les mettre dans des tubes a essais
- Ajouter a chaque tube 2.5 ml du réactif Folin Ciocalteu
Bien agiter et laisser les tubes a température ambiante a 1’obscurité, pendant 2 min
-Ajouter 2ml de la solution de bicarbonate de sodium (Na2CO3) dans chaque tube.

- Agitation puis incubation a ’obscurité et a température ambiante pendant 1 heure ; a I’issue
de cette durée, lire a I’aide d’un spectrophotometre UV-visible, 1’absorbance du contenu de
chaque tube a la longueur d’onde de 760nm. Par rapport au méthanol pour (extrait meéthanol et
I’extrait dichlorométhane) et I’éthanol/eau pour (I’extrait éthanol /eau). Lecture des

absorbances a 760 nm.

Figure 08 : les extraits préparés pour le dosage des polyphénols
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Figure 09 : Appareil UV —Spectrophotométre

L.5 Etude de P’activité antibactérienne

L'activité antibactérienne des différents extraits a été évaluée avec la méthode de diffusion
sur disque d'Agar.

Les souches bactériennes utilisées sont des bactéries pathogénes ; Escherichia coli (Gram
négatif) et la bactérie Staphylococcus aureus (Gram positif). Les deux souches ont été
conservées dans un bouillon nutritif.

(A) (B)

Figure 10 : les bactéries (A) Escherichia coli et (B) Staphylococcus aureus

> Préparation des solutions meres

- Mettre 50 mg de chaque extrait dans 1 ml de solvant méthanolique
» Dilution % :

- Préparation de cinq dilutions pour chaque extrait :
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Tableau 8 : les dilutions préparées pour chaque extrait

Tubes 1 2 3 4 5
Concentration(mg/ml) 25 12.5 6.25 3.12 1.56

> Test de I'activité inhibitrice
- préparation des petits disques de papier filtre (Whatman N 4, 6mm de diamétre).

-le milieu chaud Mueller Hinton coulé dans des boites de pétries avec une épaisseur de la gélose

de 4 mm

V_‘Aw__-i‘_ﬁ‘—-:n SEEE——
'// 5‘9 o
Y

7

Figure 11 : le milieu chaud Mueller Hinton couler dans des boites de pétries

- le mateériel utilisé enrobés dans le papier aluminium et stérilisés a l'autoclave a 121 c° pendant

15 min

-prélevement de 3 a 4 colonies bien isolées avec une anse de platine et les émulsionnées dans

un tube contenant 10 ml de bouillon nutritif conservé pendant une nuit a 37 c°.
On trminel’ensemencement par écouvillonnage sur boites pétri.

-L’¢couvillon est plongé dans la suspension bactérienne, puis essoré en appuyant fermement

sur la paroi interne du tube.

-L’écouvillon est frotté (haut /bas), répétition de I'opération 2 fois et a chaque fois en tournant

la boite de 60°

-A chaque fois I'écouvillon est rechargé lorsqu'on ensemence plusieurs boites de pétri avec la

méme souche.

-Application des disques :
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> Les disques stériles imprégnés par une concentration (50mg/ml) d’extrait a tester a
raison de 10 pl par disque sont déposés a I’aide d’une pince a la surface du milieu
gélosés, préalablement ensemencé a 15 Mm du bord de la boite de pétri.

> Les boites de pétri doivent étre parfaitement appliqués a plat sans glissement en
appuyant légerement sur la surface de la gélose.

» Enfin, les boites de Pétri sont incubées a I’étuve pendant 18 a 24 heures a 37°

Incubation a
I’étuve pendant
24 h

Figure 12 : incubation des boites a I’etuve

-Pour la lecture, en mesurant pour chaque disque, le diamétre d'inhibition de chaque extrait.
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Chapitre 11 Résultats et Discussion

1.1 Résultats

11.1.1 Screening phytochimique des métabolites secondaires

Des tests de détection ont été effectués sur les divers extraits de Myrtus nivellei, afin de
révéler la présence de certaines classes de molécules bioactives contenues dans les trois

extraits.

En appliquant les différents protocoles décrits dans la partie matérielle et méthodes. Le
screening phytochimique des trois extraits de Myrtus nivellei nous a permis d’obtenir les

résultats suivants :
v ldentification des glycosides cardiaque

L’ajout de 0.5 ml de I’acide sulfurique H2SO4 aux trois tubes contenant les extraits et 2
ml de chloroforme ont provoqué I’apparition d’une coloration brun-rougeatre qui indique

la présence des glycosides cardiaques dans I’extrait méthanolique.

Figure 13 : Identification des glycosides cardiaque (A) E. Méthanol
(B)E. Ethanol/eau (C) E. dichlorométhane

Tableau 9 : résultats de screening phytochimique (glycosides cardiaques)

L’extrait Présence des glycosides cardiaques
Meéthanol +++
Ethanol /eau
Dichlorométhane +

+ : présence , - : absenc
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v' Détection des tanins

Les 2 gouttes de la solution Fecl3 ajouté au 0.5 ml de chaque extrait et 0.5 ml d’eau distillé
ont provoqué un changement de couleur du vert foncé vers le gris dans le tube qui contient

I’extrait éthanol / eau.

(A) (B) (©

Figure 14 : Résultats de détection des tanins dans les trois extraits (A) I’extrait éthanol /eau
(B) I’extrait dichlorométhane (c) I’extrait méthanol
Tableau 10 : Résultats de la présence des tanins

Extraits Présence des tanins
Méthanol
Ethanol /eau 4+
Dichlorométhane

+ :présence , - : absence
v Détection des flavonoides

L’addition de quelque goutte d’alcool isoamylique au tubes contenant 4 ml d’éthanol et 1 ml
d’alcool chlorhydrique (HCL) et 2 ml de chaque extrait et 2 a 3 morceaux de Magnésium a
intensifié la coloration rose orangé qui a confirmé la présence de flavonoides ans I’extrait

méthanolique.
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Figure 15 : Résultat de détection des flavonoides (A) E. dichlorométhane, (B) E. Méthanol

(C) E. Ethanol/eau

Tableau 11 : Résultats de la présence des flavonoides.

Extrait Présence des flavonoides

Meéthanol +++

Ethanol/eau

Dichlorométhane

v’ Détection des polyphénols

L’ajout de quelques gouttes de chlorure ferrique (Fe C13 a 10 %) Dans trois tubes a essais
contenant les trois extraits a provoqué 1’apparition de la couleur vert noiratre dans les extraits

méthanolique et éthanol/eau qui indique la présence des polyphénols .

Figure 16 : Résultat de détection des polyphénols (A) E. Méthanol, (B) E. Ethanol/eau,

(C) E. Dichlorométhane
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Tableau 12: Résultat de la présence des polyphénols.

Extrait Présence des polyphénols
Méthanol +++
Ethanol/eau ++

Dichlorométhane —

v’ Détection des saponines

La préparation des séries de 10 tubes de chaque extrait et I’ajustement des volumes de
chaque tube a 10 ml avec I’eau distillée puis I’agitation de chaque tube pendant 15 secondes a

provoqué I’obtention d’une mousse qui indique la présence de saponines .

Figure 17 : résultat d’identification des saponines dans I’extrait méthanolique
v Observation

Aprés 15 min de repos en mesurant la hauteur de la mousse produite dans chaque tube
et en résulte que les tubes 4 et 5 de ’extrait méthanolique contenant une mousse de hauteur

égale 1cm.
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Une mousse de
hauteur égale a
lcm

Figure 18 : La présence des saponosides dans les tubes 4 et 5 de I’extrait méthanolique
11.1.2 Dosage des polyphénols

e Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

D’apres la méthode de Follin —ciocalteu ; le standard le plus souvent employé c’est ’acide
gallique (Maisuthisakul et al. 2008).

Apres la lecture de I’absorbance a la longueur d’onde de 760nm, des solutions d’acide
gallique ont conduit a une régression linéaire positive, a un coefficient de corrélation
(R>=0.9936).

abs y =9,0347x+0,0989
R2=0,9936

1,2
g
M’
=
= 038
o
E 0,6
= ®
=2 04
[
=
= 02
=< ®

0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Concentration en Acide gallique (mg/ml)

Figure 19 : Courbe étalon de I’acide gallique.
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La figure 19 montre que la teneur en polyphénols des extraits polaires hydro-alcoolique et
méthanolique évaluée respectivement a 16.84% et 9.19% sont nettement plus élevées que celle

de I’extrait dichlorométhane qui n’affiche que 3.05%.

Teneur moyenne en polyphénols
18

16
14
12

10

teneur en polyphénols (%)

) -
o]

Dichlo meoh E,MeOH Methanol

Figure 20 : Composition en polyphénols des extraits de Myrtus nivellei
11.1.3 Etude de ’activité antibactérienne
o Test de ’activité inhibitrice

L’activité antibactérienne des trois extraits de Myrtus nievllei a été évalué en utilisant la
méthode de diffusion sur disque en milieu solide a I’égard de deux souches bactériennes E.
coli et Staphylococcus aureus. Les résultats des zones d’inhibitions sont représentés dans le

tableau ci-dessou
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Tableaul3 : Résultats de ’activité antibactérienne

Extrait et souche Zone d’inhibition

P’extrait éthanol/eau e

sur la souche E. coli.

I’extrait
dichlorométhane sur la
souche E. coli

I’extrait méthanolique

sur la souche E. coli.

I’extrait éthanol/eau
sur la souche
staphylococcus

aureus.

I’extrait Méthanol sur la
souche staphylococcus

aureus.

» L'activité antibactérienne des extraits de Myrtus nivellei

Le tableau suivant montre les variations des diamétres des zones d’inhibition des souches
bactériennes apparues en présence des extraits (Ethanol/eau ; méthanol ; Dichlorométhane de

Myrtus nivellei.
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Tableau 14 : Diamétres des zones d'inhibition des trois extraits.

Extraits
Souche Ethanol/eau Meéthanol Dichlorométhane
E. coli 15 mm 15 mm NA
Staphylococcus aureus 15 mm 16 mm NA

Mm : millimétre, NA : non active

Les résultats montrent une activité antibactérienne plus ou moins importante des extraits
(éthanol /eau ; méthanol ; dichlorométhane) de Myrtus nivellei sur les deux souches testées avec
des zones d’inhibitions variables (15 mma 16mm) a I’exception de I’extrait de dichlorométhane
qui ne présentent aucun effet antibactérien. Par ailleurs, les résultats ont également montré que

la souche E. coli est plus sensible aux extraits.
11.2 Discussion

Le screening phytochimique effectué sur les trois extraits de Myrtus nivellei révele la
présence d’importants métabolites secondaires tels que les flavonoides, les polyphenols, les
saponosides et les glycosides cardiagues qui ont caractérisé principalement I’extrait
méthanolique de la plante, alors que les tanins ont été caractérisé dans 1’extrait éthanol/eau. Ces
résultats sont accord avec ceux obtenue par Touaibia et al (2014) sur Myrtus nivellei. Ces
métabolites secondaires identifiés possedentplusieurs propriétés pharmacologiques et cela
confirme I’utilisation traditionnelle de Myrtus nivellei contre plusieurs pathologies telles que

I’affections de I’appareil digestif, la fiévre et le diabete (Hammiche V., Maiza K., 2006).

La présence des flavonoides est probablement responsable de effets antioxydants de Myrtus
nivellei (Carlo et al., 2010). Ces métabolites sont des antioxydants réputés pour leur action anti
radicalaire (Makhloufi, 2010).

En paralléle la présence des saponosides explique I’activité anti-inflammatoire de Myrtus
nivellei. Ces composés ont un grand intérét qui a été démontrés de part des études de leurs

propriétés pharmacologiques et biologiques (K. Hostettmann, A. Marston., 1995).
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On trouve aussi la présence des tanins qui sont impliqués dans la protection contre les infections
fongiques et bactériennes (Kansole., 2009) donc sont responsables des propriétés antifongiques
et antibactérienne de Myrtus nivellei.

La teneur en polyphénols a été estimée par la méthode colorimétrique de Folin Ciocalteu.
La teneur ¢élevée en polyphénols (16,85%) dans I’extrait éthanolique est liée a la solubilité

élevée des phénols dans les solvants polaires (Ghedadba et al.,2014).

Les résultats du dosage des polyphénols sont en accord avec 1’étude de Touaibia et al (2014)
qui montre que I’extrait éthanolique de Myrtus nivellei sont plus riches en polyphénols, soit 734
Hg EAG /mg ES pour l'extrait EtOH et 348 ug EAG/mg ES pour l'extrait MeOH.

L’effet antibactérien des trois extraits de Myrtus nivellei a été mis en évidence par
I’évaluation de ’effet inhibiteur sur les deux souches bactériennes : Escherichia coli (Gram
négatif) et Staphylococcus aureus (Gram positif). La sensibilité de ces derniéres a I’égard de
I’extrait méthanolique a différentes dilutions était similaires pour les deux especes ; en effet
I’extrait a inhibé la croissance bactérienne avec une CMI =1.56mg/ml et ceci est en accord avec
les résultats de I'équipe de Taouibia (2014). Cette activité est probablement di a la richesse de
ces extraits en polyphénols. Aussi que 1’extrait éthanol/cau était actif contre les deux souches,
mais avec une activité plus au moins faible par rapport a I’activité de 1’extrait méthanolique
avec une CMI=3.12 mg/ml. Par ailleurs, la bactérie Escherichia coli est plus sensible a ces deux
extraits que la bactérie Staphylococcus aureus et ceci est en accord avec les résultats de
Demmak (2020) .Alors que I’extrait dichlorométhane ne présente aucun effet antibactérien

contre les deux souches bactériennes.
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Conclusion générale

Ce travail présente une étude phytochimique et biologique d’un plante endémique du Sahara
Algérin Myrtus nivellei et qui a pour objectif principal d’étudier par screening phytochimique
les métabolites secondaires que renferme cette plante et d’évaluer sonactivité antibactérienne.

L’extraction a été réalisée par DR. Demmak au cours de sa thése (Demmak., 2020) et dont
I’espéce Myrtus nivellei a été récoltée de Djanet en Aout 2015.Notre étude s’est faite sur les

trois extrait de la plante : ’extrait dichlorométhane ; ’extrait méthanol et I’extrait éthanol/eau.

Les principaux résultats de 1’analyse phytochimique de la plante Myrtus nivellei montrent
bien I’abondance et la richesse de cette espece en composes bioactifs tels que :glycosides
cardiaques, Tannins, Flavonoides, Saponosides, polyphénols tandis que 1’extrait méthanolique
est plus riche en glycosides cardiaques, flavonoides, saponosides et les polyphénols, alors que
I’extrait hydro-alcoolique est tres riche en tanins, toutefois, ces composes ont été absents
dans I’extrait dichloromethanee. La présence de ces composés montre bien leur réle important

dans la plante comme des substances bioactives.

Les analyses spectrophotométriques effectuées ont montré que la teneur en polyphénols des
extraits polaires hydro alcoolique et méthanolique évaluée respectivement a 16.84% et 9.19%

sont nettement plus élevees par apport a I’extrait dichlorométhane qui n’affiche que 3.05%.

L’activité antibactérienne a été évaluée sur deux souches bactériennes Escherichia coli
(Gram négatif) et Staphylococcus aureus (Gram positif) par la méthode de diffusion en milieu
solide sur gélose. Les résultats biologiques de ce test ont montré que 1’extrait méthanolique et
I’extrait hydro-alcoolique sont actifs contre les deux souches mais avec des CMI différentes.
En effet, ’extrait méthanolique a inhibé la croissance bactérienne avec une CMI plus au moins
forte par rapport au CMI de I’extrait éthanol/eau. Par ailleurs, les résultats ont montré que la
souche Escherichia coli est plus sensible aux deux extraits. Alors que I’extrait dichlorométhane

ne représente pas un effet antibactérien contre les deux bactéries.

En perspective, il serait indispensable de compléter et d'approfondir ce travail par une étude

phytochimique plus développée afin d'isoler et identifier les différents composés chimiq
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présents, et les purifier en utilisant des techniques chromatographiques et spectroscopiques pour

leur identification.

Les résultats de ce travail ouvrent un large champ pour étudier d’autres activités biologiques
tres importantes comme : activité anti inflammatoires in vivo mais aussi 1’activité

anticancéreuse et I’activité antioxydante.
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Tableau 01 : Les différents appareils utilisés

Appareils Marque et modele

Balance analytique DENVER instrument (S1-234)
FA2004B

Etuve Nuve FN500

Agitateur magnétique Fisher Scientific /Heating Magneticstirrer Fb
15001

Spectrophotometre SHIMADZU UV-1280

Autoclave ADOLF WOLF SANO clav

Vortex VWR VV3

Plaque chauffante Lab Tech /Hotplate Stirrer

» Reéactifs et Produits chimiques utilisés

Méthanol - Acide gallique - Mulher Hinton
Ethanol - Aluminium chlorure - Bouillon nutritif
Dichloromethane - Acide ascorbique - Bicarbonate de sodium

Chlorure ferrique - Folin ciocalteu



Résumé :

Myrtus nivellei est un arbuste appartenant a la famille des Myrtacée possédant a la fois des
intéréts thérapeutiques et pharmacologiques. Le but de ce travail est 1’étude phytochimique et
biologique (Antibactérienne) de la plante. Cette étude a été réalisée sur les trois extraits de
Myrtus nivellei (méthanol, éthanol/eau, dichlorométhane). Notre étude a été commencée par un
screening phytochimique qui a permis la détection de differentes métabolites secondaires
(polyphénols, flavonoides, glycosides cardiaques, tanins et les saponosides) et le dosage des
polyphénols qui a été effectuée par I'utilisation du reactif de Folin ciocalteu. Ces résultat a

réveleé la richesse de I’extrait éthanol/eau en polyphénols avec un teneur égal a 16.84%.

L’espece Myrtus nivellei a présenté une trés bonne activité antibactérienne, I’évaluation
de cette activité montré que I’extrait méthanolique posséde une bonne activité inhibitrice contre
Staphylococcus aureus et E. coli avec un CMI égale a 1.56mg/ml. Et I’extrait éthanol /eau été
actif contre les deux souches mais avec une activité moins que lactivité de I’extrait

méthanolique avec une CMI=3.12mg/ml.

Mots clés: Myrtus nivellei,, activité biologique, screening phytochimique, métabolites

secondaire, dosage des polyphénols, activité antibactérienne.



Summary:

Myrtus nivellei is a shrub belonging to the Myrtacea family with both therapeutic and
pharmacological interests. The purpose of this work is the phytochemical study and biological
activities (Antibacterial) of the plant. This study was carried out on the three extracts of Myrtus
nivellei (methanol, ethanol/water, dichloromethane). Our stady was started by a phytochemical
screening that allowed the detection of deferents secondary metabolites (polyphenols,
flavonoids, cardiac glycosides, tannins and saponosides) and the polyphenol assay that was
performed by using the Folin ciocalteu reagent started our study. Its results revealed the richness

of the ethanol/water extract in polyphenols with a content equal to 16.84%.

The species Myrtus nivellei showed very good antibacterial activity, the evaluation of this activity
showed that the methanolic extract has good inhibitory activity against Staphylococcus aureus and E.
coli. with a CMI equal to 12.5mg/ml. And the hydro-alcoolique extract with a CMI equal to
3.12mg/ml.

Keywords: Myrtus nivellei, therapeutic and pharmacological interest, biological activity,

phytochemical screening, secondary metabolites, dosage of polyphenols, antibacterial activity,
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Résume :

Myrtus nivellei est un arbuste appartenant a la famille des Myrtacée possédant a la fois des
intéréts thérapeutiques et pharmacologiques. Le but de ce travail est 1’étude phytochimique et
biologique (Antibactérienne) de la plante. Cette étude a été realisée sur les trois extraits de
Myrtus nivellei (méthanol, éthanol/eau, dichlorométhane). Notre étude a été commencée par
un screening phytochimique qui a permis la détection de différentes métabolites secondaires
(polyphénols, flavonoides, glycosides cardiaques, tanins et les saponosides) et le dosage des
polyphénols qui a été effectuée par I'utilisation du réactif de Folin ciocalteu. Ces résultats a
révélé la richesse de I’extrait éthanol/eau en polyphénols avec un teneur égal a 16.84%.

L’espéce Myrtus nivellei a présenté une trés bonne activité antibactérienne, I’évaluation
de cette activit¢ montré que I’extrait méthanolique posséde une bonne activité inhibitrice
contre Staphylococcus aureus et E. coli avec un CMI égale a 1.56mg/ml. Et I’extrait éthanol
[eau ét¢é actif contre les deux souches mais avec une activité moins que 1’activité de I’extrait

méthanolique avec une CMI=3.12mg/ml.

Mots clés : Myrtus nivellei, screening phytochimique, métabolites secondaire, dosage des

polyphénols, activité antibactérienne.
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