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Introduction

I ntroduction

Depuis longtemps, des remedes traditionnels a base de plantes sont employés sans
savoir a quoi étaient dues leurs actions bénéfiques. L’isolement de principes actifs datant
du XIX ®™ siécle, en amdliorant la connaissance des structures, s’est progressivement
séparé d’une phytothérapie traditionnelle souvent empirique avec une thérapeutique
officielle incluant les principes chimiques et végétaux dont la pharmacologie était mieux
connue qui accepte parfois avec une certaine méfiance I’emploi de végétaux ou d’extraits
complexes de végétaux dont I’action est confirmée par I’usage sans étre attribuée de facon
certaine a une molécule type (Bahor un, 1997).

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit
dans I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie, parmi ces
composes, il y a les métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés en thérapie. La
Pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d’origine végétale, les
plantes s’attribuent le mérite de conférer a la recherche le pouvoir de se procurer la
découverte de molécules actives nouvelles, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et anti
radicalaires (Bahorun, 1997). Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux
supérieurs (Racines, feuilles, fleurs et fruits) et sont impliqués dans de nombreux processus
physiologiques comme la croissance cellulaire, la germination des graines ou la maturation
des fruits, les plus représentés sont |les anthocyanes, les flavonoides et les tannins (Boizot
et Charpentier, 2006).

Ces derniéres années, les consommateurs ont plutét tendance a opter pour les produits
naturels, c’est pour cela que les industriels développent de plus en plus des procédes
mettant en ceuvre des extraits et des principes actifs d’origine végétale, parmi ces nouveaux
composes potentiellement intéressants : les antioxydants tels que les flavonoides, ont éé
particulierement étudiés en raison de leur utilisation dans les domaines pharmaceutiques,
cosmétiques et alimentaires pour leurs effets bénéfiques pour la santé (Chebil, 2006).

L’intérét accru des antioxydants d’origine naturelle dans le but d’augmenter la
conservation des aliments s’explique par le fait que certains antioxydants synthétiques
présentent des risques de cancérogeénicité (Velioglu et al, 1998).

De nombreuses plantes, alimentaires ou médicinales, renferment des constituants

antioxydants. L apport régulier en phytonutriments possédant des capacités anti-oxydantes




Introduction

significatives est associé a une faible prévalence de maladies liées au stress oxydatif a
savoir le cancers, les maladies cardiovascul aires et athérosclérose. (Bravo, 1998) et aun
faible taux de mortalité (Anderson et al., 2001).

C’ est pourquoi nous nous sommes intéressé a faire une éude phytochimique dela
plante Myrtus communis L. poussant a I’état spontané dans les monts de la région de Bejaia
et a évaluer I’activité antioxydante de leur extraits. L’espece Myrtus communis L., famille
des myrtacées est connu par ces propriétés antiseptiques désinfectantes et astringentes
(diarrhées, dysenterie) ainsi par leur effet hypoglycémique. Reconnu également dans le
traitement des maladies des voies urinaires et respiratoires (Mimica-Dukic et al, 2010 ;
Baba Aissa, 1999).

En Algerie, I’industrie pharmaceutique cherche comment connaitre le patrimoine des
espéces spontanées utilisées en médecine traditionnelle, quels sont leurs modes d'utilisation
et quelles sont leurs indications dans diverses pathologies (Djebaili, 1984 ; Bouattoura,
1988 ; Maizak et al., 1993).

L’objectif de notre travail se résume par I’extraction puis I’estimation quantitative des
différents composés phénoliques et la mesure de leurs activités biologiques (anti-oxydante

et antifongique) contenues dans le myrte récolté dans trois régions différentes de Bejaia.
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|-Généralités
|-1-Famille des Myrtacées

La famille des Myrtacées est une famille de plantes dicotylédones qui comprend plus
de 5650 espéeces réparties en 48 a 134 genres environ. Ce sont des arbres et des arbustes,
souvent producteurs d'huiles aromatiques (Govaerts et Lucas, 2008). Selon Quezel et
Santa (1963), les myrtacées sont des plantes a feuilles entiéres, opposées, fleurs axillaires
hermaphrodites et fruits bacciformes bleuétres globuleux de 5 a8 mm de diametre.

|-2-Myrte commun : Myrtus communis L

Le myrte commun (Myrtus communis L) est un arbuste a feuillage persistant de la
famille des Myrtaceaes (Govaets et L ucas, 2008). C’est une espéce endémique qui pousse
spontanément dans toutes les régions méditerranéennes (Tuberoso et al., 2010 ; Berka-
Zougali et al., 2010). Dans la médecine traditionnelle, les feuilles et les fruits sont utilisées
comme agent antiseptique pour la cicatrisation des plaies, ainsi que dans le traitement des
maladies urinaires (Baytop, 1999).

C’est un arbuste sempervirent de 1 a 3 métres de haut, a tiges trés ramifiées, dés la
base. Ses buissons touffus et aromatiques portent des feuilles ovales lancéolées (Figure 1)
luisantes, coriaces et opposees par deux ou quelquefois par trois, fleurs blanches odorantes
solitaires a I’aisselle, des feuilles axillaires, périanthe a cing sepales et cing pétales,
nombreuses étamines et un stylé saillant : baies ovoides de couleur bleu-noir, couronnées
par le calice (Quezel et Santa, 1963).

Cette plante vit dans les sols humides, bien drainés, neutres a alcalins, sols limoneux,

elle est tolérante a la secheresse et peut supporter le gel jusqu’a -5°C (Lim, 2012).

Figurel: Fruit (A) et Feuilles (B) de Myrtus communis L (Quezel et Santa, 1963).
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|-3-Localisation et répartition géographique

Le myrte est le représentant typique de la flore méditerranéenne. |l est présent en
Europe méditerranéenne, en Afrique septentrionale et en Asie occidentale, en Amérigque du
sud et en Australie (Goetz et Ghedira, 2012). 1l pousse souvent dans les foréts des pins
d’Alep et dans plusieurs régions situées a 600m d’altitude (Aydin et Ozcan, 2007).

|-4-Principales utilisations et intér és phar macologiques
» Médecinetraditionnelle

Les différentes parties de la plante (Feuilles, fruits, fleurs et racines) ont été utilisées
depuis I’antiquité dans la médecine traditionnelle pour soigner diverses maladies

infecti euses.

En Algérie, I’infusion des feuilles est utilisée comme remede contre les infections des
voies respiratoires et des voies urinaires. Les préparations a base de cette plante sont
également préconisées contre les bronchites, les sinusites, les otites, les diarrhées et les
hémorroides. Les fruits consommés naturellement ou prépares sous forme d’infusion,
constituent un remeéde contre la dysenterie, I’entérite et les hémorragies (Baba-Aissa,
1991 ; Beloued, 2003).

> Autresutilisations

L utilisation des différentes parties de la plante est considérablement concentrée dans
I'industrie alimentaire, comme pour la viande et les sauces, et dans |'industrie cosmétique
(Chalchat et al 1998).

La présence de composés phénoliques (acides phénoliques, les polyphénols et
flavonoides) dans les herbes et épices, ains que les huiles essentielles, gagne une attention
croissante en raison de leurs différentes fonctions tel que I'activité antioxydante (L agouri
et al., 1993; Tsimidou et Boskou, 1994 ; Lagouri et Boskou, 1995 ; Sacchetti et al.,
2005 et Issa et al., 2006) . La consommation d'aliments contenant des huiles essentielles
naturelles ou des extraits de plantes aromatiques est prévu pour prévenir le risque de
nombreuses maladies radicalaires libres (Young et Woodside, 2001 ; Milan, 2006). Les

plantes étudiées n’ont genéralement pas recu autant d'attention que les antioxydants et les




Synthese bibliographique Généralités

sources d'ardmesen raison de leur faible rendement quils ont pour usage commercial
(Brades et al., 1997; Soong et Barlow, 2004).

> Intéréts phar macologiques

De nombreux auteurs ont signalé que le myrte et ses huiles essentielles possedent un
grand potentiel comme plante médicinale, avec des propriétés: hypoglycémiques (El
fellah et al., 2002 ; Appendino et al., 2006 ; Gholamhoseinian-Najar et al., 2009 ; Akin
et al., 2010 ; Zanetti et al., 2010), anti-inflammatoires (Ross et al., 2009 ; Amira et al.,
2012), antiulcéreuses (Sumbul et al., 2010), antimutagenes (Hayder et al., 2008 ;
Mimica-Dukic et al., 2010) et anti-oxydantes (Montoro et al., 2006 ; Aidi Wannes et
al., 2010; Tuberoso et al., 2010 ; Snoussi et al., 2011 ; Amiraet al., 2012).
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|- M étabolites secondair es

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes, ils sont divisés principalement en
trois grandes familles. Les polyphénols, les terpenes et les alcaloides (Lutge et al., 2002 ;
Abderrazak et Jod, 2007).

[1-1-Polyphénols

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux, caractérisés par
la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un groupement
hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que : éther, ester, héetéroside...etc.
(Bruneton, 1999 ; Lugas €t al ., 2003).

En effet les composés phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le plus
largement distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques
connus (Lugas et al., 2003).

Les principales classes de composés phénoliques sont: les acides phénoliques (acide caféique,
acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides qui représentent plus de la
moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines (King et Young., 1999 ; Tapiero et al.,
2002). Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux supeérieurs. racine,

tiges, feuilles, fleurs et fruits (Boizot et Char pentier, 2006).

[1-1-1- Flavonoides

Le terme flavonoide désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols (Seyoum et al., 2006), ils sont considérés comme des pigments
guasiment universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et
parfois des feuilles. A I’état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme
d’hétérosides (Bruneton, 1999 ; Ghestem et al., 2001).

Du point de vue structurale, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules,
en effet plus de 6400 structures ont été identifiées (Harborne et Wiliams, 2000).

[1-1-1-1- Structure et classification
Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyranne (Skerget et al., 2005). Leur structure de

base est celle d’un diphényl propane a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué de deux
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noyaux aromatiques qui désignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygéné, qui
désigne lalettre C (Dacosta, 2003).
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Figure 2: Structure de base des flavonoides (Di Carlo et al., 1999).

De facon générale les flavonoides se trouvent soit a I’état libre, dans ce cas ils sont dits
aglycones, soit sous forme de C- ou O-glycosides, et dans ce casils sont liés a des sucres tels que
le glucose, le rhamnose, I’arabinose, ils peuvent en outre étre des monomeres ou des oligomeres
(Dacosta, 2003).

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus importantes sont:
flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondiols, aurones, chalcones, anthocyanes (Effendi et al.,
2008).

I1-1-2- 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'eeil 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. La présence des anthocyanes est aussi remarquable dans les racines, tiges,
feuilles et graines. En automne, les couleurs caractéristiques des feuilles des arbres sont dues aux
anthocyanes et aux carotenes qui ne sont plus masqués par la chlorophylle (Bessas et al, 2007).
I1-1-2-1-Structures

Leur structure de base est caractérisee 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 1a position des oses liés ala molécule. L'aglycone ou
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anthocyanidine constitue le groupement chromophore du pigment illustré sur la figure 13
(Bessas et al.,2007).

Figure 3 : Structure générale des anthocyanes (Bessas et al., 2007)

|1-1-3-Tanins
Les tanins sont des substances phénoliques de structure variée, de saveur astringente ayant en
commun la propriété de tanner la peau, cette aptitude est lié a leur propriété de se combiner aux
protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000 Da (Paris et Hurabielle, 1981).
|1-1-3-1-Classification
Il existe habituellement chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins différents par
leur structure aussi bien que par leur origine biogénétiques: Les tanins hydrolysables et les tanins
condensés (Bruneton, 1999).
a-Tanins hydrolysables
Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénols, ils sont
facilement scindés par les enzymes de tannases en 0ses et en acide phénol, selon la nature de
celui-ci on distingue: les tanins galliques, et les tanins ellagiques (Paris et Hurabielle, 1981).
» Taninsgalliques (Gallo tanins)
Ils donnent par I'hydrolyse des oses et de I'acide gallique.
» Taninsellagiques (Ellagitanins)
IIs sont scindés par les enzymes en oses et en acide ellagique (Paris et Hur abielle, 1981).
b-Tanins condensés (Anthocyanidines)
Les tanins condensés sont des polymeres flavanolique constitués d'unités flavan-3-ols, le plus

souvent épicatéchine et catéchine (Khanbabaea et Ree, 2001). Les tanins condensés sont des
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molécules hydrolysables, leur structure voisine de celle des flavonoides est caractérisée par
I’absence de sucre (Pariset Hurabielle, 1981).

[1-2-Propriétés phar macologiques des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont reconnus par leurs activités biologiques nombreuses qui
comprennent des activités antibactériennes, anticancéreuses, antifongiques, analgésiques, anti-
inflammatoires, diurétiques gastro-intestinales, antioxydantes (Harborne, 1998 ; Bruneton,
1999).

Les flavonols et les flavonones représentent environ 80% des flavonoides connus, ils
diminuent |a perméabilité des capillaires sanguins et renforcent leur résistance.

Souvent anti-inflammatoires, ils peuvent étre antiallergiques, hépato-protecteurs, diurétiques,
antibactériens et antiviraux (Bruneton, 1999).

Les anthocyanes ont des propriétés pharmacol ogiques trés proches de celle des flavonoides

vu leurs structures tres semblable. L’effet antioxydant des anthocyanes est expliqué en partie par

piégeage des radicaux libres et la chélation des métaux.
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I11-Oxydation et antioxydants

[11-1- Radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules indépendantes contenant un ou plusieurs
éectron (s) non apparié (s).

Les radicaux libres (RL) sont tres instables et réagissent rapidement avec d’autres
composants, essayant de capturer I’électron nécessaire pour acquérir de la stabilité. Une
« réaction en chaine » débute lorsqu’un RL attaque la molécule stable la plus proche en
lui « volant » son éectron, et la « molécule attaquée » devient aors elle-méme un RL
(Martinez-Cayuela, 1995). Bien que le terme de radical libre ait souvent été assimilé a
une espece réactive ou un oxydant, il est important de signaler que tous les radicaux
libres ne sont pas forcément des oxydants. De méme que tous les oxydants ne sont pas
des radicaux libres (Anderson et al., 1996 ; Fosting, 2004).

« Différents type des ERO (Espéces réactives de I’oxygene)
NB : (Le symbole « indique la présence d’un électron célibataire).

» L’anion -radical superoxyde (Os,) estissudela réaction de I’oxygene avec un
électron, souvent au niveau de la chaine de transport d’électrons de la membrane
mitochondriale.

» Le peroxyde d’Hydrogene (H20,), provient d’une réaction entre deux anions
superoxyde qui met fin au processus radicalaire. IL s’agit d’un oxydant beaucoup moins
pui ssant.

» Le radical hydroxyle (HOe¢) est le produit de la réaction du peroxyde

d’Hydrogéne avec
les ions métalligues comme par exemple le fer. Avec une demi-vie de I’ordre de la
nanoseconde, le radical hydroxyle est le plus instable et le plus réactif de toutes les
especes dérivées de I’oxygene.
[11-2- Stress oxydatif

Le stress oxydatif est le déséquilibre entre la génération des ERO et la capacité du
corps a les neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs, ce déséquilibre a pour
conséguences I’apparition de dégats souvent irréversibles pour les cellules (Aravodis,
2005). Les cibles biologiques les plus vulnérables a cet endommagement oxydatif sont:

I’acide désoxyribonucléique (ADN) par des modification des bases et des cassures des
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brins (Rehman et al., 1999), les protéines (modification structurales et fonctionnelles)
et leslipides asavoir peroxydation lipidique (Hu et al., 2005).

Le stress oxydatif est impliqué dans de trés nombreux désordres et maladies :
athérosclérose (Ko et al., 1998 ; Harrisson et al., 2003), la cancérogenése (Hussain et
al., 2003 ;Klaunig et Kamendulis, 2004), I’arthrite, I’asthme, la maladie de Parkinson,
la maladie d’ Alzheimer, le mongolisme (Cavin, 1999), les maladies cardiovasculaires,
arthrose, cataracte, le diabete, chute de cheveux et le vieillissement (Tohda et al., 2004,
Pastre et priymenko, 2007 ; Surveswaran et al., 2007 ; Bekro et al., 2008).

[11-3- Antioxydants

L’ antioxydant est I’ensemble des molécules susceptibles d’inhiber |a propagation des
espéeces réactives de I’oxygéne. |Ils peuvent agir en réduisant ces espéeces, en les piegent
pour former un compose stable, en séquestrant le fer libre en générant du glutathion
(Favier, 2003).
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Antioxydants

_ I |
\/ v

Antioxydant de synthése = Antioxydant naturelle —

Enzymes primaires
BHT (butylhydroxytoluéne)
SOD, Catalase, Glutathion peroxydase

4.
BHA (butylhydroxyanisole) —_—
i Antioxydant enzymatique J<

Des esters de I'acide gallique :

E dai
Le gallate de propyle, galate | « Nzymes seconaair es

doctyle et de dodécyle. Glutathion réductase, déshydrogénase
glucose-6- phosphate

~ Antioxydant non enzymatique J<

Minéraux : Zinc, Sélénium ds Vitamines (A, C, E, K)

Caroténoides : B-caroténe, lycopéne, <«» Lescomposesorganosulfurés:
lutéine, Zeaxanthin Indoles, dlyles sulfites

Antioxydants defaibles poidsmoléculaires «» Co-facteursantioxydants
Glutathion, acide urique L cofacteurs Qo

L es composés phénoliques

> v
Flavonoides Acides phénoliques
Flavanols <« Isoflavones Acides hydroxynnamiques
Flavonols <+ Isoflavanes
Acides hydrobenzoiques
ellaaiaue

Figure 4 : Classification des antioxydants (Ratnam et al., 2006)
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|1-3-1-Antioxydant naturels
[11-3-1-1-Antioxydants endogenes (Enzymatiques)

L’organisme humain posséde un systéme enzymatique, constitué principal ement
de trois enzymes: |le superoxyde dismutase SOD, |la catalase et |a glutathion peroxydase
GPx (Avissar et al., 1989). Ces enzymes ont une action complémentaire sur I’activité
radicalaire au niveau du superoxyde et du peroxyde d’hydrogene, conduisant finalement
a la formation d’eau et d’oxygene moléculaire (Marfak, 2003).

Parmi ces enzymes il existe: la Superoxyde dismutase, Catalase, Glutathion
peroxydase,
|11-3-1-2-Antioxydants exogénes (non enzymatiques)

Contrairement aux enzymes antioxydants, la plupart de ces composants ne sont
pas synthétisés par I’organisme et doivent étre apportés par I’alimentation (Vitamine C
et E, polyphénols,...). Les composés phenoliques, présents en grande quantité dans les
fruits, les|égumes et les extraits végétaux.

De nombreuses molécules issues de notre alimentation : vitamines, nutriments,
composés naturels,...etc. sont considérés comme des antioxydants (Ohrvall et al.,
1996 ; Goussard, 1999)

|11-4 Effet des antioxydants sur la santé humaine

Lors de la photosynthése, les plantes fabriquent des substances anti oxydantes pour
se protéger des effets dél éteres des radiations solaires. Par conséquent, des vitamines (C,
E, caroténoides) et des enzymes (catalases, peroxydases) sont synthétises. De plus, Ces
plantes élaborent des flavonoides qui préviennent I’oxydation. Ces substances jouent
deux réles au niveau de la plante : celui d’un filtre solaire et celui d’un antioxydant vis a
vis des radicaux libres produits par les radiations. Tous ces antioxydants sont
directement assimilables par notre organisme quand on consomme des végétaux ou des
produits dérivés de ceux-ci. Il existe une forte corréation entre la consommation de
légumes et de fruits et une moindre incidence des maladies cardio-vasculaires et les
cancers. Les antioxydants végétaux ont des propriétés protectrices en matiere de
vaissealx sanguins, leurs vertus antivieillissement et leurs implications probables dans
la prévention des pathologies liées au stress oxydatif (Wolff, 1968 ; Turrens et al.,
1985).
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| VV-1-Définition

La définition la plus retenues qui est trés proche de celle de la norme ISO 9235 est
celle adoptée par la commission de la pharmacopée européenne: « produit odorant,
géneralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiere premiere végétale
botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche,
soit par un procédé meécanique approprié sans chauffage. L’huile essentielle est le plus
souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de

changement significatif de sa composition » (Desmares et al., 2008).
| V-2-Utilisation des huiles essentielles

La composition chimique des huiles essentielles confere a ses extraits aussi bien des
propriétés odorantes et aromatiques qu’antimicrobiennes. Ces caractéristiques offrent des
débouchés importants dans de nombreux domaines industriels, que ce soit dans I’industrie

cosmétique, les secteurs de la santé ou de I’agro-alimentaire. (Fillatre, 2011).
> Phytothérapie

L activité thérapeutique d’une huile essentielle est liée a sa structure biochimique,
aux groupes fonctionnelles de ces principaux composés et a leurs actions synergétiques
(Mayer, 2012). Les huiles essentielles ont des usages thérapeutiques en médecine en
raison de leurs propriétés anticancéreuse, anti-inflammatoire, antivirale, antibactérienne et

antioxydante (Teixeira et al., 2013).
| V-3-Localisation et lieu de synthese

Les huiles essentielles n’ont pas une présence génerale chez les végétaux. Environs
1% des especes élaborent des essences, certaines familles se caractérisent par un grand
nombre d’espece qu’elles regroupent en particulier dans les familles: Myrtaceae,

Lauraceae, Lamiaceae, Asteraceae et Apeaceae. (M ochammedi, 2006).

| V-4-Propriétés physique
Les huiles essentielles sont en général liquides a température ambiante, volatiles,
d’odeur tres forte, incolores, jaune pales ou quelques fois bleues. Leur densité est <1 sauf

pour les huiles essentielles de clou de girofle, la cannelle et le sassafras. Elles sont
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insolubles dans I’eau mais soluble dans les solvants, les huiles et la vaseline ; tres

altérables, elles s’oxydent au contact de I’air et de la lumiére (Charpentier et al., 2008).
Le terme « Huile » s’explique par la propriété de solubilité dans les graisses et par leur
caractére hydrophobe. Quant au terme « Essentielle » il fait référence au parfum, a I’odeur

plus au moins forte dégagée par laplante (Teusher et al., 2005).

IV-5-Role physiologique

Beaucoup de plantes produisent des huiles essentielles en tant que métabolites
secondaires, leur role exact dans le processus de la vie de la plante reste encore mal connu.
Selon Bakkali (2008), les huiles essentielles peuvent avoir plusieurs effets « utiles » pour
la plante: repousser ou au contraire attirer les insectes pour favoriser la pollinisation
comme source énergétique facilitant certaines réactions chimiques, permettant de
conserver I’humidité des plantes désertiques, réduction de la compétition des autres
especes de plante par inhibition chimique de la germination des graines, par protection
contre la flore microbienne infectieuse, action répulsive sur les prédateurs par gout et effets
défavorables.
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V-Matériels et méthodes
V-1-Matériel végétal

La plante étudiée Myrtus communis L, a été récoltée durant les mois de Mars et avril

2015 dans trois régions différentes de lawilaya de Bejaia.

Pour la période de récolte des échantillons, chague fruit et feuille de la méme région
ont été récoltés le jour méme, c’est ce qui est présenté dans le tableau ci-dessous (T ableau
I1) avec les caractéristiques de chaqu’un des fruits et feuilles.

Tableau | : Caractéristiques des échantillons anal ysés.

Partie é&udiée | Echantillon Origine Datesderécolte | Caractéristiques
Fruits FR1 Tifra 17/03/2015 Fruit ovoide, charnu,
FR2 llmaten 04 /03/2015 noir bleuétre &
maturite.
FR3 Toudja 06/04/2015
Feuilles FE1 Tifra 17/03/2015 Feuilles vertes
FE2 llmaten 04 /03/2015 persistantes, coriaces
et ovales.
FE3 Toudja 06/04/2015

V-1-1-Préparation du matériel végétal
» Séchage

Le séchage se fait dans I’étuve a une température de 40 °C pendant trois jours (jusgu’a la
stabilisation du poids de I’échantillon).

» Broyage

Les échantillons séchés sont réduits en poudre grace a un broyeur (IKA model A1l basic).
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Figure 5: Broyeur (A) et Tamiseur (B)

»  Tamisage

Lesfeuilles et les fruits du myrte ont été tamises par un tamiseur (Rheinische Str.36
model D-42781 Haan) ayant deux tamis de diamétre différent, I’un a 125 um et I’autre a
225 um dfin de faciliter le tamisage. La poudre ainsi obtenue est conservée dans des

bocaux en verre, fermés hermétiquement et placés a I’abri de la lumiére et de I’humidité

jusqu’a leur utilisation.

Figure 6 : Poudre des feuilles (A) et des fruits (B) du Myrtus communis L

—
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V-2-Extraction des composés phénoliques

Le four micro-onde utilisé au niveau du laboratoire de Biochimie, Biophysique,
Biomathématique et Scienthométrie (BBBS), est un micro-onde domestique modifié qui
fonctionne a une fréquence de 2450 MHz et une puissance de sortie maximale de 1000 W
avec une incrémentation de 100 W.

La préparation de I’extrait du myrte est réalisée suivant la méthode proposée par Li et
al. (2012) avec quelques modifications. 0,5 g de poudre de I’échantillon (Feuilles et fruits)
sont homogeénéisés avec 50ml de méthanol 50% dans une fiole jaugée de 250 ml, puison
place ce dernier au centre de I’appareil micro-onde pendant un temps de 2 minutes a une
puissance de 500w.

Apres le refroidissement de I’extrait @ une température ambiante, on le filtre avec une
pompe sous vide de porosité 3 (16 a 40 um). Le filtrat obtenu est conservé a 4°C jusqu’a

son utilisation.
V-3-Dosage des composes phénoliques
V-3-1-Dosage des polyphénols totaux

Dosage

Le réactif de Folin-Ciocalteu a éé employé pour déterminer la teneur en phénols

totaux des extraits d’échantillons selon la méthode rapportée par Negi et al. (2003).

Le complexe produit absorbe fortement a une longueur d’onde de I’ordre de 765nm.
Elle est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux
(Boizot et Char pentier, 2006).
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Mode opératoire
200pl dextrait | 4 | 1 mlduréactif de Folin-Ciocalteu

Aprés3 min

1

| 800 pl de carbonate de sodium (NaxCOg3) (75g/1) |

n"s

. !
| Incuber &50C pendant 30 min ‘
B |

1 P
|

Rk
S

‘ Lire I’absorbance a 765 nm apres refroidissement ‘

Figure 7 : Protocole de dosage des composes phénoliques (Negi et al., 2003)

Expression desrésultats
Les teneurs en composés phénoliques sont déterminées a partir d’une courbe
d’étalonnage ; elles sont exprimeées en mg équivalent d'acide gallique par 100g de matiere

seche. (Annexe 1).

V-3-2-Dosage des flavonoides

Dosage

La méthode de Huang et al. (2004) au trichlorure d’aluminium (AICIl3) a été

employée pour la détermination de lateneur en flavonoides des extraits étudiés.
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Figure 8. Réaction du Chlorure d’ Aluminium avec les flavonoides (Ribér eau-Gayon,

1968).
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Mode opératoire

i 1ml d’extrait | + | 1ml de chlorure d’aluminium (AICl3) 2% ‘
| T

- ey : . P
T —— —_— ‘ Homogénéisation | N\

|
" Incuber & T° ambiante pendant 10min et a I’obscurité |
| |

i Lire I’absorbance a 430 nm |

Figure9 : Protocole de dosage des flavonoides (Ordonez et al., 2006)

Expression desrésultats

La teneur en flavonoides est exprimée en mg équivaent quercétine par 100g MS en
se référant a une courbe d’étalonnage. (Annexe 2)

V-3-3-Dosage des flavonols

Dosage

Le dosage des flavonols repose sur la propriété de chélation des métaux en formant des
complexes jaunétres. (Adedapo et al., 2008).
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Mode opératoire

| 0.3ml d’extrait " 0.3ml de chlorure d”aluminium (AICI3) 2%
e . Et 0.45 ml d’acétate de sodium (C>HzNaO5)
'.I_: e, i'\.\‘ I ” ) -: ,1'
— Incuber pendant 40 min | L
! . I\‘\-!

T; =

Lire I’absorbance a 440 nm |

Figure 10 : Protocole de dosage des flavonols (Adedapo et al., 2008)

Expression desrésultats
Une courbe d’étalonnage est préparée avec la quercétine, les résultats sont exprimeés en

mg/100g de la matiere seche (Annexe 3)

V-3-4-Dosage des Tanins condenseés (pr oanthocyanidines)

Dosage

Le réactif de vanilline est spécifique pour les flavan-3-ols et les proanthocyanidines, la réaction est
basée sur la condensation de I’ Aldéhyde phénolique (Vanilline) avec la structure des flavan-3-
ols et proanthocyanidines (Reed, 1995 ; Naczk et al., 2004).
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Mode opératoire

| illi 0
100 pl d’extrait 300 pl de Vanilline (4%) ‘

| + . dissoute dans le méthanol

Agitation | N

-_._I_i_,_
.\"’r

i 500y d’acide chlorhydrique |

{
B r‘-
o

20 min d’incubation a I’obscurité ‘

Fa

i Lire I’absorbance a 500 nm |

Figure 11 : Protocole de dosage des tanins condensés (M éo et al., 2006).

Expression desrésultats

Les résultats sont exprimés en mg équivaent catéchine/100g MS (Annexe 4)

V-3-5-Dosage des Anthocyanes
Dosage

Les résultats sont exprimés sur une base de cyanidin-3-glucoside. Les anthocyanines
dégradées sous la forme polyméere sont résistantes au changement de couleur
indépendamment du pH et ne sont pas incluses dans ces mesures parce qu'elles absorbent a
pH 4.5 aussi bien qu’a pH 1.0.
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Mode opératoire

'. 0.5 g d’échantillon | 10ml d’acétone a 80 % contenant |
broyé ; 0.2 % d’acide formique ;

5

| Adgiter pendant 40 minutes

Centrifuger 23000 trs/min a4°C

i

o Sy 4

Sol ution tampon de 7] solution tampon acétate de |
potassium a pH=1 , sodi um apH=4,5

Y- !
|

&

Incuber pendant 15min

Lire I’absorbance & 510 et 700 nm

Figure 12: Protocole de dosage des anthocyanes (Elisia et al., 2007).

Expression desrésultats

La teneur en anthocyanines est exprimée en mg équivalent de cyanidine-3-glucoside
par 100 g de matiére seche en utilisant un coefficient d’extinction molaire (¢) de la

cyanidine-3-glucoside.

Selon Elisia et al. (2007), la teneur en anthocyanines est calculée selon la formule

suivante:
[ C(mg/l)=A.MW.FD.1000/«. ]

MW (Poids moléculaire) = 449,2 g /mol de cyanidine-3-glucoside.

€ (Coefficient d’extinction molaire) =26900 mol™. L . cm™.

FD : Facteur de dilution. [ A = (As10— A 700) pH 1- (As510— A700) pH 4,5 ]

( 1
L 23 )
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V-4-Détermination des activités biologiques
V-4-1-Déter mination de I’activité antioxydante
V-4-1-1-Pouvoir réducteur

Dosage

Le pouvoir réducteur est I’aptitude des antioxydants présents dans les extraits a
réduire le fer ferrique du complexe ferricyanure Fe** en fer ferreux. La forme réduite
donne une couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de I’extrait. De
nombreux auteurs considerent la capacité réductrice d’un composé comme indicateur

significatif de son pouvoir réducteur (Tepe et al., 2005).

Mode opératoire

250l d’extrait |

| 250l d’une solution tampon de | #1250l de ferricyanure de
phosphate (0.2M, pH 6.6) potassium (1%)

Incuber pendant 20min a50 °C

250 pl d’acide trichloroacétique (10%)

Incuber pendant 5min

500ul d’eau distillée et 100ul de chlorure ferrique (0,1 %)

Incuber pendant 10 min |

Lire I’absorbance a 700 nm

Figure 13 : Etapes de mesure du pouvoir réducteur (Glgin et al., 2002)
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Expression desrésultats

Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par 100 g de matiere

seche (Annexe5).

V-4-1-2-Activité anti radicalaire du DPPH.

Dosage

La méthode au DPPH a été utilisée pour évaluer I’activité anti-radicalaire des
échantillons analysés. Le DPPH est un radical libre et stable, dont I’absorbance diminue
lorsqu’il est reduit par un antioxydant (AH) : On peut résumer la réaction sous forme de
I’équation suivante :

DPPH*+ (AH) n DPPH-H+ (A*) n

» DPPH : 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (forme oxydée)
» DPPH-H : 1,1-diphényl—picryl hydrazine (forme réduite)
Ou: (AH) représente un composé capable de céder un hydrogéne au radica DPPH de

couleur violette pour le transformer en diphényle-picryl Hydrazine de couleur jaune
(Pargo et al., 2002).
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Figure 14: Réduction du radica DPPH
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Mode opératoire

100ul d’extrait |
el

900 pl de solution de DPPH (60uM) |

Incuber pendant 1h et 30min
1!

Lire I’absorbance a 517 nm |
Figure 15 : Etapes de piégeage du radical DPPH (Jakobek et al., 2007).

Expression desrésultats

Le pouvoir anti radicalaire de DPPH est exprimé en pourcentage :

Pouvoir anti radicalaire de DPPH. = [(ABS témoin-ABS échantillon) /ABS témoin] x 100.

V-4-1-3-Activité anti radicalaire de I’ABTS.

Dosage

Un des radicaux organiques le plus généralement utilisé pour I’évaluation de I'efficacité
antioxydante des composés purs et les mélanges complexes, est le cation radical dérivé de

I’acide 2,2-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique ou ABTS (Osman et al., 2006).
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Mode opératoire

| Feille | it | | Controle |
i ! 11
. | | '
‘ 100 pl de chaque extrait | ‘ 100 il du méthanol 50 % ‘
\ bﬁ.--"”'
~ «
| 10004l ABTS |

Incuber pendant 2,5 min
i
Lire I’absorbance a 734 nm

Figure 16: Etapes du piégeage de I’ABTS (Osman et al., 2006).

Expression desrésultats

Le pouvoir anti-radicalaire de I’ABTS est exprimé en pourcentage

Pouvoir anti-radicalaire de I’ABTS = [(Abs Contrdle — Abs échantillon / Abs Contréle) x100] ]

Ou Abs : Absorbance
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V-4-1-4-Inhibition de peroxyde d’hydrogene H,O,
Dosage

La capacité des extraits a piéger le peroxyde d’hydrogéne a été déterminée par la
méthode de Ruch et al, (1989).

Mode opératoire

1 ml d’extrait

' 0.6 ml de peroxyde | | ' Tampon phosphate
" d’hydrogéne (40mM) | . (0.1M, pH7.4) |

Incuber pendant 10 min

! |
ml
7

; Lire I’absorbance a 230 nm |

Figure 17 : Etapes du piégeage du peroxyde d’hydrogéne (Atmani et al., 2009).

Expression desrésultats

Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule suivante :

Inhibition (%) = [(At-Ae)/At] x 100

Ou: At est I’absorbance de témoin

Ae est I’absorbance de I’extrait
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V-5-Détermination de I’activité antifongique
V-5-1-Test in vitro de I’activité antifongique

V-5-1-1-Origine et choix des souches antifongique

Les antifongiques utilisés pour la détermination de I’activité antifongique sont
Aspergillus niger et Botritis cineria. Ces souches proviennent a I’origine d’une collection
du laboratoire de microbiologique (LMA) de I’université Abderrahmane Mira de Bejaia et
du laboratoire de mycologie, ces dernieres ont éé choisies pour leur activité
phytopathogéene de la muniliaceae connue sous le nom de la pourriture grise de Botritis
cineria, €elle provoque I’une des maladies cryptogamiques la plus destructive de culture
sous serres (Bouchet et al., 2005, Aissat et al., 2008) et Aspergillus niger, |'aspergille noir
qui est un champignon filamenteux ascomycéte de I'ordre des Eurotiales responsable de
mycoses pulmonaires chez I'Homme et |es oiseaux.

V-5-1-2-Préparation de I’extrait atester

L’extrait de myrte (Fruit et feuille) est récupéré dans un balon et passé a
I’évaporation rotative (rotavapeur) afin d’éliminer le solvant utilisé. L’extrait ainsi
récupéré est conservé a une température de 4 a 6°C jusqu’a son utilisation ultérieure
(Singh et al., 2006).

o’ |
N ]

Figure 18 : Rotavapeur (Singh et al., 2006).
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V-5-1-3-Préparation de I’extrait d’huile essentielle

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par la méthode d”hydrodistillation
a I’aide d’un appareil de type Clevenger modifié. Aprés avoir pesé un échantillon de 150g
de matiére végétale (Feuilles) de Myrtus communis, ensuite introduit dans un ballon de
deux litre rempli d’eau distillée deux tiers (2 /3) de son volume, ce dernier est ensuite mis a
ébullition pendant deux heures.

Le ballon ainsi chauffé produit de la vapeur chargée de substances volatiles, cette
vapeur se condense au contact de réfrigérant, le condensat est recueilli dans une ampoule a
décanter ou se sépare la phase aqueuse de la phase organique (Phase supérieure), cette
derniére constitue |’huile essentielle qui sera traitée avec du sulfate de sodium anhydre
(N&SO,4) pour éiminer toutes traces d’eau. L’huile ainsi récupérée sera conservée a une
température de 4°C dans un flacon en verre fume, fermé hermétiquement en vue de les
tester sur les souches fongiques.

Figure 19: Hydrodistillateur
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V-5-1-4-Pr éparation et standar disation des suspensions sporales

Aprés avoir obtenu des cultures sporulées de 15 jours d’incubation a 21°C pour B.
cinerea et 03 jours pour A. niger dans le milieu Sabouraud, 5ml d’eau physiologique stérile sont
gjoutés dans des conditions stériles. A I’aide d’un rateau ou écouvillon stérile, étaler I’eau
dans la boite et racler de fagcon a détacher les spores. La suspension obtenue est prélevée a
I’aide d’une micropipette dans un tube Eppendorf puis soumettre la solution mere a un

vortex.

Le comptage de spores est effectué sur cellule de malassez dans le but de standardiser
la suspension & 10’ (Ajouz et al., 2011). En agitant la suspension de spores, 17ul sont

prélevés et déposés sur les deux grilles d’une cellule de la lame Malassez.

V-5-2-Description dela méthode utilisée

L’aromatogramme est une technique qualitative permettant de déterminer la
sensibilité des microorganismes vis-a-vis d’une substance réputée antimicrobienne, dans
notre cas c’est la détermination de la sensibilité de deux souches fongiques (Botritis
cineria et Aspergillus niger) vis-a-vis des extraits préparésde Myrtus communisL.

Cet examen se fait de méme maniere qu’un antibiogramme ou les antibiotiques sont
remplaces par I’extrait a tester. (Fruit, feuille et huile). Cette méthode repose sur le pouvoir
migratoire de ces substances sur milieu gélosé solide (Gélose Mueller Hinton Agar).

On ensemence des boites de Pétri de 9 cm de diamétre, contenant le milieu gélosé
Mueller Hinton additionné &la Gentamycine & partir des suspensions contenant 10’ spores
/ml (I’ensemencement est fait par I’étalement d’un écouvillon stérile imbibé de la solution
de cette suspension dans chaque boite), puis on lesincube a 30 °C pour A. niger et 21 °C
pour B.cineria pendant 15 a 20 minutes.

Des disques de papier Wattman (Disgue a antibiotique vierge stérile) de 6 et 10 mm
de diametre sont stérilisés puis deposés sur la gélose séchée inoculée au préalable avec les
suspensions fongiques, ensuite ces disques sont chargés des volumes croissants de chague
extrait (Fruit, feuille et huile) &5, 10, 20, 30, 40 et 60 pl a I’aide d’une micropipette.

Les boites de Pétri sont placées au réfrigérateur, couvercles renversées a 4°C pendant

2 heures avant de les incuber a 21et 30°C pendant 3 jours.
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Apres I’incubation, la lecture se fait par la mesure des diamétres des zones
d’inhibitions, a I’aide d’un pied a coulisse (Résultats exprimés en mm). Chaque diamétre
est représenté par la moyenne de deux mesures.

V-5-3-Analyse statistique

Toutes les données représentent la moyenne de trois essais. L’analyse statistique des
résultats est effectuée avec I’application de I’analyse de la variance (ANOVA) par

STATISTICA 5.5 et lacomparaison des données est prise ala probabilité P < 0,05.
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VI1-Résultats et discussions
VI1-1- Dosage des antioxydants

V1-1-1-Polyphénolstotaux

Apres addition du réactif de folin-Ciocalteu et du Carbonate de Sodium, une couleur
bleue a éé constatée dans le milieu réactionnel dont I’intensité varie en fonction de la

concentration en polyphénols totaux de I’extrait.
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Polyphénols mg EAG/100g M S

FR1 FR2 FR3 FE1 _FE2 FE3

Lettre minuscule : Ensemble des extraits de régions différentes pour la méme partie de la plante ;
L ettre majuscule : Ensemble des fruits et feuilles pour la méme région.
Leslettres sont significativement différentesp < 0,05

Figure 20 : Teneurs en polyphénols totaux des extraits étudiés

Les résultats illustrés sur la figure 20 montrent la présence d’une différence
significative (p<0,05) entre les deux organes (Feuilles et fruits) d’une part et
I’origine géographique d’autre part. Entre les deux parties, les extraits de feuilles

contiennent une teneur élevée en polyphénol totaux par rapport a ceux des fruits.
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La teneur la plus élevée en polyphénols totaux des fruits est enregistrée pour
FR3 (3,2+0,13 mg EAG/g de MS) et la teneur la plus faible est celle de FR2
(1,30£0,22 mg EAG/g de MS).

Pour les feuilles, la teneur |a élevée en polyphénols totaux est enregistrée avec FE3
(4,77+0,162 mg EAG/g de MYS) et la plus faible est obtenue avec FE1 (2,77+0,014 mg
EAG/g de MS).

La variation des teneurs pour les différents extraits est attribuée a la polarité de
polyphénols présents dans les fruits, la teneur élevée en polyphénols des extraits
méthanoliques 50% des fruits du myrte pourrait étre attribuée au méthanol qui cause
I’instabilite de la membrane cellulaire, facilitant ainsi I’extraction de ces substances.
D’autre part ; La faible teneur de ces extraits provenant d’autres régions indique que les
polyphénols n’ont pas une affinité pour le méthanol 50% et cela peut étre expliqué par la
faible solubilité des composés phénoliques polaires présents dans les extraits a ce solvant

en raison de safaible polarité par rapport aux autres solvants (Ethanol ou Acétone).

En se référant a la littérature, les travaux de Gardeli et al. (2008) sur des échantillons
de feuilles de Myrtus communis L. d’origine grecque, montrent que les extraits
méthanoliques obtenus contiennent une teneur en polyphénols totaux estimée a3,07mg
EAG/g de MS.

V1-1-2-Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides repose sur la capacité de ces derniers a former des
complexes jaunatres Flavonoide-Aluminium par chéation des métaux (Ribéreau-gayon,
1968).
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M Tifra
H [Imaten

— 120 ® Toudja

Flavonoidesmg EQ /

FR1 FR2 FR3 FE1 FE2 FE3

L ettre minuscule : Ensemble des extraits de régions différentes pour |la méme partie de la plante ;
L ettre majuscule : Ensemble des fruits et feuilles pour la méme région.
Leslettres sont significativement différentesp < 0,05

Figure 21: Teneurs en flavonoides des extraits étudiés

Les résultats donnés sur la figure 21 montrent que les extraits de feuilles contiennent
une teneur élevée en flavonoides par rapport a ceux des fruits avec la présence d’une
différence significative (p <0,05) d’une part entre les parties de la plante et d’autre part

avec larépartition géographique.

La teneur la plus élevée en flavonoides des fruits est enregistrée avec FR1
(1,32+0,02 mg EAG/g de MS) et la plus faible est obtenue avec FR2 et FR3
(0,95+0,0581 et 0,96+0,07 mg EAG/g de M S) respectivement.

Pour les feuilles, lateneur la plus élevée en flavonoides est enregistrée avec FE1
(1,5+£0,027mg EAG/g de MS) €t la plus faible est enregistrée avec FE3 (1,11+0,08
mg EAG /g de MS).

En se référant ala littérature, nos résultats obtenus dépassent largement ceux rapportés
par Aidi-Wannes et al. (2010), ayant travaillé sur la méme espece. La teneur en
flavonoides des échantillons de feuilles enregistrés dans leur éude est estimée a 5,17mg
EQ/g de MS. Cependant, Alemohammed et al. (2011) enregistrent un taux relativement
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élevé (21,99 mg EQ/g de MS), avec des échantillons de feuilles de Myrtus communis

d’lran.

Les flavonoides sont considérés comme une sous classe des composés phénoliques, il
est donc logique que la teneur en polyphénols totaux des extraits soit directement reliée a
leur teneur en flavonoides .Par conséquent les facteurs agissant sur la teneur en

polyphénals, influencent forcement sur la composition en flavonoides.
VI1-1-3- Flavonols

Apres addition du Chlorure d’Aluminium (AICl3) a 2% et d’Acétate de Sodium, une
formation d’un complexe jaunétre a été constatée dans le milieu réactionnel.
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L ettre minuscule : Ensemble des extraits de régions différentes pour |la méme partie de la plante ;
Lettre majuscule : Ensemble des fruits et feuilles pour la méme région.
Leslettres sont significativement différentesp < 0,05

Figure 22 : Teneurs moyennes en flavonols des extraits étudiés

Les résultats obtenus sur la figure 22 montrent une forte teneur en flavonols pour les
extraits de feuilles par rapport a ceux des fruits avec la présence d’une différence
significative (p<0,05). Entre les deux organes d’une part et I’origine géographique des
fruits d’autre part.
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La teneur la plus élevée en flavonols des fruits est enregistrée avec FR1 (1,59
+0,02mg EAG /g de MS) et la plus faible est obtenue avec FR2 et FR3 qui sont
respectivement (1,47+0,07 et 1,45+0,06 mg EAG /g de MYS).

Pour les feuilles, les résultats obtenus montrent I’absence d’une différence
significative, les teneurs enregistrées avec les trois échantillons de feuilles FE1, FE2
et FE3 sont respectivement (1,810,034 ; 1,84+0,031 et 1,84+0,09 mg EAG/g de
MS).

Il n’existe pas un meilleur solvant pour I’extraction des antioxydants ; cela pourrait étre
attribué a la diversité des composeés phénoliques de polarité tres variable. Par ailleurs, les
flavonols peuvent étre associés aux différentes structures cellulaires dont les protéines et

leslipides.

Selon Duglas et al. (2004) les facteurs environnementaux tels que: la géographie, la
température, le climat et les éléments nutritifs, influencent fortement sur la biosynthése et

I’accumulation des métabolites secondaires de plante.

V1-1-4- Tannins condensés

Nos résultats sont illustrés sur lafigure 23.

7000 -
6000 - H Tifra

5000 - B |Imaten

4000 - B Toudja
3000 -
2000 -

1000 -

TaninsmgEC/100gMS

FR1 FR2 FR3 FE1 FE2 FE3

Lettre minuscule : Ensemble des extraits de régions différentes pour la méme partie de la plante ;
L ettre majuscule : Ensemble des fruits et feuilles pour la méme région.
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Leslettres sont significativement différentesp < 0,05

Figure 23 : Teneurs en tannins condensés des extraits étudiés.

Les résultats obtenus sur la figure 23 montrent I’absence d’une différence significative

(p<0.05) entre les deux organes (Fruits et feuilles).

La teneur la plus élevée en tannins condenseés des fruits est enregistrée avec FR1
et FR2 (61,60+3,83 ; 59,61+2,86 mg EAG/g de MS) respectivement et la plus faible
est obtenue avec FR3 (49,482+2,64mg EAG /g de MS).

Pour les feuilles La teneur la plus élevée en tannins condensés est enregistrée
avec FE1 et FE2 (60,09+0,31 et 56,87+2,36 mg EAG /g de MYS) et la vaeur la plus
faible est obtenue avec FE3 (49,55+5,33 mg EAG /g de MYS).

Les teneurs élevées des extraits méthanoliques 50% du myrte pourraient étre
attribuées au poids mol éculaire important des tannins condenses, ce qui fait que ces tannins
se dissolvent plus facilement dans les solvants moins polaires (méthanol) que les solvants
polaires (eau), ceci laisse suggérer que la plupart des tannins condensés du myrte sont
d’une faible polarité, sans négliger le fait que I’utilisation de I’alcool provoque I’instabilité
de la membrane cellulaire et facilite I’extraction des composes phénoliques, surtout que la
majorité des proanthocyanidines du myrte se trouvent au niveau des vacuoles des cellules,
ils sont plus difficiles a extraire avec I’utilisation d’autres solvants & savoir I’eau pure ou
I’eau+HCI.

A titre de comparaison, les résultats obtenus dépassent largement ceux rapportés par
Aidi-wannes et al. (2010). La teneur en tannins condensés des feuilles étudiées par ces
auteurs est estimée a 26,55 mg EAG/g de MS. cet écart de concentration serait
probablement expliqué par les facteurs suivant : la partie de la plante (Feuille et fruit)

utilisée, la période de récolte, I’origine géographique et facteurs climatiques.
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VI-1-5-Anthocyanes

Les résultats sont exprimés en mg équivaent de cyanidin-3-glucoside illustrés sur la

figure 24.

60000

50000 M Tifra

40000 H |Imaten
H Toudja

30000

20000

10000

Anthocyanesmg EC3G /100g M S

FR1 FR2 FR3 FE1 FE2 FE3

Lettre minuscule : Ensemble des extraits de régions différentes pour la méme partie de la plante ;
L ettre majuscule : Ensemble desfruits et feuilles pour la méme région.
Leslettres sont significativement différentesp < 0,05

Figure 24 : Teneurs moyennes en anthocyanes des extraits étudiés.

Les teneurs en anthocyanines des échantillons analysés présentent des différences
significatives (P<0,05) selon la partie de la plante et I’origine géographique. Les teneurs
des fruits sont nettement supérieures a celles des feuilles. Elles sont comprises entre 332,30
mg EC3G/g MS pour les échantillons FR1 et 524,34 mg EC3G/g M S pour FR2. En ce qui
concerne les feuilles, la teneur maximale en anthocyanes est enregistrée dans FE1 (214,85
mg EC3G/g MS), par contre la teneur la plus faible est observée dans FE3 avec 25,04 mg
EC3G/g MS. Les teneurs en anthocyanines de nos échantillons sont relativement éleveées ;
ceci pourrait étre expliqué par le stade de maturité a la récolte, car ces fruits peuvent étre
récoltés au-dessus d’une longue période durant laquelle la biosynthése des anthocyanines
continue. L’effet de I’origine géographique n’est pas observé dans les échantillons de : FE2
(27,27 mg EC3G/g MYS), FE1 (2,14 mg EC3G/g MS), des résultats qui ne s’accordent pas
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portant les extraits éudiés proviennent de deux régions différentes ayant un méme étage

climatique.
VI-2-Activités antioxydantes et anti-radicalaires
VI-2-1-Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est la capacité que possede un extrait a donner un éectron et a

réduire le fer. Nos résultats sont illustrés sur lafigure 25.

120 +

100 - M Tifra

80 - B [Imaten
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Pouvoir réducteur mg EAG/100gMS

FR1 FR2 FR3 FE1 FE2 FE3

Lettre minuscule : Ensemble des extraits de régions différentes pour la méme partie de la plante ;
L ettre majuscule : Ensemble des fruits et feuilles pour la méme région.
Leslettres sont significativement différentesp < 0,05

Figure 25 : Pouvoir réducteur des extraits éudiés.

D’apres ces résultats et d’aprés I’étude statistique, elles montrent I’absence des
différences significatives (P<0,05), le pouvoir réducteur est similaire dans les deux parties
de la plante (Feuille et fruit), excepté pour FE3 qui enregistre une teneur de 0,826+0,02 mg
EAG/g MS et manifeste un pouvoir réducteur plus élevé que celui de FR3 (0,66 + 0,05 mg
EAG/gMS).

Le pouvoir réducteur le plus élevé qui est enregistré avec FE2 (1,05+0,024 mg
EAG/g MS) et FR1 (1,004+0,03 mg EAG/g MS) pourrait étre expliqué par le fait que ce
solvant est favorable pour I’extraction des antioxydants (Composés phénoliques) du myrte,
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cela signifie que la polarité du solvant influence sa capacité a dissoudre un groupe de

composeés antioxydants et affecte ainsi I’estimation de pouvoir réducteur.

L’utilisation de I’acide trichloroacétique (10%) se justifie par le fait qu’il améliore
I’extraction des antioxydants a partir de la matrice végétale. Cependant, les pouvoirs
réducteurs faibles obtenus avec les extraits FR3 et FE3 pourraient étre attribués a la
concentration de cet acide (10%) qui n’est pas adéquate pour permettre une bonne

extraction des antioxydants, ce qui ainfluencé la capacité réductrice de ces extraits.

Les données de la figure 25 indiquent que le pouvoir réducteur varie selon
I’origine des échantillons; c’est le cas des échantillons FE2 (1,050,024 mg EAG/g MYS)
et FE3 (0,820,025 mg EAG/g MS) provenant de deux régions différentes; llmaten et
Toudja respectivement. Cela vérifie la constatation de Zhao (2007) qui rapporte que les
conditions environnementales peuvent largement influencer la synthése des composés

phenoligues responsables de I’activité antioxydante.

V1-2-2-Mésure de I’activité anti-radicalaire DPPH

La diminution de I’absorbance est proportionnelle a la capacité des antioxydants
présents dans les extraits & piéger les radicaux libres (Piljac-Zegarac et al., 2009). Les

résultats du dosage sont illustrés sur lafigure 26.
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Lettre minuscule : Ensemble des extraits de régions différentes pour |la méme partie de la plante ;
L ettre majuscule : Ensemble des fruits et feuilles pour la méme région.
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Leslettres sont significativement différentesp < 0,05

Figure 26 : Activité de piégeage du radical DPPH des extraits étudiés.

Les résultats illustrés sur la figure 26 montrent que les activités anti-radicalaires des
fruits et desfeuilles ne présentent pas de différences significatives (P < 0,05).

En comparant I’activité de piégeage du radicale DPPH des extraits des feuilles des trois
régions (FE1, FE2 et FE3), on note qu’une forte activité est observée avec I’échantillon
FE2 (81,84%) suivie des FE1 (77,11%), tandis que la plus faible capacité a réduire le
radical DPPH est signal ée avec les extraits des FE3 (76,46%).

En ce qui concerne les fruits, une forte activité de piégeage du radica DPPH est
présentée avec FR1 (76,35%), alors que la plus faible capacité a réduire le DPPH est
signalée avec FR2 (72,38%).

D’aprés les données de la littérature sur la contribution de flavonoides a I’activité
anti-oxydante, les mesures des activités de ces composés ains que les résultats de la
présente figure (figure 26), cela peut étre attribué a la richesse du myrte en anthocyanes,
précisément a la cyanidine-3-O-glucoside qui est I’anthocyanidine majoritaire du myrte
(Serraino et al., 2003).

L’activité antioxydante des extraits du myrte est influencée par la teneur en
antioxydants, les variations génétiques (génotype), le degré de maturité a la récolte, les
facteurs climatiques et les conditions de conservation (Zhao, 2007).
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V1-2-3-Mésure de I’activité anti-radicalaire ABTS

Nos résultats sont donnés dans lafigure 27 ci-dessous.
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Lettre minuscule : Ensemble des extraits de régions différentes pour la méme partie de la plante ;
L ettre majuscule : Ensemble desfruits et feuilles pour la méme région.
Leslettres sont significativement différentesp < 0,05

Figure 27 : Activité de piégeage du radical ABTS des extraits étudiés.

Les résultats illustrés sur la figure 27 montrent que les activités anti-radicalaires des

fruits et desfeuilles ne présentent pas de différences significatives (P<0,05).

En comparant I’activité de piégeage du radicale ABTS des extraits des fruits des trois
régions (FR1, FR2 et FR3), on constate qu’une forte activité est enregistrée avec FE1
(97,84%) suivie de FE3 (97,46%).

En ce qui concerne les fruits, une forte activité de piégeage du radica ABTS est
présentée par FR3 (96,89%), alors que la plus faible capacité a réduire I’ABTS est
signalée avec FR2 (72,38%), tandis que la plus faible capacité a réduire le radical ABTS
est signalée avec les extraits FR2 (94,53%).

La capacité des composés phénoliques a céder un atome d’hydrogene dépend de leur
structure chimique, de nombre de groupements hydroxyles et des interactions entre les

différentes molécules de ces composés. En plus, I'efficacité anti-oxydante totale des
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antioxydants a piéger les radicaux libres est déterminée non seulement par leur réactivité
avec les radicaux libres mais aussi par d’autres facteurs a savoir la position dans le milieu,
la nature des radicaux libres et les effets synergiques entre les antioxydants. (Packer,
2001).

L’effet de I’origine sur I’activité anti-radicalaire des échantillons analysés ne présente
pas une différence significative (P<0,05), cela se justifie par |es pourcentages d’inhibition
qui sont plus ou moins similaires entre les feuilles et fruits provenant de trois régions
différentes. Pour la région de Tifra; FR1 (96,48%), FE1 (97,84%), pour la région
d’llmaten ; FR2 (94,53%), FE2 (95,90%) et pour larégion de Toudja; FR3 (96,89%), FE3

(97,46%) respectivement pour les fruits et feuilles.
V1-2-4-Inhibition du peroxyde d’hydrogene

Ce test est basé sur le piégeage d’une espece oxygenée réactive non radicalaire (le
peroxyde d’hydrogene) par un antioxydant, ce qui entraine sa décomposition en molécule

d’eau selon la réaction suivante :

H,O, + 2H" + 2¢ —» 2H50O

74 -

72 H Tifra
B limaten
70 -
H Toudja
68 -

66 -

Inhibition (%)

64 -

62 -

FR1 FR2 FR3 FE1 FE2 FE3

Lettre minuscule : Ensemble des extraits de régions différentes pour la méme partie de la plante ;
L ettre majuscule : Ensemble desfruits et feuilles pour la méme région.
Leslettres sont significativement différentesp < 0,05

Figure 28 : Pourcentage d’inhibition du peroxyde d’hydrogene des extraits étudiés.
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Les résultats illustrés dans la figure 28 montrent que les effets inhibiteurs des extraits
analysés ne présentent pas de différences significatives (P<0,05), I’activité inhibitrice des
extraits des feuilles est supérieure a celle des extraits des fruits. Dans les extraits des
feuilles, I’effet inhibiteur de FE2 est 72,37% est nettement supérieur a celui des fruitsde la
méme région FR2 (67,32%), par contre pour les extraits de feuilles et fruits provenant des
deux autres régions (FE1 ; FR1 et FE3 ; FR3), les activités inhibitrices sont plus ou moins
similaires (P<0,05).

Les différences des taux d’inhibition entre les échantillons pourraient étre dues a la
différence de structures des antioxydants présents dans chagque extrait aussi bien que aux

effets synergiques des antioxydants (Hayouni et al., 2007; Zhao, 2007).

La composition chimique et les structures des composes actifs de I’extrait sont des
facteurs important modulant I’efficacité des antioxydants naturels, I’activité antioxydante
ne doit pas étre expliquée seulement en se basant sur leurs teneurs en composés

phénoliques et caroténoides mais aussi de caractériser ces COmposeés.
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VI-3-Activité antifongique

L'évaluation de I’activité antifongique des échantillons a été réalisée sur deux isolats
Aspergillus Niger et Botrytis cinerea, ceci par la méthode des aromatogrammes. Le
pouvoir antifongique des huiles essentielles (FEL) et des extraits de M.communis (FRL,
FE1), est exercé par le suivi de la cinétique de croissance mycélienne, les principaux
résultats obtenus lors de la détermination de I’effet des huiles essentielles et des extraits sur
la croissance mycéienne sont illustrés sur lestableaux I, 111 et 1V.

Tableau 1 : Halos d’inhibition (en mm) produit par I’huile essentielle du myrte

Souche TEMOIS | V1=5ul | V2=10ul | V3=20ul | V4=30ul | V5=40ul | V6=60ul
fongique

Aspergillus | Omm 4mm 6mm 7mm 7mm 54mm /
Niger

Botrytis Omm IT IT IT IT IT IT
cinerea

Tableau I11: Halos d’inhibition (en mm) produit par I’extrait de fruit du myrte

Souchefongique | TEMOIS V1=5pl V5=40ul V6=50pl V6=60pl
Aspergillus Niger Omm Omm Omm 16mm 17mm
Botrytis cinerea Omm Omm Omm Omm Omm

Tableau 1V : Halos d’inhibition (en mm) produit par I’extrait de feuille du myrte

Souche TEMOIS | V1=5ul | V2=10ul | V3=20ul | V4=30ul | V5=40ul | V6=60pl
fongique

Aspergillus | Omm Omm Omm 11mm 12mm 17mm 19mm
Niger

Botrytis Omm Omm Omm Omm Omm Omm Omm

cinerea

D’une maniere générae et d’apres les résultats illustrés sur les trois tableaux, les
huiles essentielles possedent une activité élevée par apport aux extraits (Feuilles et fruits)
de M.communis (FE1let FR1) qui manifestent une faible activité inhibitrice vis-avis des

souches fongiques testées (Figure 29).
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Figure 29 : Zones d’inhibition provoquées par les HE sur les deux souches fongiques

Aspergillus niger et Botrytis cinerea

Il est a noter également que I’huile essentielle de M.communis (FE1) a exercé un
effet inhibiteur sur la croissance mycélienne d’une maniere considérable vis-avis des deux
souches fongiques testées. La comparaison de la croissance mycéienne des deux souches
traitées avec cette huile révele que la souche la plus sensible est Botrytis cinerea (inhibition
totale), tandis que la souche lamoins sensible a I’action de cette huile est Aspergillus Niger

avec une CMI de 5ul avec un diametre d= 4mm (Figure 30).

Figure 30 : Zone d’inhibition (totale) provoquée par I’HE sur Botrytis cinerea

Dans ce sens, une étude publiée par Valnet, (2005) a montré que les composés

chimiques ayant une efficacité antifongique a large spectre sont des phénols et d’apres nos
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résultats de dosage, on constate que le M.communis L est riche en composés phénoliques,

celapourrait expliquer saforte activité antifongique.

Pour le cas des extraits, Aspergillus Niger est une souche sensible a la fois, aux
extraits de feuilles et des fruits de M.communis. Les CMI enregistrées sont respectivement
20 pl (d=112mm) pour FE1 et 50ul (d= 16mm) pour I’extrait FR1, pour la souche Botrytis
cinerea et d’apres les résultats des tests réalises, on constate qu’elle possede une forte

résistance vis-a-vis des extraits étudiés (Figure 31).

Figure 31 : Zone d’inhibition des deux extraits (Feuille et fruit) sur Aspergillus niger

Mouden et al. (2010), ont étudié in vitro I’effet de quatre classes de fongicides sur
la croissance mycélienne et la production de six isolats de Botrytis cinerea provenant de
fraise cultivées au Maroc, dans leur rapport, ils ont montré que la croissance de ces
derniers est importante en présence de benomyl méme a des concentrations élevées et que
le mancozébe représentant des dithiocarbamates qui inhibait faiblement la croissance
mycélienne, La présence de ces composés dans le M.communis pourrait expliquer les
résultats qu’on a obtenus.
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Les tests phytochimiques réalisés ont permis de doser les flavonoides, les tanins dans
les deux parties de la plante ainsi que les anthocyanes dans la partie fruit de la plante.

L’extraction des différents composes phénoliques les plus abondants dans notre plante
nous a permis de calculer le rendement de chague extrait notamment les polyphénols
totaux, les flavonoides, les flavonols, les tanins et |es anthocyanes.

La teneur des phénols totaux, des flavonoides et des tanins est variable entre les
différentes parties de Myrtus communis L. La teneur la plus élevée des polyphenols est
constatée dans les FE3 avec 4.77 + 0.16 mg EAG / g MS suivi des fruits de la méme
région FR3 avec une teneur de 3.20 £ 0.13 mg EAG / g MS. Concernant les flavonoides,
nous avons observe des teneurs rapprochées, FE1 manifeste la teneur maximale de 1.50 +
0.027 mg EQ / g MS et pour les fruits, la valeur la plus élevée est observée dans FR3, elle
est de 1.32 £0.029 mg EQ/g MS. Pour le dosage des tanins, les teneurs obtenues sont
classées comme suit : fruits > feuilles qui sont de I’ordre de 61.60 + 3.38 et 60.09 + 0.31
mg EC/g respectivement FR1 et FE1.

On peut conclure que les feuilles et les fruits étaient particulierement riches en tanins,
tandis que les fruits apparaissent pauvres en flavonoides par rapport aux feuilles qui
présentent des teneurs plus ou moins importantes. Ces résultats importants reflétent les
rendements élevés et la richesse de chague partie de la plante en polyphénols & savoir les
flavonoides, les tanins et |es anthocyanes.

Concernant I’activité antioxydante, nous avons étudié le pouvoir antioxydant de tous les
extraits des différentes parties de la plante par |a capacité de piégeage du radical DPPH®
du radical ABTS' , du pouvoir réducteur ainsi que I’inhibition du radical H,O, afin de
localiser lafraction qui représente I’activite la plus élevée.

Nous avons constaté pour I’activité antioxydante par le pouvoir réducteur gue tous les
extraits de la plante étudiée ont la capacité de réduire le fer, notamment pour FE2 avec une
valeur maximale de réduction 1.055 + 0.024 mg EAG / g MS, pour le piégeage du radical
DPPH, I’inhibition est maximale pour FE2 (81,84 %). En revanche, FE1 représentent le
pouvoir d’inhibition maximal pour le peroxyde d’hydrogeéne.

La méthode de diffusion des disques nous a permis également de mettre en évidence le
pouvoir antifongique des huiles essentielles vis-a-vis des deux souches (Botrytis cinerea,

Aspergillus niger). Les résultats indiquent que I’huile essentielle du Myrtus communis
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manifeste une bonne capacité inhibitrice de la croissance mycélienne des souches testées,
notamment celle des feuilles provenant de larégion de Tifra.

Selon les résultats obtenus dans cette étude, nous pouvons dire que les extraits de Myrtus
communis ont une bonne activité antioxydante et une capacité de piégeage de radicaux
libres importante, aussi une bonne capacité d’inhibition de la croissance fongique. Cette
analyse trouve une importante application dans I’industrie pharmaceutique comme elle
peut trouver également une application dans I’industrie alimentaire.

Comme complément a la présente étude, il serait nécessaire de I’étayer par :

» Estimation de I’activité antioxydante et antiradicalaire pour d’autres parties de
laplante de Myrtus communis L asavoir lafleur, latige et laracine.

» Estimation de I’activité antifongique des huiles essentielles de la partie fruit de
la plante.

» Carracterisation des composés phénoliques des huiles essentielles du Myrtus
communis L.

» Realisation d’un test in-vivo des huiles essentielles du Myrtus communis L

» Etude antimicrobienne des extraits de plante sur des souches bactériennes.
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Résumé

Une grande partie de I’intérét des recherches actuelles porte sur |’ étude de mol écules
antioxydantes d’origine naturelle.

Notre travail vise a faire une étude phytochimique et une activité antioxydante des
extraits de deux parties de Myrtus communis L. Feuilles et fruits.

Les tests phytochimiques réalisés ont permis de mettre en évidence des polyphénals,
des flavonoides et des tanins dans les deux parties de la plante ainsi que la présence des
anthocyanes dans les fruits.

Le myrtus communis constitue aussi une bonne source en substances bioactives telles
gue les composes phénoliques, lateneur en phénolstotaux est variable, elle est de 4.77 +
0.16 et 3.20 = 0.13 mg GAE g respectivement pour lesfeuilles et lesfruits. Les flavonoides
représentent 1.50 + 0.027 et 1.32 £0.029 mg EQ /g M S respectivement pour lesfeuilles et
les fruits.

Les tanins ont des teneurs plus ou moins similaires entre les feuilles et les fruits, on a
observé les valeurs 61.60 + 3.38 mg EC/g MS et 60.09 + 0.31 mg EC/g M S respectivement
pour lesfruits et feuilles.

L’activité antioxydante des différents extraits a été évaluée par quatre méthodes ; le
pouvoir réducteur (1,04 + 0.031 mg EAG/g MS pour FR1), le piégeage du radical libre
DPPH (81,84% pour FE2), le piégeage du radical libre ABTS (97,84% pour FE1) et
I’inhibition du peroxyde d’hydrogéne (72,65%).

Mots clés : Myrtus communis L. Flavonoides, tanins, anthocyanes, activité antioxydante,
FRAP et DPPH, ABTS, H,0, et Activité antifongique.

Abstact

Most of the interest of current research relates to the study of molecules antioxydant of
natural origin.

Our work aims to make a phytochimic study and an antioxydant activity of the extracts
of two parts of Myrtus communis L. Leaves and fruits.

The tests phytochimic carried out made it possible to total phénols, flavonoides and
tanninsin the two parts of the plant as well as the presence of the anthocyaninsin the fruits.

The myrtus communis constitutes also a good source in bioactives substances such as
the phenolic compounds, the content total phenolsis variable, itisof 4.77 + 0.16 and 3.20 £
0.13 Mg GAE / g MD respectively for the leaves and the fruits. The flavonoids represent
1.50 + 0.027 and 1.32 £0.029 Mg EQ /g MD respectively for the leaves and the fruits.
Tannins have more or less similar contents between the sheets and the fruits, we observed
the values 61.60 + 3.38 Mg EC/g MD and 60.09 + 0.31 Mg EC/g MD respectively for the
fruits and leaves.

The antioxydant activity of the various extracts was evaluated by four methods; ferric
reducing power (1,04 £ 0.031 Mg EAG/g ms for FR1), trapping of free radica DPPH
(81,84% for FE2), trapping of free radica ABTS (97,84% for FE1) and the inhibition of
hydrogen peroxide (72,65%).

Key words: Myrtus communis L. Flavonoides, tannins, anthocyanes, antioxydant activity,
FRAP and DPPH, ABTS, H202 and antifongic Activity.
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