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RESUME

Dans le cadre de la valorisation des essences d'espéces végétales
algériennes, nous avons réalisé I'extraction des huiles essentielles de « Myrtus
Communis L.» en utilisant I'entrainement a la vapeur deau (E.V.E), et
I’hydrodistillation a I'échelle de laboratoire. La durée optimale de I'extraction des
huiles essentielles par E.V.E est fixée a 90 minutes pour les baies et 120 minutes
pour les feuilles, tandis que pour I'hydrodistillation elle est de 120 minutes pour les
baies et 90 minutes pour les feuilles. Le rendement de I'extraction a été obtenu
comme suit :

-Pour I'entrainement a la vapeur d’eau : les feuilles séches (0.23%), les feuilles
fraiches (0.11%) et les baies (0.19%). Pour I'hydrodistillation : les feuilles séches
(0.11%), les feuilles fraiches (0.04%) et les baies (0.08%).

-L’extraction de la concréte a été réalisée par des solvants volatils (I'éther
diéthylique, I'éther de pétrole, I'acétone et I'éthanol). Il s’avere que I'éther de
pétrole donne le meilleur rendement en concréte (7.4%).

-La composition chimique de l'huile essentielle des baies de myrte a été
déterminée par GC/FID et GC/MS ; Les composés majoritaires sont :, Linalool
(36.23%), Estragol (18.43%), 1,8-cinéole (11.41%) et [3-caryophyllene (3.79%),
tandis que ceux des feuilles sont: a-pinéne (46.89%), 1,8-cinéole (25.20%),
Linalool (5.55%), I'acétate de linalyle (4.24%) et I'acétate de géranyle (4.19%).
-L’application de [I'huile essentielle des feuilles de myrte sur les souches
bactériennes : Escherichia. Coli, Staphylococcus. Aureus, Pseudomonas
Aeroginosa, Bacillus. Subtilus, Candida Albicans et Staphylococcus Epidermidis a
montré que ces derniéres sont toutes sensibles sans dilution de I'huile essentielle,
par contre, lors de la dilution de I'huile essentielle avec I'éther diéthylique ( les
concentrations en HE de 50% et 75%), il s’avere que seule Candida Albicans est
sensible avec un diamétre d’inhibition de 15.2mm pour la premiére concentration

et 16.6mm pour la seconde.



ABSTRACT

For the valorization of the essential oils of Algerian plant species, we
carried out the extraction of essential oils of “Myrtus Communis L.” by using the
steam distillation and the hydrodistillation on a laboratory scale. The optimal
duration of the extraction of essential oils by steam distillation is fixed at 90
minutes for berries and 120 minutes for the leavs, while for the hydrodistillation it is
120 minutes for berries and 90 minutes for the leavs;

The yields of the extraction were obtained as follows:

a/- For the steam distillation: dry leaves (0.23%), the wet leaves (0.11%)
and the berries (0.19%).

b/- For the hydrodistillation: dry leaves (0.11%), the wet leaves (0.04%) and
the berries (0.08%).

The extraction of volatile components was carried out by polar and non-
polar volatile solvents (diethylic ether, petroleum ether, acetone and ethanol). It
proves that the petroleum ether gives the best yield into volatile components
(7.4%).

The chemical composition of the essential oil of berries of myrtle was
determined by GC/FID and GC/MS; The major compounds are: Linalool (36.2%),
Estragol (18.4%), 1,8-cinéole (11.4%) and R-caryophyllene (3.8%), while those of
the leaves are: a-pinene (46.9%), 1,8-cinéole (25.2%), Linalool (5.5%), the linalyle
acetate (4.2%) and the geranyl acetate (4.1%).

Physical and chemical constants of essential oils are determinated.

The application of the essential oil of the leaves of myrtle on the bacterial
strains: Escherichia. Coli, Staphylococcus. Aureus, Pseudomonas. Aeroginosa,
Bacillus. Subtilus, Candida Albicans and Staphylococcus Epidermidis showed that
all these bacteries are sensitive without dilution of essential oil, on the other hand,
during the dilution of essential oil with diethylic ether (concentrations of essential
oil 50% and 75%)), it proves that only Candida Albicans is sensitive with a inhibition
diameter of 15. 2mm for the first concentration and 16.6mm for the second.
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INTRODUCTION

La région méditerranéenne, d'une maniére générale et |'Algérie en
particulier, avec son climat doux et ensoleillé, recéle d'importantes potentialités en
matiére de plantes aromatiques et médicinales telles que la menthe, le thym, le
myrte...etc.

Malgré le développement de la chimie qui est arrivée a la synthese des
composeés identiques au naturel, certaines de ses compositions restent impossible
a étre synthétisées, d’ou nous avons recourt aux méthodes d’extraction des huiles
essentielles qui constituent une partie importante dans la constitution des produits
naturels. Elles sont utilisées dans les domaines tres variés: industries
pharmaceutiques et parapharmaceutiques. Sur les milliers de plantes a essence
qui poussent a travers le monde, seules quelques centaines sont exploitées et
reconnues comme productrices d’huiles essentielles.

Dans le cadre de la valorisation des essences d’espéces végétales
algériennes, nous nous sommes intéresses a I'extraction des huiles essentielles
de « Myrtus Communis L. ». Notre choix s’est porté sur cette plante, car elle est
trés répandue en Algérie en générale et a Miliana (Wilaya de Ain Defla) en
particulier a I'état cultivé. Elle est trés utilisée en médecine comme un bon
aseptique des voies respiratoires, C'est un excellent reméde également contre la
toux seche car son huile est un expectorant trés puissant, elle est aussi utilisée
contre I'insomnie et les fatigues hépatiques, c’est un remede efficace pour traiter
diverses maladies de la peau comme les problémes d’acnés, les peaux grasses et
méme le psoriasis, L'huile essentielle de myrte a des vertus cosmétiques, c’est
une bonne antiride et elle revitalise les peaux seches. Elle fait baisser le taux de
sucre dans le sang et favorise la digestion, elle guérit aussi les ulcéres et permet
leur cicatrisation, elle diminue les ballonnements et calme les douleurs
abdominales associées. Effectivement I'huile essentielle de myrte, appliquée sur
le bas du dos ou du ventre, permet de résoudre les problemes des appareils
génitaux et les infections urinaires. A notre connaissance, aucune étude en Algérie

n'a été effectuée sur cette plante.
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Nous présentons ce mémoire en deux parties :

Une partie théorique repartie en deux chapitres: le premier dresse un
rappel général sur les plantes médicinales, les huiles essentielles et les procédés
d’extraction. Le second chapitre, élucide une synthése bibliographique sur la
matiére végétale choisie pour I'étude a savoir Myrtus communis.L

La partie expérimentale est consacrée a :

> L'étude des cinétiques d’extraction par entrainement a la vapeur d’'eau et
par hydrodistillation des deux parties de la plante : feuilles et baies.

> L'étude de linfluence sur le rendement et la composition de [I'huile
essentielle de quelques parametres liés a la matiére végétale (période de
récolte, feuilles, fruits...etc.).

> L’extraction de la concréte par des solvants volatils polaires et apolaires.

> La caractérisation physicochimique de I'huile essentielle récupérée et de la
concrete et la détermination de leur composition chimique par GC/MS et
GC/FID.

> L'étude de l'effet antibactérien de I'huile essentielle des feuilles de myrte

sur six souches bactériennes par la méthode de diffusion sur milieu solide.

Les résultats expérimentaux seront enfin synthétisés et interprétés et

donnent lieu a une conclusion générale et de perspectives liées a notre travail.
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CHAPITRE 1

HUILES ESSENTIELLES

1.1. Plantes médicinales

1.1.1. Historigue des plantes médicinales

L’'usage des plantes médicinales est aussi vieux que le monde. Dés que
’lhomme eut a corriger des troubles de santé, il eut recours, par linstinct, aux
plantes médicinales. Puis, progressivement, [linstinct s’amenuisa pour

pratiquement disparaitre et faire place a I'observation et a la connaissance.

Les notes, les observations, les applications ont été enregistrées, maintenant
depuis des millénaires, dans les diverses parties du monde.

Parmi les savants les plus connus, qui jalonnent I'histoire des plantes
médicinales c’est bien : Ibn Sina et c’est vers 1865 que le docteur Auguste donne le
nom de « Phytothérapie » pour définir la médecine par les plantes [1].

Il était donc bien normale que, avec la nécessité d’instaurer de nouveaux
rapports entre ’homme et le monde qui I'entoure, les produits naturels reviennent a
la mode ; aussi bien les aliments que les plantes médicinales, les « simples » des
premiers temps de la médecine. Et le nombre méme d’ouvrages consacrés a ces
plantes, publiés au cours de ces dernieres années, est une preuve certaine qu'il

s’agit bien la d’un besoin réel de I'hnomme moderne [2].



14

1.1.2. Définition

On appelle plantes médicinales ou pharmaceutiques celles qui, apres avoir
été séchées ou traitées, interviennent dans la préparation des médicaments. On
appelle aussi plante médicinale toute plante renfermant un ou plusieurs principes
actifs capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies. Certaines plantes
contenant toute une gamme de matiéres efficaces peuvent avoir des actions tres

différentes suivant leur préparation [3,4].

1.1.3. Synergie des plantes

C’est le terme de synergie qui est le plus approprié pour distinguer la
phytothérapie de la médecine conventionnelle. Lorsqu’on utilise la plante entiére
plutdt que ses principes actifs isolés, ses différentes parties agissant ensemble sont
plus efficaces qu’un dosage équivalent du principe actif extrait de la plante utilisée

par la médecine conventionnelle [5].

De plus en plus, les chercheurs révéelent que des plantes telles que I'éphédra
(éphédra sinica L.), 'aubépine (Crataegus oxya cantha) donne lieu a des usages
inattendus grace a la combinaison naturelle des principes actifs contenus dans la
plante entiére. Dans certains cas, la valeur médicinale d’une plante est due a la
synergie de ses diverses substances. Un ou méme plusieurs principes actifs isolés

ne permettent pas d’obtenir le méme résultat [5].

1.1.4. Récolte des plantes médicinales

Les principes actifs dans la plante dépendent de son biotope, de son
développement et de son age. Leur quantité et leur composition changent au cours
de la croissance et varient méme au cours de la journée. Les plantes médicinales

seront donc cueillies lorsque la teneur en matieres actives est la plus forte [6].

Dans les cultures des grandes industries pharmaceutiques, on récolte les
plantes au moment ou la teneur en principes actifs est a son point optimal. On
choisit un jour ensoleillé pour faciliter le séchage, car celui-ci doit se fait a une
température de 40-60 °C. Les plantes a huiles essentielles sont cueillies t6t le matin

et séchées a I'ombre sous une température ne dépassant pas 50°C [4].
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Les fleurs doivent étre cueillies tout au début de leur épanouissement

(développement) avant que les insectes ne les aient trop envahies [4].

Les feuilles se cueillent avant le développement complet, au plus tard au
moment de la formation des boutons floraux, c'est-a-dire, quand le végétal est dans
toute sa force (sauf pour les plantes dont on emploie soit les feuilles isolées, soit les

sommités fleuries, comme les labiées : lavande...etc.) [7].

Les tiges se cueillent en méme temps que les feuilles sauf pour les plantes
mucilagineuses (mauve, guimauve...) car les principes émollients mucilagineux
prédominent dans les premiers temps de la végétation. On récolte donc ces tiges
avant leur développement entier [7].

-Les bourgeons se cueillent au printemps.

-Les fruits doivent étre cueillis trés murs pour étre consommées
immédiatement, on les cueille un peu avant la maturité compléte lorsqu’on veut les

faire sécher.

-les racines se récoltent au printemps ou en automne ; au printemps pour les
plantes vivaces, en automne pour les plantes annuelles ou bisannuelles. Elles

doivent étre saines et flexibles.

-Pour celles dont on n’utilise que I'écorce d’arbrisseau en automne, les

écorces resineuses au printemps.

On cueillera les plantes par temps sec et non orageux, apres le lever du soleil
et la disparition de la rosée [7].

1.1.5. Séchage et la conservation des plantes médicinales

Le séchage et la conservation des drogues médicinales requiérent autant de
soin que la récolte, si on veut que les drogues ne perdent pas leurs qualités
médicinales [8].

Les proprietés médicinales des végétaux dépendent du terrain, du climat, de
I'altitude et sans doute de nombreux autres facteurs, on adoptera de préférence les
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plantes de certains pays ou de certaines régions, connues pour leur plus grande
efficacité.

Pour les conserver, on les desseche selon les cas au soleil, au four, a I'étuve,
au sechoir ou dans un grenier aéré. Avant de dessécher les plantes, on les

débarrasse des substances étrangeéres, des portions mortes ou altérées.

En principe, les racines doivent étre séchées a I'air sec et conservées a I'abri
de I'humidité. Les racines charnues seront coupées en tranches minces, disposées
en chapelets et desséchées a I'étuve. Les racines mucilagineuses sont séchées au

four.
L'écorce et le bois seront séchés au soleil ou a I'étuve et conservés a l'abri
de I'’humidité.

Les fleurs, les feuilles et les semences doivent étre séchées a 'ombre dans
un grenier ou une piéce a atmospheére séche. On les étendra sur des claies ou on
les suspendra en petits paquets isolés et/ou les conserve dans des boites en bois,
en carton ou dans des sachets de papier, dans un endroit sec [7].

1.2. Définition des huiles essentielles

D’aprés la pharmacopée, «les huiles essentielles sont des produits de
composition généralement assez complexe, renfermant les principes volatils
contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés au cours de la préparation ».
Pour extraire ces principes volatils, il existe divers procédés. Deux seulement
utilisables pour la préparation des huiles essentielles officinales: « celui par
distillation a la vapeur d’eau et celui par expression » [9].

Selon AFNOR : « Ce sont des produits obtenus soit a partir de matiéres
premiéres naturelles par distillation a I'eau, ou a la vapeur d’eau, soit a partir des
fruits de citrus par des procédés mécaniques et qui sont séparées de la phase
aqueuse par des procédés physiques » [10].

Les huiles essentielles extraites des plantes comptent parmi les plus
importants principes actifs des plantes [6]. Elles constituent le facteur odorant qui
peut s’exhaler spontanément ou apres froissement [8]. On peut les extraire par
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divers moyens et les recueillir sous formes de liquide, en particulier. Ces derniers
sont donc la matérialisation palpable de la substance odorante. Elles sont volatiles
et par, évaporation, peuvent retourner a I'état d’'odeur sans laisser de traces [11].

A létat liquide, on les appelle «essences végétales» ou « huiles
essentielles », ou huiles volatiles mais encore : essence aromatique, esprits
recteurs et aromes. Ces diverses appellations ne concernent qu’un seul et méme
produit [11].

1.2.1. Répartition, localisation, classification et fonction des huiles essentielles

1.2.1.1. Répartition

Les huiles essentielles sont situées dans des glandes minuscules des
différentes parties de la plante aromatique :

" Dans les feuilles comme pour le basilic

" Dans les fleurs comme chez la rose.

" Dans le fruit comme chez le citron

. Dans les graines comme pour la coriandre

" Dans I'écorce comme pour la cannelle

. Et pour certaines plantes c’est dans les racines

Si tous les organes d’'une méme espéce peuvent renfermer une huile
essentielle, la composition de cette derniére peut varier selon sa localisation
[12].

1.2.1.2. Localisation

A l'origine des huiles essentielles se trouvent des systémes de

sécrétion trés variés :

-Poils sécréteurs des nombreuses essences de Labiées (lavande,

mélisse, menthe, romarin, thym,...).
-Cellules sécrétrices riches en résines de certaines convolvulacées.

-Poches sécrétrices d’'un grand nombre d’ombelliferes (anis vert,
fenouil, persil,).
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-Canaux a résine du pin maritime [12].

1.2.2.3. Classification

Gréace al'indice aromatique, les huiles essentielles sont classées les H.E.
en trois groupes :

e Les huiles majeures lorsque l'indice aromatique se situe entre 0.45 et 0.88.
e Les huiles médiums lorsque I'indice aromatique se situe entre 0.45 et 0.10.
e Les huiles de terrain dont I'indice est inférieur 2 0.1 [13].

RO

« Huiles majeures

Elles sont également appelées essence du germe. Elles ont un avantage
immédiat, puisqu’elles sont toujours efficaces. Elles servent en début de
traitement, et seront remplacées par les essences dites de terrain dont I'action
est durable et définitive. L'indice aromatique se situe entre 0.45 et 0.88 [13].

RO

« Huiles médiums

Elles sont moyennement antiseptiques. Elles assurent la transition entre
les majeures et les essences spécifiques nécessaires a chaque malade. Elles
ont une contribution efficace en cas de thérapie de relais. Leur indice aromatique
se situe entre 0.45 et 0.10 [13].

RO

«+ Huiles de terrain

Ce sont des huiles dont l'indice est inférieur a 0.1. Seul 'aromatogramme
pourra nous révéler leur pouvoir bactéricide ou bactériostatique. Elles sont donc
différentes d’'un individu a l'autre. Il n'est pas du tout exclu que les huiles
majeures agissent également comme des huiles de terrain [13].

1.2.3. Parametres influencant la qualité des huiles essentielles

Une HE sera trés fluctuante dans sa composition selon de multiples

parametres, qu'ils soient d’ordre naturel, ou d’origine intrinséque (localisation,
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maturité), soit d’origine extrinséque (sol, climat...) ou d’origine technologique
c'est-a-dire liés au mode d’exploitation du matériel végétal [14].

1.2.3.1. Facteurs d’origine naturelle

Facteurs intrinséques

e EXxistence de chémotypes

Une huile essentielle contient des corps chimiques tres complexes. Il
s’agit de plusieurs assemblages moléculaires trés divers, ayant chacun des
propriétés différentes. La nécessité d’une connaissance approfondie de ces
constituants chimiques est fondamentale pour un thérapeute. Dans une méme
espéece botanique, cette variation chimique nous permet de définir précisément
la nature des sous-espéces, des variétés, des cultivars et des taxons des
plantes aromatiques. Cette variation chimique génere la notion de : chémotype
ou race chimique. Une notion capitale en aromathérapie. C’est une forme de
classification chimique, biologique et botanique désignant la molécule
majoritairement présente dans une HE. Cette classification dépend des facteurs
liés directement aux conditions de vie spécifiques de la plante a savoir le pays, le
climat, le sol, I'exposition des végétaux, les facteurs phytosociologiques et la
période de récolte qui peuvent influencer la composition de I'HE.

e Influence du cycle végétatif

La biosynthése des principes actifs odorants évolue lors de la maturation
de la plante. Elle est prédominante pendant les périodes de forte croissance ou
pendant celles correspondant a des activités métaboliques intenses telles que la

floraison et la fruitarisme.

Pour une espéce donnée, la proportion des différents constituants d’'une
HE peut varier de fagcon importante tout an long du développement des plantes.
Ainsi, chez les la menthe poivrée, la diminution de la teneur en (-) -menthone
observé au cours du cycle végétatif correspond a une réduction en (-) -menthol
et en (+)-néomenthol. Des variations, parfois trés importantes, sont couramment

observées dans d'autres espéces : fenouil, carotte, coriandre (chez cette
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derniéere, la teneur en linalool est 50% plus élevée chez le fruit mur que chez le
fruit vert). [15, 16,17].

Facteurs extrinséques

L’incidence des facteurs de I'environnement et des pratiques culturales
influence également la composition des HE. Certaines espéces varient de
composition biochimique en fonction de paramétres génétiques et
bioclimatiques (altitude, nature du sol, climat...) [18,19].

e Influence du climat

La température, 'humidité relative et le régime des vents exercent une
influence directe, surtout chez les especes qui possédent des structures
histologiques de stockage superficielles (exp : poils sécréteurs des lamiacée)
[15].

e Influence du sol

Les pratiques culturelles sont également déterminantes sur le rendement
et la qualité du produit final. L’apport d’engrais et l'influence des teneurs de
N.P.K ont été étudiés pour diverses espéces. Un autre élément fondamental est
le régime hydrique [15].

1.2.3.2. Facteurs d'origine technologique

De profondes modifications des HE peuvent survenir lors de I'exploitation
des végétaux depuis leur collecte jusqu’a leur transformation industrielle. Le
mode de récolte, les conditions de transport, de séchage et de stockage peuvent
générer des dégradations enzymatiques.

La labilité des constituants des HE explique que la composition du produit
obtenu par hydrodistillation est le plus souvent différente de celle du mélange de

constituants initialement présent dans les organes sécréteurs du végétal.

Au cours de I'hydrodistillation, I'eau, I'acidité et la température peuvent
induire I'nydrolyse des esters mais aussi des réarrangements, des
isomérisations, des oxydations ...etc. [15].
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1.2.4. Domaines d’utilisation des huiles essentielles

Pendant longtemps, avant que I'homme ne dispose de médicament
moderne, les seules drogues dont il se servait provenaient d'extraits naturels
parmi lesquels les huiles essentielles tenaient une place importante. Grace a de
nombreux chercheurs et a des médecins, notre époque redécouvre
I'extraordinaire richesse des huiles essentielles et leurs applications. Il existe
plusieurs variétés d'huiles essentielles. En voici quelques-unes avec certaines

utilisations:.

e Myrte : traiter les affections pulmonaires, que ce soit chez les enfants ou
chez les personnes agées, traiter I'insomnie et les fatigues hépatiques c’est un
remede efficace pour traiter diverses maladies de la peau comme les problemes
d’acnés, les peaux grasses et méme le psoriasis [20,21].

1.3. Procédés d’extraction des huiles essentielles

Les méthodes d’extraction des principes odorants des matiéres végétales
ont considérablement progressé grace a la chimie moderne. Les principales
méthodes sont :

- L'entrainement a la vapeur d’eau ;
- L’hydrodistillation ;

- L’extraction par solvants volatils.

1.3.1. Entrainement a la vapeur d’eau (E.V.E)

L’entrainement a la vapeur d’eau est le plus ancien des procédés d’extraction
des huiles essentielles a partir des végétaux. Il consiste a récupérer I'huile
essentielle des végétaux, en faisant passer un courant de vapeur d’eau a travers la
matiére végétale sans macération préalable. Les vapeurs saturées en composés
organiques volatils sont condensées, ceux-ci sont ensuite récupérés par
décantation. Ce procédé permet de traiter les matiéres végétales sensibles qui

pourraient souffrir d’'une ébullition prolongée.

Ce procédé est encore, de nos jours, le plus utilisé car sa mise en ceuvre

facile et I'utilisation de la vapeur d’eau, disponible et a bas prix constituent ses
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principaux avantages. Cependant, il faut tenir compte du fait que la température de
la vapeur d’eau varie au cours de I'entrainement de I'huile ; elle est légérement
basse au début de l'extraction et la vapeur d’eau ne peut entrainer que les
constituants tres volatils, elle augmente graduellement et les constituants a points
d’ébullition élevés sont entrainés. La composition de I'huile obtenue en fin du
processus d’extraction est alors différente de celle obtenue au début. Parmi les
inconveénients de ce procédé, on note la difficulté d’extraire les produits odorants
peu volatils ou ceux appréciablement solubles dans I'eau [22].

1.3.2. Hydrodistillation (HD)

L’hydrodistillation est basée sur le méme principe que I'entrainement a la
vapeur d’eau sauf que le matériel végétal est dans ce cas immergé dans l'eau
portée a I’ébullition. Elle est généralement conduite a pression atmosphérique mais
on peut aussi travailler a pression réduite ou bien surpression et les composés
volatils entrainés par la vapeur sont recueillis aprés condensation et décantation
[22].

1.3.3. Extraction par solvants

Ce procédé consiste a épuiser la matiere végétale de ses constituants
odorants au moyen d’un solvant, puis a I'éliminer de I'extrait par évaporation sous
vide. Le produit obtenu est appelé “ concrete” ressemblant a une cire graisseuse.
Le traitement des plantes aromatiques par des solvants organiques volatils est
assurément une activité ancienne. Portant les appareillages utilisés ont peu évolué
jusqu’a ces derniéres années. Certes, I'emploi de solvants a I'état supercritique
pour le traitement de plantes aromatiques se développe en Allemagne et aux USA
depuis deux décennies. Bien que sur les plans quantitatifs et qualitatifs cette
méthode apporte satisfaction, elle est peu divulguée en raison de son co(t trés
élevé lié au niveau de pression mis en ceuvre. Elle est de ce fait réservée a I'heure
actuelle aux traitements de masse (café, thé, houblon...) ou a I'extraction de
produits thermosensibles a tres forte valeur ajoutée. En ce sens, I'utilisation de
solvants organique reste une solution alternative pour le traitement des plantes

aromatiques [22].
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Il existe d’autres méthodes d’extraction des huiles essentielles moins utilisés
telles que: L'extraction au CO, supercritique, I'extraction par micro-ondes,

I'extraction sans solvant assistée par micro-ondes, I'enfleurage, la macération,
I'expression a froid...etc. [18].

Nous avons choisi d’étudier I'huile essentielle de la plante médicinale

« Myrtus Communis .L » que nous allons décrire dans le chapitre suivant.
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CHAPITRE 2

LA MATIERE VEGETALE : LE MYRTE

2.1. Historique

Le myrte est cultivé autour du bassin méditerranéen depuis des siécles, il
appartient a la famille des myrtacées, ainsi il est la seule myrtacée qui pousse
spontanément sur les collines chaudes du bassin méditerranéen. Il était utilisé pour
la premiere fois en médecine au sixieme siécle en traitement de psoriasis. Il
symbolisait la poésie amoureuse pour les poétes arabes. Pour les romains, il
représentait la bravoure, pour les juifs la paix, et pour les grecs, ils en faisaient un
vin avec les rameaux chargés de fruits, et associaient le myrte a la charité, I'amour

spirituel et surtout a la pureté de la déesse Aphrodite [23].

Autrefois, les fleuristes I'incluaient dans les bouquets des fleurs des mariées
et dans les décorations florales lors des mariages. Dans I'antiquité, le feuillage était
utilisé pour confectionner des couronnes honorifiques, dont une reproduction en or
est visible au British Muséum (Antiquité grecque). Associé a l'encens, la rose, le
cedre ou l'acore, il était couramment employé pour parfumer, voire purifier les
cendres des défunts. Il entrait dans la composition des eaux de toilettes, de
baumes et pommades ou simplement rajouter a I'eau des bains et évidemment

dans la préparation de filtres aux divers pouvoirs [24].

2.2. Principales espéces du genre « myrte »

Le genre botanique des myrtes est de nom scientifique myrtus communis (L.)
appartient a la famille des myrtacées qui vient du grec ‘myrtos’ [24]. Myrtus
communis .L requiert les expositions suivantes : mi-ombre, lumiére et soleil. I
préfere un sol bien drainé et frais, il appartient aux plantes qui résistent bien a la
sécheresse. Parmi ses espéces on peut Citer :

aMyrtus communis « Boetica » a des feuilles de 4 cm, trés odorantes.
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aMyrtus communis « Microphylla » : est une variété naine ne dépassant pas
60 cm, dont les feuilles mesurent moins de 2.5cm. Cette variété se préte trés bien
a la taille ornementale.

aMyrtus communis « Tarentina » : est la variété la plus naine, avec des
rameaux trés courts recouverts d’'un duvet blanc. Ses petites feuilles sont tres
robustes, arrondies et a reflets cuivrés.

aMyrtus communis « Variegata » : présente des feuilles pointues ourlées de

blanc creme, atteignant 5 cm [25].

2.3. L'origine

Le myrte est une plante arbustive, commune des régions méditerranéennes,
poussant a I'état sauvage, associée aux foréts de chénes et de pin d’Alep du Tell et
du littoral. Une autre espéce saharienne, myrtus Nivelli, assez rare est présente
dans le Hoggar et le Tassili [26]. En général, I'origine du myrte est le pourtour du

bassin méditerranéen.

2.4.La description botanique

¢ Classification classique

Regne : Plantae.
Division : Magnoliophyta.
Classe : Magnoliopsida.
Ordre : Myrtales.

Famille : Myrtaceae.

Genre : Myrtus L. [27]

Figure 2.1 : Myrtus communis L.

¢ Classification phylogénétique

Ordre : Myrtales.
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Famille : Myrtaceae. [27]
Nom scientifique : Myrtus communis (Linné)

Description : Selon les variétés, le sol et le climat, le myrte atteindra une hauteur

de 2-3 metres ou restera un arbrisseau ne dépassant pas 50 cm [27].

Feuillage : Les feuilles du myrte sont persistantes, coriaces, plus ou moins
pointues selon les variétés, extrémement aromatiques (odeur balsamique, typique
des plantes du maquis méditerranéen). Elles sont plus ou moins serrées selon les

variétes [27].

Floraison : Les fleurs sont magnifiques, blanches odorantes a multiples étamines

en mai-juin [27].

Figure 2.2 : Myrtus communis L. en période de floraison

Fruits : les baies de myrte sont d'un noir-bleuté et commencent a étre mdres en

septembre, mais elles peuvent rester sur la plante une bonne partie de I'hiver [28].
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Figure 2.3 : Myrtus communis L. (fruits mars)

Récolte : on récolte les feuilles de mai a septembre, en laissant toujours les 2/3
du feuillage pour ne pas affaiblir la plante. Les baies seront récoltées dés qu'elles
auront pris leur couleur sombre et qu'elles deviendront |égérement souples sous le
doigt [27].

Autres variétés : il y a une trés grande diversité de cultivars et de variétés de
Myrtus communis tous appelés myrte : a fleurs doubles, fructiféres, stériles, a
fruits blancs [28].

Résistance au froid-rusticité : le myrte adulte peut résister brievement a 12°C.
En pot, il faut absolument protéger le pot des grands froids, la plante gélerait par

les racines [27].

Nature du terrain : le maquis est pauvre et sec; le calcaire ne nuit pas, mais les

sols doivent étre tres bien drainés. La culture en pot est tout a fait possible [29].
Exposition : au soleil [27].

Besoins en eau : le myrte est sobre, mais doit étre arrosé la premiére année pour
faciliter son installation. En pot, il doit étre arrosé comme toutes les plantes, en fin
de matinée. L'eau calcaire tache les feuilles [27].

Y

Taille : la taille n'est pas indispensable, elle servira surtout a former

esthétiguement la plante. A effectuer aprés la récolte de fruits en septembre [29].
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Multiplication : le myrte se bouture trés bien de mai a juillet; les graines germent

parfaitement [29].

2.5. Dénomination vernaculaire

Arabe : Rayhane.

Francais : Myrte (commun).
Allemand : Brautmyrte.
Italien : Mirto.

Latin : Baca Myrtae.
Espagnole : Mirto.

Turquie : Mersin, Murt [30].

2.6. Odeur et Saveur

Il a 'odeur aromatique, forte, pénétrante et caractéristique rappelant a celle
d’eucalyptus tandis que sa saveur aromatique est légérement apre. La saveur des

baies mdres est |égérement sucrée.

La pression du myrte a froid dégage un ardme frais qui rappelle I'eucalyptus

européen et les aiguilles de pin [25].

2.7. Composition chimigue de I'huile essentielle du myrte

La composition d’'une huile essentielle de myrte varie d’une région a I'autre

comme l'indique le tableau 2.1.
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Tableau 2.1. Variation de la composition de I'HE de myrte de Tunisie et celle

du Maroc.
Teneur (%)

Les composés Tunisie [31] Maroc [32]
Alpha-pinéne 50 10
1,8-cineole 20 43
Limonéne 08 10
Linalool 2a3 25
L’'acétate de géranyle 02 1,2
Alpha-terpineol la?2 01
Para-cymene l1a2 0,2a0,8

2.8. Utilisation générale et thérapeutique du myrte

Le myrte est un bon aseptique des voies respiratoires, on peut donc I'utiliser
tout aussi bien en usage cutané que par voie orale. Appliquée sur le bas du dos ou
du ventre, elle permet de résoudre les problémes des appareils génitaux et les
infections urinaires. Pour traiter les sinusites ou I'angine, il est préférable d'en
mettre un peu sur le sinus ou le cou. L’huile essentielle de myrte a aussi des vertus
cosmétiques. En effet, c’est une bonne antiride et elle revitalise les peaux seches.
Cette huile est donc trés intéressante et pour un meilleur usage, il ne faut pas
dépasser le dosage et la conserver dans un endroit sec, a I'abri de la lumiere et de
la chaleur [30].

Les Touaregs l'utilisent pour ses propriétés ; les feuilles sont vulnéraires,
elles guérissent les blessures et les plaies. Par contre, les fruits ou baies sont
séchés, puis utilisés comme condiments. En Algérie, les rameaux de myrte sont
utilisés, en tradition populaire, et sont déposés sur les tombes les jours de
recueillement [26].

En phytothérapie, le myrte a des propriétés tres intéressantes. Il détruit les
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microbes et empéche leur prolifération. En cas de diarrhées ou de dysenteries, il
asseche les écoulements et facilite la circulation. Il facilite également
I'expectoration par la bouche des matiéres encombrant les voies respiratoires
(mucosités en excés dans les bronches). Il fait baisser le taux de sucre dans le
sang et favorise la digestion. Il guérit aussi les ulceres et permet leur cicatrisation.
Il agit sur les fermentations intestinales et sur les douleurs abdominales qu’elles
entrainent, en calmant les spasmes d'origine digestive sur les intestins et
'estomac. Il diminue les ballonnements et calme les douleurs abdominales
associées. Le myrte est une plante aromatique,il contient une huile essentielle

riche en myrtol, en cinéol et en tanins [33].

2.9. Quelques travaux sur le myrte

De nombreux travaux ont été effectués sur le myrte, pour connaitre la
composition chimique, I'effet antibactérien, I'effet antioxydant...etc.

Nous présentons ci-apres quelques uns.

2.9.1. Composition chimigue de [I'huile essentielle de myrte provenant de

différentes origines géographiques

La composition chimique de l'huile essentielle de myrte commun des
différents pays : Liban [34], Maroc [35], Tunisie [36], Iran [37] et Gréce [38] est

présentée dans le tableau 2.2.

a Les 47 constituants chimiques identifiés représentent 98.3 % de I'huile

essentielle du Myrte libanais dont les composants principaux sont: I’ a-pinéne
(32,2 %), le 1,8 cinéole (25,9%) et le limonéne (18,6%). Les résultats obtenus de
analyse qualitative et quantitative des constituants chimiques des huiles
essentielles du Myrte commun du Liban mettent en évidence les caractéristiques
principales permettant de différencier les divers échantillons des huiles
essentielles de Myrtus communis L. provenant de différentes origines
géographiques.

a Les analyses de I'HE des feuilles de myrte (Myrtus Communis L.) du Maroc
ont révélé 28 composés. Les composés majoritaires ont été I' a-pinene (22%), le
1,8-cinéole (33.1%), le linalool (1.59%), I' a—terpineol (3.1%) et l'acétate de

géranyl (2.03%).
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a L’analyse de I'huile essentielle du myrte de la Tunisie a révélé comme
composés majoritaires : a-pinéne (51.15%), le 1,8-cinéole (24.15%), le linalool
(2.3%) et 'acétate de géranyl (1.7%).

a Par ailleurs, I'huile essentielle extraite du myrte de la Gréce est composée
principalement de : a-pinéne (10.9%), le 1,8-cinéole (13.5%), et le linalool avec
une teneur de 7.7%.

a Les analyses de I'HE des feuilles de myrte (Myrtus Communis L.) d’lran ont
révélé 32 composés. Les composés majoritaires ont été a-pinene (29.4%),
limonéne (21.2%), 1,8-cinéole (18%), linalool (10.6%) et a—terpineol (3.1%).

Tableau 2.2. Tableau comparatif des teneurs des constituants des huiles

essentielles de Myrtus Communis de différents pays.

Teneur (%)

Indice de Composés Liban Maroc = Tunisie Iran = Grece

rétention [34] [35] [36] [37] [38]
07.348 a-pineéne 32.2 22.00 51.15 29.40 = 10.90
10.153 1,8-cinéole 25.9 33.10 24.15 18.00 = 13.50
12.273 Linalool 06.7 01.59 02.30 10.60 = 07.70
14.457 Terpinéne-4-ol - 00.23 - - 00.20
14.715 p-cyméne8-ol 00.72 00.56 - - -
14.896 a -terpineol - 03.10 - 03.10 01.60
16.654 Géraniol - 00.41 - - -
19.207 a -terpinéne - tr - - tr
20.098 | Acétate de géranyl | 01.05 02.03 01.70 - 01.80
20.461 | Méthyle eugenol - 01.14 - - tr
21.048 | B —caryophyllene - 00.41 - - -
21.901 a -humulene - 00.58 - - 00.50

2.9.2. Rendement en huile essentielle de myrte dans différents pays

Le rendement en HE de Myrtus communis L. est représenté dans le
tableau 2.3.

o Le rendement en huile essentielle du Japon (1.45%) est le plus élevé
par rapport a celui des autres pays. Nous pouvons dire que le myrte commun du
Japon et celui de la Gréce sont riches en composés aromatiques volatils.

o Le rendement en huile essentielle des feuilles de myrte commun du
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Maroc est identique a celui de la Tunisie avec un pourcentage de 0.11% et proche
de celui du Liban qui est de 0.12%.

Tableau 2.3. Rendement en HE de myrte dans quelques pays.

Tunisie Liban Maroc Japon Iran Grece
[36] [34] [35] [39] [37] [38]
R e (%) 0.11 0.12 0.11 1.45 1.22 1.20

2.9.3. Effet antibactérien de [I'huile essentielle de myrte commun (Myrtus

communis L.)

BN

L'effet antibactérien de I'huile essentielle extraite a partir des parties
aériennes du myrte d’lran a été étudié sur Escherichia.coli, staphylococcus
aureus, streptococcus foecalis, pseudomonas aeruginosa, klebsiella pneumoniae,
bacillus subtilis, B.licheniforme, candida albicans et saccharomyces cerevisiae.

La méthode de diffusion sur disque a été utilisée pour évaluer la zone ou il
y a une inhibition de la prolifération bactérienne a différentes concentrations
d’huile. La concentration minimale inhibitrice et bactéricide de I'huile a été
déterminée [37]

L’huile a montré des effets antibactériens sur ces organismes. La cinétique
de destruction microbienne a montré que I'huile peut tuer des microorganismes
aprés une durée d’application de 45 minutes [37].

Des études similaires ont été effectués en Tunisie mais sur d’autres
souches bactériennes telles que: Plantarum Lactobacille, Escherichia coli et
Geotrichum candidum, en utilisant une méthode submergée de culture de bouillon.
Les résultats obtenus ont prouvé qu’elles sont des inhibiteurs de la prolifération de
ces bactéries testées, et qu’Escherichia. Coli était plus empéchée que Plantarum
de Lactobacille par ces huiles essentielles [40].

Mr. Hammami a travaillé sur les matériaux comme source de nouveaux
agents antibactériens. Des extraits differents des plantes médicinales
traditionnelles ont été examinés. Quelques produits naturels ont été approuveés en
tant que nouvelles drogues antibactériennes, mais il y a un besoin pressant
d’identifier des substances actives vers des microbes pathogénes avec de haute

résistance. L'étude a été entreprise pour identifier les propriétés antibactériennes
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de myrtus communis L., les extraits de méthanol, d’éthanol et d’acétate éthylique
a partir des feuilles et des fruits de myrtus communis L. Ils ont été examinés pour
déterminer leurs activités antibactériennes en employant la méthode de diffusion
sur milieu solide contre les monocytogenes CECT 4032 de Listeria. La
concentration minimale inhibitrice a été déterminée en employant I'analyse de
dilution de micro-plat. la plupart des extraits ont montré une activité
antibactérienne élevee [40].

2.9.4. Variation de la composition en huile essentielle et en acides gras pendant la

maturation des fruits de Myrtus communis L. variétés italica

La composition de l'huile essentielle et des acides gras des fruits de
Myrtus communis variété italica pendant sa maturation a été déterminée. L'effet du
temps de fruitarisme sur quelques propriétés physiques des fruits de Myrtus,
poids du fruit et le contenu d'humidité, était significatif. L'augmentation du poids
de fruit (de 2,54 a 8,79 g%) pendant la maturité a été corrélée avec celle du
contenu d'humidité (de 28% a 72%). Les rendements des huiles essentielles du
fruit ont changé de 0,003% a 0,01% et ont montré une augmentation
remarquable a 60 jours apres la floraison jusqu’a atteindre un maximum de 0,11%.
Quarante sept composés volatils ont été identifiés dans I'huile essentielle de fruit;
1,8-cineole (7,31 —40,99%), acétate géranylique (1,83 —20,54%), linalool (0,74 —
18,92%) et l'alpha pinéne (1,24 —-12,64%) étaient les composés principaux de
monoterpénes. Le contenu total d'acide gras a changé de 0,81% a 3,10%
pendant la maturation de fruit et les acides gras prédominants étaient I'acide
linoléique (12,21 — 71,34%), I'acide palmitique (13,58 —37,07%) et I'acide oléique
(de 6,49 21,89%). Les proportions d'acide linoléigue se sont corrélées
inversement avec des acides palmitiques et oléiques pendant toutes les étapes
de la maturation [42].

Par ailleurs, les grains de Myrtus communis L. de Turquie ont un rendement
de 4.87% d'acide gras. En outre, le rendement d’acides gras libres obtenus a
partir de I'extrait des grains était de 1.39%, les lipides sont caractérisés par la
faible teneur en acide palmitique et palmitoléique qui représentent 16% de toute la
composition en acides gras des extraits des lipides. L'acide oléique a été
déterminé comme l'acide gras principal dans tous les extraits de Myrtus
communis L. avec une teneur de 64.1% [43].
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[1.9.5. Potentiels antioxydants et antigenotoxigues in vitro de myricetin-3-0-

galactoside et de myricetin-3-o-rhamnoside de Myrtus communis L. : Modulation

de l'expression des génes impligués dans le systéme immunitaire en utilisant

DCNCcA micro-arrangement.

L'activité antioxydante de myricetin-3-0-galactoside et de myricetin-3-o-
rhamnoside, isolés des feuilles de Myrtus communis L. a été déterminée par la
capacité de chaque composé d'empécher l'activité d'oxydase de xanthine,
peroxydation de lipide et d’éliminer le radical libre 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl.
L'activité d'antimutagénique a été évaluée en utilisant le chromotest et ['analyse
de comete. IC(50) les valeurs de la peroxydation de lipide par myricetin-3-o-
galactoside et myricetin-3-o-rhamnoside sont respectivement 160mug/ml et
220mug/ml. A une concentration de 100mug/ml, les deux composés ont montré
I'effet inhibiteur le plus efficace de l'activité d'oxydase de xanthine respectivement,
de 57% et 59%. Myricetin-3-o-rhamnoside était un extracteur radicalaire trés
efficace avec une IC(50) de 1.4mug/ml. Ces deux composés induisent une
activité inhibitrice contre le nifuroxazide, I'aflatoxine B1 et H,O, la mutagénicité
induite. L'effet protecteur montré par ces molécules a été également déterminé
par analyse d'expression de géne comme la réponse a un effort oxydant
employant un capteur d’ADN [44].

2.9.6. Variation génétigue des populations tunisiennes de Myrtus communis L.

(Myrtaceae) évaluées par des isozymes et RAPDs.

La variabilité génétique de six populations tunisiennes de Myrtus communis
L. (Myrtaceae) de la Tunisie a été estimée a l'aide de neuf systémes
isoenzymatiques contr6lés par 17 lieux et 79 marqueurs RAPD amplifiés par cing
amorces. Les populations analysées appartiennent a trois étages bioclimatiques
différents : humide inférieur, sub-humide et semi-aride supérieur. Une diversité
génétique intrapopulation importante a été détectée. Le niveau de polymorphisme
varie selon le bioclimat. Les populations du sub-humide sont plus polymorphes.
Pour I'ensemble des populations, la diversité génétique révélée par les RAPDs est
plus importante que celle détectée par les isozymes. Une forte différenciation
entre les populations, selon le bioclimat et I'éloignement géographique, a été
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révélée par les deux méthodes. La structuration des populations selon les
marqueurs RAPD concorde mieux avec le bioclimat. La différenciation entre les
populations appartenant a des groupes écologiques différents est plus importante
gue celle entre populations d'un méme groupe. Les programmes de conservation
de l'espéce doivent tenir compte aussi bien du degré de la diversité génétique

intrapopulation révélé par les deux types de marqueurs que du bioclimat [45].

2.9.7. Effet de la distillation fractionnée sur la composition chimique et l'activité

antimicrobienne des huiles essentielles du myrte

Y

L’huile essentielle extraite a partir du myrte du Maroc et ses fractions
obtenues par la distillation fractionnée sont analysées par les méthodes
chromatographiques (GC et GC/MS).

L’huile essentielle du Myrte marocain est constituée de I’ a-pinéne (10%), le
1,8-cinéole (43%) et I'acétate de myrtényl (25%) comme composés majoritaires.
La rectification de I'huile du myrte a donné quatre principales fractions. La
premiére est riche en a-pinene (42-54.8%) et 1,8-cinéole (27-53.6%), la seconde
fraction en 1,8-cinéole (83-95,8%), la troisieme en acétate de myrtényl (36-55%)
et 1,8-cinéole (12-36%) et la quatrieme en acétate de myrtényl (62-65%). L’activité
antimicrobienne testée avec les principales fractions de I'huile essentielle du myrte
a montré qu'elle a été essentiellement observée dans la troisiéme fraction

contenant particuliérement I’ a-terpineol et le myrténol ainsi que le 1,8-cinéole [46].

2.9.8. Propriétés insecticides d'huiles essentielles libanaises contre le moustique

de Culex pipiens molestus

Les activités insecticides des extraits d'huile essentielle des feuilles et
des fleurs des plantes aromatiques contre des larves du moustique Molestus
Culex Pipiens ont été déterminées. Des extraits de Myrtus communis L. se sont
avérés les plus toxiques, suivi de ceux du syriacum origanum L., du Mentha
microphylla Koch, du pistacia lentiscus L. et de Lavandula stoechas L. avec les
valeurs LC50 de 16, 36, 39, 70 et 89 mg litres -1, respectivement. Plus de 20
composants ont été identifiés. Huit composants purs (1,8-cineole, menthone,
linalol, terpinéol, carvacrol, thymol et I'a -pinéne ont été examinés contre ces

larves. Thymol, carvacrol étaient les plus toxiques (LC50 = 36-49 mg litre™), tandis
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que la menthone, 1,8-cineole, linalool et le terpinéol (LC50 = de 156-194 mg litre

1y étaient moins toxiques [47].

2.9.9. Activité antioxydante par I’ analyse de DPPH

L'activité du radical-balayage libre des échantillons extraits de myrte a été
évaluée avec le DPPH modifiée de (radicall,1-diphenyl-2-picrylhydrazil) , qui est
basée sur la mesure des capacités réductrices des antioxydants vers le radical de
DPPH. Brievement, une solution de DPPH (10-4 m) a été préparée dans le
méthanol aqueux (70:30 v/v). Un millilitre d'échantillon a été ajouté a 3 ml de la
solution de DPPH. Le mélange a été alors secoué vigoureusement et conservé a
température ambiante dans I'obscurite. Aprés 30 min, la diminution de
I'absorbance a 517 nm a été mesurée par rapport a un blanc (solution aqueuse de
méthanol) en employant un spectrophotométre du double-faisceau UV-vis . Un
mélange composant de 1 ml du méthanol aqueux (70:30 v/v) et de 3 ml de
solution de DPPH a été employé comme un blanc. Les solutions radicales ont été
fraichement préparées chaque jour, stocké dans un flacon couvert de papier
d'aluminium et maintenu dans l'obscurité. Les activités du radical-balayage des
échantillons, exprimées comme le pourcentage linhibition de DPPH, ont été
calculées selon la formule

% Inhibition = [[Ag — Ax ) Ag] = 100

D’ou Ag et Aa sont les valeurs d'absorbance de control et de I'échantillon d'essai,

respectivement. Les essais ont été effectués quatre fois. La concentration en
extrait fournissant I'inhibition de 50% (ICso) a été calculée a partir du graphique du
pourcentage d'inhibition tracé en fonction de la concentration en extrait (100, 80,
50, 30, 20, 10 et 5 mg/l). Les résultats de I'effet antioxydant de I'extrait sont
présentés dans le tableau ci-dessous [48].
Tableau 2.4. L'effet antioxydant de I'extrait méthanolique de myrte déterminé par
LCso

Saison Les composés phénoliques totaux (mg LCso (mg/l)

d’acide gallique/ g de plante)

Février 30774 17.1+£0.78

May 352+4.0 14.6 £0.81

Aolt 373+0.5 9.54 +£0.93
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La capacité des extraits méthanoliques des feuilles de myrte a chercher le
radical libre est attribuée avec la participation de ses constituants tels que les
acides phénoliques et les flavonoides [49]. D'aprés ces résultats, on remarque
qgue la meilleure accumulation des constituants phénoliques a été lors de la
période de floraison (mois d’Aodt) avec un meilleur pouvoir antioxydant qui
correspond a LCsp la plus faible (9.54 + 0.93 mg/l) et a la teneur en composés
phénoliques la plus élevée (373 + 0.5 mg d’acide gallique/g de plante). Par contre,
le faible pouvoir antioxydant a été remarqué au mois de février avec la LC 50 la
plus élevée (17.1 + 0.78 mg/l ) et la teneur en composés phénoliques qui
correspond a 307 = 7.4 (mg d’acide gallique/ g de plante) qui est due a la vitesse

limitée de la photosynthése [48].
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CHAPITRE 3
MATERIELS ET METHODES

3.1. Extraction des huiles essentielles

Dans cette étape nous avons procédé a I'extraction de I'huile essentielle de

deux organes différents de la plante médicinale de myrte (Myrtus communis L.)
provenant de la région de Zougala de la Wilaya de Ain Defla (Algérie) de Janvier
2009 a Janvier 2010. Les caractéristiqgues géographiques de cette région sont les
suivants [67] :
Etage bioclimatique : subaride au fond de la vallée et subhumide sur les reliefs.
Altitude : 1164 m
Latitude : 36°4’ O N
Longitude : 4° 32’59 E
Pluviométrie : 500 a 600 mm/an

Pour réaliser cette extraction, nous avons utilisé deux méthodes distinctes:

I’hydrodistillation et I'entrainement a la vapeur d’eau.

3.1.1. Extraction par hydrodistillation (HD)

3.1.1.1. Description de I'appareillage

L’appareil ou le montage de I'hydrodistillation comprend essentiellement
deux parties (ballon et réfrigérant).
e Le ballon : sert a contenir la matiere végétale émergée dans I'eau distillée.
e Le réfrigérant: c’est un échangeur de chaleur servant a convertir toute

vapeur en liquide provenant du ballon.
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Figure 3.1. Appareil d’hydrodistillation (Clevenger)

3.1.1.2. Mode Opératoire

o,

< Préparation de I'’échantillon

Nous avons réalisé I'extraction des huiles essentielles a partir de deux
organes de la plante de myrte.
+ Les fruits (les baies)

Les fruits de myrte sont réduits en poudre au moyen d’'un mixeur.
+ Les feuilles

Les feuilles de myrte sont hachées en trés petits fragments au moyen
d’'un mixeur.

La matiere végétale est placée dans un ballon avec de I'eau distillée. En
chauffant, 'eau s’évapore entrainant avec elle les molécules aromatiques. En
passant dans un réfrigérant, I'eau se condense. Elle est ensuite récupérée dans
un erlenmeyer ou il est possible de distinguer deux phases bien distinctes : I'huile
essentielle et, dessous, lI'eau aromatique (ou I'hydrolat) chargée d’espéces

volatiles contenues dans la plante et ayant une densité plus élevée.
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o,

< Préparation de I'huile essentielle de 'eau aromatiqgue

Les deux phases contenues dans I'erlenmeyer sont ensuite transférées
dans une ampoule a décanter. Apres avoir laissé reposer le contenu quelques
minutes, il est possible d’éliminer totalement I'eau aromatique. Il ne reste que
I’huile essentielle dans I'ampoule a décanter.
3.1.1.3. Conditions opératoires d’extraction des HE a partir des baies

Les conditions opératoires sont les suivantes :
-La masse de la matiére végétale bien broyée : my= 60g.
-Le volume de I'eau distillée : V ¢ = 600ml.
-chauffage a la température d’ébullition d’eau.
- La période de récolte : Juin 2009.

3.1.1.4. Conditions opératoires d’extraction des HE a partir des feuilles séches et

fraiches
Les conditions opératoires sont les suivantes :
-La masse de la matiére végétale séches bien broyée : m,= 70g.
-La masse de la matiére végétale fraiche m ;=50
-Le volume de I'eau distillée : V ¢ = 600ml.

-chauffage a la température d’ébullition d’eau.
-La période de récolte : de janvier 2009 au janvier 2010.

3.1.2. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau (E.V.E)

L'objectif est d'entrainer a la vapeur d'eau les constituants volatils des
produits bruts. La vapeur détruit la structure des cellules végétales, libére les
molécules contenues et entraine les plus volatiles en les séparant du substrat
cellulosique. La vapeur, chargée de I'essence de la matiere végétale distillée, se
condense dans le serpentin avant d'étre récupérée dans une ampoule a décanter.
Les parties insolubles dans I'eau de condensation sont décantées pour donner
I'huile surnageant (ou huile principale). La partie contenant les composés
hydrosolubles est nommée hydrolat. Nous pouvons alors séparer les deux phases

facilement.
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3.1.2.1. Description de I'appareillage

L’'appareil d’entrainement a la vapeur d’'eau comprend essentiellement
quatre parties (deux ballons, un réfrigérant et une ampoule a décanter).

e Le premier ballon : sert a contenir de I'eau bouillante.

e Le deuxiéme ballon : sert a contenir la matiere végétale immergée dans
I'eau distillée.

e Le réfrigérant: c’est un échangeur de chaleur servant a convertir toute
vapeur en liquide provenant du ballon.

e L’ampoule a décanter : c’est un réservoir de récupération du condensat et
elle permet aussi la séparation des deux phases.

Figure 3.2. Montage de I'entrainement a la vapeur d’eau.

3.1.2.2. Mode Opératoire

«+ Préparation de I'’échantillon

L’extraction des huiles essentielles a partir de deux organes de la plante de
myrte (Myrtus communis L.) : feuilles et fruits a été réalisé. L’échantillon est traité
de la méme facon que lors de I'hydrodistillation.

Le principe de I'entrainement a la vapeur d’eau est basé sur la volatilité des
huiles essentielles, ces derniéres seront entrainées par la vapeur d’eau, puis
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condensées et récupérées a la fin.

La partie de la plante contenant la molécule a extraire est placée dans un
ballon avec de I'eau distillée. En chauffant, I'eau s'évapore entrainant avec elle
les molécules aromatiques. En passant dans un réfrigérant, 'eau se condense.
Elle est ensuite récupérée dans une ampoule a décanter ou il est possible de
distinguer deux phases bien distinctes: I'huile essentielle et, dessous, l'eau
aromatique (ou I'hydrolat) chargée d’espéces volatiles contenues dans la plante et

ayant une densité plus élevée.

3.1.3. Extraction de la concréte par solvants volatils

Dans cette étape, nous avons procedé a I'extraction des concréetes des

feuilles de myrte par des solvants volatils.

3.1.3.1 Description de I'appareillage

L’'appareillage ayant servi a la réalisation des expériences (soxhlet)
comprend essentiellement trois parties (ballon, colonne et un réfrigérant).
e Le ballon : il sert a contenir le solvant pur au début de I'opération et c’est un
récipient de récupération de I'extrait en fin d’opération.
e La colonne : elle joue le réle d’extracteur, c’est dans celle-ci que se passe
I'extraction proprement dite, par le contact matiére végétale-solvant. Elle se
compose de trois parties :

La premiere sert de support de la matiere végétale, la deuxieme et la
troisieme en deux tubes (1 et 2) qui servent respectivement de tube d’alimentation
en solvant et vidange de I'extrait.

o Le réfrigérant: il est situé en haut de la colonne et sert & condenser les

vapeurs du solvant acheminées par le tube 1 (voir figure 3.3)
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Figure 3.3. Montage du Soxhlet

3.1.3.2. Mode opératoire

« Préparation des échantillons

Les échantillons sont préparés de la méme facon que ceux utilisés dans
I'extraction des huiles essentielles par hydrodistillation (voir 3.1.2.1).
Le matériel végétal brut est pesé puis disposé dans une cartouche en papier filtre.
+ Extraction

Le solvant envisagé contenu dans le ballon est porté a sa température d’ébullition.

Aprés un certain temps, on remarque l'apparition des vapeurs qui montent
dans le tube 1, correspondant au temps initial (to = 0).

Ces vapeurs sont condensées et tombent goutte a goutte sur la matiére végétale.

Aprés immersion totale, le solvant chargé en extraits aromatiques s’écoule
par siphonage dans le ballon de départ, par cette étape s'acheve le premier cycle
d’extraction.

Pour le deuxieme, troisieme...cycle ou siphonage, I'opération se déroule de
la méme maniere que précédemment, sauf que dans ce cas la, ce n'est plus le
solvant qui est porté a ébullition mais plutét I'extrait. La solution contenue dans le
ballon s’enrichit de plus en plus en soluté au fur et a mesure que I'extraction

progresse.
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< Elimination et recyclage du solvant organigue

Le mélange chargé en extrait obtenu est soumis a une distillation par un
évaporateur rotatif. Ce traitement s'effectue a la température d’ébullition de
chaque solvant, pendant une durée la plus courte possible, afin déviter les
dégradations thermiques éventuelles des composants volatils.

A lissue de cette opération, nous récupérons d’une part la concrete et d’autre
part le solvant organique.

Les conditions opératoires sont les suivantes :

-La masse des feuilles ou matiere végétale : myy= 40g.
-Les solvants d’extraction :

- Volume du solvant : 250ml.

- Chauffage : a la température d’ébullition des solvants :

1) L’éther de pétrole : Tepuiition= de 40°C a 60°C.

2) L’éther diéthylique : Tepulition= 35°C.

3) Acétone : Tepulition= 56.53°C.

4) Ethanol : Tepuiiion= 79°C

5) Le nombre de siphonage : 10.

3.2. Caractérisation et analyse des huiles essentielles

Les constantes physico-chimiques, servent d’indice de qualité et permettent
de donner une idée sur la composition des huiles essentielles. Par exemple
I'indice de réfraction trop élevé indique la présence de composés renfermant les
doubles liaisons. D’autre part, I'utilisation des méthodes physiques d’analyses
comme la chromatographie en phase gazeuse (GC) couplée soit avec la
spectrométrie de masse (MS) ou avec un détecteur de flamme ionique (FID) est
devenue incontournable du fait des nombreuses et précieuses informations

gu’elles fournissent.

3.2.1. Analyse des HE des feuilles et des baies de Myrte

3.2.1.1. GC/MS

Le spectrométre de masse, Agilent 5973 a quadripble est couplé a un
chromatographe en phase gazeuse Agilent 6890. La colonne capillaire 5% Phenyl

Methyl Siloxane possede les caractéristiques suivantes (longueur : 30m, diametre
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interne : 0.25mm ; épaisseur du film : 0.25 pm)

Les conditions opératoires sont: la température de l'injecteur splitless
250°C ; la programmation de température : de 40°C 0 250°C a raison de 6°C/min,
le gaz vecteur: He a 1ml/min (vitesse linéaire moyenne = 36 cm/sec). Les
températures de la source et du quadripdle sont fixées a 230°C et 150°C
respectivement ; énergie d'ionisation 70 eV, gamme de masse : 35 a 400 uma.
L’identification des différents constituants est réalisée a partir de leur spectre de
masse en comparaison avec ceux standards de la banque de données

informatisées

3.2.1.2. GC/FID

L’analyse chimique des huiles essentielle est effectuée a I'aide d’'un
chromatographe en phase gazeuse HP GC 6890A, équipé d'un détecteur a
ionisation de flamme. La colonne capillaire 5% Phenyl Methyl Siloxane possede
les caractéristiques suivantes (longueur: 30m, diamétre interne: 0.25mm;
épaisseur du film: 0.25 pm). Les conditions opératoires sont : la température de
l'injecteur splittless : 280°C; la température du détecteur FID 300°C; la
programmation de température de 40°C (1 min) & 200°C a raison de 6°C/min puis
de 200 a 280°C a 30°C/min et maintien & 280°C pendant 2 min ; le gaz vecteur :

He a 1 ml/min (vitesse linéaire moyenne = 33cm/sec).
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3.3. Activité antibactérienne des huiles essentielles du myrte commun

Les huiles essentielles ont un spectre d’action antibactérienne tres large
puisqu’elles inhibent aussi bien la croissance des bactéries que celles des
moisissures et des levures. Leur activité antimicrobienne est principalement en
fonction de leur composition chimique, et en particulier de la nature de leurs
composés volatils majeurs. Ce qui nous a amené a évaluer l'activité des huiles
essentielles du myrte commun.

Les tests biologiques sont effectués sur six souches bactériennes
pathogénes : Escherichia coli, Staphylococcus Aureus, Pseudomonas
Aeroginosa, Bacillus.subtilus, Candida Albicans et Staphylococcus Epidermidis
par la méthode de diffusion sur milieu solide (gélose).

3.3.1. Matériel

3.3.1.1. Les huiles essentielles

Pour réaliser notre travail, nous avons utilisé I'huile essentielle des feuilles
de myrte commun extraites par entrainement a la vapeur d’eau.

3.3.1.2. Les Microorganismes

Pour la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI), il faut
travailler avec des souches de référence. Cela nous a obligé a utiliser seulement
six souches disponibles au niveau du laboratoire de microbiologie du centre
universitaire et de I'hopital de Khemis Miliana.

3.3.1.2.1. Caractéristiques des souches utilisées

A. Staphylococcus Aureus (ATCC 29737)

A.1. Morphologie

Les Staphylococcus aureus sont des cocci non capsulés, en général
groupés en amas plans irréguliers.
Elles se présentent :
- Sur gélose nutritive, par des colonies arrondies, bombées, luisantes, opaques,
a contours nets et pigmentés aprés 24 a 36 heures pouvant alors présenter
une coloration ocre-jaune.

- En bouillon nutritif, par un trouble uniforme abondant puis un dépét [51].
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A.2.Caracteres physigues et biochimiques

- Gram+
- Immobile
- Catalase (+)
- Aérobies facultatives
- Fermenter les glucides
- Arginine dihydrolase (+)
- Les Staphylococcus se multiplient trés bien en 24 heures sur la plupart des
milieux usuels.
- Température optimale 37°C
- pH optimal 7.2 - 7.4
A.3.Le Pouvoir Pathogéne

Les manifestations pathologiques dues au Staphylococcus aureus sont tres
nombreuses, on peut distinguer les suppurations localisées telles que :

e les infections cutanées : furoncle, abcés, panaris et I'infection ORL diverses

e Les infections des séreuses : Arthrite, Pleurésie et péritonite.

e Les infections osseuses : ostéomyélites

e Les infections viscérales : abcés des poumons, abcés du cerveau et le
phlegmon périnéphrétique.

e Les septicémies et les endocardites.

e Les toxi-infections alimentaires.

e Les syndromes de choc toxiques.

B. Escherichia coli (ATCC 10536)

B.1. Morphologie

C’est I'une des bacilles de dimension moyenne 0.5, elle se développe
aisément sur milieux ordinaires [51].

B.2. Caractéres physiques et biochimiques

- Gram positif

- Mobile grace a une ciliature peritriche

- Aérobies facultatives

- Faisant fermenter le glucose avec ou sans gaz

- Ne possédant pas d’oxydase
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B.3. Le pouvoir pathogéene

Hoéte normale de l'intestin de ’'homme et des animaux, souvent en petit
nombre dans les urines saines, une bactérie largement répandue dans le milieu
extérieur. Elle ne semble cependant pas pouvoir y mener une vie saprophyte
authentique : sa présence en quantité importante d’'une contamination fécale
récente.

E. coli peut étre pathogene. Chez 'homme, ce pouvoir est étendu : nous
retrouvons cette bactérie surtout dans les affections génito-urinaires (métrites,
cystites pyélites, pyélonéphrite et l'orchite) mais aussi dans des syndromes
digestifs (appendicites, péritonites, lithiases biliaires infectées), circulatoires
(endocardites, septicémies) et pulmonaire (Broncho-pneumonie, pleurésies et
purulente). Ces affections sont dues a des colibacilles commensaux acquérant

occasionnellement un pouvoir pathogene a l'occasion d'une modification de

terrain.

C. Bacillus Subtilus (ATCC 6633)

C.1. Morphologie

Les bactéries du genre Bacillus sont des batonnets de 3 a 9 p de longueur,
de 0.6 a 1p de largeur, isolés en diplobacilles ou en streptobacilles.
Elles se présentent :
- En bouillon par un trouble floconneux avec un voile plus au moins épais en
surface.
- Sur gélose généralement par des colonies assez volumineuses ayant

tendance a s’étaler (caractere invasif) plats et opaques [51].

C.2. Caractéres physigues et biochimiques

- Gram positif et sporulé.

- Mobiles.

- Les bacilles se multiplient en général en 24 heures sur milieux usuels a pH
voisin de la neutralité, les températures optimales de culture sont variables.

- Aéro-anaérobies ou aérobie stricte.

- Catalase (+).

- Oxydase (+).
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C.3. Pouvoir pathogéne

Le genre Bacillus comprend des bactéries ubiquistes, héte normal du sol
dans lequel elles peuvent persister trés longtemps grace a leurs spores, leurs
réles pathogenes tres faible, ils n’interviennent pratiquement que pour les insectes
(abeilles).

D. Pseudomonas Aeroginosa ATCC 27853

Pseudomonas Aeroginosa est un genre répandu dans la nature, il vit dans
I'eau et sur le sol, on le trouve aussi dans I'environnement hospitalier, surtout dans
les endroits humides : siphons de lavabos, savons liquides, humidificateurs,
solutions d’antiseptiques.

Pseudomonas Aeroginosa fait partie de la flore commensale de ’lhomme.

On le trouve dans le tube digestif et plus dans la salive [51].

D.1. Morphologie

Pseudomonas Aeroginosa se présente comme un fin bacille (0.5 X 3p),
asporalé et acapsulé ; son extréme mobilité est due a une ciliature polaire en
général monotriche.

C’est une bactérie trés peu exigeante, se multipliant sur des milieux
synthétiques simples avec comme source d’azote et de carbone de 'ammoniaque
et du glucose.

Elle pousse a 37°C et a un pH appartenant a (6.5 ; 7.5) en aérobiose. Sur
gélose apparaissent des colonies de quelques millimetres, plats ou surélevés,
opaques, limitées par un bord régulier.

D.2. Caractéeres physigues et biochimiques

- Gram négatif.

- Réduction des nitrates allant souvent jusqu’au stade azote gazeux.
- Présence d’'une oxydase.

- Pouvoir protéolytique.

- Présence d’'une lécithinase.

- Production de pyocyamine ou de pyoverdine.
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D.3. Pouvoir pathogéne

Pseudomonas Aeroginosa est une bactérie opportuniste rarement
responsable d’infections chez les sujets dont les mécanismes de défense sont
normaux. Les infections affectent surtout les malades recevant un
immunosuppresseur ou ayant une maladie grave sous-jacente, hémopathie ou
cancer. Les brllés sont particulierement sensibles a ces infections.

Chez I'enfant ces sujets, les septicémies a Pseudomonas Aeroginosa ont
un taux de mortalité trés élevé.

Les plaies, les voies urinaires et les voies respiratoires sont des portes
d’entrée fréquentes. Pseudomonas Aeroginosa peut aussi étre responsable
d’otites et de méningites. Les rares cas de diarrhées ont été observés des centres

de prématurés.

E. Candida Albicans ATCC 10231

E.1. Morphologie

- Les candidas sont des levures blanches non encapsulées.

- La forme levure est unicellulaire et se multiplie par bourgeonnement.
Possibilité aussi de croissance sous forme de pseudo mycélium et de
mycélium.

- Lidentification des levures repose en grande partie sur des tests
biochimiques. Candida Albicans est l'espece la plus fréquemment
rencontrée en pathologie [51].

E.2. Pouvoir pathogéne

Candida Albicans (parfois aussi appelé monlia) est un champignon (ou
levure) normalement présent sur la peau et dans la bouche, l'intestin, et le vagin.
Dans certaines conditions, il peut se multiplier et envahir la surface de la peau ou
les muqueuses. De telles infections sont habituellement mineures, mais des
formes plus sérieuses et plus profondes peuvent survenir chez les patients dont la
résistance a été affaiblie par les médicaments immunosuppresseurs et des

maladies graves comme le sida.



3.3.1.3. Milieux de culture

Les milieux de culture utilisés sont regroupés dans le tableau 3.1 [51].

Tableau 3.1. Les microorganismes utilisés et leurs milieux de culture

Milieux de culture Microorganismes
- Sabouraud bouillon -Candida Albicans
- Soja Agare -Pseudomonas Aeroginosa
- Gélose Nutritive -Staphylococcus. Aureus
-Staphylococcus. Epidermidis
-Bacillus. Subtilus
-Escherichia. Coli.

3.3.1.4. La composition des milieux de culture

v' Sabouraud (Dextrose Broth)

-Caséine........ccovevieviiine .10 @
-Dextrose.........cccevvvvviivieinnn .20 g
-Gélose..........coevvviiiiiiiiiin 15 g
-Eau distillée.............coooii 1L
v Gélose nutritive Agar
-Extrait de beeuf..........................3 0
-Peptone............ccooii 5 0
-Gélose..........ceceeviiiiiviiiii 15 @
-Eau distillée.............coii i, 1L
v Soja Agare
-Digéré pancréatique de case€ine......... 159
-Peptone de soja...........................05 g
-Chlorure de sodium.......................05 g
-Agare bactériologique....................15¢

-Eau distillée...............coveee 1L
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3.3.2. Mode Opératoire

Nous avons effectués d’abord la filtration de nos huiles essentielles par un

filtre de 0.22 um (filtre stérilisant) pour que ces produits ne soient pas contaminés

(produits propre), puis nous avons réalisé :

Des essais avec I'huile essentielle des feuilles de myrte a 100% (sans
dilution) sur les six souches de microorganismes indiquées dans le
tableau IlI.1.
Des essais apres dilution avec I'éther diéthylique sur les six souches de
I'ordre : 75% et 50%
Coulage des boites
Nous avons porté les milieux déja préparés au bain marie bouillon jusqu’a
leur liquéfaction totale suivi d'un mouvement de rotation pour bien assurer
I’lhomogénéité du milieu, puis nous avons refroidi jusqu’a 45°C.
Nous avons disposé les boites de pétri a gauche du bec benzene (pour
créer une zone aseptique de travail) puis nous avons coulé le milieu dans
les boites (environ 18ml dans chaque boite) et nous avons laissé solidifier
pendant 15 minutes environ.
Préparation de la couche semence: nous avons ajouté un volume
suggéré d’'inoculum de la suspension du germe d’essai a une quantité
suffisante d’agar (généralement milieu de semence a 0.4% pour tout les
germes d'essai et 0.03% pour staphylococcus epidermidis) fondu et
refroidi a 50°C puis nous avons mélangé soigneusement pour avoir une
suspension homogéne et nous avons ajouté une quantité appropriée
(environ 4ml) de ce milieu de semence pour chaque boite de pétri
contenant le milieu de base. Puis nous avons laissé a se solidifier.
Apres solidification, nous avons fait dans chaque boite des disques de
papier buvard (adsorbants de 9 mm du diamétre et la capacité
d’adsorbant est de 50 a 60ul) imprégnés dans l'huile essentielle a
differentes concentrations. Puis nous avons mis le tout dans des
incubateurs différents :

e Escherichia coli a 42°C pendant 24 H.

e Candida albicans a 25°C pendant 48 H.

e Les autres germes d’essai a 37°C pendant 24 H.
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- Apres l'incubation nous récupérons nos boites et ensuite nous faisons la
mesure du diametre de la zone d'inhibition par un appareil de lecture des

zones d’inhibition.
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CHAPITRE 4

RESULTATS ET DISCUSSIONS

4.1. Extraction des huiles essentielles

4.1.1. Extraction par hydrodistillation

4.1.1.1 Etude de la cinétique de I'extraction par hydrodistillation de I'huile essentielle

du myrte commun

o,

« Baies (fruits)

Nous avons réalisé plusieurs extractions successives en fonction du temps a
des intervalles réguliers. Puis nous avons calculé le rendement en huile essentielle
pour chaque extraction, la masse de la matiere végétale introduite dans le ballon a
été 60gr.

Les résultats expérimentaux sont présentés dans le tableau 4.1.
Tableau 4.1. Cinétique d’extraction de I'huile essentielle par hydrodistillation des
baies de Myrtus communis L.

emps (mn) M He ) (1) M e ) (91) M (t).10° R we (%)
(91 HE/N ms)

0 0.0000 0.3216 5.36 0.000
30 0.0102 0.3114 5.19 0.017
45 0.0174 0.2940 4.90 0.029
60 0.0288 0.2652 4.42 0.048
75 0.0342 0.2310 3.85 0.057
90 0.0402 0.1908 3.18 0.067
105 0.0468 0.1440 2.40 0.078
120 0.0480 0.0960 1.60 0.080
135 0.0480 0.0480 0.80 0.080
150 0.0480 0.0000 0.00 0.080

M we ¢y (gr) : masse de I'HE récupérée au temps t.
M HE s) (9r) : masse de I'HE dans le solide au temps t.
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M (t).10° (gr He/gr ms) : M HE s @U temps t rapportée a la matiére végétale séche.
R (%) : le rendement qui se calcule par la relation :

R (%) = () + 100

MV
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Figure 4.1. Evolution du rendement en HE des fruits secs du myrte commun en

fonction de la durée d’extraction
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Figure 4.2. Evolution de la vitesse d’extraction de I'huile essentielle des fruits du

myrte commun au cours de I’hydrodistillation

La figure 4.1 montre que le rendement d'HE des fruits de myrte croit
sensiblement en fonction du temps jusqu’a atteindre un palier ou il devient constant.
La durée optimale d’extraction est de deux heures ; nous pouvons donc supposer
gu’'au-dela de cette durée, la matiere végétale est épuisée en HE. Le rendement
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atteint sa valeur maximale de 0.08% aprés une durée d’extraction de 120 minutes.
Pour visualiser la variation du rendement en huile essentielle au cours du temps
nous avons déterminé les vitesses d’extraction en fonction de la durée d’extraction.
La figure 4.2, représentant I'évolution de la vitesse d’extraction au cours de
I’hydrodistillation, montre la présence de deux périodes :

- Une premiére période ou la vitesse est maximale. Celle-ci correspondrait a
I'extraction de I'huile superficielle, la récupération de I'huile se faisant par simple
évaporation.

- Une seconde période ou la vitesse diminue graduellement. Dans ce cas,
I'extraction de [I'huile serait due a des phénoménes de diffusion. Les HE
emmagasinées dans les sites endogenes peuvent étre récupérées par le transfert de
I'intérieur du solide vers I'extérieur qui se fait par diffusion jusqu’a épuisement de la
matiére végétale.

Remarque : I'utilisation des baies fraiches n'a donné aucun résultat ce qui exprime
que I'hydrodistillation n’est pas la méthode convenable dans ce cas ou que I'HE est
dissout dans I'eau.

> Etude de la cinétigue d’extraction des feuilles séches et fraiches

Nous avons effectué plusieurs extractions successives en fonction du temps.
Puis, nous avons calculé le rendement en HE de chaque extraction.

Les résultats obtenus sont rapportés dans la figure suivante :
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Figure 4.3 Evolution du rendement en HE des feuilles du myrte en fonction du

temps d’extraction
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Figure 4.4. Evolution de la vitesse d’extraction de I'HE des feuilles du myrte

De la figure 4.3, nous remarquons que le rendement d’'HE des feuilles séches
et fraiches du myrte varie proportionnellement en fonction de la durée d’extraction
jusgu’a atteindre un palier ou le rendement atteint sa valeur maximale (0.11% pour
les feuilles séches et 0.04% pour les feuilles fraiches) ; la matiére végétale est alors
totalement épuisée. La durée optimale d’extraction a été déterminée par 90 minutes
pour les feuilles séches et 75 minutes pour les feuilles fraiches. Au-dela de cette
durée, nous pouvons estimer I'’épuisement total de la substance volatile dans notre
matiére végétale. La figure 4.4 met en évidence la présence de deux étapes :

- La premiere étape ou la vitesse est maximale. Celle-ci correspondrait a I'extraction
de I'huile superficielle, la récupération de I'huile se faisant par simple évaporation.

- Une seconde période ou la vitesse diminue graduellement. Dans ce cas, I'extraction
de I'huile serait due a des phénoménes de diffusion. Les HE emmagasinées dans les
sites endogénes qui peuvent étre récupérées par le transfert de I'intérieur du solide

vers I'extérieur qui se fait par diffusion jusqu’a épuisement de la plante.

» Remarque

L’extraction des HE est réalisée a partir des feuilles fraiches et séches sous
les mémes conditions, les résultats des rendements obtenus sont représentés dans

la figure 4.5
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Figure 4.5. Rendement en HE des feuilles seches et fraiches du myrte commun

Les résultats obtenus montrent que le rendement en HE des feuilles séches
(0.11%) est supérieur a celui des feuilles fraiches (0.04%). Selon la littérature [28],
le séchage et la bonne conservation de la matiere végétale augmentent
considérablement la teneur en huiles essentielle. Nous proposons comme explication
de ces résultats que lorsque la matiere végétale est fraiche, I'extraction devienne
difficile, puisque I'eau chaude de I'hydrodistillation rencontre des barrieres et ne peut
pas pénétrer facilement aux sites endogéenes ou les huiles essentielles sont
emmagasinées. Alors, le séchage facilite I'extraction des HE et élimine les barriéres
qui entourent les sites endogénes contenant I'HE.

> Variation du rendement en HE des feuilles du myrte durant tout le cycle végétatif

Nous avons suivi I'évolution du rendement en HE des feuilles de myrte,
extraites par hydrodistillation, pendant une année (janvier-décembre 2009). Les

résultats obtenus sont mentionnés sur la figure 4.6.
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Figure 4.6. Variation du rendement en HE extraite par hydrodistillation des feuilles

séches du myrte commun durant tout le cycle végétatif.

D’apres la figure 4.6, nous pouvons dire que le rendement en HE des feuilles
de myrte commun (Myrtus communis L.) extraite par hydrodistillation atteint une
valeur maximale au mois de juin de 0.11% (la période de floraison).Puis, nous
remarquons la chute en rendement pour les autres mois jusqu'a atteindre une valeur
minimale au mois de février (en hiver) de 0.03%.Cette diminution du rendement est

due principalement au climat qui est ensoleillé en juin (période de floraison) et froid
en février.
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Figure 4.7. Comparaison du rendement en HE du myrte commun de 'Algérie (la
région de Miliana) avec celui de la Grece [48].
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La comparaison de nos résultats avec ceux obtenus en Grece (figure 4.7),
montre que le rendement en HE de notre plante varie difféeremment que ce soit sur le
plan qualitatif ou quantitatif. Ceci est d0 probablement a plusieurs parametres tels
que le sol, I'altitude ou de I'espéce qui est différente de celle de la nétre.

Le rendement en HE du mois de Février représente le mois le plus rentable
pour la Gréce (1.45%), par contre, il représente le mois le moins rentable pour
I’Algérie (0.03%). Pour I'HE de I'Algérie, le rendement augmente au mois de Mai puis
diminue au mois d’Aodt, tandis que celui de la Grece diminue au mois de Mai et
augmente au mois d’Aodt.

4.1.2. Entrainement a la vapeur d’eau

4.1.2.1. Etude de la cinétique d’extraction de I'huile essentielle

4.1.2.1.1 Baies

La cinétique d’extraction de I'HE & partir des baies a été réalisée et le
rendement en HE déterminé. Les résultats expérimentaux représentant
respectivement le rendement et la vitesse d'extraction en fonction du temps sont
représentés par les figures 4.8 et 4.9.
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Figure 4.8. Evolution du rendement en HE des baies de myrte commun au cours de
'E.V.E.
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Figure 4.9.Evolution de la vitesse d’extraction de I'huile essentielle des baies

seches du myrte commun au cours de I'E.V.E.

La figure 4.8 montre que le rendement de I'HE des baies de myrte croit
sensiblement en fonction du temps jusqu’'a atteindre un palier ou le rendement
devient constant (0.19%).

La durée optimale d’extraction obtenue est d'une heure et demie (90
minutes) ; nous pouvons donc supposer qu'au-dela de cette durée, toute la matiére
végétale devient épuisée.

La figure 4.9 montre que la vitesse d’extraction de 'HE des baies était
maximale au début d’extraction (20 minutes), mais au-dela de cette période, elle
devient inversement proportionnelle avec le temps.

Cette variation de la vitesse peut étre expliquée comme suite : I'extraction des
HE se fait par étapes en commencant par celles situées a la surface de la matiere
végétale par simple phénomene de transfert en phase liquide. Puis les HE
emmagasinées dans les sites endogenes sont récupérées par le transfert de
I'intérieur du solide vers I'extérieur qui se fait par diffusion jusqu’a épuisement de la
matiére végétale.

Remarque : I'utilisation des baies fraiches n'a donné aucun résultat ce qui exprime

gue I'entrainement a la vapeur d’eau n’est pas la méthode convenable dans ce cas.

s Feuilles

Plusieurs extractions successives ont été effectuées en fonction du temps.

Puis, nous avons calculé le rendement en HE de chaque extraction.
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Les résultats obtenus sont rapportés dans la figure 4.10
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Figure 4.10. Evolution du rendement en HE des feuilles séches et fraiches du myrte

commun en fonction du temps d’extraction par E.V.E.
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Figure 4.11.Evolution de la vitesse d’extraction de I'huile essentielle des feuilles

séches et fraiches de myrte commun au cours de I'E.V.E.

De la figure 4.10, nous remarquons que le rendement d’HE des feuilles
seches et fraiches du myrte commun (Myrtus communis L.) varie proportionnellement
en fonction du temps d’extraction jusqu’a atteindre un palier ou le rendement atteint
sa valeur optimale et la matiére végétale devient totalement épuisée.

La durée optimale d’extraction a été déterminée par deux heures, au-dela de
cette durée, c’est I'épuisement total de la matiere végétale.

La figure 4.11 met en évidence la présence de deux étapes :

> La premiére étape ou la vitesse est maximale, elle correspond
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probablement a I'extraction rapide des HE situées a la surface de la matiéere
végétale (feuilles), par simple phénoméne de transfert de matiére (par migration)
en phase liquide avec un rendement maximum.

> La deuxieme étape c’est ou la vitesse décroit au cours du temps au-dela de
la trentieme minutes, elle correspond probablement a I'extraction des HE
emmagasinées dans les sites endogenes. Dans ce cas, le transfert de l'intérieur
du solide vers I'extérieur se fait par une simple diffusion.

Remarque

Nous avons réalisé I'extraction des HE a partir des feuilles fraiches et séches

sous les mémes conditions, les résultats obtenus sont représentés par la figure 4.12

0,25

0,2

0,15

0,1

Rendement (%)

0,05

fseuilles seches feuilles fraiches

Figure 4.12. Rendement en HE extraite par E.V.E des feuilles séches et fraiches du

myrte

Le rendement en HE extraite par entrainement a la vapeur d’eau des feuilles
seches (0.23%) est supérieur a celui des feuilles fraiches (0.11%). Si on compare
ces résultats avec ceux obtenus par hydrodistillation, nous trouvons que
I'entrainement a la vapeur d’eau est plus efficace que I'hydrodistillation en terme de
rendement.

» Variation du rendement en HE des feuilles de myrte extraite par entrainement a

la vapeur d’eau en fonction de la région de récolte

L'HE des feuilles de myrte a été extraite par entrainement a la vapeur d’eau
dans plusieurs pays y compris I'Algérie (nos résultats), [34, 35, 36, 39] avec des
rendements différents présentés dans la figure 4.13
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Figure 4.13. Variation du rendement en HE extraite par E.V.E en fonction de la
région de récolte.

D’apres la figure 4.13, nous pouvons dire que le myrte récolté de la région
méditerranéenne est caractérisé par une teneur faible en HE pour les pays du
Maghreb (Tunisie (0.11%), Maroc (0.12%), Algérie (0.3%)) par rapport a celles du
Japon (1.45%) et du Liban (1.12%) qui sont un peu plus élevé. Cette différence est
due, & notre avis, principalement au climat, a la nature du sol qui varie d’une région
a l'autre, a la période de récolte et a I'espéce.

» Variation du rendement en HE des feuilles de myrte en fonction du stade de

végétation (la période de récolte)

Le stade végétatif joue un rdle important dans la composition des huiles
essentielles, par exemple : la plus grande concentration des huiles essentielles est
dans les plantes jeunes, surtout durant la période de floraison [38]. Nous avons suivi
I’évolution du rendement en HE en fonction du stade végétatif, les résultats obtenus

sont représentés par la figure 4.14.
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Figure 4.14 Variation du rendement en HE des feuilles de myrte commun en fonction

de la période de récolte.

La figure 4.14 montre que le rendement atteint une valeur maximale durant la

floraison (0.23%) puis diminue jusqu’a atteindre une valeur minimale de 0.04%

durant le stade de marissement des baies. Durant la période de floraison, les feuilles

et les fleurs sont alors riches en composés aromatiques.

» Comparaison de I'extraction par hydrodistillation et celle de I'entrainement a la

vapeur d'eau en terme de rendement

Nous avons fait la comparaison entre les deux méthodes d’extraction des

huiles essentielles en ce qui concerne le rendement durant toute une année, les

résultats obtenus sont représentés par la figure 4.15
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Figure 4.15. Evolution du rendement d’'HE des feuilles seches de myrte extraites par

hydrodistillation et par E.V.E.
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De la figure 4.15, nous constatons que le meilleur rendement des feuilles
séches est obtenu durant la période de floraison (juin), par les deux procédés :
entrainement a la vapeur d’eau (0.23%) et hydrodistillation (0.11%). La chute du
rendement en huiles essentielles pour les autres saisons est due principalement au

climat qui devient défavorable pour la culture et le développement du myrte.

4.1.3. Extraction de la concréte par solvants volatils

4.1.3.1. Calcul du rendement en concréetes

Le rendement en concrétes est calculé a partir de la formule suivante :

Rc (%) = (—=) .100

mmyy

Ou

Rc: Rendement en concréte.

m. : La masse en concréte obtenue.
muy : La masse de la matiere végétale.

Les résultats obtenus sont représentés sur la figure suivante :

R ¢ (%)
O RPN WP UlO N ©
1

L’étherde pétrole  L’éther diéthylique Acétone Ethanol

Figure 4.16. Influence de la nature du solvant sur le rendement en concretes

Le rendement obtenu pour la concrete des feuilles de myrte extraite par des
solvants apolaires (éther de pétrole et éther diéthylique) et polaires (acétone et
éthanol) varie d’'un solvant a un autre. Les résultats obtenus sont comme suit:
Ether de pétrole (7.4%), éther diéthylique (4.96%), acétone (4.2%) et éthanol (3.2%).
Le solvant approprié pour I'extraction des concréetes de myrte est apparemment
I'éther de pétrole. En effet, le rendement en concréte ne peut constituer a lui seul un
critere de choix, I'aspect qualitatif joue un réle important dans le choix du solvant
d’extraction. Cependant un compromis devrait étre pris entre la qualité et la quantité.



4.2. Caractérisation et analyse des huiles essentielles

4.2.1. Caractéristiques organoleptiques
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Les caractéristiques organoleptiques des HE extraites a partir des feuilles et

des fruits de myrte sont représentées dans le tableau 4.2.

Tableau 4.2. Caractéristiques organoleptiques des HE du myrte.

Caractéristiques
HE Odeur Aspect Couleur
Fruits Légérement boisé, Liquide limpide | jaune légérement
agréable et puissante orange
Moins puissante que | Liquide limpide | Jaune légérement.
I'HE des fruits et plus verdatre
Feuilles puissante que la matiere

végétale (Feuilles)

un liquide jaune verdatre, d’odeur caractéristique.

Figure 4.17. Les Huiles essentielles des feuilles et des fruits de myrte

Les résultats obtenus montrent que I'huile essentielle des feuilles de myrte est

L'HE des fruits de myrte est plus puissante que celle des feuilles de la méme

espece et ceci peut étre expliqué par la richesse des fruits de myrte commun en

matiére odorantes (volatiles) par rapport aux feuilles tels que : le 4-terpinéol (0.4%),

I'acétate de bornyl (0.7%), 'eugénol (0.7%)...etc.

La différence de couleur des huiles essentielles des fruits et des feuilles est

peut étre due a la composition chimique qualitative et quantitative qui est plus au

moins différente.
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Tableau 4.3. Caractéristiques Organoleptiques des concretes obtenues par solvants
volatils (Soxhlet)

Caractéristiques
Concrétes Odeur Aspect | Couleur
(Le solvant utilisé)

L’éther de pétrole Propre aux feuilles | Pateux | Miel

L’éther diéthylique Propre aux feuilles | Pateux | Jaune verdatre
L’'acétone Propre aux feuilles | Pateux | Jaune pale
L’éthanol Propre aux feuilles | Pateux | Vert

Figure 4.18. Concrétes des feuilles de myrte en utilisant les quatre solvants

Les produits obtenus expérimentalement sont des extraits de formes pateuses
a odeur caractéristiques ou propres a la matiere végétale dont ils sont extraits et de

couleur qui suit les composés quels contiennent.
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4.2.2. Caractéristiques physiques des huiles essentielles

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 4.4. Caractéristiques physiques des HE des fruits et des feuilles de myrte

C .physiques
HE d T
_ no [a]3°
HE des fruits 0.901 1.251 +23.2
HE des feuilles 0.894 1.232 +22.5

+ La densité relative calculée de 'huile essentielle differe d'un organe a un autre
(0.901 pour I'HE des fruits et 0.894 pour I'HE des feuilles du myrte).

- - ’ . T ~ - -
+ L'indice de réfraction | , est un parametre qui nous renseigne sur la

pureté et la siccativité d’'une huile essentielle. La valeur de lindice de
réfraction trouvée nous informe que I'huile essentielle des feuilles de myrte
est pure.

+ Les HE du myrte ont la propriété de faire dévier le plan de polarisation de la
lumiere vers la droite (+ 23.2 pour les fruits et +22.5 pour les feuilles). alors,
nous pouvons dire que les deux huiles sont des composés Dextrogyre.

4.2.3. Caractéristiques chimiques des huiles essentielles du myrte commun

Tableau 4.5. Caractéristiques chimiques des HE des fruits et des feuilles de myrte

. chimiques | Indice d’acide | Indice d'ester Indice de saponification
HE I le Is
HE des fruits 1.6028 15.74 17.53
HE des feuilles 3.927 4.48 8.41

e Les indices d'acide déterminés nous renseignent sur la qualité des huiles
essentielles. En effet, plus l'indice d’acide est élevé plus la qualité de I'huile
essentielle est moins bonne, car I'la représente la concentration totale en acide
gras libres.

e D’apres les résultats obtenus, nous constatons que la valeur de | I de I'HE des

feuilles est supérieur a celle des fruits, mais ces deux valeurs sont les deux moins



70

élevées ce qui montre la bonne qualité de I'huile essentielle de myrtus communis
L.

e L’indice de saponification rend compte de la longueur des chaines
hydrocarbonées des acides gras. Il caractérise le poids moyen de la matiére
grasse auquel il est inversement proportionnel (plus le poids moléculaire est élevé
plus lindice de saponification est faible). D’aprés les résultats obtenus, on
constate que I'HE des fruits a un indice de saponification plus élevé par rapport a
celui de I'HE des feuilles et qu’ls varie selon I'organe a étudier (fruits ou feuilles).
Etant donné que les valeurs des indices de saponification sont longuement
supérieures a celles des indices d'acide pour les deux huiles essentielles, la
différence entre ces valeurs (Is- 1) indique la présence d’une forte proportion en

acide gras combinés sous forme de triglycérides.

4.2.4. Analyse des HE des feuilles et des baies de Myrte par GC/MS et GC/FID

4.2.4.1. Composition chimiqgue des HE des feuilles de myrte

Les résultats de I'analyse des huiles essentielles des feuilles de myrte par
GC/MS et GC/FID sont récapitulés dans le tableau suivant :

Tableau 4.6. Constituants de I'HE des feuilles de myrte

COmposés tr Aire (%)
a-pinene 08,14 46,89
B-pinéne 09,35 00,43
B-myrcéne 09,81 01,71
P-cyméne 10,80 00,61
1,8-cineole 11,03 25,20
Cis-ocimene 11,20 00,82
Trans-ocimene 11,52 00,62
Linalool 13,09 05,55
Allo-ocimene 13,93 00,21
a-Terpineol 15,74 01,26
Estragol 15,96 00,43
Acétate de linalyl 17,59 04,24
acétate de I'a-Terpenyl 20,14 01,07
Acétate de geranyl 21,02 04,19
Methyl eugenol 21,56 00,54
B-caryophyllene 22,03 00,15
a-humulene 22,88 00,30
B-Selinene 23,71 00,53

oxide de caryophyllene 26,04 00,22
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D’apres les résultats rapportés dans le tableau 4.6, nous pouvons constater
gue l'analyse par GC/MS et GC/FID des HE des feuilles du myrte nous a permis
d’identifier dix neuf constituants qui représente plus de 94% de I'huile avec deux
composés majors qui sont: a-pinéne (46.89%) et 1,8-cinéole (25.20%). Nous
pouvons dire que les composés identifiés par GC/MS et GC/FID peuvent étre classés
comme suite :

e Les monoterpénes : a-pinéne, B-pinene, B-myrcéne, p-cymene, cis-ocimene,

trans-ocimene et le Allo-ocimene.

e Les sesquiterpénes: p-caryophyllene, a-humulene et le B-Selinene

e Les alcools : Linalool, a-Terpineol, Estragol et le Methyl eugenol.

e Les esters terpéniques : acétate de linalyl, acétate de a-terpenyl et acétate de

Geranyl.

e Les oxydes terpéniques : oxyde de caryophyllene et le 1,8-cineole

La majorité des constituants des HE des feuilles de myrte trouvés
expérimentalement sont identique sur le plan qualitatif mais non quantitatif a ceux
indiqué dans les différentes publications comme l'indique le tableau 4.7.

Tableau 4.7. Teneurs des composés de I'huile essentielle des feuilles de Myrtus

Communis L. de différents pays.

Composés Miliana Liban Maroc Tunisie Iran
[34] [35] [36] [37]
a-pinéne 46,89 32,20 12,64 19,20 29,4
B-pinéne 00,43 / / / /
B-myrcéne 01,71 / / / /
P-cyméne 00,61 / / / /
1,8-cineole 25,20 25,90 07,31 15,96 18.0
Cis-ocimene 00,82 / / / /
Trans-ocimene 00,62 / / / /
Linalool 5,55 06,70 00,74 07,66 10,6
Allo-ocimene 00,21 / / / /
a-Terpineol 01,26 / 04,10 07,51 03,1
Estragol 00,43 / / / /
acétate de linalyl 04,24 / / / /
acétate de a-Terpenyl 01,07 / / / /
acétate de Geranyl 04,19 01,05 20,54 / /
Methyl eugenol 00,54 / 01,14 / /
B-caryophyllene 00,15 / 10,83 / /
a-humulene 00,30 / 00,60 / /
B-Selinene 00,53 / / / /
Oxyde de caryophyllene 00,22 / 00,78 / /
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Les résultats obtenus dans I'analyse de la composition chimique de I'huile
essentielle des feuilles du myrte de I'Algérie (Miliana) sont conformes qualitativement
mais non quantitativement a ceux des autres pays, si on prend comme exemple
a-pineéne comme composé majoritaire pour les différents pays cités précédemment,
il représente 46.89 pour I'HE de la région de Miliana, 32.2% dans I'HE du Liban,
12.64% pour le Maroc, 19.20% pour la Tunisie et 29.4% pour I'lran .

Les résultats obtenus de I'analyse qualitative et quantitative des constituants
chimiques des huiles essentielles du Myrtus communis L. de I'Algérie mettent en
évidence les caractéristiques principales permettant de différencier les divers
échantillons des huiles essentielles du Myrtus communis L. provenant de différentes
origines géographiques.
4.2.4.2. Composition chimiqgue de 'HE des baies de myrte

Les résultats de I'analyse des huiles essentielles des baies du myrte par
GC/MS sont récapitulés dans le tableau suivant :

Tableau 4.8. Composition chimique de I'HE des baies du myrte

Aire (%)
Composeés Miliana Tunisie [52]
a-pinene 01,71 04.42
1,8-cineole 11,41 18.38
Linalool 36,23 07.96
4-terpineol 00,45 00.77
a-terpineol 01,60 05.07
Estragol 18,43 /
Acétate de bornyl 00,71 00.20
Eugenol 00,74 02.81
Methyl cinnamate 01,95 /
B-Elemene 00,43 00.03
B-caryophyllene 03,79 00.85
a-Guaiene 01,40 /
a-humulene 00,94 00.20
Dehydroaromadendrene 00,54 00.12
a-amorphene 01,55 /
1-cis-calamenene 01,54 /
a-cadinol 00,39 /

L’analyse par GC/MS et GC/FID des HE des baies de myrte nous a permis

d’identifier dix sept constituants, le composé majoritaire a été le Linalool avec une
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teneur de 36.23%, suivi de I'estragol 18.43% et le 1,8-cinéol avec une teneur de

11.41%, les composés identifiés représentent 85.36% de I'HE analysée que I'on peut

classer comme suite :

Les monoterpénes : a-pinene.

Les sesquiterpenes : B-caryophyllene, a-humulene, B-Elemene, a-Guaiene,

a-amorphene, 1-cis-calamenene et le Dehydroaromadendrene.

Les alcools : Linalool, a-terpinéol, Estragol, I'eugénol,
4-terpinéol et I a-cadinol.

Les esters terpéniques : acétate de bornyle et le cinnamate de méthyle

Les oxydes terpéniques : 1,8-cinéole.

Les HE des feuilles et des baies du myrte algérien sont caractérisées par
I'absence du myrtenyl acétate.

Les composés majoritaires de I'HE des fruits de Myrte de la région de Miliana
sont le Linalool (36.23%), Estragol (18.43%) et I'1,8- cinéole (11.41%), tandis
gue ceux de la Tunisie sont : I’ 1,8- cinéole (18.38%), Linalool (7.96%) et a-
terpinéol (5.07%).

Nous remarquons aussi pour 'HE du myrte de la Tunisie, I'absence de
plusieurs composeés tels que : Estragol, Methyl cinnamate, a-Guaiene, o-
amorphene, 11-cis-calamenene, et I'a-cadinol.

Les analyses des HE des feuilles et des baies du myrte ont donné des
résultats qui sont trés proches a ceux des littératures [34, 35, 36, 37, 52] sur
le plan qualitatif et Iégérement différents quantitativement, ce qui explique la
richesse de cette plante en HE qui difféere d’un organe a un autre. Les feuilles
sont riches en monoterpéenes (51.30%), tandis que les baies sont riches en
monoterpenes oxygéeneés (71.51%). La teneur des sesquiterpénes trés faible
(0.98%) pour les feuilles et (10.19%) pour les baies. Les composés identifiés
représentent 94.97% pour les feuilles et 83.8% pour les baies.

L'HE des feuilles de myrte (Myrtus Communis L.) du Maroc [35] a donné
comme composés majoritaires : I a-pinéne (22%), le 1,8-cinéole (33.1%), le
Linalool (1.59%) I o—terpineol (3.1%) et l'acétate de géranyl (2.03%).
L’analyse de l'huile essentielle du myrte de la Tunisie a révélé comme
composés majoritaires : a-pinéne (51.15%), le 1,8-cinéole (24.15%), le linalool
(2.3%) et I'acétate de géranyle (1.7%). Par ailleurs, I'huile essentielle extraite
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du myrte de la Gréce est composée principalement de : a-pinéne (10.9%), le
1,8-cinéole (13.5%), et le Linalool avec une teneur de 7.7%. Les analyses de
'HE des feuilles de myrte (Myrtus Communis L.) d’lran ont révéelé 32
composés. Les composés majoritaires ont été a-pinene (29.4%), limonene
(21.2%), 1,8-cinéole (18%), Linalool (10.6%) et a—terpinéol (3.1%).



Tableau 4.9. Composition chimique des HE des feuilles et des baies de myrte

Aire (%)
Composés tr Feuilles Baies
a-pineéne 08.1 46.9 01.7
B-pinéne 09.3 00.4 /
B-myrcéne 09,8 01,7 /
P-cyméne 10,8 00,6 /
1,8-cineole 11,0 25,2 11,4
Cis-ocimene 11,2 00,8 /
Trans-ocimene 11,5 00,6 /
Linalool 13,1 05,6 36,2
Allo-ocimene 13,9 00,2 /
4-Terpineol 15,4 / 00,4
a-Terpineol 15,7 01,3 01,6
Estragol 16,0 00,4 18,4
Acétate de linalyl 17,6 04,2 /
acetate de bornyl 18,4 / 00,7
acétate de I'a-Terpenyl 20,1 01,1 /
Eugenol 20,4 / 00,7
acétate de geranyl 21,0 04,2 /
Methyl cinnamate 21,0 / 02,0
B-Elemene 21,3 / 00,4
Methyl eugenol 21,6 00,5 /
B-caryophyllene 22,0 00,2 03,8
B-Guaiene 22,5 / 01,4
a-humulene 22,9 00,3 00,9
B-Selinene 23,7 00,5 /
Dehydroaromadeudrene 24,2 / 00,5
a-amorphene 24,4 / 01,5
11-cis-calamenene 24,6 / 01,5
Oxide de Caryophyllene 26,0 00,2 /
a-cadinol 27,3 / 00,4
Les monoterpenes 51.30 01,71
Les monoterpenes oxygénés 42,47 71,51
Les sesquiterpenes 00,98 10,19
Les sesquiterpénes oxygeneés 00,22 00,39
Total identifiés 94,97 83,80
Total non identifiés 05,03 16,20

75
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4.3. Activité antibactérienne des huiles essentielles du myrte commun

Les tests de l'activité antibactérienne ont été également réalisés sur six
souches bactériennes pathogénes: Escherichia coli, Staphylococcus Aureus,
Pseudomonas Aeroginosa, Bacillus.subtilus, Candida Albicans et Staphylococcus
Epidermidis par la méthode de diffusion sur milieu solide (gélose).

Les résultats obtenus sont récapitulés dans le tableau 4.10.

Tableau 4.10. Diametre d'inhibition des souches bactériennes par les différentes

concentrations de I'huile essentielle des feuilles de myrte commun.

@ (mm) d’inhibition
Concentration
(% d’HE)

Souche 50 75 100

bactérienne
S. Aureus 10.5 11.1 12.5
S. Epidermidis 12.1 13.5 16.2
B. Subtilus 11.8 13.6 15.6
E. coli 10.5 14.2 14.5
P. Aeroginosa 6.2 8.4 9.6
C. Albicans 15.2 16.6 19.2

@ : Diamétre d’'inhibition en mm.

Les résultats obtenus sont aussi présentés sur les figures suivantes :
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Figure 4.19. Effet de I'HE des feuilles de
myrte a 100% sur E.Coli

Figure 4.21. Effet de I'HE des feuilles de
myrte a 100% sur S. Aureus

Figure 4.20. Effet de I'HE des feuilles de
myrte a 100% sur S. Epidermidis

Figure 4.22. Effet de I'HE des feuilles de
myrte a 100% sur B. Subtilus
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Figure 4.23. Effet de I'HE des feuilles de

myrte a 100% sur P. Aéroginosa

Figure 4.25. Effet de I'HE des feuilles de
myrte a 75 et 50% sur B. Subtilus

Figure 4.24. Effet de I'HE des feuilles de
myrte a 100% sur C. Albicans

Figure 4.26.Effet de I'HE des feuilles de
myrte a 75 et 50% sur C. Albicans
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Figure 4.27. Effet de I'HE des feuilles de
myrte a 75 et 50% sur E.coli.

Figure 4.29.Effet de I'HE des feuilles de
myrte a 75 et 50% sur S.Aureus

Figure 4.28. Effet de I'HE des feuilles de
myrte a 75 et 50% sur S.Epidermidis

Figure 4.30. Effet de I'HE des feuilles de
myrte a 75 et 50% sur P.aeroginosa
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Les résultats obtenus montrent que I'huile essentielle des feuilles de myrte est
efficace sur toutes les souches utilisées avec un diamétre d’inhibition différent
d’'un germe a un autre : Escherichia coli (14.5mm), Staphylococcus Aureus
(12.5mm), Pseudomonas aéroginosa (09.6mm), Bacillus.subtilus (15.6mm),
Candida Albicans (19.2mm) et Staphylococcus Epidermidis (16.2mm).

La dilution de I'huile essentielle diminue le diamétre d’inhibition comme le cas
de : Escherichia coli (le @ varie de 14.5mm pour 100% d’HE et 10.5mm pour
50% d'HE ), Staphylococcus Aureus (12.5mm a 100% et 10.5% pour 50%
d’'HE), Pseudomonas aéroginosa (09.6mm a 100% et 6.2mm pour 50%
d’'HE), Bacillus.subtilus (15.6mm a 100% et 11.8mm a 50%), Candida
Albicans (19.2mm a 100% et 15.2 a 50%) et Staphylococcus Epidermidis
(16.2mm a 100% et 12.1% a 50%).

Candida. Albicans présente le germe le plus sensible a 'HE méme aprés
dilution.

Selon I'ordre décroissant, nous pouvons classer l'efficacité de I'HE selon le
diametre d’inhibition des souches bactériennes pathogénes utilisées comme
suite :

1-Candida Albicans (19.2mm), 2- Staphylococcus Epidermidis (16.2mm),

3- Bacillus.subtilus (15.6mm), 4-Escherichia coli (14.5mm),5- Staphylococcus
Aureus (12.5mm), et finalement Pseudomonas aéroginosa (09.6mm) dans la
sixieme classe.

Les résultats présentés dans le tableau 4.10 montrent que I'huile essentielle
des feuilles de myrte commun présente une activité biologique sur les

différents germes utilisés ce qui explique son effet antibactérien.

» Des tests similaires ont été effectués en Iran [37] pour étudier I'effet

antibactérien de I'HE du myrte commun d’lran appliquée sur : Escherichia.coli,

staphylococcus aureus, pseudomonas aeroginosa, bacillus subtilis et candida

albicans. L’huile a montré des effets antibactériens sur ces organismes. La

cinétique de destruction microbienne a montré que I'huile peut détruire des

microorganismes apres une durée d’application de 45 minutes.

Aussi une étude a été effectuée en Tunisie [40] sur une souche bactérienne :
Escherichia coli, en utilisant une méthode submergée de culture du bouillon.
Les résultats obtenus ont prouvé que I'HE du myrte est inhibitrice de cette
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bactérie testée, et qu’Escherichia. Coli était empéché par cette huile
essentielle.

» Pour savoir quels sont les composés de I'HE responsable de [I'effet
antibactérienne, nous avons procédé a la comparaison de la composition des
HE du myrte de Miliana (nos résultats) avec celle de la Tunisie [40] et de I'lran
[37].

Tableau 4.11. Comparaison de la composition des HE de myrte de Miliana avec

celle de la Tunisie et de I'lran

Composés Miliana Tunisie Iran
[40] [37]
a-pinene 46,8 19,2 29,4
B-pinéne 00,4 / /
B-myrcéne 01,7 / /
P-cyméne 00,6 01.7 /
1,8-cineole 25,2 15,9 18.0
Cis-ocimene 00,8 / /
Trans-ocimene 00,6 / /
Linalool 55 07,6 10,6
Allo-ocimene 00,2 / /
a-Terpineol 01,2 07,5 03,1
Estragol 00,4 / /
acétate de linalyl 04,2 00.4 /
acétate de a-Terpenyl 01,0 01.9 /
acétate de Geranyl 04,1 02.1 /
Methyl eugenol 00,5 / 00.5
B-caryophyllene 00,1 / /
a-humulene 00,3 / /
B-Selinene 00,5 / 01.7
Oxyde de caryophyllene 00,2 / /

Si nous comparons la composition chimique de I'HE de Miliana avec celles de
la Tunisie et de I'lran, nous pouvons dire qu’elles sont proches du cété quantitatif et
méme qualitatif surtout, I’ a-pinéne est le composé majoritaire dans I'HE des trois
pays (46.8% en Algérie, 19.2% en Tunisie et 29.4% en Iran). Si nous relions ces
données (la composition chimique de I'HE des trois pays) avec les tests
bactériologiques cités précédemment, nous pouvons dire que l'effet antibactérien
des souches bactériennes utilisées (les mémes souches bactériennes) est peut étre
dd a la présence des composés communs dans I'HE du myrte des trois pays (a-

pinéne, 1,8-cinéole, Linalool et a-Terpinéol).
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A partir de ces résultats, nous pouvons dire que la variation de la composition
peut joindre une variation des caractéristiques chimiques, physiques et méme [I'effet
antibactériens de I'HE vis-a-vis des souches bactériennes testées.
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CONCLUSION

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a l'extraction et a la
récuperation des huiles essentielles du myrte commun (Myrtus Communis L.) par
deux méthodes différentes: I'hydrodistillation et I'entrainement & la vapeur d’eau.
La concréte a été extraite par des solvants polaires et apolaires.

> Les expériences realisées ont permis de déterminer le meilleur rendement

en huile essentielle (les baies seches : 0.19%, les feuilles séches: 0.23%

et les feuilles fraiches 0.11%).

> Pour l'extraction des huiles essentielles a partir des feuilles de myrte,

I'entrainement a la vapeur d’eau (E.V.E) s’avére étre le meilleur procédé

par rapport a I'hydrodistillation (HD). Le rendement obtenu est de 0.23%

pour 'E.V.E contre 0.08% pour I'HD. Par ailleurs, les feuilles de myrte

présentent un rendement en huile essentielle supérieur a celui des fruits

(0.23% pour les feuilles et 0.19% pour les baies).

> L’extraction de la concréte par solvants volatils a montré que I'éther de

pétrole est le meilleur solvant pour les feuilles avec un rendement de 7.4%.

> Les analyses par GC et GC/MS des HE des feuilles et des baies de myrte

ont permis d’identifier dix neuf composés pour les feuilles et dix sept pour
les baies.

» Les composés majoritaires de I'huile essentielle des feuilles de myrte de
Miliana sont: a-pinéne 46.89%, 1,8-cinéole 25.20%, Linalool 5.55%,
acétate de linalyl 4.24% et I'acétate de géranyl 4.19%. Pour les baies, les
principaux constituants sont: 1,8-cinéole (11.4%), Linalool (36.23%),
Estragol (18.43%) et le B-caryophyllene (3.79%). Les analyses ont montré
que la composition chimique des baies est différente de celle des feuilles ;
'estragol (18.43%) présent en pourcentage élevé dans I'HE des
baies n’existe pas dans celle des feuilles.

» Comparativement avec ceux cités par la littérature, nos résultats sont
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proches sur le plan qualitatif mais différent sur le plan quantitatif.
> Les tests microbiologiques des huiles essentielles des feuilles de myrte
par la méthode de diffusion sur milieu solide ont donné des résultats
satisfaisants en ce qui concerne l'effet inhibiteur de ces derniers vis-a-vis
des souches bactériennes utilisées avec un diamétre d'inhibition qui
differe d'un germe & wun autre: Escherichia. coli (14.5mm),
Staphylococcus. Aureus (12.5mm), Pseudomonas. Aéroginosa (09.6mm),
Bacillus. Subtilus (15.6mm), Candida. Albicans (19.2mm) et
Staphylococcus. Epidermidis (16.2mm).
> Les résultats de ce travail constituent I'étape préliminaire de I'étude du
myrte de Miliana, la continuité de ce travail s’avere primordiale et plusieurs
axes de recherche sont ouverts :

e Approfondir I'étude pour une éventuelle utilisation des baies et des
feuilles de myrte dans le domaine de I'agro-alimentaire, I'industrie
pharmaceutique, cosmétique et en parfumerie.

e Etude de la variabilité de la composition chimique des baies
récoltées de différentes régions du pays

e Réalisation d'une installation semi pilote d’entrainement a la vapeur
d’eau pour I'exploitation de notre flore.

e Compléter I'analyse des HE au cours du cycle végétatif.
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APPENDICE A

LISTE DES ABREVIATIONS

: Association Francaise de Normalisation.
: American Type Cultur Collection

: Degré Celsius

: Concentration minimale inhibitrice

: La densité relative & 20°C

: Vitesse d’extraction de I'huile essentielle

: Entrainement a la vapeur d’eau
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Chromatographie en phase gazeuse couplée avec un

détecteur a ionisation de flamme

Chromatographie en phase gazeuse couplée avec

spectrométrie de masse
: Hydrodistillation
: Huile essentielle

- Indice d'acide
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. Indice d’ester

. Indice de saponification

: Indice de réfraction

: Masse d’huile essentielle

: Masse de la matiére végétale

: Rendement en huile essentielle
: Rendement en concreéete

: Temps

: Température d’ébullition

: Temps de rétention
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APPENDICE B

Formules chimiques

Tableau I. Composés de I'HE des feuilles et des baies du Myrte Commun et leurs

formules chimiques.

Composeés Formules chimiques
cx-pinéne C10H16
B-pinéne CioH16

B-myrcéne CioH16
P-cyméne C1oH14

1,8-cineole CioH18 O

Cis-ocimene CioH16

Trans-ocimene CioH16
Linalool CioH18 O
Allo-ocimene CioH16

4-Terpineol CioH15 O
a-Terpineol CioH18 O
Estragol C10H120
Acétate de linalyl C12H20 O2
acétate de bornyl C12H20 O2
acétate de I'a-Terpenyl C12H20 O2
Eugénol CioH12 O3
acétate de géranyl C12H20 O2
Methyl cinnamate Ci0H10 O2

B-Elemene CisHo4

B-caryophyllene CisH24

B-Guaiene C15H24

a-humulene CisH24

B-Selinene CisHo4

Dehydroaromadendrene CisH24
a-amorphene CisH24
1-cis-calamenene CisH24

a-cadinol CisH26 O
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APPENDICE C

Caractérisation de I'’huile essentielle

1. Caractéristigues organoleptiques des huiles essentielles et des concrétes

« Aspect

L’'aspect d’'une huile essentielle dépend des produits qui la constituent qui peut
nous apparaitre sous forme solide ou liquide. Il est lié & la nature du produit désiré
ainsi qu’'au pouvoir de dissolution de la matiére végétale [50].

o,

< Odeur

L'odorat est un sens chimique trés sensible, de plus, d’'aprés la nature du
systéme olfactif, une substance pour étre sentie, elle doit étre volatile [50].

o,

« Couleur

La coloration d'une huile essentielle dépend des produits qui constituent
I'extrait. Certains solvants ont le pouvoir d’extraire beaucoup de pigments, ce qui

intensifie la couleur d’une huile donnée [50].

2. Caractéristiques physiques des huiles essentielles

< Densité relative

La densité relative d2o d’'une substance est le rapport entre la masse d’'un
certain volume de cette substance a 20°C et la masse d’'un volume égale d’eau a la
méme température.

La masse volumique pyo d'un corps est le quotient de sa masse par son
volume & 20°C, elle est exprimée en Kg/m*

La relation numérique entre la densité relative et la masse volumique
exprimée en Kg/m® est la suivante [50] :

P20(s)= P20(eau) * d>
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< Mode Opératoire

Au moyen d’une balance de précision, nous avons pesé 1 ml d’'HE de myrte
(feuilles et fruits), puis nous avons pesé le méme volume (1ml) d’eau distillée.
+ Méthode de calcul

La densité relative d’'HE de myrte (fruits et feuilles) est exprimée selon la

formule suivante :

d20=  P2o(HE)/ P20(eauv)

P2oHE) : La masse volumique de I'huile essentielle de myrte a 20°C

P2oeau) : L& masse volumique de I'eau distillée a 20°C
d2o : La densité relative de I'huile essentielle de Myrte a 20°C.

< Détermination de l'indice de réfraction

L'indice de réfraction TD d’'un milieu homogéne, transparent, peut étre

défini comme le pouvoir que possede ce milieu pour dévier un rayon arrivant sur la
surface selon British pharmacopeia. La détermination de l'indice de réfraction a I'aide
d’'un réfractometre [50].

<+ Mode Opératoire

Nous avons placé I'HE (feuilles et fruits) a I'aide d’'une liquipipette dans la
cellule de mesure jusqu’au trait signalé, puis nous avons refermé le couvercle. Au
bout de quinze (15) secondes (c’est le temps nécessaire pour que I'appareil soit
stabilisé a 20°C).Nous avons réglé avec les deux boutons, jusqu’a la localisation du

trait signalé au centre de la cellule, et nous avons lu la valeur de I'indice de réfraction

T ,
N o surl'appareil.

< Détermination du pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire est la propriété que présentent certains substances de

dévier le plan de polarisation de la lumiéere polarisée.
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Le pouvoir rotatoire spécifiqgue [a]?’ d’un liquide est défini par I'angle de
rotation a exprimé en degrés % du plan de polarisation a la longueur d’onde de la
raie D de sodium ( A = 589,3 nm) mesure a 20° C dans la substance liquide a tester,
rapporté a une épaisseur de couche de un (1) décimétre [50].

o,

< Mode Opératoire

Nous avons amené I'échantillon a une température spécifique et I'introduire
dans le tube en s’assurant qu’il ne reste aucune bulle d’aire interposée. Nous avons
placé le tube dans le polarimetre et nous avons lu I'angle de rotation.

o,

<+ Méthode de calcul

A.
20 —
[a]p I

<

g~

Ou:

A : Rotation en degré (°) ;

V : Volume de la solution en (ml) ;

L : Longueur de la cellule en décimétre ;
P : Poids de la substance dissoute en g.

3. Caractéristiques chimiques des huiles essentielles de Myrte Commun

< Détermination de l'indice d’acide

L’indice d'acide Ia est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité
d’hydroxyde de potassium nécessaire a la neutralisation des acides libres présents
dans un gramme de substance [50].

% Mode Opératoire

Nous dissolvons 1g de la substance a examiner (HE) dans 5 ml d’'un mélange
a volumes égaux d’alcool et d’éther, le solvant doit étre neutralisé au préalable par
I’lhydroxyde de potassium 0.1 M en présence de 0.5 ml de phénolphtaléine. Aprés
dissolution, nous titrons par I'hydroxyde de potassium 0.1M, nous arrétons le titrage

lorsque la couleur rose persistante apparait.
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<+ Méthode de calcul

L’indice d’acide est exprimé selon la formule suivante :

5.61%V
Iy =

m
Ou:
la: L'indice d’acide
V : Le volume de KOH (0.1M) consommé en ml.
m : La masse de la substance a examiner en g

< Détermination de l'indice de saponification

L'indice de saponification Is est le nombre qui exprime en milligramme la
guantité d’hydroxyde de potassium nécessaire a la neutralisation des acides libres et
la saponification des esters présents dans 1 g de la substance a examiner [50].

< Mode Opératoire

Dans une fiole de 250ml de verre de borosilicate munie d'un réfrigérant a
reflux, nous introduisons la prise d’essai (I'huile essentielle) en mg. Nous ajoutons
25ml d’hydroxyde de potassium alcoolique 0.5M et quelques billes de verre. Nous
adaptons le réfrigérant et nous chauffons a reflux pendant 30 minutes, puis nous
ajoutons 1 ml de [lindicateur coloré de phénolphtaléine et nous titrons
immédiatement par I'acide chlorhydrique 0.5M. Nous effectuons un essai a blanc

dans les mémes conditions

<+ Méthode de calcul

L’indice de saponification est exprimé par la formule suivante :
s m

Ou:
m : La masse de la substance en g
V1 : Le volume de HCI consommé par I'échantillon en ml

V> : Le volume de HCI consommé a blanc en ml
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o Détermination de l'indice d’ester

L’indice d’ester Ig est le nombre qui exprime en miligrammes la quantité
d’hydroxyde de potassium nécessaire a la saponification des esters présents dans
1g de substance, il est calculé a partir de lindice dacide In et lindice de
saponification Is [50].

o,

«» Méthode de calcul

IE: |5- IA

Ou
le : indice d'ester ;
Is : indice de saponification ;
la: indice d’acide.
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Figure 1. Chromatogramme de I'HE des feuilles de myrte analysée par GC/MS (la durée d’analyse 1 heure)
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Figure 2. Chromatogramme de I'HE des feuilles de myrte analysée par GC/MS (la durée d’analyse 30 min)
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Figure 4. Chromatogramme de I'HE des baies de myrte analysée par GC/MS (la durée d’analyse 1 heure)
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