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Introduction

Les plantes sont depuis toujours une source essentielle des médicaments. Aujourd’hui
encore une majorité de la population mondiale, plus particulierement dans les pays en voie

de développement, se soigne uniquement avec des remedes traditionnels a base des plantes.

(1]

L’ Algérie recele d’un patrimoine végétal important par sa richesse et sa diversité dans les
régions coOtieres, les massifs montagneux, les hauts-plateaux, la steppe et les oasis
sahariennes : on y trouve plus de 3000 especes végétales. Parmi ces ressources naturelles les
plantes aromatiques et médicinales occupent une large place et jouent un grand rdle dans
I’économie nationale. Elles sont utilisées dans différents domaines : industrie alimentaire,

conserverie, pharmaceutique, et phytothérapie. [2]

Myrtus communis L, le myrte commun, est un arbuste typique du pourtour méditerranéen
qui est bien ancré dans la culture et les croyances des peuples qui bordent le grand bleu. En
plus de ces croyances, on lui préte depuis longtemps des propriétés médicinales. Le myrte

appartient a la famille des myrtacées, comme le giroflier, le niaouli, et I’arbre a thé.

Notre présent travail est orienté vers 1'étude phytochimique de 1'espece Myrtus communis L,
de la wilaya de Skikda.et consiste a l'extraction et l'identification des métabolites

secondaires et 1’activité antibactérien.

Nos travaux ont été divisé en deux parties, nous aborderons dans la premicre partie une
étude bibliographique qui regroupe en trois chapitre set la deuxieéme partie qui regroupe en
deux chapitre le premier chapitre concerne le matériel et les méthodes utilisées dans ce

travail, et le deuxieme chapitre les résultats obtenus et leurs discussions :

* Le premier chapitre a 1’étude bibliographique est consacré une étude climatique et
géographique de la zone d’étude.

* Le second chapitre renferme une étude botanique de ’espece Myrtus communis L

Sa classification botanique, 1'intérét biologique.
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* Le troisieme chapitre sera consacré a étudié les méthodes de détection et de 1’identification
des principes actif et 1’activité biologique de 1’espece dans notre travaille si 1’activité
antibactérien de 1’espece Myrtus communis L.

 Le deuxieme parti si la partie expérimentale que représente le dernier chapitre englobera
les résultats obtenus ainsi les discussions pour 1’étude photochimique et D’activité

antibactérienne, suivi d'une conclusion générale.
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GEOGRAPHIQUE DE LA ZONE D’ETUDE



CHAPITRE I: ETUDE CLIMATIQUE ET GEOGRAPHIQUE DE LA ZONE D’ETUDE

I .1-Situation géographique :

La plaine de Collo ot I’oued Guebli vient se jeter dans la mer fait partie du bassin versant de
I’oued Guebli qui appartient lui-méme aux bassins constantinois. Elle a une forme
quadrilatérale allongée, d’une longueur de 8 km et d’une largeur de 5 km le long de la mer,
avec une superficie avoisinant les 20 km?. Elle est située entre 60 et 70 4 I’Est du méridien et

entre 360 et 370 de latitude Nord. Du point de vue administratif, la plaine est limitée :

A D’Est par la commune de Tamalous, A 1’Ouest par la commune d’Ouled Attia, Au Sud par

la commune d’Ain Kachra et au Nord la mer constitue sa limite Septentrionale (figure-

01,02). [3] et [4]

[ : N e

Mer Méditerranée ¢ 7 g

Collo  +Lapresquile dEl-Djarda |
—DPort de Collo : . .\\
( Algérie |

g et Plage Benzouite :
Tlot Rass Bibi
lle Rehbet Teffa
oLk,

Figure 01 : Localisation géographique de Collo (Skikda) et ses principaux milieux
insulaires. [5]
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CHAPITRE I: ETUDE CLIMATIQUE ET GEOGRAPHIQUE DE LA ZONE D’ETUDE

Mer WMediterrarnee

=i & B ors T "7 7=
E?J%.:!aed' “Sueidia Faie de Tgpagpaner? Ef Morsa_
Habavyeco Cheray= “Colo
Achibat Lo ver
fazcemmor “El Ouloudi Zribet el Srb =

TEl Hadiriva o . Skikda®
va
Mechta Scou ¥ i THamm3di Krouma
S SEEE) Belout amalous =1 Hedaiek 'Ber'n Bo s g 28 v S
TMechts -1 - z & ~M
“El rMalis ngsafa £ R o eLAhtavl\; i
fachts o= i Sbar Gaid Medstetxaudlet el
Sahnicy -e e Mechtet Bir Stal Mecl'lrtst Oumm = Maiz=
# Bord) &ah 7 i T L r =
& Djel‘l'lcl Siddi Afi
Mechtat 1 Meia
= = =] =_ e 2 Aln Bouzcane elk
_Aidem Siliana =l THout_
—ardlouo - Mechta Sidi el Arl:u <

=8

“TEl Kantour

Figure 02 : les limites géographiques de la zone d'étude
Carte administratif "Michelin »

I.2-Etude géomorphologique :

1.2.1-Relief :

La plaine de Collo apparait comme un fossé d’effondrement limitée au Sud-Est par une
scarpement de failles tectoniques. Au Nord-Ouest par un alignement de domes éruptifs
dégagés dans les marnes miocenes, redressés de 50 a 60 faces a la faille qui les borde. Au
Sud-Ouest, la plaine de Collo se termine contre une série de Koudiets plus ou moins
importante.

Trois types de buttes peuvent €tre distingués, une premicre série dépasse les 2000m
(koudtiet Badis 285m), et délimite verticalement I’espace dans lequel est installée la plaine,
une deuxieme série de buttes atteint les 150-180m (koudiet Zrikaiyal83m), enfin un
troisieme ensemble plus en avant avec des altitudes modestes (koudiet Dar Said).

Le modele de ces buttes est directement guidé par la lithologie, ainsi trois types peuvent étre
distingués. Le premier type a sommet plat et bords escarpés est représenté uniquement par
lakoudiet Zrikaiya, un deuxieme type est représenté par des buttes au versant au profil raide
et rigide, comme koudiet Dar Said, le troisieme type caractérise des collines généralement
de faible altitude et aux formes molles comme koudiet El koubba.

Au centre de la plaine (koudiet Tellezza 191m) apparait comme un horst de gneiss du socle

kabyleen avant de 1’escarpement de la faille de (koudiet Draa Boudis 219 m). [6]
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CHAPITRE I: ETUDE CLIMATIQUE ET GEOGRAPHIQUE DE LA ZONE D’ETUDE

1.2.2- Climatologie :

Le climat joue un role fondamental dans la distribution et la vie des étres vivants [7], Les
facteurs écologiques, en particulier ceux en rapport avec les climats, n’agissent jamais de
facon isolée, mais simultanément, parmi ces facteurs, nous avons des facteurs énergétiques
(lumiere et température), des facteurs hydrologiques (précipitations et hygrométrie) et des
facteurs mécaniques (vent et enneigement). [8]

Le climat de la Wilaya de Skikda appartient au régime méditerranéen tel qu'il est défini par
REMENIERAS [9], Le climat méditerranéen est caractéris€é par une saison froide
relativement tempérée durant laquelle les perturbations cycloniques apportent des pluies
souvent substantielles surtout sur les reliefs, suivie d’une période seche et atmosphere
calme.

La Wilaya appartient aux domaines bioclimatiques humides et subhumides. Il est a variante
douce et tempérée au niveau du littoral et froid a I’intérieur.

L’étage humide couvre la zone occidentale montagneuse ainsi que les sommets a I’Est et au
Sud. Le domaine subhumide prévaut sur les 4/5¢me du territoire de la wilaya avec une
pluviométrie comprise entre 1000 et 1500 mm/an.

Sous I’influence maritime. Les températures sont douces en hiver (11°c en Janvier) et
chaude en été (24°c en Aout), sur le littoral ou les amplitudes thermiques sont faibles. Elles
sont moins douces en hiver (9°c) et plus chaudes en été (27°c) au niveau du territoire

intérieur ou les amplitudes sont plus marquées. [10]

1.2.3-Les températures :

La température est I’un des facteurs majeurs de la répartition des étres vivants [11] Elle a
une action majeure sur leur fonctionnement [12]

Les valeurs mensuelles des températures maximales, minimales et les températures
moyennes enregistrées dans la région de Skikda, durant une période de 29ans (1981-2010)

sont représentées dans le (Tab. let Fig. 3)
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CHAPITRE I: ETUDE CLIMATIQUE ET GEOGRAPHIQUE DE LA ZONE D’ETUDE

Mos (3 |F (M A (M ] |7 |A |S |0 [N |D |Am
M 164 (168 [190 [207 236 (266|294 300 | 278|257 (213 | 175|229
m §8 92 100 | 1310160 190222230 [ 204 178|133 [ 101|133
(Mem)2 | 126 | 130 | 151 169197 [228|258|265 | 41| 207|173 | 138|191

M : maxima moyen, m : minima moyen, (M+m)/2

Tableau 01: Températures mensuelles minimales, maximales et moyennes exprimées en
degrés Celsius (° C) dans la région de Skikda (1981-2010) [10]

Temperatures a Skikda
Période 1981-2010
o
: 50
L]
=
H
¢ L
& e il —— - 4
> - —% % =
e - - — e T
. — —— gy 3
=7 — 1
T T T T T T T T T T T
Janvier Fewmer Mars Al "al Jumn Jllet Agut  Septembre QOctobre  Novembre Decembre
= Temperature minimale =& Température maximale - Temperature moyenne
=

-43

(3. ) saargeiachus §

Figure 03:Variation de la température moyenne mensuelle de la région de Skikda

(1981-2010) [10]

La région de Skikda est caractérisée par un climat chaud en été et frais en hiver. Les hautes
valeurs estivales (températures) sont celles de Juillet et d’Aout avec respectivement 29.4°C

et 30.1°C, par contre les basses valeurs d’hiver sont celles de Janvier et de Février

respectivement avec 8.8°C et 9.2°C.
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CHAPITRE I: ETUDE CLIMATIQUE ET GEOGRAPHIQUE DE LA ZONE D’ETUDE

I.2.3.1-Le quotient pluviothermique d’EMBERGER :

EMBERGER a proposé un indice appelé quotient pluviothermique (Q) spécifique au climat
méditerranéen :

Q2=2000* P/ (M2 - m2)

P : pluviométrie moyenne annuelle (mm).

M : température maximale moyenne annuelle en degrés absolus (°K).

m : température minimale moyenne annuelle en degrés absolus (°K) [13].

STEWART (12)a montré que le quotient pluviothermique ’EMBERGER [13] pouvait &tre

simplifié pour le Maghreb pour s’écrire :

Q3=3,43*P/(M-m)
Pour la région de Skikda : Q3 =3,43%710,2/ (30.1 - 8.8)
Q3=2435.986/21.3
Q3=114.36

Le quotient pluviothermique d’EMBERGER [11], classe la région de Skikda dans le climat

méditerranéen a étage bioclimatique subhumide a hiver chaud (Fig. 7).
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CHAPITRE I: ETUDE CLIMATIQUE ET GEOGRAPHIQUE DE LA ZONE D’ETUDE

g

i Sub-humide !

. Semi-aride |

Aride
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| | l i
+8° +9° +10° +11°
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Figure 04 : Position de la région de Skikda dans le climagramme d’EMBERGER
(1981-2010)

1.2.4- Les précipitations :

La pluviométrie constitue un facteur écologique d’importance fondamentale [8]

Ainsi, elle exerce une influence sur la vitesse de développement des animaux, sur leur
longévité et sur leur fécondité, car 1I’eau est indéniablement I’un des facteurs écologiques les
plus importants [14], Les valeurs mensuelles des précipitations sen registrées dans la région
de Skikda, durant une période de 29 ans (1981-2010) sont représentées dans le (Tab 2 et
Fig.05).
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CHAPITRE I: ETUDE CLIMATIQUE ET GEOGRAPHIQUE DE LA ZONE D’ETUDE

Mos (T |F (M (A M T |T |A|S |0 [N |[D |Annee

Pluses | 111.5( 864 | 594 (492 362|203 (83 164|468 [592]923 124017102
(mm)

Tableau 02 : Moyennes mensuelles des précipitations en (mm) dans la région de Skikda
(1981-2010) [10]

Précipitations a Skikda

Période 1981-2010

1507 [ 1,200

1257 1,000

.
Ball |
Ll

Precipitations mensuelles (mm)

T T T T T T T T T T { lpm 0
Janvier Feriet Mars Avril Mai Juin Juillet Aout  Septembre Octobre  Novembre Decembre

Figure 05 : Variation de la moyenne mensuelle des précipitations (P) de la région de Skikda
(1981-2010) [10]

Les pluies représentent un apport treés important en eau, la quantité moyenne de pluie
annuelle recue par la région de Skikda est de 710.2 mm soit une moyenne mensuelle de
59.18 mm, cette quantité est appréciable vu que la région est considérée comme 1’une des

plus arrosées du pays.

1.2.5- Les vents :

Il exerce une grande influence sur les étres vivants [7], Les fréquences et directions des
vents enregistrés pour la région de Skikda pour I’année 2013 sont données dans le tableau

suivant :
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CHAPITRE I: ETUDE CLIMATIQUE ET GEOGRAPHIQUE DE LA ZONE D’ETUDE

Direction | N NE E SE S SW W NW
7h 25 06 04 08 14 05 16 22
13h 20 06 03 07 15 05 17 21
18h 29 05 03 05 13 04 17 24

Tableau 03 : Les fréquences des vents enregistrés dans la région de Skikda

[15]

La direction dominante des vents au niveau de la station de la région de Skikda durant toutes

les périodes de la journée est celle du Nord avec une Direction secondaire Nord-Ouest.
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II .1-Classification botanique de Myrtus communis :

II .1.1-Caractéristiques de la famille des Myrtacées d’origine tropicale :

La famille des Myrtaceae est la huitieme plus grande famille de plantes a fleurs, en comptant
plus de 140 genres et environ 5 600 especes. La classification APGIII [16] et les travaux
récents de Soltis et al. [17] classent la famille des Myrtaceae au sein des clades suivants: les
Angiospermes, les Eudicotyledoneae, les Rosidae, les Malvidae et enfin ’ordre des
Myrtales. Les Myrtaceae sont économiquement de premiere importance pour les industries

pharmaceutiques, agroalimentaires ou cosmétiques, sans compter les nombreux composés

potentiellement bioactifs qu’il reste a analyser et valoriser.

I1 .1.2-Position systématique :

On peut définir la famille des Myrtacées du point de vue botanique selon les divisions

suivantes : [18].

Tableau 04 : la famille des Myrtacées

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

II .1.3-Intérét biologique de la famille Myrtacées :

Beaucoup d’especes de cette famille possedent des propriétés thérapeutiques et sont utilisées
en médecine traditionnelle. Dans le tableau suivant quelques exemples d’especes dont les

propriétés susdites ont été vérifiés et confirmées suite a différents travaux.
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Espéce Activités biologiques Références

Cleistocalvx operculatus anti-inflammatoire 49
antiseptique
anti-oxydante l48l
antimicrobienne
cytotoxique 138l
anti-tumorale
Melaleuca squarrosa anti-oxydante 1471
Leptospermum polvgalifolium antimicrobicnne K2]
Psidium guajava anti-oxydante 1521
anti-hypertensive
anti-diarrhique
antinociceptive
antidiabétique

anti-allergique
anti-tumorale
anti-inflammatoire

cytotoxique
antispasmodique
antigenotoxique
Syzygium samarangense cytotoxique el
anti-oxydante
Eucalvptus saligna antibactérienne 139)
Eucalyptus rostrata anti-oxydante 41
Eugenia jambos antipyrétique 144]
anti-inflammatoire
anti-tumorale
Eugenia jambolana antidiabétique B7
anti-lipidémique
Leptospermum scoparium antimicrobienne Ks)
Myritus communis antidiabétique 1361
anti-oxydante 138l
antimicrobicnne
anti-mutagénique 1401
Svzygium aromaticum anti-hypertensive K3l
anti-oxydante I54]
antifongique 151]
antidiabétique 150]

Tableau 05: Activités biologiques de certaines especes de la famille des Myrtacées.
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I1.2. Monographie de la plante (Myrtus communis L) :

Figure 06 : Myrtus communis L

II .2.1-Historique :

Le myrte commun (Myrtus communis L.) est une plante annuelle qui a été utilisée a des fins
médicinales et alimentaires. Dans la médecine traditionnelle, les feuilles et les fruits ont été
utilis€és comme agent antiseptique et pour la cicatrisation des plaies ainsi que dans le

traitement des maladies urinaires. [19]
IT .2.2-Description botanique :

C'est un arbuste sempervirent de 1 a 3 metres de haut, a tiges tres ramifiées, des la base; ses
buissons touffus et aromatiques portent des feuilles ovales lancéolées, luisantes, coriaces,
opposées, par deux ou quelquefois par trois ; fleurs blanches solitaires a l'aisselle des
feuilles, axillaires, périanthe a cinq sépales et cinq pétales; nombreuses étamines et un style

saillant ; baies bleu-noir, couronnées par le calice persistant. [20]
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Figure 07 : Fleur

Figure 08 : Les feuilles Figure 09 : Les tiges

Figure 10: Les fruits

II .2.3- Localisation :

II .2.3.1-Dans le monde :

Le myrte est un représentant typique de la flore méditerranéenne, qui pousse dans les foréts
du pin et dans plusieurs régions situées a 600 m d’altitude [21], et ca distribution
géographique d’apres [22], Il pousse sauvagement dans les régions cdtieres, les collines

internes et les zones forestieres du Nord de la Tunisie [23], En Turquie, le myrte se trouve
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dans les foréts de pins et des rives, en particulier dans les montagnes du Taurus, juste au-

dessus de 500-600 m d’altitude. [24]

I .2.3.2-En Algérie :

L’espece Myrtus communis L. est présente au Tell, sur les pentes des collines et sur les
zones cotieres, parfois dans des zones reculées. L'espece du désert, Myrtus nivellei L. se
trouve couramment dans le Hoggar et le Tassili. Ses feuilles sont tres appréciées par les

Touaregs en tant que médicament a base de plantes. [20]

IT .2.4- Répartition géographique :

Myrtus communis L. est une plante arbustive pousse sur le long du périmetre méditerranéen

7~ i 7 o
o e Ny
- o "’,"?’
~ S 2 - ' \ ..\.jf.-l e
| - -~ - ._1' \ & = "._~ vy \/‘
‘ R ’ \ o ."=V= “I
- - l
— ‘
' e 4 J
-~ -

Figure 11 : Distribution géographique de I’espece Myrtus communis L. dans le monde [22]

Myrtus communis L. est une plante arbustive pousse sur le long du périmetre méditerranéen
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Figure 12:Résultats synthétiques issus des approches de paléobotanique, génétique et

modélisation bioclimatique conduites sur le modele Myrte commun (Myrtacée) [25]

IT .2.5- Exigences du sol et conditions climatiques :

I1 .2.5.1- Caractéristiques du sol :

Toute terre raisonnablement riche en nutriments réussit au Myrtus communis L,tant qu’elle
est bien drainée. Pour son sol, le myrte supporte des pH neutres et alcalins mais [26]
montrent que le myrte a une meilleure survie a pH <5. Myrtus communis Lne supporte pas
les sols humides. En 2013, [27] démontrent a nouveau la résistance au stress hydrique du
myrte. Cette résistance va varier avec 1’origine du myrte, en effet le myrte prélevé en France
est moins résistant au stress hydrique que celui du Maroc et de Tunisie. En 2006 [28].
montrent une certaine tolérance au sel du myrte sans le considérer comme halophile,
expliquent cette tolérance par un mécanisme qu’ils nomment « sel-exclusion ». Il consiste a
séquestrer les ions potentiellement toxiques pour la plante dans des organes moins sensibles

comme la tige et les feuilles mortes.
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II .2.5.2- Caractéristiques climatiques :

Myrtus communis L a besoin de beaucoup de lumiere. Il ne supporte que tres peu d’ombre.
En revanche c’est une plante qui s’acclimate facilement aux températures élevées et

supporte des températures minimales allant de -5 a -10°C.

caractéristiques climatiques

- ombre lumiére
C Lumiére ) i 3 i : { 3 R — 3
sec humide
IS B 3 1
(Humndle Atmosphérique ) : ¥ i . t b : $ i
froid chaud
( Temperature ) i - 4 : { b ; $
marin continental
( Continentalité ) — = : { 1 3 i i
caractéristigques du sol
acide basique
(  Reaction (pH) ) 3 3 o = E : :
sec " humide
( Humidité ) : + . § ' 3 : = :
argile rochers
( Texture ) i ¥ @ i 3 ¥ + §
pauvre riche
C Nutriments ) i : : g QY . : i
= non-tolérant trés tolérant
( Salinite ) 3 § 3 ] 3 § § i

pauvre riche

CMatiére Organique ) e .

"
L

: 4 *

Figure 13 : Les conditions de la culture de Myrtus communis L [55]
II .2.6- Position systématique :

Myrtus communis est classé selon Guignard [29]
Régne : Végétal

Division : Magnoliphyta

Classe : Magnolipsida

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Myrtus
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Espéce : Myrtus communis L.

Le myrte commun est connu sous différentes dénominations selon les pays [30] :
Francais : Myrte commun

Anglais : Common myrtle, Greek myrtle, myrtle, sweet myrtle.

Arabe : arrayan, A’as, rihan )

Berbeére : Tarihant. Corse: morta, mortula

Espagnol : arrayan, mirto, mortella, mortin.

IT .2.7- Classification phylogénétique :

Nous allons nous référer a la classification APG, qui est une classification botanique des
Angiospermes (Angiosperm Phylogeny web site) elle est basée sur des études moléculaires.
Des séquences de fragments d’ADN sont comparées permettant de mettre en évidence des
parentés génétiques. La plus récente des classifications établies par le groupe Angiosperms
Phylogeny Group est la classification APG III datant de 2009, Cette récente classification

est basée sur deux geénes chloroplastiques et un géne nucléaire de ribosome. [31]

Embranchement Spermatophytes

Sous embranchement Anglospermes

Clade Dicotylédones vraies
Clade Eudicotylédones supérieurs
Clade Rosidées

Clade Eurosidées 11 ou Malvidées
Ordre Myrtales

Famille Myrtacées

Genre Myvrius

Espéce Myrius communis L

Tableau 06 : classification phylogénétique de Myrtus Communis L. [31]
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II .2.8- Utilisation :

II .2.8.1-Utilisations traditionnelles et indications :

Le myrte commun occupe une place importante dans I’histoire, il était réputé pour son
action antiseptique. Hippocrate (médecin grec, vers 377 av. J.C.) utilisait ses baies contre les
métrorragies. Dioscoride et Pline (médecins latins du ler siecle ap. JC) indiquaient de
nombreuses applications médicales. Ainsi, les feuilles écrasées s’appliquaient sur les
ulceres. La poudre de feuilles est utilisée pour préparer, un cérat contre les panaris et les
maladies des ongles, et administrée contre les pertes séminales et les sueurs cardiaques. Les
fleurs sont utilisées pour faire noircir les cheveux. Les fruits verts ou desséchés
s’employaient contre les hémorragies; bouillis dans le vin comme vulnéraire et astringent

externe. Le suc des baies était utilis€é comme stomachique et diurétique.
Les graines sont employées contre les affections osseuses. [32]

En Algérie, les feuilles de Myrtus communis L. sont utilisées comme remede contre les
affections des voies respiratoires. Les préparations a base de plantes sont préconisées contre
les bronchites, les sinusites, les otites, les diarrhées et les hémorroides. Les fruits constituent
un remede contre la dysenterie, I’entérite et les hémorragies [33]. Le myrte est connu en

Algérie pour ses propriétés anti-inflammatoires et hypoglycémiantes. [34]

1I .2.8.2- Utilisation industrielle :

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

produits alimentaires tels que patés, bieres, etc.... aromatisés au myrte. [35]
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CHAPITRE 111 : LES METHODES D’EXTRACTION ETD’IDENTIFICATION

IIT -Méthodes d'extraction :

Plusieurs méthodes sont connues pour extraire les essences aromatiques des végétaux Les
principales méthodes d'extraction sont basées sur Il'entrainement a la vapeur d'eau,
I'expression, la solubilité et la volatilité.

Chacune d'elles donne une image différente de la composition de l'ardbme du produit.
L'extrait volatil obtenu n'est jamais identique au mélange de constituants initialement
présent dans les organes sécréteurs du végétal. Au mieux, il s'en rapproche.

De nos jours, il n'existe pas de méthode présentant le méme degré d'efficacité a I'égard d'une
part de molécules tres volatiles ou peu polaires et d'autre part de molécules peu volatiles ou
tres polaires. [56]

Le choix de la méthode la mieux adaptée a l'extraction des ardmes d'un végétal se fait en
fonction de la nature de la matiere végétale a traiter, des caractéristiques physico-chimiques
de l'essence a extraire, de 1'usage de I'extrait, de maniere a pouvoir minimiser les distorsions

inévitables entre l'extrait et I'ardbme du départ au cours de I'extraction.

I1I .1- Extraction par les solvants :

Elles sont basées sur le fait que les essences aromatiques sont solubles dans la plupart des
solvants organiques. L'extraction se fait dans des extracteurs de construction variée, en
continu, semi-continu ou en discontinu.

Le procédé consiste a épuiser le matériel végétal par un solvant a bas point d'ébullition qui
sera ensuite éliminé par distillation sous pression réduite. L'évaporation du solvant donne la
concrete: mélange odorant de consistance pateuse. L'extraction de la concrete avec 1'alcool
conduit a 1'absolue.

Le choix du solvant est effectué en tenant compte des parametres techniques, économiques
et des propriétés physico-chimiques des solvants, telles que : la température d'ébullition, la
constante diélectrique, la miscibilité avec d'autres solvants, etc.

- La constante diélectrique est une bonne indication de la polarité du solvant.

- Le point d'ébullition ne devra pas €tre trop €levé pour faciliter I'élimination ultérieure a
pression réduite tout en réduisant les pertes en ardmes a leur minimum.

- Le pouvoir solvant: chaque solvant n'a pas la méme affinité vis -a vis de chacun des
composés organiques participant a l'arbme. La conséquence est que le pourcentage de
récupération de chacun des éléments du mélange et la qualité de 1'extrait aromatique obtenu

seront variables et fonction du type de solvant utilisé [56].
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D'autres criteres comme la stabilité, I'inertie chimique, la sécurité de manipulation (Atoxicité
ininflammabilité), etc., du solvant sont aussi importants. Les solvants les plus utilisés sont
les hydrocarbures aliphatiques (éther de pétrole, hexane, pentane, butane liquide, etc.), les
solvants halogénés (dérivés chlorés et fluorés du méthane et de 1'éthane).

L'extraction par les solvants est trés coliteuse a cause du prix de 'équipement et de la grande
consommation des solvants. Un autre inconvénient majeur de l'extraction par les solvants est
leur manque de sélectivité de ce fait, de nombreuses substances lipophiles peuvent se
retrouver dans les concretes (huiles fixes, phospholipides, caroténoides, cires, coumarines,

etc.) et imposer une purification ultérieure. [S8]

Et d’autre méthode par exemple :
- Extraction par enfleurage
- Extraction par CO2 liquide [59]

- Extraction par expression
111 .2-Extraction par la séparation des principes actifs :

Les principes actifs d'une plante médicinale sont des agents chimiques capables d'une
activité. La présence des ces composants souvent en quantité extrémement faible dans la

plante impose des séparations, généralement, délicates.

La décoction, I'infusion et la macération sont les méthodes de sé€paration les tres utilisées
pour I’extraction globale des principes actifs et qui sont suivies par des série de séparation

chromatographique pour atteindre une matiere pure d’un principe actifs.
III .2.1- Décoction :

La décoction est une méthode d'extraction des principes actifs d'une préparation
généralement végétale par dissolution dans un solvant approprié (généralement 1’eau), ce qui

suppose que ces substances ne soient pas thermolabiles.

Elle s'applique généralement aux parties les plus dures des plantes : racines, graines, écorce,
bois. La décoction est utilisée en herboristerie, en teinture, en brasserie et en cuisine. Le
terme désigne également les préparations obtenues par cette méthode, généralement des
tisanes. La décoction consiste a chauffer 1'élément avec de l'eau, jusqu’a ce que cette

derniere soit bouillante, pour en extraire les principes actifs.
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Pour réaliser une décoction, on prépare les parties de plantes recherchées, coupées et

fractionnées si nécessaire, et on les place dans un récipient rempli d'eau.

N

Le tout est porté¢ a ébullition et maintenu a température pendant un temps variable,
généralement entre deux et quinze minutes. A la fin, on laisse tiédir et on filtre le liquide a
l'aide d'une passoire avant de l'utiliser. La décoction ne doit pas étre confondue avec

l'infusion ni avec la macération.

La décoction permet une extraction des principes actifs plus complete que l'infusion mais ne
s'applique pas partout, la température modifiant ou dégradant certains principes. La

décoction dure en moyenne quelques minutes. [S7]
III .2.2- Infusion :

L’infusion est une méthode d'extraction des principes actifs ou des ardmes d'un végétal par
dissolution dans un liquide initialement bouillant que 1'on laisse refroidir. Le terme désigne
aussi les boissons préparées par cette méthode, comme les tisanes, le thé par exemple. Le
solvant n'est pas nécessairement de 1'eau, cela peut étre également une huile ou un alcool.

[57]
111 .2.3- Macération :

La macération consiste a laisser tremper une plante seche dans un solvant approprié pendant
plusieurs heures, jours, voire semaines. L'intérét de la macération est généralement la

conservation des principes actifs durant le procédé. [S7]

I1I .3-Les méthodes analytiques :
I1I .3.1-Historique :

C’est en 1906 que le terme de chromatographie (du grec kroma, couleur et graphein,écrire)
est apparu suite a I’expérience du botaniste russe Mikhail Semenovitch Tswett qui sépara les
pigments végétaux colorés d’épinard sur une colonne remplie de carbonate de calcium et
d’alumine a 1’aide d’éther de pétrole.[60] Il a alors observé la formation de bandes de
couleurs différentes (vert, orange, jaune...) sur la colonne. Il a également défini les termes :
chromatogramme, élution et rétention.

En 1931, Khun et Lederer utilisent la méthode de Tswett, pratiquement oubliée, pour

réaliser une séparation préparative des carotenes et des xanthophylles qui marque la
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redécouverte de la chromatographie, qui se développe ensuite rapidement grace aux travaux
de Brockmann, Karrer, Winterstein et Zechmeister. [61],[62].

En 1941, Martin et Synge développent la pratique et la théorie de la chromatographie,[63],
ils sont récompensés en 1952 par le Prix Nobel de Chimie pour leurs travaux sur la
chromatographie de partage sur gel de silice.

Les techniques chromatographiques telles qu’on les connait aujourd’hui ont été

développées en 1952 pour la chromatographie en phase gazeuse par Martin et James,[64] et
en 1967 pour la chromatographie liquide haute pression, qui s’appellera ensuite
chromatographie liquide a haute performance (HPLC), avec les travaux de Huber et
Huzsman. [65]

Depuis la mise en place de ces techniques séparatives, les colonnes utilisées n’ont cessé
d’évoluer : la premiere séparation chirale sur une colonne HPLC a été rapportée en 1979 ; la
taille des particules des colonnes HPLC ne cesse de diminuer pour en accroitre les
performances [66].

III .3.2. Principes :

III .3.2.1-Principe général de la chromatographie :

La chromatographie est une technique analytique qui permet la séparation des constituants
d'un mélange en phase homogene liquide ou gazeuse. Le principe repose sur 1'équilibre de
concentrations des composés présents entre deux phases en contact : la phase stationnaire
(emprisonnée dans la colonne) et la phase mobile qui se déplace.

La séparation est basée sur l'entralnement différentiel des constituants présents dans la
colonne. Ces derniers la parcourent avec des temps proportionnels a leurs propriétés
intrinseéques (taille, structure...) ou a leur affinité avec la phase stationnaire (polarité...). A
leur arrivée en bout de colonne, le détecteur mesure en continu la quantité de chacun des
constituants du mélange.[67]

La chromatographie peut étre analytique ou préparative. Dans le cas de la chromatographie
analytique, 1’objectif est d’identifier des solutés qualitativement et/ou quantitativement. Pour
cela, on associe la chromatographie a d’autres techniques analytiques chimiques ou physico-
chimiques (la spectrométrie de masse dans notre cas) : c’est le couplage.

La chromatographie préparatrice est utilisée lorsque 1’on désire purifier un produit, soit a
I’issue d’une synthese, soit dans le but d’utiliser d’autres techniques analytiques, comme la
RMN par exemple. Il existe deux grands types de chromatographie, en fonction de la phase

mobile utilisée :
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la chromatographie en phase gazeuse (GC) et la chromatographie en phase liquide (LC), qui
regroupe la chromatographie sur colonne a pression atmosphérique, ou sous pression
(communément nommée HPLC pour High Performance Liquid Chromatography), la
chromatographie d’échange d’ions, d’exclusion stérique ou encore la chromatographie sur

couche mince.[68]

IIT .3.2.2 - Objectif d’une méthode chromatographique :

Lorsqu’il développe une méthode, I’objectif du chromatographiste est triple :Obtenir des
pics chromatographiques les plus fins possible (grande efficacité), les mieux séparés
possibles (bonne résolution), en un temps d’analyse minimum. La notion de résolution est
directement liée a celles d’efficacité et de séparation. De I’efficacité de la colonne dépend la

dispersion de 1’ensemble des molécules d’un soluté autour de son temps de rétention :
Meilleure est I’efficacité et plus fins sont les pics chromatographiques.
La qualité de la séparation dépend également des rétentions relatives des différents

Analytes en mélange. La résolution augmente [69]

III .3.3-Chromatographie en phase gazeuse :

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique tres répandue, dont les
premieres applications sont maintenant vieilles de plus de 60 ans. Son développement qui
n’a cessé depuis, est dii a son extréme sensibilité, a sa polyvalence, a la rapidité de mise au
point des analyses nouvelles et aux possibilités d’automatisation, qui augmentent encore

plus son intérét.

La séparation sur la colonne se faisant sur des composés qui doivent étre a I’état gazeux,
I’analyse des liquides ou solides impose de pouvoir les transformer a 1’état de vapeur par
chauffage. C’est sans doute la principale contrainte a laquelle il faut penser avant de choisir
cette technique, puisqu’elle limite son emploi a 1’étude des composés moléculaires

thermostables et suffisamment volatils.

La tres grande sensibilité des détecteurs permet de déceler des quantités de 1’ordre du pico
gramme pour certains composés. Les applications sont tres nombreuses dans tous les

domaines et les développements de la chromatographie gazeuse a grande vitesse ou

multidimensionnelle rendent cette technique toujours plus attractive. [70]
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I11.3.3.1-Principe d’une installation de CPG :

Un appareil de CPG réunit dans un bati unique, outre les trois modules classiques, injecteur,
colonne et détecteur, un four thermostaté qui permet de porter, si nécessaire, la colonne a
une température ¢levée (fig. 1). La phase mobile qui entraine 1’échantillon dans la colonne
est un gaz, appelé gaz vecteur. Les débits, contrdlés avec précision, permettent une grande

répétabilité des temps de rétention.

L’analyse débute a I’instant ou on introduit une tres petite quantité de 1’échantillon, sous
forme liquide ou gazeuse, dans ’injecteur, qui a la double fonction de le porter a 1’état de
vapeur et de I’amener dans le flux gazeux en téte de la colonne. Celle-ci se présente comme
un tube de faible section enroulé sur lui-méme, de 1 a plus de 100 m de longueur suivant les

cas et contenant la phase stationnaire.

Cette colonne est placée dans une enceinte a température régulée. Elle peut servir a des
milliers d’injections successives. La phase gazeuse qui a traversé la colonne passe dans un
détecteur avant de sortir a ’air libre. Certains modeles de chromatographes ont une
alimentation autonome ainsi qu’une taille réduite pour faciliter ’emploi en milieu extérieur,

sur le terrain

En CPG il y a quatre parametres opérationnels pour une phase stationnaire donnée : L,
longueur de la colonne et u, vitesse de la phase mobile (qui conditionnent N), T température
de la colonne et b rapport de phase (qui conditionnent k). Les réglages du chromatographe

permettent d’agir sur T et sur u, donc sur I’efficacité et sur les facteurs de rétention. [70]
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Figure 14 : Une installation de CPG. Un chromatographe commercial, le modele 6890 de la
société Agilent Technlogies. L’instrument représenté comporte €également un porte-
échantillons et un injecteur automatique. Schéma fonctionnel d’un appareil de CPG.

Chromatogramme d’un mélange de cétones [70]

I11.3.4-Chromatographie sur couche mince :
La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique analytique rapide, simple

et peu couteuse. Elle repose principalement sur des phénomenes d'adsorption.
Les principaux éléments d'une séparation chromatographique sur couche mince sont :

* La cuve chromatographique : un récipient habituellement en verre, de forme variable,

fermé par un couvercle étanche.
* La phase stationnaire

» L'échantillon :
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+ L'éluant : un solvant pur ou un mélange : il migre lentement le long de la plaque en

entratnant les composants de 1'échantillon. [71]

Le rapport frontal (Rf) est déterminé pour chaque constituant comme suit :
Rf=d/D

d : Distance parcourue par le constituant

D : Distance parcourue par le front de 1’éluant Le Rf est caractéristique d’une substance

donnée pour un éluant déterminé sur un support « phase stationnaire » donné.
Le Rf est le méme, que le constituant soit pur ou dans un mélange.

Le Rf ne dépend pas de la concentration du constituant dans le mélange [72]

C i
Couercle »

BN e

. Frant du solvant
Elutian «—
Papier fitre —* '

Colorant

<

Ligne de dépot ' ’ N

Figure 15 : une expérience de chromatographie [73]

I11.3.5 -La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) :

Parmi les techniques chromatographiques dont la phase mobile est un liquide, la
chromatographie liquide haute performance (CLHP) est la plus connue. Son champ
d’application recouvre une grande partie du domaine de la chromatographie en phase
gazeuse auquel s’ajoute celui de I’analyse des composés thermosensibles ou de masses
moléculaires a la fois treés grandes et méme polaires. Son succes est dii a la possibilité d’agir

de maniere tres précise sur la sélectivité entre les composés par le choix de la colonne et de
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la composition de 1’éluant, c’est-a-dire en exploitant les interactions soluté/phase

mobile/phase stationnaire.

L’efficacité des colonnes est moindre qu’en CPG, mais 1’utilisation de phases chirales ou
des nouvelles phases stationnaires opérant suivant plusieurs modes, les techniques par
appariement d’ions ainsi que d’interaction hydrophobe accroissent encore plus les
possibilités de la CLHP. Enfin la miniaturisation de la technique (nano chromatographie) a

facilité son association avec la spectrométrie de masse. [70]

III .3.5.1- Principe de la HPLC :
Les composés a séparer (solutés) sont mis en solution d’abord, puis elle sera introduite dans

la phase mobile liquide (€luant).

Grace a la répartition sélective des solutés entre la phase mobile et la phase stationnaire,
chaque soluté est donc soumis a une force de rétention exercée par la phase stationnaire, et
une force de mobilité due a la phase mobile. Suivant la nature des molécules, elles
interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé colonne

chromatographique.

La phase mobile, poussée par une pompe sous forte pression, parcourt le systeme
chromatographique. Le mélange a analyser est injecté puis transporté a travers le systeme
chromatographique. Les composés en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre
la phase mobile et la phase stationnaire. En sortie de colonne, grace a un détecteur approprié,
les différents solutés sont représentés par des pics. L’ensemble des pics enregistrés est

appelé chromatogramme. [74]

Le mécanisme de la séparation chromatographique s’explique par les différences de
répartition des molécules des composés d’un mélange entre deux phases non-miscibles :

I’une mobile et ’autre stationnaire. Ce principe est traduit par le schéma suivant :
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: Systeme
Reésevoir de solvamt d'integration et
Indicateur de d'impression

pression et debit

Systeme d'injection
Pompe
Deétecteur

Colonne

p

Figure 16 : Principe de fonctionnement d’une chaine HPLC [75]
IT1.4- Activités biologiques des composés phénoliques :

Généralement les composés phénoliques utilisés contre les bactéries et les fongiques, ils sont
appelés composés antibactériens et antifongiques comme acides phénols (cinnamiques et

benzoiques). [76]

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité vis-
a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut €tre lié a l'inhibition des
enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour
inactiver les adhesines microbiennes, les protéines de transport et de I'enveloppe cellulaire.

[77]

Les composés phénoliques (acides phénols, flavonoides et tannins) ont une grande affinité
pour les ions divalents de métaux lourds initiateurs d’oxydation. Ils sont, de plus, capables
de capturer des radicaux libres. Ils ont donc un rdle antioxydant et anti radicalaire. Certains
flavonoides inhibent la syntheése des prostaglandines. Cette action leur confere une activité
anti-inflammatoire, ils seront donc particulierement appréciés pour une action préventive

contre le vieillissement de la peau. [78]

Les tannins provoquent une réaction générale avec toutes les protéines. [79]
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II1.4.1- L’activité antibactérienne :

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antibactérienne en milieu
solide (MHA) dans des boites de pétrie, apres un certain temps de contacte entre le produit
et les microorganismes cible. L’effet du produit antibactérien sur la cible est apprécié par la
mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du diametre d’inhibition. [80]

L’évaluation de ’activité antibactérienne de notre extrait (décocté et infusé), ont été faite sur
5 souches bactériennes.

Les microorganismes testés sont:

-Staphylococcus aureus ATCC 25923
-Enterococcus Faecalis ATCC 29212
-Salmonella (souche de laboratoire)
-Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

-Escherichia coli ATCC 25922
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I.1. Matériel végétal :

I.1. 1. Le moment de récolte :

Les échantillons ont été récoltés dans la région de Collo wilaya de Skikda en Avril.

Figure 17 : La plante Myrtus communis L.

I.1. 2. Le séchage :

Pour assurer une bonne conservation, afin de favoriser I’inhibition de toute activité
enzymatique, d’éviter la dégradation de certains constituants, on a séché la plante a 1’air libre,
a I’abri de la lumiere pendant quelques semaines. Le matériel végétal (feuilles)a été découpé

en petits morceaux avant son utilisation.

Et broyé finement petite quantité a 1’aide d’un broyeur jusqu’a 1’obtention d’une poudre
végétale, pour 1’utilisation dans la partie de 1’identification et de recherche de coumarine, et

quinone cette derniere est conservé a température ambiante.
Les conditions de récolte et conservation :

La conservation des substances actives est plus élevée dans les plantes jeunes que les plantes
adultes.

Récolter uniquement les belles saines plantes.

Eviter le sac en plastique qui avec la vapeur d'eau émise par les plantes permettraient la
prolifération de champignons.

Il est préférable de stocker les plantes dans un endroit a une température et une humidité

relativement constantes.
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I .2-L’étude phytochimique :

Pour la caractérisation des constituants phytochimiques, nous avons travaillé sur deux
différents extraits : le décocté lyophilisé et I’extrait infusé lyophilisé. La lyophilisation est une
opération de séchage a basse température qui consiste a éliminer, par sublimation, la majeure

partie de I’eau contenue dans un produit.

1.2.1- Extraction :

[.2.1.1- Extraction par Décoction (10%) :
50 grammes de feuilles ont été mis dans 500 ml d’eau distillée et I’ensemble a été porté a

ébullition pendant 15 min ; apres refroidissement, le décocté a été filtré sur papier filtre 2 fois

et lyophilisé sous forme d’une poudre.

Figure 18 : Les étapes de préparation de la décoction (10%) [81]
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I .2.1.2-Extraction par L’infusion :

50 grammes de feuilles ont été mis a infuser avec 500 ml d’eau distillée chaude et, I’infusé a

été filtré sur papier filtre 2 fois et lyophilisé sous forme d’une poudre.

Figure 19 : Les étapes de préparation de 1’infusion (10%) [81]
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I.2.2-Calcule du rendement :

Le rendement est exprimé en pourcentage % selon le rapport entre la masse d’extrait obtenu et

la masse de la matiere végétale seche utilisée.

11 est exprimé en pourcentage % par la relation suivante :
R (%) = (ME / MMS).100

R (%) : le rendement d’extrait en pourcentage.

ME : la masse d’extrait obtenue en gramme.

MMS : la masse de la matiere végétale (matiere seche) en gramme.

I .3-Le screening phytochimique :

Est une technique qui permet d’identifier les substances chimiques et différentes familles
chimiques par analyse qualitative basées sur des réactions de colorations et/ou de

précipitations. [82]

Différents groupes de métabolites secondaires tels que : les terpenoides, les polyphénols dont
les flavonoides et les tanins, les alcaloides, les saponosides et les coumarines ont été

recherchés dans cette technique.

I .3.1-Recherche les polyphénols : dans un notre travaille on a recherché les polyphénols avec

deux extrait (extrait décocté et extrait infusée).

e Des Quinones :

Un gramme de matériel végétal sec et broyé est placé dans un tube avec 15 a 30 ml d’éther de
pétrole. Apres agitation et un repos de 24 heures. La présence de quinones libre est confirmée
par I’ajout de quelque goutte de NaOH 1%, lorsque la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou

violet.[83]

Tanins :
1- Catéchiques : Les tanins cathéchique non hydrolysables sont identifier a 1’aide du réactif
de Stiasny (Formaldéhyde 30% +HCL concentré 3-1) Sml de solution hydrolysée ont été

évapores a sec Apres ajout de 15 ml du réactif de Stiasny au résidu, le mélange a été maintenu
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au bain marie a 80 °C pendant 30 min L’observation d’un précipité orange caractérise les
tanins catéchiques. [82]

2- les tanins galliques : hydrolysables, sont mis en évidence par ajout de FeCls (1%).
Nous avons filtre la solution précédente puis le filtrat est recueilli et saturé d’acétate de
sodium L’addition de 3 gouttes de FeClsa (1%).provoque I’apparition d’une teinte bleu-noire

intense dénotant la présence de tanins galliques. [82]

Les flavonoides :
L’extrait aqueuse dissout dans 1ml HCI et quelques copeaux de magnésium, 1’apparition

d’une coloration allant de I’orangé au rouge pourpre indique une réaction positive. [84]

I .3.2-Recherche des Stérols et triterpénes :

On macérer dans une fiole du 50 ml contient 10 ml d’éther 1 g de poudre du MV pendant
24h ; puis on filtre et on complete le volume a 20 ml, on fait une évaporation de 1’extrait a sec
pour obtenir un résidu, on ajoute 1 ml d’anhydre acétique puis 1 ml chloroforme, le mélange

est reparti dans deux tubes.

Tube (1) : tube témoin

Tube (2) : ajouter 2 ml de H2SO4 concentré.

La présence des stérols et triterpenes indiquée par la formation d’un anneau brunatre ou

violet et virage la coloration vers un couleur verte ou violette de la couche surnageant.

Figure 20 : Les étapes de tests phytochimiques (stérols et triterpenes) [81]
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I .3.3-Recherche des alcaloides :

Test de Mayer :

Prendre2ml de I’extrait de plante dans un tube a essai et ajouter une quantité de réactif de

Mayer, ¢a donne une précipitation de couleur creme signifiant la présence des alcaloides. [81]

Recherche des saponines :

Mettre 2-3 ml d’eau distillée dans un tube, en présence de 1’extrais aqueux, apres une agitation

pendant 20 min, la formation d’une mousse indique la présence des saponines. [81]

Recherche de coumarine :

Mettre 2 ml de I’extrait lyophilisé (5%) dans un tube a vis,la solution est partagée dans

deux tubes:
Tube (1) : témoin
Tube (2) : +0,5 ml d'ammoniaque (NH4OH) 10%.

L'apparition d'une fluorescence du tube 2 montre la présence des coumarines.

Figure 21 : Test des coumarines [81]

I.3.4-Recherche I’amidon :

Ajouter quelques gouttes de réactif de la liqueur de Fehling (A+B) dans 5 ml de 1’extrait

décocté. La coloration bleu-violet confirme la présence 1’amidon. [81]
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I .4- Etude de ’activité antibactérienne :

1.4 .1-Méthode de diffusion (Antibiogramme) :

L’activité antibactérienne des différents extraits végétaux est évaluée par la méthode de

diffusion en milieu gélosé telle que décrite par [85] et reprise par [86].

L.4.2-préparation de milieu de culture MH (Mueller Hinton) :
On a mélangé la poudre avec 1’eau distillé dans erlenmeyer sur plaque chauffante avec

homogénéisateur (barreau magnétique.)

1.4.3-Coller le milieu MH dans les boites de Petrie :

Dans la zone stérile, le milieu de culture utilisé pour 1’étude est : Mueller Hinton (MH). Apres
la diffusion dans bain marie, on a collé le milieu dans les boites de Petrie et Laisser refroidir

sur la payasse.

1.4.4-Préparation de suspension bactérienne :

Dans la zone stérile et a 1’aide pipette Pasteur on préleve 3-5 des colonies bactériennes bien

isolée dans un tube a vise stérile contenant Smlde I'eau physiologique).

On homogénéise tous les tubes de suspension bactérienne a 1’aide le vortex, puis on mesure la
densité optique a une longueur d’onde de 600 nm. Pour la suspension bactérienne, la DO est
ajustée entre 0,08 a 0,1. Cette suspension doit étre utilisée extemporanément (maximum 15

min).
: Répéter cette étape pour chaque souche.

1.4.5-Ensemencement par écouvillonnage :

Pour réaliser 1’antibiogramme par le méthode de disque on ensemense la suspension
bactérienne a la surface d’un boite de Petri de MH a I'aide d'un écouvillon stérile. On introduit
I’écouvillon dans le tube puis on essore sur les parois du tube, la téte de I'écouvillon et on
ensemence sur toute sa surface pour former un tapis bactérien (la boite et 1’écouvillon doit étre

tourné 120° ; 3 fois).
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1.4.6-poser des disques :

Les disques sont ensuite imprégnés des extraits décocté et 1’infusé et délicatement placés dans
les boites sur la gélose préalablement ensemencée a 1'aide d'une pince stérile. Les boites de
Pétri sont d’abord laissées pendant 1h a la température ambiante pour une pré-diffusion des

substances, avant d’étre incubées a 37°C a I’étuve pendant 24 h.

1.4.7-Lecture des antibiogrammes :

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

zones doivent étre uniformément circulaires. [87]

Les résultats sont exprimés par le diametre de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé par

des signes d’apres la sensibilité des souches vis-a-vis des extraits. [88]

e Non sensible (-) ou résistante : diametre < 8mm
e Sensible (+) : diametre compris entre 9 a 14 mm.
e Tres sensible (++) : diametre compris entre 15 a 19 mm

e Extrémement sensible (+++) : diametre > 20mm

> Les souches testées :

Staphylococcus aureusATCC 25923 +

Enterococcus Faecalis ATCC 29212 +

Salmonella (souche de laboratoire) —

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 +

Escherichia coliATCC 25922 —
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I1.1-Screening phytochimique :

Les tests phytochimiques ont été réalisé sur 1’extrait Décoctée et I’infusée de la feuille de la

plante Myrtus communis L.

Le Screening phytochimique consiste a détecter des métabolites secondaires dans notre
extrait par des réactions qualitatives. La détection de ces composés chimiques est basée sur
des essais de solubilités des constituants, des réactions de précipitation et de turbidité, un

changement de couleur spécifique ou un examen sous la lumiere ultraviolette.
Les résultats sont mentionnés dans le tableau 07.

Tableau 07 : Résultats des réactions de caractérisation des principaux métabolites

secondaires contenus dans l'extrait de Myrtus communis L

E.D + Liqueur du
Fehling (A+B) —

Amidon
E.I + Liqueur du

Fehling (A+B) -

1g de MV+ éther
de pétrole+ QLQ
goutte de NaOH
17

Des Quinones
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E.D + Réactif de

stiasny +

Tanins galique

E.I + Réactif de
+++
stiasny

E.D + FeCl3 17 Tanins ++
Catéchique

E. I+FeCl317 ++

E.D + HCL+
Copeaux de +++

magnésium

EI+HCL + Flavonoide
Copeaux de T+

magnésium

E. D+ Réactif de
Mayer

Alcaloide

E.I + Réactif de
Mayer
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E.D5% +
(NH40H) 10%. Coumarines

++
E.D + eaux distillé
Saponines T
E.I + eaux distillé
+++

Stérols et tri
MYV + éther de

terpenes
pétrole + H2SO4

Réaction fortement positive : +++
Réaction moyennement positive : ++
Réaction faiblement positive : +
Réaction négative : -

MYV : Matérielle végétale

E.I : Extrait infusé.

E.D : Extrait décocté.
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Donc les résultats représentés dans le tableau qu’exprime :

Les tanins sont présents avec une intensité importante dans l'extrait décocté et 1’infusé, Sa
présence est confirmée par une réaction positive avec la solution de chlorure ferrique en
donnant une coloration bleue verdatre dans les feuilles et une précipitant rouge pour les

tanins catéchique a partir une réaction avec le réactif de stiasny.

Le teste phytochimique des Quinones a montré que 1’espece étudier Myrtus communis L. ne

contient pas des quinones.

La mise en évidence des flavonoides dans 1’extrait décocté et I'infusé de la feuille de la
plante est confirmée par 1’apparition d’une couleur rouge intense en contact avec

les tournures de Mg.

L’absence d’amidon dans les feuilles de I'espece étudié de Myrtus communis L.

On remarque la présence des saponosides dans les feuilles décoctées et les feuilles

infusé mais avecune quantité faiblement importante.

L’absence totale des alcaloides dans les feuilles de la plante Myrtus communis L.
L’apparition d’une fluorescence sous une lumiere ultra-violet indique la présence des
coumarines, mais dans notre expérience il y aucune fluorescence donc les résultats sont

négatifs.

Le test positif des stérols et triterpenes nous a montré leur présence dans la plante avec une

apparition d’un anneau rouge brun et une couche surnageant de couleur verte.
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11.2- Le rendement :

Nous avons obtenu des extraits par la décoction des feuilles et de 1’infusion des
feuilles en suite la lyophilisation, le rendement differe de la plante a I’autre, ainsi que selon

le type d’extraction.
Les résultats sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau 08 : Caractéristiques et rendement des extraits lyophilisés en pourcentage pour les

feuilles de la plante étudiée.

Myrtus Décocté Marron
communis Poudre (apres Foncée 11,12 %
= Infusé ophillisaition) Marron claire

8,2 %

I1.2.1-Comparaison entre les rendements des extraits obtenus:

En observant les résultats obtenus, nous remarquons que les feuilles décoctées de nos
échantillons Myrtus communis. L, présentent le rendement élevé (11,12%), C’est ’extrait
décocté Par contre, L’extrait infusé ont donné le rendement faible (8,2%). Les rendements
en extrais sont variables mais la différence ne pas plus grands la recherche bibliographique

révele que le rendement est variable selon :
-La méthode de I’extraction utilisée (la décoction ou I’infusion)

II .3-Discussion des résultats de I’étude phytochimique :

Les analyses phytochimiques des extraits des plantes médicinales est une étape préliminaire
et d’'une grande importance, puisqu’elle révele la présence des constituants bioactives

responsables des vertus thérapeutiques.

Les variations des rendements d’une plante a une autre, ou bien d’une seule plante, semblent

étre liées aux
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Différents facteurs, propriétés génétiques des plantes ainsi qu’a 1’origine géographique, aux
conditions et a la durée de stockage et de la récolte et aussi aux méthodes d’extraction

appliquées.

Dans noter travaille on a déterminé la présence de la composant organique introduisant par
le métabolisme secondaire de la plante par analyse qualitative basé sur les réaction chimique
des réactif avec des substance actif de la plante , telle que les flavonoides et les tritérpaine et
les stérols, les tanins tous les composant détecté ou bien déterminé dans notre expérience
confirmé par Les travaux antérieurs sur les tests phytochimiques de Myrtus communis L.

ont démontré la présence des flavonoides, des tanins et des coumarines. [89]

Ce qui est comparable a nos résultats, a I’exception des coumarines qui sont absences dans

nos extraits de la plante avec la présence des saponines.

II .4- I’ Activité antibactérienne :

I1.4.1-Résultats :

L’activité antibactérienne des extraits décoction et infusion de Myrtus communis L. est testée
vis-a-vis de cinq souches bactériennes via la méthode de diffusion sur disque. L’activités
antibactérienne des deux extraits sont estimées par le diametre de la zone d'inhibition autour
des disques (Méthode de diffusion sur gélose), exprimée en mm. Les résultats sont présentés

dans les Figures suivante :

1- Test de diffusion en milieu MH des extraits de Myrtus communis L :
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Figure 22 : les zones de I’inhibition apres incubation pendent 24 heurs

Le tableau montrer les résultats de diffusion et le diametre d’inhibition apres incubation

pendent 24 heures.
9.17 10.73 9.91
<8 9.76 =
= 8.02 =

Les Résultats en mm

Tableau 09 : des résultats de 1’activité antibactérien

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait (Décocté, infusé) de la plante Myrtus communis
L vis-a-vis différente souches avérés actif avec une zone d’inhibition observe au tour de

disque est supérieure ou €gal a § mm varie d’une souche a une autre.

Les résultats montrent clairement ’effet de I’extrait décocté et infusé de Myrtus communis

L, sur que 3 boite :
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-D. ATCC22 (D.22) : une seule inhibition.

-Salmonella : Souche préparée dans laboratoire de microbiologie d’université de Djelfa
- (I. ATCC (S)) : trois inhibitions.

L.ATCC23 : une seule inhibition.

I1.4.2-Discussion :

Et sur c’est trois souches il ya un I’effet plus sure extrait infusé, Un diametre de 9.17 mm
pour Escherichia coli, 10.73/9.76/8.02 mm pour Salmonella, et 9.91 mm pour
Staphyococcus aureus, 1.’absence de I’activité antibactérienne pour les autres souches

Pseudomonas aeruginosa et Enterococcus Faecalis peut €tre due au :
- Probléme climatique

- Probléme de saison de récolte

- les souches sont plus résistantes.

- I’état physiologique de la bactérie

- le procédé et les conditions d’extraction

- la nature du matériel d’extraction (risque d’oxydation)

- les conditions de conservation, de stockage et de transport

- la diffusion des extraits a travers la gélose etc.
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On peut conclure que les extraits (décocté et infusé) du Myrtus communis L. sont actifs sur
trois germes de cinq germes testés. Ce qui nous mene a confirmé leur pouvoir antibactérien

avec une faible activité.

L’hypersensibilité de la souche Staphylococcus aureus ATCC peut s’expliquer par la
probabilité de la sensibilité des bactéries Gram (+) aux changements environnementaux
externes, tels que la température, le pH, et les extraits naturels due a 1'absence de la

membrane externe. [90]

La résistance des souches peut étre attribuée a la capacité de 1’agent antibactérien de diffuser

uniformément dans le milieu. [90]
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Conclusion

La famille des myrtacées comprend plus de 5650 especes réparties en 48 a 134 genres environ
distribuées surtout dans les régions méditerranéennes, Le présent travail est consacré a 1’étude
phytochimique et 1’activité antibactérienne de la plante Myrtus communis L de la région de

Skikda.

Notre étude phytochimique a montré la présence des Flavonoides, Tanins Catéchique, Tanins
galique, Saponines, Stérols et tri terpenes, et 1’absence des alcaloides, Coumarines, Quinones
dans la plante pour I’extrait décocté et infusé. La présence des composants précédents due a
leur réle important dans la plante, dont ils sont des produits considérés comme métabolites
secondaires, en réponse au stress environnemental ou pour assurer un mécanisme de défense

aux agressions provoquant des maladies chez les végétaux.

L’évaluation de [I’activité antibactérienne montre que notre extrait a une activité

antimicrobienne variable contre les différentes souches microbiennes testées.

L’inhibition de la croissance des souches (Salmonelle, E. coli et Staphylococcus aureus) de

I’extrait décocté et infusé est faible d'apres notre étude, Peut-étre la plante elle a une activité

antibactérienne sur d’autres souches.

Enfin, notre travail a donné ses fruits et les résultats sont satisfaisants en étude phytochimique

et antibactérienne.

Alors ce travail peut étre considéré comme un point de départ pour d’autres recherches sur les

effets bénéfiques de Myrtus communis L.

En effet, il est souhaitable de compléter et d'approfondir ce travail par une étude
phytochimique plus développée afin d'isoler et identifier les différents composés chimiques
présents dans le myrte, et les purifier en utilisant des techniques chromatographiques et

spectroscopiques pour leur identification.
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Résumé :

Ce travail consiste a I’étude de phytochimique et de 1’ Activité Anti bactérienne de "Myrtus
Communis L" de la région de Skikda. Les résultats qu’on a obtenus de 1’étude
phytochimique du myrte (extrait décocté et infusé ) montrent qu’il est tres faible en
Amidon, alcaloide, Coumarines, Quinones et riche en Flavonoide , Tanins Catéchique et tres
riche en Tanins galique ,Saponines, Stérols et tri terpenes, Et les résultats qu’on a obtenus de
P’activité antibactérienne du myrte montrent qu’il existe un effet de I’extrait décocté et

infusé sur trois souches Salmonelle, E.coli, Staphylocoque aureus et surtout sur 1’extrait

infusé et pour les deux autres souches Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus Faecalis

aucun effet n’a été fait par I’extrait sur elles, Cette variation peut étre due aux différents

parametres géographiques, climatiques.

: padla

B8 dikid Myrtus communis L %S duzaal) Blidl) g 40l el Al ja (8 Jaald) 130 ¢ oS3

slall quay galiiua g £MEYL paliina sk ) Le myrte cbaall 1o LaibiasS Al )3 (e Wl Jguaal) a3 ) gilill)
, LSl il b o dIAIL 8 g ClighS g lagSll g o 98 And g s LA B Jan (addie ASf copglil (A o il
SLaall BLAN el 53 o gl Jguaal o3 0 Gl Uil g, 8 S g g, o el Sallal il oy 5
Sl gallad) U S8 e ) g1 AENG o (A2 o el plall quay galdioe g sMEYL galiiun ) pili el glag 1 L st
O AY) il dpilly 5 diadl) o Arall plall ua palivius dald g b M) dga ghial) e ) oSal), Ay ol 08 40 A,
Lalia g Agd) jha e glaal Ao CIDERY) 13 (9% O (S |, Lagale Conealiionall il aa g0 ¥ 51l Ay gma g &g ) Adl

Abstract :

This work consists in the study of phytochemistry and the activity Anti bacterial of Myrtus
Communis L of the Skikda region. The results when obtained from the phytochemical study
of myrtle (the extract decocted and infused ) show that it is very low in Starch, alkaloid,
Coumarins, Quinones and rich in Flavonoid, Catechin Tannins and very rich in Galic
tannins, saponins, sterols and tri terpenes, and the results when obtained from the
antibacterial activity of the myrtle show that there is an effect of the extract decocted and

infused on three strains Salmonella, E.coli,_ Staphylococcus aureus and especially on the

infused extract, and for the other two strains Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus

Faecalis no effect was made by the extract on them.

This variation can be due to different geographical, climatic parameters.
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