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Résumé

L’objectif de ce travail est 1’évaluation de 1'activité antioxydante et antimicrobienne de
I’huile essentielle extraite de la plante Myrtus comminus L récoltée de la zone de Skikda.
L’extraction de lhuile essentielle partir de la plante a été effectuée par le procede
d'’hydrodistillation en utilisant le montage de Clevenger avec un rendement de 1’extraction

égale a 0,52%.

L'évaluation de l'activité antioxydante est déterminée a l'aide du test de DPPH. Les
résultats obtenus montrent que I'huile essentielle a une activité antioxydante élevée ICsy =1,08
mg/ml en comparaison avec l'activité antioxydante des huiles essentielles obtenues dans les
travaux précédents.

L’activité antimicrobienne est testée par la technique d’Antibiogramme. Les résultats
obtenus montrent que 1’huile essentielle n’a pas une activité antimicrobienne contre les
germes testé Gram (+) (Proteus mirabilis 227 D, Staphylococcus aureus 227 D,
Staphylococcus ATCC 25923) et Gram (-) (Escherichia coli 901 U, Pseudomonas aeroginosa
231 D) qui résiste a I°'HE. Cependant, elle possede une activité antifongique contre la levure
(Candida albicans ATCC 15) qui est moyennement sensible avec un diametre de la ZI égale a

14 mm.

Mots Clé : Activité Antioxydante, Activité Antimicrobienne, Clevenger, Huile Essentielle,

DPPH, ICs,, Extraction.



abstract

The main subject of this work is the evaluation of the antioxidant and antimicrobial
activity of the essential oil extracted from the Myrtus comminus L plant harvested from the
Skikda area.

The extraction of the essential oil from the plant was carried out by the process of
hydrodistillation using the assembly of Clevenger with an extraction yield equal to 0.52%.

The evaluation of antioxidant activity is determined using the DPPH test. The obtained
results show that the essential oil has a high antioxidant activity ICso =1.08 mg/ml in
comparison with the antioxidant activity of the essential oils obtained in the previous works.
The antimicrobial activity is tested using the Antibiogram technique. The obtained results
show that the essential oil has no antimicrobial activity against the germs tested Gram (+)
(Proteus mirabilis 227 D, Staphylococcus aureus 227 D, Staphylococcus ATCC 25923) and
Gram (-) (Escherichia coli 901 U, Pseudomonas aeroginosa 231 D) which is resistant to HE.
However, it has antifungal activity against yeast (Candida albicans ATCC 15) which 1is

moderately sensitive with an ZI diameter equal to 14 mm.

Keywords : Antioxidant Activity, Antimicrobial Activity, Clevenger, Essential Oil, DPPH,

1Csy, Extraction.
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Introduction générale

Les plantes médicinales sont des sources biologiques naturelles trés important pour la
vie des étres humains, elles fournissent des principes actifs biochimiques : huiles essentielles,
phénols, ...et les mettre a la portée de I'nomme qu’il I’utilise pour maintenir sa santé et
répondre a ses besoins vitaux.

Afin de visualiser au mieux le pouvoir guérison des matieres actives contre les
maladies de 1’organisme, 1’évaluation des activités et les propriétés de ces substances est
primordiale pour atteindre une meilleure exploration de son impact dans 1’organisme (donc
I"utiliser pour quelle maladie et avec quel forme (directe ou galénique)).

Les huiles essentielles sont appliquées dans de nombreux domaines aussi bien en
médecine, en pharmacie ainsi que dans d’autres domaines tels que l’agroalimentaire, les
industries chimiques, etc. Les effets bioactifs des HE et des extraits végétaux se sont reconnu
a leurs grandes richesses en carbures terpéniques, alcools, esters, phénols, éthers, aldéhydes,
cétones, peroxydes, et des sulfates.

Les huiles essentielles des plantes médicinales possedent des activités biologiques tres
importantes (antioxydante, antibactérienne, anti-inflammatoire, antifongique et cicatrisante)
qui est exploités dans la préformulation et formulation des produits pharmaceutique,
cosmétique et agroalimentaire.

Grace a son climat lumineux et chaud on retrouve une grande variété de plantes
aromatiques dans la région de la mer méditerranée.

Vue son climat (méditerranéen et aride) et la nature de ses sols, 1'Algérie est riche en
plantes médicinales et aromatiques existant a 1'état spontané (plantes endémiques) dans le
nord du pays. [1]

L’objectif de notre travail est 1’évaluation des activités biologiques (antioxydante et
antibactérienne) des huiles essentielles récupérées de la plante endémique. 1l s’agit de Myrtus
communis L de la famille des myrtacées. L’échantillon de cette espece est récolté de région de
Skikda nord-Est algérien.

Ce travail est organisé en trois chapitres :
- Le premier chapitre donne une présentation sur 1’huile essentielle de la plante Myrtus
communis L et I’intérét des produits naturels et le revue critique.
- Le deuxieme chapitre détaille le principe des activités biologiques et ses méthodes

d’évaluation.
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Introduction générale

- Le troisieme chapitre représente la contribution de ce travail et donne en détail les
différentes étapes relatives a I’extraction des huiles essentielles de la plante Myrtus
communis L et 1’évaluation de leurs activités biologiques.

Enfin, ce manuscrit se termine avec une conclusion générale et des perspectives.
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Chapitre I : Description de I’huile essentielle et la plante Myrtus communis L

I.1. Introduction :

Récemment les huiles essentielles deviennent tres essentielles dans plusieurs domaines
industriels pour des produits sains pour le consommateur et ’environnement au lieu des
produits synthétiques a des effets secondaires nocive, mais avant d’utiliser il faut étudier ses
propriétés et caractéristiques pour que on peut exploiter ses bienfaits.

I.2. Phytochimie :

La phytochimie, ou chimie des végétaux, est la science qui étudie la structure, le
métabolisme et la fonction des composés phytochimiques, c'est-a-dire des substances
naturelles issues des plantes, ainsi que les méthodes d'analyse, de purification et d'extraction
appliquées a ces substances. C'est une discipline scientifique de la biochimie et de la
botanique. Elle est indissociable d'autres disciplines telles que la physiologie végétale, et la
pharmacognosie (du grec : pharmaco, drogue, et gnosie, connaissance) traitant des matieres
premieres et des substances a potentialité médicamenteuse d’origine biologique.

Les végétaux sont des organismes autotrophes qui peuvent synthétiser un grand nombre de
molécules organiques complexes qui n'interviennent pas dans les grandes voies du
métabolisme de base, c’est-a-dire le métabolisme énergétique et le métabolisme carboné. Ces
molécules sont toutefois utiles aux plantes elles-mémes et aux consommateurs des chaines
alimentaires pour diverses raisons. Les plantes qui disposent d'énergie et de squelettes
carbonés en quantité suffisante, grace a la photosynthese, s'averent €tre des producteurs
polyvalents. [1]

I.3. Intérét des produits naturels :

La nature aussi mystérieuse soit-elle, nous offre un panel de plantes et de richesses aux
multiples vertus. Chaque année, c’est plus de 2 000 plantes qui sont découvertes.

Les produits concus a partir de végétaux ou de minéraux, ont en général une composition plus
responsable et plus adaptée a notre corps. Ils sont mieux assimilés par la peau et permettent
une action en profondeur sans causer de tort a notre santé. Il y a donc moins de risques
d’intolérances ou de peaux irritées.

Les produits naturels sont aujourd’hui sous les feux de la rampe ! En effet, depuis peu,
plusieurs ingrédients utilisés dans les produits d’hygiene ou de beauté ont été recensés et
décrits comme étant nocifs pour la santé (Parabene, silicone, triclosan...).

De nos jours, les antioxydants de syntheses sont critiqués en raison des problemes qu’ils

peuvent engendrer sur la santé du consommateur. En effet, le BHT, le BHA et le TBHQ sont

Page 3



Chapitre I : Description de I’huile essentielle et la plante Myrtus communis L

suspectés d’avoir des effets négatifs sur la santé [2]. De nombreuses études s’orientent donc
vers la recherche d’antioxydants naturels parfaits, a la fois siirs et efficaces.

L’objectif des produits naturels est de revenir vers une routine beauté saine en utilisant des
produits ou chaque ingrédient est justifié et réellement utile pour nous mais aussi pour la
planete. De plus, lorsque nous utilisons des gommages ou des masques naturels, il n’y a pas
de risque de pollution des eaux lors du rincage. [3]

Les produits chimiques présents dans nos cosmétiques finissent souvent par passer dans nos
canalisations et jusque dans la nature. Ils mettent des centaines d’années a se désintégrer dans
la nature provoquant des risques de pollution.

Les bouteilles en plastique des produits remplissent les décharges et certains composés
chimiques se dirigent jusqu’a 1’eau, affectant jusqu’a la reproduction de la population de
poissons.

Les produits de la cosmétique naturelle sont généralement congus selon des méthodes de
production en accord avec la nature : procédés de fabrication non dénaturants, gestion
écologique des déchets, conception d’emballages recyclables...

Par contre, sachez que contrairement a ce que 1’on pourrait croire, la mousse ne nettoie pas,
mais elle décape. Et oui, c’est de la chimie !

En plus, les produits naturels dont les cosmétiques et produits d’hygiene ont plus d’affinité
avec les composants naturels de notre épiderme. De ce fait, les produits naturels sont mieux
assimilés par notre corps au vu de la relation biologique qui se situe entre les plantes et
I’épiderme. [4]

I.4. Classification des huiles essentielles :

Les huiles essentielles (HE) sont classées usuellement selon la nature chimique des principes
actifs majeurs, plus rarement sur le mode d’extraction, ou les effets biologiques. On retient
neuf classes principales (les carbures sesquiterpéniques et terpéniques, les alcools, les esters et
alcools, les aldéhydes, les cétones, les phénols, les éthers, les peroxydes et les sulfurés)6, avec
les composants importants suivants :

* huiles essentielles riches en carbures terpéniques et sesquiterpéniques (HE de térébenthine
(alpha-pinene, camphene), HE de genévrier (alpha-pinene, camphene, cadinene), HE de citron
(limonene))

* huiles essentielles riches en alcools (HE de coriandre (linalol), HE de bois de rose (linalol),
HE de rose (géraniol))

* huiles essentielles mélanges d'esters et d'alcools (HE de lavande (linalol, acétate de linalyle),

HE de menthe (menthol, acétate de menthyle).
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Chapitre I : Description de I’huile essentielle et la plante Myrtus communis L

* huiles essentielles riches en aldéhydes (HE de cannelle (aldéhyde cinnamique), HE de
citronnelle (citral et citrannal), HE d'eucalyptus citriodora (citronellal)) ;

* huiles essentielles riches en cétones (HE de carvi (carvone), HE de sauge (thuyone), HE de
thuya (thuyone), HE de camphrier (camphre)

* huiles essentielles riches en phénols (HE de thym (thymol), HE de sarriette (carvacrol), HE
d'origan (thymol et carvacrol), HE de girofle (eugénol))

* huiles essentielles riches en éthers (HE d'anis vert, de badiane chinoise (anéthol), HE de
fenouil (anéthol), HE d'eucalyptus globulus (eucalyptol), HE de cajeput (eucalyptol), HE de
niaouli)

* huiles essentielles riches en peroxydes (HE de chénopode (ascaridol), HE d'Eucalyptus
Globulus (Eucalyptol))

* huiles essentielles sulfurées (HE d'ail (DiallylDisulfide et Trisulfide), HE de cruciferes et de
liliacées).

La plupart des huiles essentielles sont constituées dans leur grande majorité d'un mélange
assez complexe de monoterpenes, de sesquiterpenes, d'alcools, d'esters, d'aldéhydes, d'oxydes,
etc. Il y a quelques exceptions : huile essentielle de gaulthérie couchée composée a plus de
99,5 % de salicylate de méthyle (un ester aromatique). [S]

L.5. Propriétés physiques des huiles essentielles :

Les huiles essentielles possedent un certain nombre de propriétés physiques trés connues, qui
sont les suivantes :

- Les Huiles Essentielle sont constituées de molécules aromatiques de tres faible masse
moléculaire.

- Elles sont tres inflammables et trés odorantes, liquides a température ambiante.

- Les huiles essentielles sont volatilisent.

- Elles ne sont que tres rarement colorées.

- Elles ont un indice de réfraction élevé

- Leur densité est en général inférieure a celle de 1'eau sauf les HEs de sassafras, de girofle et
de cannelle.

1.6 Principaux composants de Myrtus communis L :

Feuille :

Tanins (14%). Flavonoides : Myricétol et rhamnoside. Résine. Huile essentielle : Alcool
sesquiterpénique (essentiellement le myrténol). Vitamine C.

Fruits :

Acides citrique et malique. Calcium, phosphore, fer. Vitamine C. Tanins. Huile essentielle.
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Fleurs ou bouton floraux :
Tanins. Flavonoides : Quercétine, kaempférol et myricétine. Acides phénols. Mucilage.
Saponosides.[6]

e Composition biochimique : [7]
La composition biochimique est susceptible d’évoluer en fonction des conditions de
production et de la qualité de I’huile. Néanmoins, on peut se fier a cette composition pour
évaluer la qualité d’une huile :

e Composés chimiques principaux : Monoterpénes (45 a 60%) (Pinéne, limonene),

Oxydes (20 a 30%) (Cinéole),

e Autres composés chimiques : Esters (2%), Monoterpénols (3 a 5%) (Linalol).

e Caractéristiques physiques :
Une bonne huile essentielle de Myrte Vert doit avoir les caractéristiques physiques suivantes :

e Densité a 20°C : 0,870 a 0,895

e Indice de réfraction a 20°C : 1,460 a 1,472

e Pouvoir rotatoire a 20°C : +12° a +45°

e Point éclair : +36°C

o Caractéristiques organoleptiques :
L'huile est jaune pale a vert et dégage un parfum montant, agreste et cinéolé caractéristique du
myrte.
L.7. Histoire de I'huile essentielle de myrte vert :
Le myrte est une plante répandue dans les régions méditerranéennes, surtout en Corse, en
Sardaigne et en Sicile. Il sert a la confection de diverses liqueurs. Mais on sait aussi
appréciées ces petites baies proches du genievre pour leurs propriétés thérapeutiques.
Le myrte vert et le myrte rouge appartiennent a la méme espece mais poussent dans des
conditions bien différentes (saison, sol, climat, altitude, hygrométrie, soleil) et par conséquent
produisent des huiles aux molécules différentes. On parle de différence de chémotype. Le
myrte vert a une concentration en acétate de myrtényle bien plus élevée que le myrte vert,
davantage concentrée en alpha-pinene. [7]
L.8. Plante endémique :
Une espece de plante est dite endémique d'une zone géographique lorsqu'elle n'existe que
dans cette zone a I'état spontané. [8]
Le MYRTUS communis L est une plante persistante endémique des régions méditerranéennes
de la famille des myrtacées. C’est une plante au feuillage trés aromatique beaucoup utilisée

pour ses baies savoureuses, récoltées en fin de saison.
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Le MYRTUS communis ou myrte commune est aussi une plante d’un fort intérét ornemental. Il
peut étre utilisé en haies variées mais aussi en isolé. A l'instar du LUMA apiculata, le
MYRTUS communis peut étre retaillée en petit arbre ou cépée sans grandes difficultés. De
méme que les autres myrtes, hormis la MYRTUS chequen, nous ne recommandons pas ces

plantes dans des situations trés exposées aux embruns. [9]
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Figure I.1 : Distribution de Myrtus communis[10]

CHEMISTRY & BIODIVERSITY - Vol 1 1 2013)

Figure 1.2: Localisation de Myrtus communus L en Alg.érie [11]
L.9. Les procédés d’extraction des huiles essentielles :
Il y a plusieurs techniques d’extraction des huiles essentielles, parmi eux :
1.9.1 L'hydrodistillation :
Cette méthode consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter dans un alambic
rempli d'eau distillée qui est ensuite portée a ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont

condensées sur une surface froide et 1'huile essentielle se sépare par différence de densité. [12]
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1.9.2 La distillation a la vapeur d’eau :

Est le procédé le plus couramment employé. Elle s’effectue a I’aide d’un appareil appelé «
Alambic » (figure 1.3). Celui-ci est constitué :

- d’une chaudiere (2) ;

- d’un vase ou chaudron en cuivre dans lequel sont placés les végétaux a distiller (3),
isolés du fond du vase par un plateau grillagé.

- Ce vase possede une évacuation inférieure (4) pour vidanger 1’eau de condensation ;

- d’un chapiteau qui coiffe le vase. Ce chapiteau est prolongé par un col de cygne (5) ;

- d’un serpentin de refroidissement (6) plongé dans une cuve d’eau froide. Cette cuve
possede trois ouvertures : une pour ’arrivée d’eau froide (8), une pour 1’évacuation de 1’eau
chaude (7) et une pour accéder au vase florentin (9) ;

- d’un vase florentin ou essencier (9), chargé de recueillir 'HE. [13]

4?

AR T AT ey S RS T
Figure 1.3 : Principe de I’alambic pour distiller les huiles essentielles.

1.9.3 L’extraction par solvants :
L’extraction par solvants est utilisée pour les plantes fragiles qui sont plongées dans une
préparation chimique provoquant la dissolution des substances aromatiques. Apres séparation
du solvant par distillation, on obtient un produit cireux qui doit étre dissout avec de 1’alcool.
Ce dernier est ensuite éliminé par évaporation. L’HE ainsi obtenue est dite « absolue ».
Comme il est difficile d’éliminer completement les traces de solvants, on utilise que tres
exceptionnellement ces HE en médecine. [14]

1.9.4 La percolation (appelé aussi hydrodiffusion) :
Cette méthode differe de la distillation a la vapeur seulement par le fait que la vapeur entre
dans I’alambic par le haut, donc au-dessus des plantes, et non par dessous. La percolation
convient parfaitement aux bois ou aux matériaux fibreux, car la vapeur peut s’y infiltrer. [14]

1.9.5 Expression ou pressage a froid :
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Le procédé est utilisé uniquement pour 1’obtention des huiles essentielles contenues
dans les zestes d’agrumes [15]. 1l s’agit d’un processus physique dans lequel les glandes a
huile essentielle de la peau du fruit sont percées, broyées ou concassées mécaniquement afin
de libérer 1’essence. Cette méthode est économiquement plus rentable que 1’hydrodistillation
et permet d’éviter d’éventuelles dégradations thermiques.

1.9.6 Enfleurage :

Cette méthode est réservée aux huiles essentielles a forte valeur ajoutée ; elle est
notamment utilisée avec les fleurs tel le jasmin ou la tubéreuse qui continuent a produire des
métabolites secondaires apres la cueillette. Le procédé a froid consiste a absorber le parfum de
ces fleurs en utilisant un corps gras a haut pouvoir d’absorption. Pendant la période de récolte
(qui dure plusieurs semaines), les pétales de fleurs fraichement cueillis sont étalés sur de la
graisse et remplacés toutes les 24 heures par les pétales de fleurs nouvellement cueillies. Le
corps gras, non renouvelé au cours du processus, est saturé en essence florale et 1’huile
essentielle est ensuite extraite de la graisse par de 1’éthanol. [16]

1.10. Propriétés de 1'huile essentielle de myrte vert :

Les propriétés de 1’huile essentielle de Myrte vert s’expliquent par la présence de
composés actifs a 1’origine présents dans les feuilles et brindilles de Myrtus communis
cineoliferum (le Myrte vert, Myrte commun a cinéole).

Pour la santé :
e Expectorante et mucolytique :

La richesse de I’huile en alpha pinene et en 1,8-cinéole permet de stimuler les glandes
a mucine, ce qui fluidifie le mucus et facilite son élimination. Une propriété tres intéressante
pour lutter contre la toux.

Décongestionnante respiratoire, veineuse, lymphatique et prostatique :

Gréce a sa richesse en alpha pinene et en limonene, 1’huile de myrte vert tonifie les parois
veineuses et contribue a améliorer la circulation sanguine et lymphatique. Le 1,8-cinéole est
par ailleurs tres actif pour apaiser les inflammations de 1'arbre respiratoire tout entier.
Autres propriétés :

e Anti-infectieuse et antiseptique

e Stimulante hépatique
Pour le bien-étre :

e Equilibrante physique et psychique :
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Les molécules actives dans le myrte ont une action spasmolytique, anxiolytique qui
contribuent a ’endormissement.
Autres propriétés :

e Adaptogene : a la fois calmante et tonifiante (rééquilibrante du systéme nerveux)

I.11. Indications de I'huile essentielle de myrte vert :
Grace aux nombreuses propriétés décrites précédemment, I’huile de Myrte vert présente de
multiples indications.
Pour la santé :

e Les déficiences immunitaires :
La contribution de I’huile essentielle au systeme antioxydant et sa capacité immun
modulatrice permet d’augmenter globalement la réponse immunitaire aux agressions
extérieures. Elle est donc conseillée en diffusion dans les chambres de malades, en cas de
convalescence, d’épidémies et d’infections virales ou bactériennes.

e Les troubles ORL et respiratoires :
Grace aux propriétés expectorantes, mucolytiques et antitussives du myrte vert, les infections
ORL figurent parmi les indications de I’huile en inhalation, en diffusion ou en massage :
bronchite, sinusite, toux avec mucosités, toux seche spasmodique.

e Les troubles cutanés :
Ses propriétés antibactériennes et antiseptiques incitent a 1’utiliser en cas d’eczéma, de
mycose cutanée ou de parasitose.

¢ Les douleurs articulaires et musculaires :
Le potentiel anti-inflammatoire du myrte vert permet de soulager 1’arthrose, les rhumatismes
et les douleurs musculaires/articulaires.

e La digestion difficile :
Grace a ses vertus antispasmodiques, le myrte vert peut servir a traiter plusieurs troubles
comme les spasmes, les ballonnements, les gaz, etc.

e Aautres indications :
Les hémorroides, les jambes lourdes et les varices
Pour le bien-étre :

e Addictions (cigarette, sucre ...)

e Angoisses Concentration (troubles)
e Confiance en soi (manque)

e Déprime latente ou saisonniere
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Emotivité

Fatigue psychique Sommeil (endormissement difficile, insomnie...)
Stress

Tabac (arrét)

I.12. Utilisation de 1'huile essentielle de myrte vert :

L’huile essentielle de Myrte vert peut étre utilisée de facons tres différentes pour un large

spectre de maladies et symptomes. Néanmoins, en cas de doute, il est recommandé de

s’adresser a un professionnel afin de recueillir des informations personnalisées et sécurisées,

adaptées a votre situation médicale, votre profil et votre age. [7]

Application cutanée, massage :

Pour bénéficier des effets du myrte vert, diluer une goutte d’huile essentielle avec quatre

gouttes d’une huile végétale, puis appliquer et masser la zone concernée.

Pour traiter les infections respiratoires, diluer une goutte d’huile essentielle avec
quatre gouttes d’une huile végétale, puis appliquer sur le dos, la colonne vertébrale et
les plantes de pieds.

Infections virales et bactériennes : diluer dans une huile végétale et appliquer sur le
dos, la colonne vertébrale et les plantes de pieds.

Pour la toux du tabac: 1 goutte dans 4 gouttes d'huile végétale a appliquer sur le
thorax et le haut du dos, 4 fois par jour jusqu’a amélioration.

Pour les douleurs : diluer dans une huile végétale et masser la zone douloureuse.

Pour la digestion difficile : diluer dans une huile végétale et masser le ventre dans le
sens des aiguilles d’une montre.

Eczéma : diluer dans une huile végétale et appliquer sur la partie concernée.

Mycose cutanée : diluer dans une huile végétale et appliquer sur la partie concernée.
Parasitose cutanée : diluer dans une huile végétale et appliquer sur la partie concernée.
Hémorroides : diluer dans une huile végétale et appliquer directement sur la zone
concernée.

Jambes lourdes, cedéme : diluer dans une huile végétale et masser les jambes en
remontant en direction du cceur.

Varices : diluer dans une huile végétale et masser les jambes en remontant en direction
du cceur.

Douleurs musculaires et/ou articulaires : diluer dans une huile végétale et masser la
zone douloureuse.

Inflammation de la prostate : diluer dans une huile végétale et masser le bas-ventre.
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e Regles douloureuses : diluer dans une huile végétale et masser le bas-ventre. [7]

Voie orale :
e Pour les problemes digestifs, il est préférable de consulter un thérapeute avant
d’envisager la voie orale.
e Toux seche spasmodique : seulement par voie rectale en consultant un thérapeute au
préalable.
e Inhalation :
Pour profiter des effets du myrte vert sur le bien-étre et se prémunir des infections ORL
(sinusite notamment), il est possible d’utiliser 1’huile essentielle de myrte vert par :
e Inhalation humide : diluer quelques gouttes d’huile essentielle dans un récipient d’eau
chaude puis inhaler les vapeurs ;
e Inhalation seche : appliquer quelques gouttes d’huile essentielle de myrte sur un
mouchoir ou un galet puis le respirer de temps a temps.
En cas de stress, respirer directement le flacon, lentement et profondément, et renouveler
autant de fois que nécessaire.
e Sinusite : en inhalation au-dessus du flacon.
e Diffusion :
L’huile essentielle de Myrte vert fait partie des huiles compatibles avec la diffusion. Pour
lutter contre les infections et favoriser la relaxation, choisir 1’'un des modes de diffusion
suivants :
La diffusion par nébulisation : Ces diffuseurs, qui propulsent I’huile essentielle par une
pompe, sont les plus efficaces, mais leur prix est généralement élevé et ils peuvent étre plus
ou moins bruyants.
La diffusion a ultra-sons (brumisation) : Moins puissants, ces diffuseurs restent efficaces
pour bénéficier des effets de I’huile essentielle dans des pieces fermées.
La diffusion par chaleur douce : Verser quelques gouttes d’huile essentielle dans le petit
réceptacle de ces diffuseurs. Sous 1’effet de la chaleur, les particules aromatiques volatiles se
méleront a I’atmosphere. A utiliser idéalement dans une petite piece close. [7]
II1.13 Le revue critique :
Cette partie représente un résumé des certains travaux issus de la littérature qui a traité

I’évaluation des activités biologiques et la composition chimique des plantes et leurs extraits :
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e "Evaluation des activités biologiques, phytochimiques et études comparatives des
activités synergétiques des extraits aqueux et éthanoliques en vue d’une formulation
pharmaceutique"

Ce travail a porté sur I’étude des extraits bruts de Mélisse officinalis, Myrtus comminus
(étude des activités anti oxydantes, antibactériennes et anti-inflammatoires des extraits.
L'activité antioxydant in vitro a été étudiée par la méthode de réduction du radical libre
DPPH. Les résultats obtenus ont montré que les extraits peuvent agir en tant que piégeurs de
radicaux et montré une activité inhibitrice de DPPH. Deux extraits semblent étre de bons
piégeurs de radicaux, les extraits Ethanolique d’Erica Fleur ICs5y=0,36mg/ml et de
M.officinalis IC5p=0,68mg/ml.

L’effet antibactérien des extraits est évalué par la technique de diffusion sur 1’agar vis-a-vis
six souches référentiels ATCC : Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa,Bacillussubtilus, salmonella typhimirium et Staphylococcus Epidermidus et trois
souches fongiques :S.cerevisiaeC.albicansA.brasiliensis

L’extrait d’A.mollis et d’E.Arboreae ont montré une activité antimicrobienne contre la plupart
des souches testées, la meilleure activité inhibitrice était contre P.aeroginosa avec une zone
d’inhibition significative égale 33,67mm et 25,45mm respectivement .[17]

e “Contribution a 1'étude phytochimique et activité antioxydante des extraits de

Myrtuscommunis L. (Rayhane)*
D’apres des études effectuées sur les extraits méthanoliques des fruits et feuilles de
Myrtuscommunis L. Les tests phytochimiques ont montré que cette plante est
fortement riche en tanins totaux et galliques, leuco anthocyanes, coumarines,
saponosides, polyphénols, sucres réducteurs et glucosides. Au revanche, les
flavonoides et les alcaloides ont été moyennement présents, avec une tres bonne
activité antioxydante qu’a dépassé largement le seuil marqué par la quercetine, l'a
tocophérol ou l'acide ascorbique. [18]

e "Contribution a 1’étude phytochimique et ’activité antioxydante deux extraits des
feuilles de Myrtus (Rayhane) de la région de Mila"

Le but de travail était I’étude phytochimique et biologique de la plante Myrtus appartenant a
la famille (Myrtacées).

Le rendement de 1’extraction a montré un taux de 1,32% pour 1’Acétate d’éthyle qui est
supérieur a celui de BUT 1,13%.

L’activité antioxydante des différents extraits a été évaluée par deux méthodes : le piégeage

du radical libre DPPH et la réduction du fer (FRAP).
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La méthode du DPPH de [I’extrait acétate d’éthyle a montré une meilleure activité
antioxydante par rapport a I’extrait butanolique avec une ICsy égale a 4.59 +£0.51 mg/ml,
tandis que I’extrait BUT a montré un IC50 égale a 3.167+0.17 mg/ml. [19]

e “Etude de certaines activités biologiques du Myrte*

L'extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation de type Clevenger de Myrtus

communis a révélé un rendement de 1'ordre de 0.136 %.

L'évaluation de I'activité antioxydant par le test de piégeage du radical DPPH, a montrer

que notre HE possede une faible activité antioxydant tel que le IC50 est atteint pour une

concentration de 31.65mg/ml.

L'huile essentielle de Myrtus communis L présente une activité antibactérienne importante

Contre Staphyloccocus aureus (ZI=26mm), Staphyloccocus épidermidis (ZI=26mm) et

Bacillus subtilis (ZI=28mm). Alors que

Pseudomonas aeroginosa (DI=16mm) et E.coli (ZI=15mm) présentent une sensibilité
relativement faible.
La levure testée Candida albicans présente une forte sensibilité (DI=49 mm). [20]

e "Composition chimique et activité biologique d’extraits du myrte (Myrtus communis
L.), de la carotte sauvage (Daucus carota L. subsp. carota) et de la menthe a feuilles
rondes (Mentharotundifolia L.)"

L’objectif est d’étudier la composition chimique et 1’activité biologique des extraits de trois
plantes aromatiques : M.communis L, Mentharotundifolia L. et Daucus carotassp. carota L les
extraits de trois échantillons de Myrtus communis L ont été étudiés.

L’activité insecticide des extraits sont testés vis-a-vis du S.oryzae et T.confusum. Les résultats
obtenus révelent I’effet toxique des HE contrairement aux extraits methanoliques.

L’activité antioxydante des différents extraits a été évaluée par trois méthodes ; la réduction
du fer et le piégeage du radical libre DPPH ainsi que 2,2- azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonate). Elle est élevée dans les extraits méthanoliques et faible pour les différentes huiles
étudiées.

L’activité antimicrobienne des HE testées ont manifesté un potentiel biocide variable d’un
germe 2a un autre et en fonction de la plante utilisée. [21]

e "Etude phytochimique et évaluation des activités antioxydante et anti-inflammatoire de
I’espece : Myrtus communis L.

Le but de ce travail était 1’étude de la plante Myrtus communis L. appartenant a la famille
(Myrtacées).

L’extraction de I’huiles essentielles par la méthode de Clevenger, leur rendement est de 1,5%.
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La détermination des composés phénoliques totaux via le test FC met en évidence que
I’extrait méthanolique des feuilles est riche en composés phénoliques par rapport a 1’extrait
méthanolique des graines.

L’extrait acétate d’éthyle (feuilles) a montré une meilleure activité antioxydante par rapport a
I’extrait butanolique(feuilles), en utilisant la méthode du DPPH.

L’investigation phytochimique et biologique a montré que Myrtus communis L. possede des

Potentialisées anti-inflammatoires, antimicrobienne et anti-oxydante. [22]

1.14. Conclusion :

Dans ce chapitre on trouve une description des huiles essentielles et ses classifications
selon la nature chimique des principes actifs majeurs, les composés, propriétés et
caractéristiques physique et chimique d’huile essentielle de Myrtus communus L, ainsi les
procédés d’extraction des huiles essentielles.

Apres avoir rassemblé tous ces informations on doit connaitre les activités biologiques

et leur modes d’évaluations dans le chapitre suivant.
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Chapitre 11 Activités Biologiques

I1.1. Introduction :

Les activités biologiques des huiles essentielles dépendent des substances
actives présent dans ses compositions chimiques et les groupes fonctionnels (phénols, alcools,
composés terpénique...), et la nature des structures. Une huile essentielle peut possede une ou

plusieurs effets biologiques en méme temps qui se produise avec la synergie des composants.

I1.2. Activités biologiques des huiles essentielles :

Les composés chimiques retrouvés dans les huiles essentielles responsables de 1’odeur
de celles-ci sont des substances actives dotées de propriétés antibactériennes, fongicides et
insecticides. [1] Les plantes ont toujours été utilisées en médecine traditionnelle pour leurs
propriétés biologiques. Ces propriétés leur étant conférées par leurs diverses composantes
parmi lesquelles les huiles essentielles [2]. Ces huiles essentielles, grace a leur composition
chimique riche en terpenes, alcools, aldéhydes ont été reconnues comme dotées de pouvoirs
antiseptiques.

Ainsi, les huiles essentielles, actuellement employés comme ardmes alimentaires sont
également connus pour posséder des activités antimicrobiennes et pourraient donc servir
d’agents de conservation alimentaires, et ce d’autant plus qu’ils sont pour la plupart classés «
généralement reconnus comme sains », ou approuvés comme additifs alimentaires par la Food
and Drug Administration [3].

I1.2.1 Propriétés biologiques :

En plus de leur capacité antioxydant, les composés phénoliques sont dotés d’un grand nombre
de propriétés biologiques qui sont exploitées dans de nombreux domaines industriels. [4]

IT .3.1 Activité antioxydant :

II .3.1.1 définition :

L’oxydation est une des plus importantes manifestations a ’origine du vieillissement des
produits alimentaires et cosmétiques. Les dégradations oxydatives des constituants de nos
aliments affectent les qualités nutritionnelles et sensorielles et peuvent avoir des répercussions
sur la santé du consommateur par des implications toxicologiques. Elles sont également mises
en cause dans le vieillissement des tissus biologiques et des organismes ainsi que dans de
nombreuses pathologies [S].

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a concentration relativement
faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou empécher

I’oxydation de ces substrats.
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Les cellules utilisent de nombreuses stratégies anti-oxydantes et consomment beaucoup
d’énergie pour controler leurs niveaux d’especes réactives de 1’oxygene. La nature des
systemes antioxydants differe selon les tissus et les types cellulaires et selon qu’on se trouve
dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire.
Les défenses anti oxydantes de notre organisme peuvent se diviser en systemes enzymatiques
et systétmes non enzymatiques [6].
Les antioxydants apparaissent aujourd’hui comme les clés de la longévité et nos alliés pour
lutter contre les maladies modernes. Ce sont des éléments protecteurs qui agissent comme
capteurs de radicaux libres. Ces derniers sont produits quotidiennement par I’organisme.
Cette activité est, sans nul doute, celle qui caractérise le mieux, et avec la plus grande
fréquence, les polyphénols, et, en particulier, les flavonoides. En effet, de nombreuses revues
leur conferent le rdle d’excellents piégeurs d’especes réactives directement issues de
I’oxygene (O,-+, HO*, NOe, H,0,, 10,, HOCI, RO* et ROO¢) provenant de biomolécules
telles que les lipoprotéines, les protéines et les acides oligonucléiques (ADN, ARN).
Cette faculté, tant étudiée et si reconnue, est fréquemment citée comme étant une clé pour la
prévention et/ou la réduction du stress oxydatif en lien direct avec des maladies chroniques
comme les maladies cardiovasculaires, la carcinogénese et les maladies neurodégénératives.
Les radicaux libres seraient aussi impliqués dans le processus de vieillissement [7].
IT .3.1.2 Principe :
Les mécanismes d’oxydations des composés insaturés biologiques (acides gras, caroténoides,
polyphénols...) sont souvent des réactions radicalaires avec [’oxygene moléculaire et
présentent trois phases principales. [8]

e La phase de déclenchement ol se forme un premier radical libre. L’arrachement du

proton est facilité tant par la chaleur (agitation moléculaire) que les rayonnements ou
les catalyseurs (métaux tels que Cu, Fe, Co, Mn, Ni...).

H
H H

\
H \ . > 3 S C*\R +H
H Lumiére, chaleur

H catalyseur... H

radical libre

Figure II.1 : La phase de déclenchement ou se forme un premier radical libre
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o La phase de propagation ou I’oxygene fixé donne un radical pyroxyle qui réagit avec

une autre molécule et conduit a un néoradical libre et un hydro peroxyde.

H T H H H H
C* 02 R'H
Rl \ \R —>R| \ R_> R_ Rl \ R
O— ., * O—o
Radical libre Radical peroxyle Hydroperoxyde

Figure I1.2 : La phase de propagation ou I’oxygene fixé donne un radical pyroxyle qui réagit
avec une autre molécule et conduit a un néoradical libre et un hydro peroxyde.
Les hydro peroxydes instables se scindent en composés plus courts.

o La phase de terminaison, ol se recombinent différents radicaux formés.

Globalement, ce processus conduit a des hydrocarbures, des aldéhydes, des cétones, des
acides, des esters, des peracides, des peroxydes, mais aussi a des produits de polymérisation.
Sous son effet, I’aliment accuse une perte de qualité nutritionnelle ou organoleptique
(rancissement, changement de couleur...).

Pour limiter 1’oxydation, I’industrie agroalimentaire peut baisser le taux d’oxygene
(immersion, vide, atmosphere sous azote), ralentir les réactions par réfrigération ou
congélation, détruire les enzymes d’oxydation (polyphénol oxydases) par blanchiment, et user
d’antioxydants inhibant I’oxydation induite par 1’oxygene moléculaire.

En limitant les risques de radicaux libres, la présence d’antioxydants, combinée a d’autres
techniques, est indispensable a la stabilité des produits. Si 1’oxydation résulte uniquement
d’une réaction avec 1’oxygene, 1’antioxydant est alors un anti oxygene. [9]

IT .3.1.3 Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante :

L’activité antioxydant des extraits de plantes a été évaluée par trois méthodes :

e Piégeage du radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH): Le test DPPH
permet de mesurer le pouvoir anti radicalaire de molécules pures ou d’extraits
végétaux dans un systetme modele (solvant organique, température ambiante). Il
mesure la capacité d'un antioxydant (AH, composés phénoliques généralement) a
réduire le radical chimique DPPH® (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) par transfert d'un
hydrogeéne. Le DPPH®, initialement violet, se transforme en DPPH-H, jaune pale.

[10]
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VIOLET JAUNE

Figure IIL1.3 : Le DPPH", initialement violet, se transforme en DPPH-H, jaune péle.

La réduction du DPPH® est facilement mesurée par spectrophotométrie a 515 nm (Amax
DPPH®). La réaction sera plus ou moins rapide selon la nature de 1’antioxydant, et la quantité
de DPPH-H formée dépendra de la concentration en antioxydant.

e Réduction du fer (FRAP,pourferricreducing-antioxidant power) :La présence des
réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe3+/ complexe
ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, Fe2+ peut étre évalué en mesurant et
en surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu
réactionnel a 700nm. [11]

e ['¢évaluation de l'activité antioxydante par le test de blanchissement du B-caroténe
repose sur la mesure d'inhibition des composés organiques volatils et des hydro-
peroxydes conjugués diene résultant de 1'oxydation d'acide linoléique. [12]

I .3.2 Activités antibactérienne :
II .3.2.1 Définition :

Des l'antiquité, plusieurs plantes ont été utilisées traditionnellement pour le traitement
de diverses maladies. De nos jours, il y a un grand progres dans l'utilisation de ces plantes
pour la fabrication d'antibiotiques et de médicament pour le traitement de plusieurs infections
dues aux divers pathogenes. Les plantes synthétisent plus de 100000 petites molécules dotées
pour la plupart d’une activité antibiotique. En général, cette activité est inférieure a celle
exercée par les antibiotiques d’origine microbienne. Les concentrations requises pour exercer
une activité antimicrobienne sont donc plus élevées pour les molécules isolées des plantes que
pour celles issues de bactéries et de champignons. En effet, une molécule phytochimique est
considérée comme « antimicrobienne » si elle inhibe la croissance des micro-organismes pour
des concentrations minimales inhibitrices (CMIs) comprises entre 100 pug/ml et 1000 pg/ml.

Pour les antibiotiques d’origine microbienne, des CMIs, variant de 0.01. [13]
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II .3.2.2 Principe :

Les agents antimicrobiens ou antibiotiques sont des substances qui ont pour effet de tuer les
microorganismes pathogenes ou d’inhiber leur croissance. [14]

II .3.2.3 Méthodes d’évaluation d’activité antibactérien in vitro :

Trois méthodes sont fréquemment utilisées et citées dans la littérature :

e La dilution du principe actif en milieu solide ou « macro méthode en milieu gélosé »
(considérée par beaucoup d’auteurs comme la méthode de « référence »).

e La diffusion du principe actif en milieu solide ou « méthode des disques ».

e La dilution du principe actif en milieu liquide, macro- ou micro-méthode en milieu
liquide.

Quelle que soit la méthode considérée, plusieurs parametres communs sont en général
retrouves :

» la taille de I’'inoculum bactérien (5)(105—57(106 Unité Formant Colonie par millilitre,
UFC/ml).

» le milieu de culture a utiliser (milieu Mueller-Hinton bouillon ou agar).

» la température d’incubation (35°C + 2°C).

» le temps d’incubation (entre 18 et 24h). [15]

IT .3.3 Activité anti-inflammatoire :

Les études sur les flavonoides issus de plantes utilisées traditionnellement restent encore tres
répandues car, bien que D’inflammation soit un phénomeéne normal d’autodéfense de
I’organisme contre des blessures, elle est parfois incontrolée dans les maladies auto-immunes
(arthrite rhumatoide) ou lorsqu’elle est liée aux réponses allergiques (asthme). [16]

L'activité anti-inflammatoire des plantes médicinales revient a leur contenue en métabolites
secondaires doués d’activités biologique ; polyphénols, alcaloides, saponines, coumarines,
terpenes et polysaccharides... [17]
II .3.3.1 Evaluation de ’activité anti-inflammatoire in-vitro :
e Test de la dénaturation thermique des protéines : le test d’inhibition de la dénaturation
du BSA provoquée par la chaleur (72°C). [18]
e Test de I’innocuité « hémolyse » : Les pourcentages d’hémolyses de chacune des

concentrations utilisées sont calculés :

(DO¢ch—DOpyq)
(D Ocont _Dobla)

DO 1. : Absorbance de ’extrait.

x 100. [19]

Pourcentage d’hémolyse (%) =
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DOg¢cn : Absorbance de I’échantillon ou du standard (test).
DOcont : Absorbance de controle (100% d’hémolyse).

e Stabilisation de la membrane des globules rouges : Le test se base sur 1’effet d’extraits
aqueux des plantes étudiées sur la stabilisation des érythrocytes, apres induction de
I’hémolyse par une solution hypotonique associée a une température élevée. [20]

II .3.3.2 Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in-vivo :
¢ FEtude du Pourcentage d’inhibition de I’cedéme : L’activité anti-inflammatoire des
produits testés et son évolution ont été estimés par la détermination des pourcentages
moyens d’inhibition de 1’cedéme.
(V; — Vy)témoin — (V, — Vy)traité

O i 1
0% d'inhibition V. = Vo)témoin x 100

- Vo représente le volume de la patte a t=0 (avant injection du formol),

- Vi représente le volume de la patte a un temps t quelconque. [21]
II .3.4 Activité cicatrisant :
II .3.4.1 Définition de La cicatrisation :
La cicatrisation est I'ensemble des phénomenes physiologiques naturels aboutissant a partir
d'une plaie a la restauration de la structure cutanée. De cette maniere les tissus humains et
animaux sont capables de réparer des lésions localisées par des processus de réparation et de
régénération qui leurs sont propres. [22]
IT .3.4.2 principe :

La réparation des lésions est un alignement complexe de différents processus
dynamiques, qui ne sont pas encore completement compris. Ce phénomene naturel inclus
plusieurs aspects et événements moléculaire et cellulaire.

Ainsi, dans la présentation schématique usuelle, le déroulement de la cicatrisation est divisé
en trois phases : phase inflammatoire, phase de prolifération et formation de tissu et enfin la
phase de remodelage tissulaire.

Cette division traditionnelle est quelque peu arbitraire, du fait d'un chevauchement partiel de
ces phases, par exemple la formation tissulaire commence alors que l'inflammation est
installée. La cicatrisation est réglée et synchronisée par un groupe de cytokines, tels que le
Platelet-derived growth factor, Fibrobast Growth Factor, Tumor necrosis factor, Insulin-like
growth factor, et le Transforming growth factor o et f3.

Ces derniers sont sécrétés par les thrombocytes, les macrophages, les neutrophiles, les

lymphocytes, cellules endothéliales et les fibroblastes. Ces facteurs interviennent dans toutes
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les étapes de la cicatrisation. Lorsqu'elles ne sont ni trop profondes, ni trop étendues, la
plupart des plaies ou briilures cutanées cicatrisent rapidement en quelques semaines. On
distingue 3 phases successives : la phase inflammatoire et formation du caillot (0 a 3 jours), la
phase proliférative ou formation de tissu (3 a 12 jours) et la phase de remodelage tissulaire.
[22]

II .3.4.3 Méthode d’évaluation d’activité cicatrisant :

Induction de la briilure :

L’activité cicatrisante a été évaluée dans un modele de briillure expérimentale chez le rat,

Elle a été évaluée par une méthode de détermination de scores variant en fonction de

l'importance de la brilure. [23]

I1.4. Conclusion :

En conclure de ce chapitre que chaque activité biologique a une ou plusieurs méthodes
d’évaluation soit in vitro ou in vivo toute dépend de principe de chaque activité.
On a choisi deux activités biologiques (Antioxydante et Antimicrobienne) pour 1’évaluera, les

modes opératoires et les résultats est dans le chapitre suivante.
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Chapitre 111 : Evaluation des activités biologiques des huiles essentielles extraites de la plante '"Myrtus
communis''

I11.1. Introduction :

Les principales étapes de préparation, prétraitement de la plante, extraction des huiles
essentielles et 1’évaluation des différentes propriétés biologiques de ces huiles sont données en détail
dans ce chapitre ol un organigramme illustratif est concu pour résumer les différentes activités

effectuées durant ce travail.

Récolte de la plante

Mytus communis (zone Skikda)

1/Pré-traitement

1.a. Séchage
1.b. Broyage
1.c. Extraction d'he

2/Evaluation des activités

2.a. Antioxydante

2.b. Antimicrobienne

Figure III.1 : Organigramme résume les différentes activités effectuées durant ce travail.

PARTIE A : Extraction et évaluation d’activité Antioxydante de I’HE.
I11.2. Extraction des huiles essentielles :
I11.2.1. Techniques de I’hydro distillation/I’entrainement a la vapeur :

La distillation est un procédé de séparation basé sur un équilibre L (liquide) V (vapeur). Par
chauffage, le liquide entre en ébullition et la vapeur en équilibre avec le liquide sera plus riche en

constituant les plus volatils. La technique implique la condensation de la vapeur et la récupération
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des fractions liquides résultantes. Nous avons utilisé la technique d’extraction de référence :

I’hydrodistillation en utilisant 1’appareil de Clevenger. [1]

L’hydrodistillation consiste a immerger directement la matiere végétale a traiter (intact ou
éventuellement broyé) dans un réacteur rempli d’eau qui est ensuite portée a ébullition. Les vapeurs
hétérogenes sont condensées sur une surface froide et 1’huile essentielle se sépare par différence de
densité. On récupeére un surnageant nommée huile essentielle. La distillation s’effectue avec

recyclage d’eau (cohobation).

L’huile essentielle de 1’espece du genre été extrait par hydro distillation avec un appareil de
type Clevenger (ballon de 1L ou 2L) pendant une durée de trois heures a partir d’'une masse de
végétal de 100 g. Les rendements sont calculés par rapport a la masse du végétal sec. Les huiles

essentielles sont conservées dans des piluliers a 4 °C a I’abri de la lumiere (verre ombré).

i
Figure II1.2 : L’hydro distillation en utilisant I’appareil de Clevenger.
L’huile essentielle étudiée est extraite a partir de la partie aérienne de Myrte de région de Skikda.
I11.2.2 Le protocole d’extractions par le montage de Clevenger :

Les feuilles de la plante étudie ont subi dans une étape préliminaire certains opérations avant 1’étape

principale d’extraction.

» Séchage :
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Les feuilles de la plante récoltées, sont séchées a 1’ombre dans un endroit sec et aéré pendant

environ 10 jours.

Figure II1.3 : Feuilles de la plante seche
> Broyage :

Les feuilles séchées ont été broyées afin d’avoir une surface de contacte trés importante avec le

solvant.

Figure I11.4 : Feuilles de la plant-e- broyée
Afin d’extraire les huiles essentielles de la plante étudié un mode opératoire efficace est suivi :

A. Matériel :

- Balance
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- Broyeur

- Ballonde2 L

- Clevenger

- Chauffe ballon

- Bécher, les tubes vaillent (verre ombré)
B. Produits chimiques :

- MgSO4

- Pier pence

C. Méthodes d’extractions :

La récupération des huiles essentielles a partir de la plante est réalisée par la méthode

d’hydro-distillation en utilisant le montage de Clevenger (Figure IILS).

o

SR -

Figure IIL.5: Appareil de ievenger pour I’extraction des huiles essentielles. [2]

Afin de récupérer les huiles essentielles on suit le mode de travail ci- dessous :
M+E : le matériel végétal (M) est mis en contact direct avec 1’eau (E) qui est porté a ébullition, la

distillation s’effectue avec recyclage d’eau appelé : cohobation.

e On pese des échantillons de 100 g des feuilles partiellement broyées.
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e On introduits dans un ballon de deux litre rempli d’eau jusqu’a deux tiers (2/3) de son

volume et de petite quantité de pierre ponce.

. Apres installation et fermeture du montage ce dernier est ensuite mis a ébullition

pendant 3 heures.

Figure II1.7 : Le montage prét a I’utilisation

Page 27



Chapitre 111 : Evaluation des activités biologiques des huiles essentielles extraites de la plante '"Myrtus
communis''

e Le ballon ainsi chauffé produit de la vapeur chargée des substances volatiles, la vapeur
chargée de I’huile essentielle se condense dans le serpentin de 1’alambic avant d’étre

récupérée dans un essencier.

e L’huile essentielle se sépare de 1’eau de condensation en raison de sa plus faible densité et

se place au-dessus de celle-ci.

I/{//II{IIII[IIII{ e
< o |

i - '
Figure I11.8 : Les deux phase eau et huile essentielle

(4

L’huile récupéré est séchée par du sulfate de magnésium pour éliminer le maximum de 1’eau puis

récupérée et conservée dans un flacon.
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>
[ e = PR N
Figure II1.9 : Huile essentielle récupérer

1I1.2.3 Rendement de I’extraction :

Le rendement en HE est défini comme étant le rapport entre la masse de 1’huile récupérée

a la masse de la matiere végétale séchée a I’air libre, exprimées dans la méme unité de masse.

Dans notre étude nous avons exprimé les rendements en milligramme pour 100g de la

matiere végétale seche comme suit :

R%=m/100 grammes de la matiére végétale séche ]

Avec :
R % : Rendement en HE en pourcentage ou en mg/100g

m : Masse d’huile essentielle récupéré (g)

I11.3 Evaluation de I’activité antioxydante :

On a utilisé la méthode de réduction du radical libre DPPH pour 1’évaluation de 1’activité

antioxydante.
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1.

I11.3.1 Mode opératoire : [5]
Matériel :

— Spectroscopie UV-visible
— Agitateur magnétique

— Les tubes a essais

— Les micropipettes
Produit chimique :

Ethanol

DPPH

Préparation de la solution de DPPH :

Nous avons pesé 3 mg de DPPH et on dissout dans 100ml d’éthanol, sous agitation pendant 30

minutes a température ambiante, puis on mesure 1’absorbance initial de cette solution Abs a 517 nm.

2.

Préparation de la solution mere :

On prend 50ul de notre HE est mélangée avec 990 ul d’éthanol.

3.

Préparation des solutions filles :

N

Nous allons préparer des solutions diluées a partir de la solution mere a différentes
concentrations : 10, 30, 40, 70 et 150,200ul, ces dernieres seront complétées par 1’éthanol

jusqu’a 1000 pl, puis ajouté a chaque solution 1000 pl de la solution de DPPH.
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— On mesure I’absorbance a 517 nm de chaque solution.

Figure I11.11 : Cuve pour mesurer 1’absorbance

Le pourcentage d’activité antioxydant (1%) est calculé selon la formule suivante :
I (%) = [(AbSpianc- AbS¢cr) / AbSpianc] x 100

Abspjanc : est I’absorbance du DPPH au temps zéro avant 1’addition de 1’échantillon.

Absgcn: est ’absorbance de I’échantillon teste apres 30 min d’incubation.[5]
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Les concentrations en huile essentielle en fonction des pourcentages du DPPH inhibés, ont
été tracées a la fin de la réaction afin d'obtenir I'index ICsy. Ce parameétre est défini comme la

concentration d'antioxydant requise pour réduire la concentration du DPPH« initiale de 50%.

I11.4 Résultats et discussions :
I11.4.1 Calcule de rendement :

Le rendement "R" de l'extraction de notre huile essentielle, par le dispositif Clevenger, a été calculée

par I’équation suivante :

R % = mHE / 100 grammes de la matiere végétale seche

Exprimé en pourcentage de masse d'extrait par rapport a la masse de la plante séchée, le rendement

I'échantillon récupéré de la plante de la région de Skikda est 0,52 %.

Figure II1.12 : Le rendement de I’huile essentielle
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I11.4.2 Caractéristiques de I’huile essentielle extraite :

Tableau II1.1 : Caractéristiques de 1’huile essentielle.

Caractéristiques Myrtus communis L de Skikda
ph 5,11
Aspect liquide limpide
Couleur Jaune pale
Odeur Forte
Gofit Amer

111.4.3 Evaluation de ’activité anti oxydante :

I11.4.3.1 Calcule de pourcentage d’inhibition I % d’huile essentielle :

Dans notre travail nous avons étudié 1’activité antioxydante de la plante Myrtus communis L
de la région de Skikda, les valeurs de pourcentage d’inhibition 1% calculé des 3 essais est dans les

tableaux ci-dessus (Tableaux II1.2, I11.3, I11.4)

Essaie 1 :

Tableau II1.2 : Valeurs de taux d’inhibition pour chaque solution

V (ul) C (mg/ml) 1%
10 0.43 42,50
30 1,29 59,31
40 1,72 65,56
70 3,01 81,67
150 6,45 88,39

200 8,6 91,39

Apres 1’évaluation de 1’activité antioxydante les valeurs de taux d’inhibition obtenues ont
permis de tracer des courbes représentées ci-dessous pour les essais 1,2 et 3 (Figure I111.13)

(Figure I11.14) et (Figure II1.15) respectivement.
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1%
100%

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

10%

0% ¢

Pourcentage d'inhibition %

9 10
C (mg/ml)

Figure II1.13 : Pourcentage d’inhibition en fonction de différentes concentrations de 1’essai 1.

Essaie 2 :

Tableau II1.3 : Valeurs de taux d’inhibition pour chaque solution

V (ul) C (mg/ml) 1%
10 0.43 375
30 1,29 59,86
40 1,72 62,22
70 3,01 83,75
150 6,45 84,36
200 8,6 87,92
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1%
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0% €

Pourcentage d'inhibition %

9 10

C (mg/ml)

Figure II1.14 : Pourcentage d’inhibition en fonction de différentes concentrations de 1’essai 2.

Essaie 3 :

Tableau II1.4 : Valeurs de taux d’inhibition pour chaque solution

V (ul) C (mg/ml) 1%
10 0.43 38,75
30 1,29 61,67
40 1,72 63,89
70 3,01 84,58
150 6,45 85,00

200 8,6 87,36

1%
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Pourcentage d'inhibition %

9 10

C (mg/ml)

Figure II1.15 : Pourcentage d’inhibition en fonction de différentes concentrations de 1’essai 3.
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Moyenne :

Tableau IIL.5 : Valeurs moyenne de taux d’inhibition pour chaque solution

V (ul) C (mg/ml) I % ERAM (%)

10 0.43 39.58 7.38
30 1,29 60.27 2.32
40 1,72 63.89 2.61
70 3,01 83,33 1.99
150 6,45 85,42 3.47
200 8,6 88,89 2.81

ERAM totale 3.43

Afin de bien voir la variation de pourcentage d’inhibition en fonction de concentration de HE,
(figure II1.16) donne 1’allure de cette courbe ou on trouve une augmentation rapide de 1% dans le
domaine de concentration allant de 0 a 3.01 mg/ml et au-dela de cette derniere la variation devient

légere jusqu’au se stabilise a partir de concentration égale a 8,6 mg/ml.

Pourcentage d'inhibition %

1%
® 100%

90% I

80%

70%
60%
50%
40%
30%
20%

10%

0% €
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
C (mg/ml)

Figure II1.16 : Moyenne pourcentage d’inhibition en fonction de différentes concentrations.
Le graphe ci-dessus représente la variation du pourcentage d’inhibition 1’huile essentielle en

fonction de la concentration de Myrtus communis L, Ce qui permet de déterminer le pourcentage

d’inhibition obtenu en fonction des concentrations utilisées ainsi que la valeur d’ICs.
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Les pourcentages d’inhibition du notre plante augmentent de maniere proportionnelle avec la

concentration jusqu’a une valeur maximale égale a 88,89% de 1%.

I11.4.3.2 Calcule de pourcentage d’inhibition I % d’Acide ascorbique :

Afin d’établir une comparaison de référence des valeurs obtenues des parametres calculés des huiles
essentielles, le taux d’inhibition en fonction de concentrations et le pourcentage d’activité

antioxydante de vitamine C.

Tableau II1.6: Valeurs de taux d’inhibition en fonction de la concentration pour chaque solution
fille d’acide ascorbique. [5]

V (ul) C (mg/ml) I %
0 0 0
5 0.0005 16
10 0.001 34
40 0.004 93
50 0.005 94
60 0.006 95
80 0.008 95
10 0.01 95

200 0.02 95
300 0.03 95
400 0.04 95

La variation du pourcentage d’activité antioxydante d’Acide ascorbique en fonction de la

concentration est représentée dans la (figure III1.16) ou la valeur ICsg est €gale a 0.0015 mg/ml. [5]

Pour mieux évaluer le pourcentage d’inhibition de HE, (figure II1.17) représente la courbe de
variation du taux d’inhibition en fonction de concentrations et le pourcentage d’activité antioxydante
de vitamine C, on observe augmentation rapide de 1% dans de concentration 0 a 0.006 mg/ml puis se

stabilise a une valeur maximale de 1% égale 95%.
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o Pourcentage d'inhibition %
’ 100%
90% - O o)
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20% }
10%
0% ¢
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03 0.035 0.04 0.045
C (mg/ml)

Figure II1.17 : Pourcentage d’activité antioxydante (A%) de 1’ Acide ascorbique en fonction de la
concentration. [5]

I11.4.3.3 Détermination d’ICs de I’huile essentielle de Myrtus communis L :

En comparaison avec I’ Acide ascorbique ICsp=0.0015 mg/ml, nous pouvons constater que I’HE de
Myrtus communis L de Skikda a une activité antioxydant tres élevé car elle a 1’ICsq faible (1,08 mg

ml™h.

Tableau II1.7 : Comparaison entre les résultats d’activité antioxydante de ce travail et les travaux

précédents
BOUTOUIGA L et MESBAH A et YOUNES A
KACEMIH [5] (3]
Myrtus Communis L | Skikda Blida Tipaza Blida Bejaia | Vitamine ¢
ICs 1,08 5.14 2.98 6,2 2,2 0,0015

A partir des résultats d’ICsy de ces travaux on remarque que I’HE de la région de Blida possede
I’activité antioxydante le plus faible dans deux travaux différents avec une valeur d’ICsq élevée 6.2
et 5.14, puis suivie par celle de la région de Tipaza et Bejaia avec une activité plus forte et ICs, égale

a2.98 de Tipaza et 2.2 d’HE de Bejaia.
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L’activité antioxydante de I’HE de la région de Skikda est le plus élevée (IC50=1.08 %).

Donc on constate que les huiles essentielles de 1’est algérienne possedent une activité antioxydante

plus important que celle de la région de centre.

PARTIE B : Evaluation De I’activité Antimicrobienne
I11.5 Evaluation de I'activité antimicrobienne de ' HE du Myrtus communis L :

Pour évaluer l'activité antimicrobienne de l'huile essentielle de Myrtus communis L .nous
avons adoptés la méthode de diffusion sur milieu gélosé en utilisent des disques stériles en
celluloses, appelée Aromatogramme (Figure III.18) Cette méthode permet de déterminer 1'activité

inhibitrice de croissance de 'huile essentielle. [3]
Les souches microbiennes a tester :

Dans le but d'évaluer le pouvoir antimicrobien d'huile essentielle de Myrtus communis L.

Nous avons utilisé les souches microbiennes suivantes :

Tableau II1.8 : Souches microbiennes testés.

Les bactéries Gram+ Les bactéries Gram- Levure
Candida albicans ATCC
PMI : Proteus mirabilis 227 D Escherichia coli 901 U 15
Staphylococcus ATCC .
25923 Pseudomonas aeroginosa 231 D
Staphylococcus aureus 227 D

I11.5.1 Mode opératoire :
1. Préparation de milieu de culture :

On fait fondre les milieux Muller Hinton pour les bactéries et le milieu Sabouraud pour la levure
dans un bain marie, apres on verse aseptiquement dans des boites de Pétri a raison de 3/4 du volume

total de la boite environ 4 mm d’épaisseur et on laisse refroidir et solidifier sur la paillasse.
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2. Préparation de I’inoculum :

A partir de jeunes cultures de 18 heures a 24 heures pour les bactéries et 48 heures a 78 heures pour
les levures. Prélever 2 a 3 colonies bien isolées et identiques a 1'aide d'une pipette pasteur, puis
déposer le contenu dans 5 ml d'eau physiologique stérile pour la réalisation d'une suspension, enfin I

‘homogénéiser au vortex.
3. Ensemencement :

On ensemence la surface de milieu de culture en striant 1'écouvillon trois fois sur la surface de
milieu de culture ; en entourant la boite Pétrie a chaque fois d'environ 60 degrés pour assurer une

répartition uniforme de l'inoculum.
4. Dépot de disque :

Dans des conditions aseptiques et a 'aide d'une pince stérile ; on dépose les disques de diametre 8

mm a différentes concentrations sur la surface de la gélose ensemencée ; enfin les boites de Pétris

suivie d'une incubation a 35° C pendant 24 heures.

5. Lalecture :

La lecture se fait par la mesure du diametre de la zone d'inhibition autour de chaque disque a 1'aide

d'un pied de coulisse ou d'une regle en (mm).

Les résultats sont exprimés par le diametre de la zone d'inhibition. [4]
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Disque de papier
imbibé en HE

Couches bactérien

e

Incubation a 37 °C
pendant 24 heures

Inoculum

bactérien : .
Boite de pétri Gélose

nutritive avec

Diametre d’inhibition

Figure II1.18 : Illustration de la méthode d’ Aromatogramme.

II1.5.2 Résultats et discussion d’évaluation de ’activité antimicrobienne :

La mesure des diametres des zones d'inhibitions de croissance des germes cibles permet

d'évaluer cette activité. Les valeurs des diametres des zones d'inhibitions de la croissance de ses

germes sont données dans le (tableau I1L.9).

» Non sensible (-) ou résistante : diameétre <8mm.

» Moyennement sensible : diametre compris entre 9 a 14mm.

» Tres sensible : diametre compris entre 15 a 19 mm.

> Extrémement sensible : diamétre220 mm.

Page 41




Chapitre 111 : Evaluation des activités biologiques des huiles essentielles extraites de la plante '"Myrtus
communis''

Tableau II1.9 : Résultats des tests antimicrobiens

Diametres des ZI (mm)
Germes
PMI :Proteus mirabilis 227 D 8 mm<
Staphylococcus ATCC 8 mm<
GRAM (+) 25923
Staphylococcus aureus 227 D 8 mm<
Escherichia coli 901 U
8 mm<
GRAM (-)
Pseudomonas aeroginosa 231 8mm<
D
Candida albicans ATCC
LEVURE 15 14 mm

D’apres les résultats obtenus montre que 1’huile essentielle de la zone de Skikda n’a pas une
activité antimicrobienne contre les bactéries Gram (+) (Proteus mirabilis 227 D, Staphylococcus
aureus 227 D, Staphylococcus ATCC 25923) et Gram (-) (Escherichia coli 901 U, Pseudomonas

aeroginosa 231 D) qui résiste a 1°'HE.

L’analyse de nos résultats montre que I’huile essentielle Myrtus communis L évalué possede
une activité antifongique contre la levure (Candida albicans ATCC 15) qui est moyennement
sensible

Avec un diametre de la ZI égale a 14 mm.
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Staphylococcus ATCC 25923 Candida albicans ATCC 15

Figure I11.19 : Résultats de I’activité antimicrobienne et antifongique des souches testés.

II1.6 Conclusion :

D’apres les résultats obtenus on conclure que ’huile essentielle de la plante Myrtus
communis L de la région de Skikda qui était évalué a une activité antioxydante tres forte, mais elle

ne représente aucun effet antimicrobien sur les bactéries testées.
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Depuis la présence humaine sur terre, les plantes jouent un rdle crucial et important en
aidant a se remettre de diverses maladies auxquelles I’€tre humain peut les attraper. Cette
propriété est due aux substances contenues dans les plantes qui ont une capacité supérieure et
étonnante a traiter les maladies.

La plupart des antioxydants naturels viennent des plantes médicinales qui sont
exploitées dans les industries pharmaceutique, cosmétique et méme en agroalimentaire
comme un agent conservateur antioxydant.

Notre étude a été consacrée a la détermination et évaluation des activités antioxydante
et antimicrobienne d’une huile essentielle extraite de la plante médicinale Myrtus communis L
récoltée de la région de Skikda.

L’extraction de notre huile essentielle a été effectuée par le procede d'hydrodistillation
en utilisant le montage de Clevenger. Le rendement de 1’extraction de la plante de Myrtus
comminus étudier égale a 0,52%.

L'évaluation de l'activité antioxydante est déterminée a l'aide du test de DPPH. Les
résultats obtenus montrent que l'huile essentielle a une activité antioxydante considérable
(ICsp =1,08 mg/ml) en comparaison avec les résultats obtenus des travaux précédents (huile
essentielle extraite de la plante médicinale Myrtus communis L récoltée des régions de Blida,
Bejaia et Tipaza).

De plus, les résultats de 1’évaluation de l'activité antioxydante de l'acide ascorbique
(vitamine C) a été tirés directement de la littérature (ICs9 = 0.0015mg/ml).

A partir des résultats d’ICso de ces travaux on remarque que 1’HE de la région de Blida
possede 1’activité antioxydante la plus faible avec une valeur d’ICs, égale a 6.2 et 5.14, puis
suivie par celle de la région de Tipaza et Bejaia avec une activité plus forte et ICsy égale a
2.98 de Tipaza et 2.2 d’HE de Bejaia.

Pour évaluer I'activité antimicrobienne de l'huile essentielle de Myrtus communis L.,
nous avons adopté la méthode de diffusion sur milieu gélosé en utilisant des disques stériles
en celluloses, appelée Aromatogramme (Figure III.18) Cette méthode permet de déterminer
I'activité inhibitrice de croissance de 1'huile essentielle [3]

L’activité antimicrobienne testée par la technique d’antibiogramme a montré la
limitation de 1’huile contre les germes testé Gram (+) (Proteus mirabilis 227 D,
Staphylococcus aureus 227 D, Staphylococcus ATCC 25923) et Gram (-) (Escherichia coli
901 U, Pseudomonas aeroginosa 231 D).

Cependant, elle possede une activité antifongique contre la levure (Candida albicans ATCC
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15) qui est moyennement sensible avec un diametre de la ZI égale a 14 mm.

En perspectives, il serait intéressant de poursuivre ce travail afin de :
» L'étude et I’évaluation de pouvoir antioxydant des extraits obtenus par
différentes méthodes d'extraction.
» Evaluation d’autre activités biologique (anti-inflammatoire, cicatrisante, ...).
» Formulé ou reformuler des produits naturels a base de 1’huile essentielle de

cette plante ou autres plantes.
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