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RESUME

Valorisation du Myrtus communis L. en vue de consommation alimentaire

Ce présent travail porte sur la valorisation du Myrtus communis L. en vue de son
utilisation dans la consommation alimentaire. Les fruits et feuilles du myrte récoltés dans la
Wilaya de Bejaia en Algérie ont fait 1’objet de cette ¢étude. Les résultats de 1’étude
ethnobotanique ont montré que le myrte est utilis¢é comme traitement dans les pathologies
gastriques, et comme drogue anti-inflammatoire indiquée dans le cas de rhumatismes. Une
partie, des feuilles séchées ont été soumises a une hydrodistillation, pour le suivi de
I’évolution du rendement en huiles essentielles en fonction du temps. Cette technique a
permis de déterminer que la durée de traitement pour I’obtention du meilleur rendement est
comprise entre 100 et 250 mn, et d’une valeur de 0.57 %. L’étude histologique basée sur les
coupes anatomiques, au niveau des feuilles ont été suivies par des observations
microscopiques pour I’identification des tissus et la localisation des glandes sécrétrices.

L’Extraction des polyphénols a montré un meilleur rendement par macération d’'une moyenne
de 29 %. Aussi I’étude de Iactivité antioxydante de 1’extrait aqueux de la plante étudiée a

révélé un pourcentage ¢levé d’inhibition de (IC50 = 0,59mg/ml). Ce qui confirme une forte
capacité anti-radiculaire de la plante étudiée. Notre étude a fait ressortir un ardme naturel par
la méthode d’extraction sous vide et un colorant naturel a partir de notre plante phare qui ont
peu étre conserver durant 4 mois, donc ils peuvent étre utilisés dans le domaine agro-

alimentaire en toute sécurité aprés avoir compléter quelques essais.

Mots clés : Myrtus communis, Huile essentielle, Activité anti-oxydante, polyphénols, Arome

et Colorant.



Abstract

Valorisation of Myrtus communis L. for food consumption

This research project focuses on the valorization of Myrtus communis L. for use in food
consumption. The fruit and leaves of the myrtle collected in the Wilaya of Bejaia in Algeria
were the subject of this study. The results of the ethnobotanical study in different parts of the
country have shown that myrtle is used as a treatment in gastric pathologies and as an anti-
inflammatory drug indicated in the case of rheumatism. Some of the dried leaves were
subjected to a hydrodistillation to monitor the evolution of the yield of essential oils as a
function of time. This technique made it possible to determine that the treatment time for
obtaining the best yield is between 100 and 250 minutes and a value of 0.57%. The
histological study based on the anatomical sections at the leaf level was followed by
microscopic observations for the identification of the tissues and the location of the secretory
glands. Extraction of polyphenols showed a better decoction yield of an average of 29%.
Thus, the study of the antioxidant activity of the aqueous extract of the studied plant revealed
a high percentage of inhibition of IC50 = 0, 59mg/ml. This confirms a strong anti-root
capability of the plant studied. Our study revealed a natural flavor by the vacuum extraction
method and a natural solvent dye from our flagship plant which can be used in the food

industry safely after completing some tests.

Key words: Myrtus communis, Essential oil, Antioxidant activity, polyphenols, Aroma and
Colorant.



Abréviation

DPPH : Radical 2.2 diphényle-1- picrylhydrazyl.

R : Radicaux.

ul : Microlitre.

UV : Radiations ultra-violettes.
HE : huile essentielle.

HCI : Acide chlorhydrique.
MeOH : Méthanol.

EtOH : Ethanol.

RL : Radicaux libres.

IC : La concentration inhibitrice.
% : Pourcentage.

M : Molarité.

N : Normalité.

°C : Degré Celsius.

pH : Potentiel hydrogene.

V : Volume.

P : Poids.

rpm : Rotation par minute.

AFNOR : Association Fangaise de normalisation.

ISO : Organisation Internationale de Normalisation.

L’OMS : Organisation Mondiale de la Santé.

L’INRA : L'Institut National de la Recherche Agronomique.
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INTRODUCTION

Depuis des millénaires, les plantes médicinales ont été utilisées par nos ancétres, qui ont
su développer les extraordinaires vertus médicinales que recelent les plantes. L’Algérie a
I’instar de nombreux pays du monde, recele d’un patrimoine important des plantes
médicinales et aromatiques; qu’il est utile d’explorer et de valoriser en utilisant les
substances bioactives issues des plantes dans différents domaines comme la mise au point de
nouvelles formulation dans 1’industrie agroalimentaire, cosmétologique et en pharmacie.
Parmi ces composés on retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se

sont surtout illustrés dans le domaine thérapeutique Lucienne, (2013).

Comme plante d’étude nous avons opté pour Myrtus communis L., de la famille des
myrtacées qui pousse naturellement dans le nord Algérien (Site de notre récolte wilaya de

Bejaia).
Le Myrte a suscité beaucoup d’intérét de la part des chercheurs dans le monde.

La recherche élaborée sur les propriétés phyto-chimiques et pharmacologiques du Myrte

par, Asgarpahah et al. (2015) en Inde.

Maxia et al. (2011) ont rapporté I’effet anti-inflammatoire de 1’huile essentielle de
Myrtus communis L. dont les composé€s majoritaires sont le (1,8-cinéol, 16% ; linalol, 12%)

administrée aux doses de 1 ml/kg et de 2 ml/kg en Amérique.

En Italie, De Laurentis et a/. (2005) ont mis en évidence I’activité antibactérienne de

I’huile essentielle de myrte sur les bactéries gram positive.

le myrte posséde un large spectre biologique, a titre d’exemple  Dactivité
antimicrobienne, spasmolytique et immunodulant et expectorante en Tunis et en Algérie par

Ben Ghnaya et al., (2013).

La caractérisation physico-chimique des extraits hydrosolubles préparés a partir des
fruits du Myrte par Chidouh A., (2014), en Algérie. L’analyse du pouvoir antioxydant des
extraits aqueux préparés a partir de cette méme plante, réalisé par Touaibia et al. (2013), en

Algérie.

Les travaux de Chaouche, (2010) en permis la détermination Structurale des Composés

Flavoniques de L'espece Myrtus communis L. en Algérie.



INTRODUCTION

Enfin la modernisation de la société Algérienne a engendré plusieurs problématiques
parmi eux le manque de produits naturels et 1’augmentation des différentes maladies et
carences. L’objectif de notre volet de recherche est d’apporter des solutions naturelles a
certaines de ces problématiques comme les colorants toxiques les oxydes de chrome ou de
plomb qui conduisant a des empoisonnements chroniques, notre solution consiste dont
I’extraction de colorant naturel a partir des fruits de myrte qui peut étre utilisé dans le
domaine agro-alimentaire et de méme pour I’ardme extrait a partir des feuilles de myrte.et
I’objectif de notre étude est de connaitre I’influence de la zone de récolte sur la composition

de la plante et I’influence de la méthode d’extraction sur le rendement.
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1 Généralités sur les plantes médicinales

Une plante peut étre qualifiée de médicinale lorsqu’elle contient, au niveau de ses
organes (feuilles, fruits, tiges, racines, fleurs, bulbes, graines), un ou plusieurs principes actifs
qui sont aussi appelé par la pharmacopée francaise (2012), comme drogue végétale utiliser a
des fins thérapeutiques. Les principes actifs sont des substances chimiques contenus dans la
plante médicinale agissant de fagon isolée ou en association pour une action thérapeutique.
Une plante médicinale peut contenir des centaines, voire des milliers de principes actifs

différents. (Volak et al. 1984 ; Iserni, 2001).

Selon ’OMS (1998), la phytothérapie est le traitement médical le plus utilisé au monde,
bien qu’il existe plus de 20 000 plantes utilisées dans le monde pour leurs propriétés
médicinales, sans compter celles que nous n’avons pas encore découvertes. Seulement 2 000
a 3000 plantes médicinales ont ét¢  étudiées au  niveau  scientifique.
Pour information, on estime qu’il y a environ 500 000 especes végétales dans le monde mais,
Seulement la moiti¢ a été répertoriée, dans des endroits comme I’Amazonie. Un nombre

important de plantes reste donc a identifier et a recenser.

2 Apercu sur la famille des Myrtaceae

La famille des Myrtaceae est la huitiéme plus grande famille de plantes vu son
importance économique et écologique. Elle comprend 5650 espéces classées dans 150 genres
(Govaerts et al., 2008). Elle connait une grande diversité¢ dans la zone tropicale, notamment
en Australie, en Amérique du Sud et en Asie tropicale (Mabberley 1997 ; Gattapaglia et al.,
2012).

Les espéces végétales de cette famille sont économiquement de premiére importance
pour les industries pharmaceutiques, agroalimentaires ou cosmétiques, sans compter les
nombreux composés potentiellement bioactifs qu’il reste a analyser et valoriser (Govaerts et

al., 2008).
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1.3 Généralités sur Myrtus communis L.
3 Position systématique

On peut classer Myrtus communis L. du point de vue botanique selon les divisions

suivantes (Grété, 1965) :

- Reégne : Plantae.

- Sous-regne : Eucaryotae.

- Embranchement : Spermaphytae.

- Sous-embranchement : Angiospermae.
- Classe : Dicotylédonae.

- Ordre : Myrtales.

- Famille : Myrtaceae.

- Genre : Myrtus.

- Espece : Myrtus communis L.

Selon les pays, le Myrtus communis L. est connu sous différentes dénominations (Beloued,

2001 ; Goetz, 2012).

- Nom latin : Myrtus communis.

- Nom francais : Myrte commun, Herbe du lagui.
- Nom arabe : Rihan, Hadas, Mersin, Henblass.

- Nom berbére : Chelmoun, Halmouch.

- Nom tamahaq : Tarihane, Tchlmoun.
4 Caractérisation botanique

Le myrte est phanérophyte sempervirent, c¢’est un arbuste diploide typique de la flore
méditerranéenne (2n = 2x = 22) (Messaoud et al., 2011). Il posséde une tige assez régulicre,
toujours verte et a écorce rousse. Toutes ses parties ont un parfum tres frais et fort agréable.

Les rameaux sont quadrangulaires les deux premicres années (Gonzalez-varo et al.,

2009).

Les feuilles sont opposées, ovoides, lancéolées, 2 a 3 fois plus longues que larges,
mesurant (20-24 x 4-11 mm), a nervation pennée, munies d’un pétiole trés court, a extrémités

aigues, et un peu convexes, lisses, coriaces, et d’un vert foncé brillant (Figure 1a).
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La floraison débute a partir de mai-juin et s’étale jusqu’en aout. Les fleurs sont
odorantes, solitaires, aux pétales blanche, jusqu’a 3 cm de diametre, pourvue a la base de 2
bractées trés petites, isolées a 1’aisselle des feuilles et portées par de longs pédoncules. Elles
sont régulieres, de type 5. Le pistil est constitué¢ de deux ou trois carpelles soudés, et I’ovaire
est surmonté d’un trés long style, qui traverse un disque nectarifére blanc et pentagonal. La

pollinisation est effectuée par les insectes (Figure 1b) (Gonzalez-varo et al., 2009).

Le fruit est une baie ovoide de (7-10 x 6-8 mm), de dimensions de couleur noir-bleuatre
au sommet d’un pédoncule ténu, de saveur apre, résineuse et astringente (Figure 1c). Les
graines sont réniformes, luisantes, de couleur ivoire (Figure 1d), et de saveur résineuse avec

des irrégularités de forme et de tailles.

Figure 01 : Morphologie de partie aérienne de Myrtus communis L. (Tuberoso, et al., 2010 ;

Migliore, 2011 ). a: floraison, b : les feuilles, ¢ : les graines, d : Fructification.
5 Caractérisation histologique

Le myrte est caractérisé par la présence de glandes ou structures sécrétrices dans les
feuilles et les fleurs (Ciccarelli et al., 2005). L’accumulation de 1’huile essentielle dans des
cavités sécrétrices de type schizogéne, est une caractéristique de la famille des Myrtacées. La
poche sécrétrice est localisée sous 1’épiderme foliaire. Elle est constituée d’un espace
intracellulaire, qui est entouré par un épithélium de cellules sécrétrices d’huile essentielle.

(Kalachanis et al., 2005).
6 Répartition géographiques

Cette espéce végétale pousse dans différentes régions du monde. On la trouve a I’est de
I’Amérique et dans les régions tempérées chaudes de I’hémisphere boréal. Son aire de

diffusion s’¢tend en Asie jusqu’en Perse (Vicidomini, 2007). Elle rentre dans 1’ethno-
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pharmacopée de nombreux pays méditerranéens, tels que, Chypre, Ethiopie, Iran, Irak, Italie,

Maroc, Palestine, Tunisie, Turquie et Yemen (Figure 02).

Elle pousse spontanément dans les maquis, les bois humides et les forets de chéne, au
bord des routes ainsi qu’a proximité du littoral (Poletti, 1982 ; Cakir, 2004 ; Azaizeh et al.,
2006 ; Ciccarelli et al., 2008).
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Figure 02 : Distribution géographique de Myrtus communis L. Migliore J., (2011).
7 Biologie et exigences culturales

Il a une préférence pour les sols bien drainés et frais. C’est une plante trés résistante aux

conditions climatiques que se soit la sécheresse ou bien le gel jusqu’a -7°C (Dias et al., 1987).

Selon Théophraste, (1988) le myrte a besoin d’un émondage tres séché, d’un apport de
fumier tres fort et un arrosage aussi copieux que leur émondage sévere. Les vieux arbres sont

rabattus et le tronc se cultive comme un variable plant.

D’apres Belot (1987) a affirmé que le myrte se multiplie par voie sexuée ou semis des
graines et par la propagation végétative comme, le marcottage le bouturage et la division des

touffes. Il se bouture relativement bien avec les rameaux semi lignifiés.

La récolte des fruits de myrte s’étale du mois de septembre jusqu’au mois de décembre.
Cependant les feuilles se récoltent de mai a septembre, en laissant toujours les 2/3 du feuillage

pour ne pas affaiblir la plante (Ramdani, 1994).
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8 Utilisation traditionnelle

Le myrte est cultivé depuis I’antiquité, pour ces propriétés médicinales et pour son
parfum (Dias et al.,1987). Le myrte occupe une place importante dans 1’histoire, il était réputé
pour son action antiseptique. Hippocrate (médecin grec, vers 277 av.J.C.) utilisait ses baies
contre les métrorragies. Dioscoride et Pline (médecins latins du 1% siécle ap. JC) indiquaient
de nombreuses applications médicales. Ainsi, les feuilles écrasées s’appliquaient sur les
ulcéres. La poudre de feuilles est utilisée pour préparer, un macérat contre les panaris et les
maladies des ongles. Elle est également administrée contre les pertes séminales et les sueurs
cardiaques. Les fleurs sont utilisées pour faire noircir les cheveux. Les fruits verts ou
desséchés s’employaient contre les hémorragies. Bouillies dans le vin comme vulnéraire et
astringent externe. Le suc des baies était utilis¢é comme stomachique et diurétique. Les graines

sont utilisées contre les affections osseuses (Gryc, 1985).

Le myrte est connu en Algérie pour ses propriétés anti-inflammatoires et
hypoglycémiantes (Bouzabata, 2013). Les feuilles sont utilisées comme remede contre les
affections des voies respiratoires. Les préparations a base de cette plante sont préconisées
contre les bronchites, les sinusites, les otites, les diarrhées et les hémorroides. Les fruits

constituent un remeéde contre la dysenterie, I’entérite et les hémorragies (Beloued, 1998).

En Tunisie, les fruits sont utilisés dans le Nord du pays a I’état frais ou bien en
décoction pour soulager 1’ulcére et les douleurs gastriques ; ils sont préconisés pour arréter les
diarrhées aigues, et comme traitement de la toux et des rhinites. L huile essentielle issue des
fruits est utilisée pour atténuer les douleurs rhumatismales en application locale (Boukef,

1986).

Au Maroc, I’infusion et la décoction des feuilles sont utilisées comme reméde des
affections respiratoires et des diarrhées. L’infusion est également préconisée pour traiter la
conjectivite. Le décocté est appliqué sur les plaies, les abces, les furoncles et les hémorroides
saignants. Le décocté concentré est donné aux femmes dans les hémorragies de la délivrance.

Le fruit est maché contre les gingivites et les aphtes (Bellakhdar, 1997).
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9 Composition biochimique
9.1 Cellulose brute

La cellulose représente le composé structural de base des parois cellulaires des végétaux
supérieurs. C’est le constituant organique majoritaire des plantes et le plus largement

synthétisé sur Terre (Douglas et al., 1985).

D’un point de vue structural, la cellulose est un polysaccharide de la série des P-
Dglucanes dont le motif répétitif est la cellobiose, constitué de deux B-Dglucopyrannoses
(Annexe 6), (Aspinall, 1980 ; Douglas et al., 1985 ; Nevell et al., 1985 et Klemm et al.,
2004).

La structure fibrillaire trés condensée de la cellulose explique sa haute résistance aux
attaques chimiques (Aspinall, 1980), mais également sa haute résistance mécanique a la
traction, qui implique son emploi fréquent dans les textiles et cordages (Raynal-loualalen,

1996 ; Guignard, 2000).

La méthode de son extraction selon les normes ISO (1997) passe par deux hydrolyses
successives, [’'une en milieu acide qui va durée 1h a I’aide de I’acide sulfurique et 1’autre en

milieu alcalin a I’aide de la soude durant jusqu’a 24h.
9.2 Matiére grasse

La matiere grasse est un composant naturellement présent dans de nombreux aliments et
constitue une part essentielle de notre alimentation. Les huiles et graisses sont également

appelées corps gras ou maticre grasse (Nevell et al., 1985).

I1 faut tenir compte que les maticres grasses jouent un role essentiel en apportant de

I'énergie aux &tres vivants grace aux lipides qu'elles contiennent (Nevell et al., 1985).

Les corps gras sont majoritairement composés de triglycérides qui  sont
des esters constitués d'une molécule de glycérol et de trois acides gras. Les autres composants

forment ce que I'on appelle l'insaponifiable (Nevell et al., 1985).

Selon les normes Pharmacopée Européenne, (1997) et les publications de I'INRA
(1988), la méthode d’extraction dure 8h et le solvant d’extraction utilis¢ est 1’éther de

pétrole. Cette méthode se base sur 1’extracteur soxhlet.
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9.3 Matiéres azotées totales

Ce sont des constituants azotés des aliments et végétaux tels que, les protéines, les acides
aminés libres, les amides et les nitrates. Leur teneur est donc le produit de la teneur en azote

de I'aliment d’apres ISO (1997).

La méthode de Kjeldahl est une technique de détermination du taux d'azote dans
un échantillon. Elle est applicable pour le dosage de 1’azote de différents composés azotés tels
les amines et les sels d’ammonium quaternaires. Elle ne permet pas le dosage direct
des nitrates, nitrites, nitrosyles, cyanures qui doivent d’abord é&tre réduits en ammoniac.
Quand I’azote est sous forme organique, on procede d'abord a la minéralisation du composé
pour passer a de ’azote minéral. On détruit la molécule organique en I’oxydant a ébullition
avec de l'acide sulfurique (H,SO4) concentré, en présence de catalyseur : le carbone s'élimine
sous forme de dioxyde de carbone (CO,), I’hydrogéne sous forme d'eau et I’azote reste en

solution sous forme d'ion ammonium (NH4") (Csesk et al., 1999).

10 Les huiles essentielles
10.1 Généralités et définition

Actuellement, prés de 3000 huiles essentielles sont décrites, parmi lesquelles environ 300
présentent une importance commerciale dans le cadre de 1’application pharmaceutique,
cosmétique, alimentaire, agronomique ou dans le domaine de la parfumerie (Bekkara et al.,

2007 ; Tajkarimi et al., 2010).

A 1’échelle mondiale, la production des huiles essentielles est d’environ 30 tonnes par
an. Les principaux pays producteurs sont les Etats-Unis, la chine, le Maroc, la Bulgarie,

I’Inde, la France, I’Egypte et I'Espagne. L’ Algérie se hisse 4 la 10 “™ place avec 8000 dollars

de capitaux générés par I’exportation d’huile essentielle, a la fin des années 70.

(Tchoumbougnang et al., 2009).

Djeddi (2012) affirme que les huiles essentielles exportées par 1’Algérie provenaient
soit des cultures faimiliales ou des plantes spontanées, tels que la menthe, le jasmin, le rosier,
le géranium, la lavande, le romarin, 1’origan, le thym, la sauge...Actuellement, la production
d’huiles essentielles est limitée a quelques producteurs privés artisanaux qui ne subvient pas

au marché national.
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Ce sont des mélanges de nombreux composés tels que les molécules peu complexes
comme les terpeénes, les phénols, méthyl-éthers, les oxydes, les esters et les cétones (Isman,

2002).

10.2 Facteurs déterminant la qualité des huiles essentielles

Jouaulte (2012) a rapporté que les critéres définissant la qualité des huiles dépendant de

plusieurs facteurs pouvant étre résumés comme suit :
La sélection de la plante qui est tributaire du genre et de 1’espece botanique.

Le chimiotype représentant les différentes molécules chimiques que la plantes de la
méme espece peuvent produire si elles sont placées dans des conditions de cultures
différentes. Le chémotype dépend de I’ensoleillement, de la température, de I’humidité, de la

nature du sol, de la pression atmosphérique, de la photopériode.

La partie de la plante considérée pour I’extraction est déterminante pour la qualité de
I’huile. En effet, les différentes parties d’une plante ne possédent pas un équipement
enzymatique uniforme, ce qui entraine une différence de composition dans les constituants
produits. Il est donc impératif de préciser la partie considérée lors de 1’extraction de ’'HE. Le
tableau 1 illustre les chémotypes de I’huile essentielle de Myrtus communis L. collectée de

différentes régions.

Le choix de la période de récolte : est relatif au moment ou les principes actifs les plus

intéressants produits par la plante sont a leur concentration maximale.

La conservation des huiles essentielles : doit se faire dans des flacons en verre opaques
hermétiques et placés dans un endroit frais, a 1’abri de la lumiére et de la chaleur pour éviter

leur oxydation et la polymérisation de leurs composants.

10
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Tableaul : Principaux chémotypes de I’huile essentielle du Myrtus communis L. selon

I’origine géographique

Chémotype Origine Parties utilisées Références
Alpha pinéne / Italie Feuilles Flamini et al., (2004)
Limonene
Acétate de myrtenyl/ Gréce, Maroc, Croatie. Rameaux feuilles Gardeli et al., (2008)
Alpha pinéne

Farah et al., (2006)

Jerkovic et al.,(2013)

Alpha pinéne/ Limonéne Iran, Gréce, Italie. Feuilles Yadegarinia et al., (2006).
Koukos et al., (1998).

Rapparini et al., (1984).

1,8 cinéole / Alpha Tunisie Feuilles Messaoud et al., (2005)
pinéne

Limonéne / Alpha Turquie, Tunisie, Feuilles Agkul et al., (1989)
pinene Suede Messaoud et al., (2005)

Shikhiev et al., (1978)

10.3 Localisation et réles des huiles essentielles chez les végétaux

Les huiles essentielles sont largement répandues chez les végétaux supérieurs. Elles
peuvent étre stockées dans tous les organes, les sommités fleuries, les feuilles, les rhizomes.

Les fruits, les écorces et les graines (Houel, 2011).

Les huiles essentielles (HE) sont produites par les plantes comme moyen de défense contre les

ravageurs phytophages (Csesk et al., 1999).

La teneur des plantes en huiles essentielles est généralement faible, de 'ordre de 1%

(Guignard, 1995).

Les huiles essentielles permettent aux plantes de s’adapter a leur environnement et a
assurer leur défense. En effet, étant fixées au sol elles n’ont que les composés chimiques issus
du métabolisme secondaire, stockés a 1’endroit ou ils seront le plus utiles comme arme de
défense contre les parasites et les déprédateurs. Les plantes possédant ces composé€s toxiques,

qualifiés de phagodetérrants ou d’inappétants, sont moins consommées (Houel, 2011).

11
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De fagon générale, les terpénoides jouent un réle fondamental dans les interactions
entre les organismes vivants, permettant par exemple a une plante d’attirer les pollinisateurs,
ou les prédateurs ou les parasitoides des herbivores venant I’attaquer (Gerhenzon et al., 2007 ;
Unsicker et al., 2009). C’est en particulier ce dernier role qui donne toute son importance a
une stratégie bioinspirée de recherche de composés antifongiques, antibactériens ou
bioinsecticides parmi les métabolites secondaires, et en particulier les huiles essentielles de

(Figueiredo et al., 2008).
10.4 Méthodes d’extraction

Il existe plusieurs méthodes pour I’extraction mais les plus courantes sont présentées ci-

dessous.

L’extraction par I’hydrodistillation est la méthode la plus couramment employée son
principe est une distillation hétérogene. Le procédé consiste a immerger la maticre végétale
dans un bain d’eau, I’ensemble est ensuite porté a ébullition, a pression atmosphérique. Sous
I’effet de la chaleur, les molécules odorantes contenues dans les glandes sécrétrices des
végétaux sont libérées sous forme d’un mélange azéotropique. Bien que la plus part des
constituants aient des températures d’ébullition supérieures a 100°C, ils sont entrainés
mécaniquement avec la vapeur d’eau. Le refroidissement par condensation conduit a la
séparation du mélange eau-huile essentielle par décantation. Le systéme Clevenger, préconisé
par la pharmacopée européenne (1997) permet le recyclage de la phase aqueuse du distillat
dans le bouilleur par cohobage Clevenger, (1928). Ainsi, I’eau et les molécules volatiles sont
séparées, par leurs différences de densité, dans 1I’essencier en une phase aqueuse (hydrolat) et
une phase organique surnageante (huile essentielle). La durée d’hydrodistillation, de trois a
six heures en fonction de la mati¢re végétale a traiter, peut avoir une influence sur le

rendement en huile essentielle et sur sa composition chimique.

L’extraction par entrainement a la vapeur est un flux de vapeur d'eau injecté au contact

d'un liquide organique. Ce dernier est chauffé par la vapeur d’eau puis distill¢ avec elle.

Son but est d'emporter avec 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 1'essence de la
matiere premiere distillée, se condense dans le serpentin de 1'alambic avant d'étre récupérée
dans un essencier (vase de décantation pour les huiles essentielles). Les parties insolubles

dans I'eau de condensation sont décantées pour donner I'huile essentielle. La partie contenant

12
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les composés hydrosolubles est appelée eau de distillation (ou hydrolat). On recueille alors un

mélange de composition défini de ces deux produits (Torreggiani et al., 2005).

Extraction par micro-ondes au début des années 1990 est apparue une toute nouvelle
technique appelée hydrodistillation par micro-ondes sous vide. Dans ce procédé, la matrice
végétale est chauffée par micro-ondes dans une enceinte close dans laquelle la pression est

réduite de maniére séquentielle (Torreggiani et al., 2005).

Extraction a froid La pression a froid est le moyen le plus simple mais aussi le plus
limité. Cette technique d'extraction est utilisée pour obtenir des essences d'agrumes contenues
dans les zestes. Autrefois, les fruits étaient frottés manuellement sur des parois garnies de
picots d'une écuelle de bois. L'huile exprimée était recueillie a 1'aide d'une éponge. Elle était
ensuite soigneusement filtrée. Quatre a cinq heures sont nécessaires pour traiter une centaine

de kilo d'écorces, sans compter les pertes de rendement (Torreggiani et al., 2005).
10.5 Caractérisation des huiles essentielles

De nombreux facteurs peuvent modifier les essences provenant du végétal. Les huiles
essentielles sont des composés tres altérables car ils renferment des composés oxydables sous
I’action de 1’air et de la lumicre. Ils s’altérent en se résinifiant. Ce qui entraine une
modification de leur parfum, leur saveur et leurs constantes physiques et chimiques en les
rendant impropres a 1’utilisation. La normalisation des huiles essentielles concerne Isman

(2002) définissant les caractéristiques suivantes :

Les propriétés organoleptiques telles que 1’odeur, la couleur, 1’aspect et la saveur et les
caractéristiques chimiques comme 1’indice d’acide et d’ester. En fin, le profil

chromatographique et la quantification relative des différents constituants,
11 Les polyphénols
11.1 Généralités et définition

Depuis une quinzaine d'années, chercheurs et industriels de l'agro-alimentaire
s'intéressent de plus en plus a une catégorie d'antioxydants et des polyphénols. La
reconnaissance des propriétés antioxydantes de ces composés, leur abondance dans
l'alimentation et leur réle probable dans la prévention des maladies associées a un stress

oxydant sont les principales raisons de cet engouement (Boizot et al., 2006).

A T’heure actuelle, plus de 8000 molécules ont été isolées et identifiées (Hynes et al.,

2004). Ils ont tous en commun la présence d’un ou plusieurs cycles benzéniques portant une

13
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ou plusieurs fonctions hydroxyles qui peuvent étre libres ou engagées (Mochizuki et al.,

2001), avec ou non d’autres fonctions : alcoolique (OH), carboxylique (COOH),....

En effet, les composés phénoliques, sont des molécules du métabolisme secondaire
spécifiques du régne végétal. Cette appellation génétique désigne un vaste ensemble de

substances aux structures variées qu’il est difficile de définir (Kakhlon et al., 2002).

La désignation « polyphénols » est fréquemment utilisée dans le langage courant et
méme dans des articles scientifiques ou de vulgarisation pour désigner I’ensemble des
composés phénoliques des végétaux, elle devrait étre réservée aux seules molécules
présentant plusieurs fonctions phénols. Ce qui exclurait donc les de monophénols, pourtant
abondants et importants chez les végétaux. Donc la désignation générale « composés
phénoliques » concerne a la fois les mono les di et les polyphénols dont les molécules
contiennent respectivement une, deux ou plusieurs fonctions phénoliques (Kakhlon et al.,

2002; Welch et al.,2002).

Ces composés sont présents dans les vacuoles des tissus. Ils participent aux réactions de
défense face a différents stress biotiques ou abiotiques (pathogénes, rayonnements UV...) et
contribuent a la qualité organoleptique des aliments issus des végétaux (couleurs, astringence,
ardme, amertume). Leur répartition tant qualitative que quantitative dans la plante varie selon
les espéces, les organes, les tissus ou encore les différents stades de développement (Peters et

al.,2011),

Ils sont trés hétérogenes tant par leur composition que par leur structure. Pendant
longtemps, ils ont été considérés comme secondaires et métaboliquement inactifs, ils ne
suscitaient donc que peu d’intérét. A I’heure actuelle, cette opinion a changé, du fait de
nombreuses recherches ont prouvé que ces composés ne sont pas inertes mais contribuent
efficacement dans la biosynthése de divers métabolites de 1’organisme. Chez les végétaux, ils
sont soumis a d’importantes variations quantitatives et qualitatives, ce qui témoigne d’une
dynamique biochimique incontestable. Ils interviennent dans des processus vitaux les plus
divers. D’ou I’importance croissante des études consacrées a ces composés (Hollman et al.,

1999).

14
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11.2 Classification des structures phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en une dizaine de classes (Knekt et
al., 2002) (Tableau 2). Ils se différencient d’abord par la complexité du squelette de base
(allant d’un simple C¢ a des formes trés polymérisées), le degré de liaisons possibles de ces
molécules de base avec d’autres molécules (glucides, lipides, protéines, autres métabolites
secondaires pouvant étre ou non des composés phénoliques) (Scalbert et al., 2005). Ces

especes sont des monomeres, des polymeéres ou des complexes (lafuente et al., 2006).

Tableau 2 : Principales classes des composés phénoliques (Harborne, 1990; Macheix et al.,

2006 ;Crozier et al., 2006)

Squelette carboné classe Exemple Origine (exemples)
Cs Phénols simples Catéchol Nombreuses especes
Cs-C, Acides p-Hydroxybenzoique Pomme de terre, pomme
Hydroxybenzoiques
C-Cs Acides Acide caféique, Pomme de terre, pomme
Hydroxybenzoiques Acide férulique Citrus
Coumarines Scopolétine
Ce-Cy Naphtoquinones Juglone Noix
Cs-Cy-Cy Stilbénes Resvératrol Vigne
Cs-C5-Cy Flavonoides Kaempfrérol, quercétine | Fruits, 1égumes, fleurs, fruits
e  Rlavonols Cyanidine, pélargonidine rouges,
1 e, . Pomme, raisin
e  Anthocyanes Catéchine, épicatéchine
. Citrus
e  Flavanols Naringénine
. Soja, pois
e  Flavanones Daizéine
Isoflavonoides
(Cs-Cy), Lignanes Pinorésinol Pin
(C6-Cs)y Lignines Bois, noyau des fruits
(Cys) Tannins Raisin rouge, kaki
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11.3 Méthodes d’extraction

La méthode d’extraction des principes actifs a partir d’une plante médicinale peut avoir
un effet sur la quantité des produits chimiques présents. Les modes de préparation les plus
courants sont : l'infusion, la décoction et la macération (Umensalma et al., 2010) Ces trois
modes de préparation ont été testés par une équipe de recherche (Lamartiniere et al., 2002)
afin d’identifier les composés phénoliques. Ils ont affirmé que la méthode d'extraction
décoction est de point de vue qualitatif aussi efficace que les autres méthodes d'extraction
¢tudiées. Afin d’évaluer la meilleure technique d’extraction de polyphénols totaux, de
flavonoides et de tanins condensés d’artichaut, Dembinska-Kiec et a/., (2008) ont utilis¢ deux
méthodes d’extraction décoction et par macération en utilisant quatre solvants (eau,

méthanol, éthanol et acétone).
11.4 Roles et fonctions biologiques

Les recherches sur les composés phénoliques en générale sont treés poussées en raison de leurs
diverses propriétés physiologiques (Scalbert et a/., 2005). Leur activités sont attribuées a leur
effet antioxydant (Johnston et al., 2003). Les effets bénéfiques des polyphénols intéressent
particuliérement les domaines de la phytothérapie et I’hygi¢ne alimentaire (Bonina et al.,
2002). Le tableau 3 résume les activités biologiques des polyphénols rapportés par la

littérature.

Tableau 3 : Activités biologiques de quelques composés phénoliques selon (Van dam et

al., 2002 ; Salas-Salvado et al., 2008)

Composés phénoliques Activités biologiques
Acides phénoliques Antifongiques, antioxydantes, antibactériennes.
Tanins Effets stabilisant sur le collagene, antioxydants, antidiarrhéiques

antiseptiques, effet vasoconstricteur.

Flavonoides Antitumorale, anticarcinogene, anti-inflammatoire, antioxydante,
antiallergique, antiulcéreuse, antivirale, antimicrobienne,
hypotenseur, diurétique.

Coumarines Anticoagulante, antioxydante, protectrice vasculaire et
antioedémateuse.
Anthocynes Protectrices capillaro-veineux, antioxydant
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Proanthocyanidines Effets stabilisants sur le collagéne, antioxydants, antitumoraux,
antifongiques et anti-inflammatoires.

Tannins galliques et

échi Antioxydantes.
catéchiques ntioxydantes

Lignanes Anti-inflammatoires, analgésiques.

12 Pouvoir antioxydant

De nos jours, Il existe un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres. Ce
n’est pas seulement di a leur role dans des phénoménes aigus tels que le traumatisme ou
I’ischémie, mais aussi a leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques
associées au vieillissement tels que le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires

et la dégénérescence du systéme immunitaire (Karlsen et al., 2007).
12.1 Définition des radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié.
Cette propriété rend ces ¢léments tres réactifs du fait de la tendance de cet électron a se ré-
apparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées deviennent
a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine. C’est typiquement
ce qui se passe lors de la peroxydation lipidique (Natz et al., 2006). Parmi toutes les especes
radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient de distinguer un ensemble
restreint de composés radicalaires qui jouent un role particulier en physiologie et que nous
appellerons radicaux libres primaires, qui dérivent directement de 1’oxygeéne. Les autres
radicaux libres, dits radicaux secondaires (radical peroxyle ROOe , radical alkoxyle RO- ), se
forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule
(Novelli, 1997). L’ensemble des radicaux libres primaires est souvent appelé “espeéces
réactives de ’oxygene” (ROS). Cette appellation n’est pas restrictive. Elle inclut les radicaux
libres de I’oxygéne proprement dit : radical superoxyde O,* , radical hydroxyl OHe ,
monoxyde d’azote NOe, mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la
toxicité est importante tels que, 1’oxygene singulet 10,, peroxyde d’hydrogéne H,O,,

peroxynitrite ONOO  (Favier, 2003).
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12.2 Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages
causés par les radicaux libres dans I’organisme. Ils permettent de maintenir au niveau de la
cellule des concentrations non cytotoxiques de ROS. Notre organisme réagit donc de fagcon
constante a cette production permanente de radicaux libres et on distingue au niveau des
cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule (Favier,

2003 ; Brand-Williams et al., 1995).
12.3 Les antioxydants primaires

La cellule est pourvue d’enzymes antioxydantes qui sont des systemes de défense tres
efficaces. Cette ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD), de catalase et
de peroxydase (glutathion et ascorbate) (Bengmark, 2004 ; Pincemail et al., 2004). Ces
enzymes antioxydantes permettent 1’¢limination des radicaux libres primaires, selon les

réactions suivantes :

20, +2H superoxyde dismutase. H, O, + O,

2H,0, Catalase 2H,0 + O,

v

H,0, + 2GSH glutathione peroxydase 2H,0 + GSSG

De ce fait elles préviennent la formation de radicaux libres organiques a partir des lipides
membranaires notamment et contribuent donc a la protection des membranes de la

peroxydation lipidique (Hotamisligil, 2006).

12.4 Les antioxydants secondaires

Contrairement aux enzymes antioxydantes, une molécule d’antioxydant pi¢ge un seul radical
libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette molécule d’antioxydant doit donc étre

régénérée par d’autres systémes (Figure 4) (Hotamisligil, 2006). Plusieurs substances pouvant
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agir en tant qu’antioxydants in vivo ont été proposés. On peut citer : la vitamine E, 1’acide
ascorbique, le B-caroténe, les flavonoides, les composés phénoliques,...etc. (Gonzlez-Gallego

et al., 2010 ; Halliwell et al., 1999)

EB. libres primaires R . libres organiques
e i ROMD
/o, b B 0
Uﬁ.{ OH~ I #R‘Lﬂj —:.RUU‘
l\\i{-.”. _.__,-" - "-\..H
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¥
LBV IEARES PIImaires wntilnxydnnrs arganigues

Figure 4 : Systémes de défense contre les radicaux libres (Gonzlez-Gallego et al., 2010).
12.5 Les radicaux libres dans les systémes biologiques

Parmi toutes les especes susceptibles de se produire dans les cellules, il convient de
distinguer un ensemble restreint de ces composé€s qui jouent un role particulier en physiologie
et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux libres, dits radicaux
secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques
de la cellule. Les radicaux primaires dérivent de I’oxygene par des réductions a un électron tel
I’anion superoxyde O;. et le radical hydroxyle OH, ou de 1’azote tel le monoxyde d’azote NO.
D’autres espeéces dérivées de 1’oxygene tel que l'oxygeéne singulet 10,, le peroxyde
d’hydrogene (H,O;) ou le nitroperoxyde (ONOOH) peuvent étre des précurseurs de radicaux
libres. L’ensemble des radicaux libres et leurs précurseurs sont souvent appelés espéces
réactives de 1’oxygene (Favier, 2003). Les radicaux libres sont principalement produits par
des sources endogénes, telles que les chaines de transport d’¢électron, les peroxysomes et le
systeme de cytochrome P-450. Ces radicaux sont responsables de 1’altération de ’ADN, du
vieillissement cellulaire qui est a la base de certaines maladies comme 1’athérosclérose, le
cancer, maladie d’Alzheimer ou la maladie de Parkinson (Santangelo et al., 2007 ; Blois,

1958).
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12.6 Piégeage du radical 2,2-Diphényl-1picrylhydrazyl (DPPH)

Le composé chimique 2,2-Diphényl-1picrylhydrazyl fut I’'un des premiers radicaux libre
utilisé pour étudier la relation structure activité antioxydante des composés phénoliques.
(Spencer, 2010 ; Ghedira, 2005 ; Lesgard, 2000).

La réduction du radical DPPH par un antioxydant peut é&tres suivie par
spectrophotométrie UV visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm
provoquée par la présence des extraits phénoliques. Le DPPH est initialement violet, se
décolore lorsque 1’¢lectron célibataire s’apparie. Cette décoloration est représentative de la
capacité des composés phénoliques a piéger ces radicaux libres indépendamment de toutes
activités enzymatiques. Ce test permet de mettre en évidence le pouvoir antiradicalaire direct
de différentes substances phénoliques des extraits de plante (Gutteridge, 1993 ; Molyneuxs,
2004).

13  Généralités sur les aromes

L'arome est un composé volatil qui permet une perception du gotit et de [’odeur. On parle
aussi de fumet, de parfum, de bouquet (etc.), la notion d'arome s'applique Plus

particuliérement aux produits alimentaires (Adda et al., 1983).

Les fruits, 1égumes, épices, aromates, viandes, poissons, produits laitiers, ont des ardmes,
que les industriels de I'agroalimentaire souhaitent reproduire, standardiser et renforcer. Pour

répondre a cette demande, des ardmes ont ét€¢ développés par des aromaticiens(ne)s.
13.1 Différentes catégories d’aromes

« Un ardme naturel » est donc un composé¢ obtenu soit par des procédés physiques (distillation
ou extraction au solvant), soit par des procédés biologiques, a partir d’une matiére d’origine
végétale ou animale. Par exemple, I’eugénol est une substance aromatique présente en grande

quantité dans le clou de girofle (Adda et al., 1983).

« Un ardme identique naturel » est obtenu par synthése chimique. Celui-ci est identique a une
substance présente naturellement dans une matiere végétale ou animale. Par exemple, la
vanilline industrielle est fabriquée a moindre colit que la vanilline extraite des gousses de

vanille (Adda et a/., 1983).

« Un ardme artificiel » est obtenu par synthése chimique et cette molécule n’existe pas dans la

nature. Ces molécules sont intéressantes pour renforcer les aromes d’un produit. Par exemple,
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I’ar6me artificiel de 1’éthylvanilline est 2 a 4 fois plus puissant que la vanilline (Adda et al.,

1983).

La réaction d’estérification est une réaction entre un alcool et un acide carboxylique donnant
un ester et de I’eau. Les esters représentent une grande part des molécules odorantes (Adda et

al., 1983).
13.2 Extraction d’aromes

Elle consiste a retirer une ou des especes chimiques d’un milieu solide ou liquide on

distingue :

L’extraction par solvant, consiste a dissoudre le composé recherché dans un solvant non
miscible avec l'eau et a séparer, par décantation, la phase organique contenant le composé a
extraire et la phase aqueuse. L’extraction par solvant est donc un processus de partage basé
sur la distribution sélective d’une substance dans deux phases immiscibles (I’eau et un

solvant) (Adda et al., 1983).

L’hydrodistillation permet d'emporter les composés volatils avec la vapeur d'eau. On
fait bouillir un mélange d'eau et de substance naturelle contenant le composé (huile
essentielle) a extraire. La vapeur entraine les huiles essentielles contenues dans le produit
brut. La température d’ébullition du mélange eau-huile essentielle est plus basse que la
température d’ébullition de chacun des composants, ce qui préservera 1’huile essentielle
contre la dégradation en la chauffant a haute température. Ces vapeurs sont ensuite

condensées a l'aide d'un réfrigérant (Adda et al., 1983).
14 Les colorants

Les colorants sont utilisés depuis plusieurs siécles. Les Egyptiens et les Romains étaient
les premiers a utiliser les colorants naturels, dérivant des végétaux, des animaux et des
minéraux, dans le but d’augmenter ’envie de manger des produits. Plus les si¢cles passérent,
plus on découvrait de nouveaux colorants naturels. Dés le Moyen Age, les colorants ont tenu
un role plus important et ont permis de rendre des produits visuellement plus beaux qu’ils ne
I’étaient naturellement, pour pouvoir mieux commercialiser. Ce pendant plusieurs colorants
toxiques ¢taient utilisés, comme les oxydes de chrome ou de plomb, conduisant a des
empoisonnements chroniques. Jusque 13, les connaissances concernant les colorants

s’arrétaient aux produits naturels (Eskin et al., 1979).
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C’est en 1856 que Perkins découvrit le premier colorant synthétique ils s’agit de la
mauvéine. Ce colorant artificiel a été trouvé par hasard dans un mélange goudronneux,
résultat d’une expérience ratée. La mauvéine fut utilisée en premier lieu pour colorer une robe
en soie de la reine Victoria (Royaume-Uni). Grace a cette découverte fortuite, 1’industrie des
colorants ¢était lancée et les colorants prirent une grande importance dans le domaine
industriel, notamment, alimentaire. L’arrivée sur le commerce de colorants de toutes sortes,
nécessite dés le début du 20eme siecle D’entrée en vigueur d’une réglementation,

principalement dans le but d’interdire 1’utilisation de colorants toxiques.
14.1 Différents types de colorants

Les colorants sont classés dans trois catégories différentes :

- Les colorants naturels,

- Les colorants naturels modifiés ou de synthése (identiques aux naturels),
- Les colorants artificiels,

Les colorants naturels sont des colorants provenant de la nature elle-méme (végétaux,
animaux,...). IIs sont extraits de denrées telles que la betterave, le paprika, les carottes, etc...
Ce sont des colorants généralement liposolubles, ils se stockent dans les graisses, ils
s’¢liminent donc moins facilement que les colorants artificiels autorisés qui eux sont tous
hydrosolubles. Les colorants naturels sont souvent chers, peu stables et moins efficaces que
les autres colorants, mais ils ont I’avantage de poser peu de problémes pour la santé. Ils sont
aussi identifiés grace a leur numéro ; E1-- Le caramel (150a) est un bon exemple de colorants
naturels car il est obtenu en chauffant simplement du sucre en présence de substances acides

(Eskin et al., 1979).

Les colorants naturels modifiés, obtenus a partir de colorants naturels, et les colorants de
synthese, identiques aux naturels, sont relativement plus dangereux pour la santé. Ils sont
souvent fabriqués en utilisant des solvants chimiques. Si ces derniers ne sont pas efficacement

¢liminés, ils pourraient étre a I’origine de problemes de toxicité (Eskin et al., 1979).

Les colorants artificiels sont des additifs qui n’existent pas dans la nature et qui sont
entierement fabriqués chimiquement. Ils sont généralement moins chers, offrent une plus
grande variété de couleurs, sont disponibles en grandes quantités et sont plus stables que les

colorants naturels (Eskin et a/., 1979).
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14.2 Role des colorants

La couleur d’un aliment possede généralement un effet sur la perception de celui-ci, elle
peut augmenter, par exemple, I’appétence du consommateur. Les colorants sont des additifs
qui permettent d’améliorer et/ou de modifier 1’aspect d’un aliment. Ils n’ont aucune valeur
nutritive mais permettent, en améliorant 1’aspect, de donner envie de consommer cet aliment.
Car, ce sont la forme et la couleur qui permettent au premier abord de reconnaitre un aliment;
la couleur ayant une trés grande influence sur notre perception subjective de 1’aliment. En
effet, des crépes bleues, par exemple, ne sont pas appétissantes bien qu’elles aient exactement
le méme golt que des crépes de couleur normale. Les colorants sont donc des additifs
essentiels pour la consommation et sont ainsi utilisés a différents niveaux par I’industrie
alimentaire, et pour redonner 1’apparence originale a un aliment, assurer I’'uniformité de la
couleur et pour intensifier la couleur naturelle de ’aliment qui a une influence sur le

consommateur (Eskin et al., 1979).

23



CHAPITRE 2: MATERIEL ET
METHODES

Notre étude a durée sept mois du premier octobre 2016 au juin 2017 et qui consiste a

valoriser le Myrtus Communis L. dans le domaine alimentaire a 1’aide des feuilles et fruit,
notre lieu de stage consiste dans I’Institut National d’Agronomie (El Harrach Alger E.N.S.A) au
niveau du laboratoire de botanique et de chimie et dans l'université de Boumerdes au niveau
du département des sciences agroalimentaire et notre Laboratoire de recherche de

biotechnologie des plantes aromatiques et médicinales au Département de biotechnologies de

la faculté S.N.V. de I’Université de Blida 1.
1 Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé pour notre expérimentation est composé de feuilles et fruits
de Myrtus communis L. récolté le 11 octobre 2016 dans la commune de Tifra daira de Sidi-
Aich wilaya de Bejaia. Cette région représente le biotope naturel de la plante, il se caractérise
par I’abondance, dans cette zone montagneuse située a une altitude de 432 meétres. Les feuilles
et fruits (Figure 5) de cette plante ont été préleves a partir des pieds adultes en stade de
fructification (Figure 6). Enfin notre échantillon a été identifié au niveau du laboratoire de
botanique de L’Institut National d’Agronomie (El Harrach Alger E.N.S.A). Par: Pr.
OUNANE
Ghania et
Dr.
LAOUAR

Meriem.

Figure 5 : Les feuilles et fruits du Myrtus communis L. de la région de Bejaia

(ALLALL, 2017).
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Figure 6 : Myrtus communis L. dans son biotope naturel (ALLALI, 2017).

L’étape qui a suivi la récolte est le séchage pour cela une sélection des meilleurs
¢chantillons a été réalisée, les feuilles et fruits prélevés sont placer sur des pieces de tissu en
coton pour étre sécher a I’ombre pendant 20 jours. Ces derniers ont été conservés dans des
sachets en papier a la température ambiante. Une partie des fruits récoltés ont été conservés

par la méthode de congélation a une température de 0 a -3°C.

2 Etude ethnobotanique

Notre enquéte ethnobotanique a concerné six régions du Nord-Est d’Algérie : Annaba,
El Kala, El Tarf, Jijel, Skikda et Bejaia ; afin d’approfondir nos connaissances sur les formes
d’utilisations du myrte. Pour cela, 600 personnes ont été interrogés dans chaque station. Le
questionnaire est constitué de six variables et vingt modalités. Nous présentons la forme dans

le tableau 4, en précisant les modalités pour chaque variable.
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Tableau 4: Variables indiquées dans le questionnaire utilisé pour notre étude

ethnobotanique

Enquétes régionales Variables Modalités

Domaine d’utilisation Thérapeutique

Régions : Cosmétique

Culinaire

Annaba Partie utilisée Feuilles

Fleurs

El Kala Tiges

Racines

El Taraf Mode de préparation Infusion

Décoction

Jijel Macération

Huile essentielle

Skikda Pathologies traitées Pathologies gastriques

Pathologies respiratoires

Bejaia Hypotension artérielle (HTA)

Diabéte

Douleurs articulaires

Effets indésirables Oui

Non

Toxicité Oui

Non

3 Etude de la plante
Cette ¢tude comporte plusieurs étapes :
3.1 Caractérisation morphologique du matériel végétal Frais

La Caractérisation morphologique du matériel végétal Frais a été élaborée avec ’aide de
Madame GHANAL en se basant sur les caractéres macroscopiques de la plante récoltée a
Tifra la willaya de Bejaia. Un choix aléatoire d’une vingtaine des feuilles et des fruits ont été
s¢lectionnés et déposés sur papier millimétré pour pouvoir déterminer leurs dimensions

(diamétre, la largeur et longueur).
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3.2 Etude anatomique

L’étude histologique vise la reconnaissance des tissus foliaires, et 1’observation ainsi

que la localisation des glandes sécrétrices des huiles essentielles présentes dans cet organe.

Elle est basée sur la réalisation des coupes a main levé a 1’aide d’une lame de rasoir
neuve. Le mouvement doit-étre rapide et le plan de coupe perpendiculaire au grand axe de la
feuille. Elles doivent-étre aussi fines que possible et immédiatement mises dans ’eau pour
¢viter leur déshydratation. La technique utilisée est celle de la double coloration décrite par

(Langeron, 1949).

Elle consiste a mettre les coupes transversales dans de 1’eau de javel a 12°C durant 15
min, puis les introduire dans [’acide acétique a 5% pendant 3 min. Ces derniéres seront
transférées dans la solution de vert de méthyle durant 3min et ultérieurement dans la solution
de rouge congo pendant 10 min. Le ringage avec de 1’eau distillée des échantillons aura lieu

entre chaque étape de la coloration.

Les coupes ainsi préparées seront placées entre lame et lamelle en présence d’une
goutte d’eau distillée pour étre observées au microscope optique aux grossissements (X125)

puis (X500).
3.3 Caractéristique physico-chimique de la plante

L’objectif de notre étude est de déterminer les caractéristiques de notre plante afin de
mieux connaitre ses vertus est ses Propriétés. Elle repose sur ’évaluation des parametres

suivants :
3.3.1 Potentiel hydrogéne

L’étude du potentiel d’hydrogene correspond a la connaissance du pH de la plante. Pour
cela, 4g de poudre végétale doit-étre mise en contact avec 100 ml d’eau chaude dans une fiole
de 200 ml durant 20 min. Ce volume sera complété jusqu’au trait de jauge de la fiole avec de
I’eau distillée apres refroidissement. Ainsi, le pH de la solution sera déterminé a 1’aide d’un

pH-métre. (Dowson et al. 1963).
3.3.2 Teneur relative en eau

La détermination de la teneur en eau est basée sur la perte de I’eau. Pour cela, la masse

fraiche est déterminée avant de placer les feuilles dans 1’étuve réglée a 75°C. Apres 24 heures
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leur poids se stabilise, puis nous terminons avec la pesée. L’estimation de la teneur en eau est

exprimée en pourcentage selon la formule décrite par la Pharmacopée Européenne (2002) :

To,= (MF — MS) x 100 / MF

Ou:
To, : Teneur en eau de la plante (%).
MF : Masse fraiche de la plante.

MS : Masse séche de la plante.

3.3.3 Taux d’humidité de la poudre végétale

Le taux d’humidité de la poudre végétale est un paramétre important caractérisant la
bonne qualité du séchage de la plante. Il consiste a mettre 1 g de poudre végétale dans un
creuset en porcelaine préalablement séché et pesé. L’ensemble sera placé dans I’étuve réglée a
105°C durant 02 heures. Enfin, le pourcentage d’eau contenue dans la poudre sera calculé

selon la formule décrite par la Pharmacopée Européenne (2005) :

X% = (M-M,) /M x 100

Ou :
X% : Taux d’humidité de la poudre végétale.
M : Masse de I’échantillon prise en gramme.

M, : Masse de I’échantillon apres séchage en gramme.
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3.3.4 Etude de la composition biochimique de la plante

Les méthodes d’analyses chimiques de la cellulose brute et les matic¢res grasses sont
tirées des publications de 'INRA (1988) et selon les normes AFNOR (1997). Ainsi, nos
feuilles ont été broyées finement a 1 mm et conservées hermétiquement pour faire 1’objet de

la détermination des composés suivants :
3.3.5 Cellulose brute

La détermination de la cellulose brute passe par deux hydrolyses successives, I’'une en

milieu acide et 1’autre en milieu alcalin :

L’hydrolyse en milieu acide consiste a introduire 3 g d’échantillon dans les creusets
(porosité 1 ou 2), par la suite on ajoute 100ml d’une solution aqueuse préchauffée contenant
12,5g d’acide sulfurique pour 1 litre dans chaque colonne (6,8 ml d’H,SO4 concentré a
compléter jusqu’a 1 litre avec de I’eau distillée). On chauffe le tous jusqu’a ébullition et
maintenir celle-ci pendant 30 min. Puis a 1’aide de la pompe péristaltique on filtre le réactif
restant, enfin le tout passe par trois lavages avec de I’eau chaude introduite au niveau des

colonnes (filtrer a chaque fois).

L’hydrolyse en milieu alcalin s’appui sur 1’ajout de 100 ml de la solution préchauffée
contenant 12,5 g de soude pour 1 litre, faire bouillir le tout durant 30 min exactement. On
passe par la suite a quatre lavages : trois avec de I’eau distillée chaude (filtrer a chaque fois
grace a la pompe péristaltique) et le quatriéme avec de 1’eau distillée froide. Puis introduire le
creuset a I’étuve réglée a 105°C durant 24 heures. Apres, refroidissement au dessiccateur on
passe a la pesée puis I’incinération dans le four a moufle a 400°C durant 05 heures. Enfin,

refroidir au dessiccateur et peser a nouveau.

La différence de poids entre les deux pesées représente la matiére cellulosique, elle a été

calculée selon les normes AFNOR (1997) comme suit :

Teneur en CB €n % MS = (A — B) X 100/ C x MS

Ou:

A : Poids du creuset + résidu apres dessiccation.

B : Poids de creuset + résidu apres incinération.
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C : Poids de I’échantillon de départ.

3.3.6 Matiéres grasses

L’extraction des maticres grasses du Myrtus communis L. consiste a peser un ballon de
soxhlet sec de 500 ml a col rodé. Puis une cartouche de soxhlet 5 g d’échantillon a analyser
sera contenue dans I’extracteur soxhlet, aprés un volume de 250 ml d’éther de pétrole sera
versé, |’extraction est réalisée durant 06 heures. Ainsi, I’évaporation du solvant est faite a
I’aide du rotavapor. Le ballon contenant le résidu est placé dans 1’étuve réglée a 102°C

pendant 03heures, en position inclinée vers le bas, pour étre pesé avec le résidu.

Le taux de maticres grasses présentes dans notre plante est calculé selon la formule

décrite par les normes AFNOR (1997):

Teneur en M.G. (% de MS) = (A —B) /(C xMS) x 100

Ou:
A : Poids du ballon + résidu aprées étuve.
B : Poids du ballon vide.

C : Poids de la prise d’essai.

3.3.7 Matieres azotées totales

La maticre azotée totale est dosée par la méthode de Kjeldahl (ISO 1997) elle passe par

deux étapes :

La premicre étape « minéralisation »: ou un échantillon de 5 g est introduit dans un
matras de 250 ml, puis 2 g sera ajoutée de catalyseur composé de (250 g de k,SO4, 250g de
CuSOy, et 5g de Se) et 20 ml d’acide sulfurique concentré. Porter le matras sur le support
d’attaque et chauffer jusqu’a 1’obtention d’une coloration verte stable. Laisser refroidir, puis
ajouter peu a peu avec précaution 200 ml d’eau distillée en agitant et en refroidissant sous un

courant d’eau.

La deuxieéme étape « distillation » : Consiste a transverser 50 ml du contenu du matras

dans I’appareil distillateur (Buchi), puis ajouter 1’indicateur composé de (20g d’acide borique
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et 200 ml d’éthanol absolu et 10 ml d’indicateur contenant : 2,5 ml de rouge de méthyle a 0,2

g dans 100 ml d’alcool a 95° et 7,5 ml de vert de bromocrésol a 0,1g dans 100ml dans 1’alcool
a 95°).

Verser dans le matras de 50 ml de lessive de soude (330g de soude dans 1 litre d’eau
distillée), mettre en marche I’appareil, laisser 1’attaque se faire jusqu’a 1’obtention d’un

volume de distillat de 100ml, titrer en retour par de I’acide sulfurique N /20 (50ml H,SO4 1IN

+ 950 ml d’eau distillée) jusqu’a 1’obtention a nouveau de la couleur initiale de I’indicateur.

M.A.T.=100/Y x 200/A % 6,25

Ou:

Y : Poids de I’échantillon de départ.
0A : Volume de la prise d’essai.

4 Extraction d’huile essentielle

Elle a été faite par la méthode d’hydrodistillation a I’aide d’un dispositif de type
clevenger (Figure 7) selon les normes AFNOR (2000). Elle consiste a introduire 60g de
feuilles seches et coupées en petits morceaux dans un ballon rond de 1000ml, dans lequel sera
ajouté 650ml d’eau distillée. Le ballon est placé dans 1’appareil, le mélange est porté a
¢bullition a l’aide d’un chauffe ballon au fur et a mesure on observe la formation d’une
vapeur qui va entrainer les constituants volatiles. Cette derniere s’¢éléve et passe dans le
réfrigérant qui est constamment refroidi a une température comprise entre 15 °C et 18°C. Au
contact des parois du réfrigérant, les vapeurs chaudes se condensent et s’écoulent au goutte a
goutte dans un récipient ou elles forment le distillat. Ce dernier est un mélange de deux phases
non miscibles (huile essentielle + hydrolat) qui seront séparées, 1’huile obtenue est conservée

dans des flacons en verre opaque a une température de 4°C.
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Figure 7 : Dispositif d’hydrodistilation de type Clevenger (Original, 2017).
1 : Chauffe ballon, 2 : Mélange (les feuilles + I’eau distillé), 3 : Réfrigérant,
4 : L’arrivée et sortie d’eau.

2.4.2 Cinétique de rendement

Le rendement est la quantité maximale d’huile essentielle que fournit une masse végétale
pendant une période donnée, le rendement exprimé en pourcentage est calculé selon la

formule établie par les normes AFNOR (1986) :

Rye = (mpyg / myys) x 100

Ou:
Ryg : Rendement de I’huile essentielle en pourcentage.
myg : Masse de I’huile essentielle en gramme.

myys : Masse de la maticre végétale séche en gramme.
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La cinétique est le suivi de 1’évolution de la quantité¢ d’huile essentielle extraite par

hydrodistillation en fonction du temps. Nous avons procédé a cette étude selon le protocole
d’extraction des huiles essentielles précédemment cité. Le distillat obtenu est récupéré dans
des Erlens a différents pointages de temps chaque cinq minutes, durant deux cent quarante
minutes.

Apres décantation, le contenu de chaque Erlen est versé dans un tube a essai
préalablement pesé pour déterminer le poids des tubes vides (PTv), les tubes sont de nouveau
pesés pour déterminer le poids des tubes pleins (PTp).

A partir de ces données, le poids de I’huile essentielle est déduit. En effet, la courbe de

cinétique traduit le rendement en huiles essentielles du myrte en fonction du temps.

Les propriétés organoleptiques sont insuffisantes pour évaluer la qualité d’une huile

essentielle, il était nécessaire de faire appel a leurs caractérisations physicochimiques :
4.2 Caractérisation physicochimique des huiles essentielles

La caractérisation physicochimique de notre huile essentielle repose sur la détermination des

parametres suivants :
4.3 Indice d’acide

La détermination de I’indice d’acide de I’huile essentielle étudiée consiste a introduire 2
g d’huile essentielle dans un ballon contenant Sml d’éthanol et 5 gouttes d’indicateur coloré
(phénolphtaléine). Ce liquide est titré¢ avec la solution d’hydroxyde de potassium (0,1N)
contenu dans une burette. Nous poursuivons 1’addition jusqu’a obtention du virage persistant
de la solution (rose) pendant 30 secondes. Le volume de la solution d’hydroxyde de potassium

utilisé est déterminé selon la formule suivant décrite par  AFNOR (2000).

LA. =V x Cx (56,11 /m)

Ou:

V : Volume de la solution d’hydroxyde de potassium (KOH) utilisée pour le titrage en (ml).
C : Concentration de la solution d’hydroxyde de potassium en (mole/L).
m : Masse de la prise d’essai, (proche de 2g), en (g).

56,11 : Masse molaire de I’hydroxyde de potassium en (g/moles).
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4.4 Indice d’ester

La détermination de I’indice d’ester consiste a introduire un échantillon de 2 g d’huile
essentielle dans un ballon, auquel sera ajouté 25ml d’une solution d’hydroxyde de potassium

(0,5 N), ainsi que quelques billes en verre.

Nous adaptons le réfrigérant a refluer au ballon sur le bain d’eau bouillante et

maintenons le ballon sur le bain d’eau pendant 10 min.

Apres refroidissement du ballon nous ajoutons 20 ml d’eau puis 5 gouttes de solution

de phénolphtaléine. Nous titrons 1I’excés d’hydroxyde de potassium avec la solution d’acide
chlorhydrique selon AFNOR (2000).
4.5 Indice de réfraction

La détermination de I’indice de réfraction consiste a placer 2 a 3 gouttes d’eau distillée
dans le refractomeétre afin de le tarer. Par la suite, 2 gouttes d’huile essentielle sont placées
dans le refractometre réglé jusqu’a sa stabilisation, la lecture se fait sur le cercle gradué, la

valeur trouvée va servir a calculer I’indice de réfraction, Jean 1., (1975).

La formule de calcule de notre indice est selon les normes AFNOR (2000) comme suit :

Nt = N +0,00045 (T — 20°C)

Ou:
nt: Indice a 20°C.
Ny : Indice a la température ambiante ou de mesure.

T : Température ambiante ou de mesure.
Notre produit étalon qui serre a ajuster le refractomeétre et 1’eau distillée (1,333).
S Préparation des extraits brutes

Le but de cette étude et de connaitre la méthode et le solvant adéquat pour une

meilleure extraction des polyphénols. Cette derniere a été réalisée a partir des feuilles selon
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deux méthodes macération et décoction, en utilisant comme solvant 1’éthanol et 1’acétone et le

méthanol, ainsi que I’eau

L’extraction par « macération », réalisée selon le protocole décrit par Romani et al.,
(2006), en y apportant quelques modifications. Pour cela, 30 g de la poudre de myrte sont
macérés a température ambiante pendant 02h avec 100 ml de solutions aqueuses dont les
solvants sont : éthanol, acétone, méthanol a 70 % v/v et une solution d’eau distillée. Apres
filtration, les solutions sont centrifugées pendant 20 min a 4000 tr/min a la température

ambiante, filtrés et conservés a 4 °C jusqu’a utilisation.

L’extraction par « décoction », est effectuée selon le protocole décrit par Chavane et al.,
(2001), en y apportant quelques modifications : 5 g de la poudre de feuilles de myrte sont
ajoutés a 100 ml des solvants d’extraction (éthanol, acétone et méthanol a 70 % v/v dans une
solution ’eau distillée). les mélanges sont portées a ébullition dans un bain Marie durant 30
min puis filtré. Les marcs sont extraits de la méme maniere que précédemment et les filtrats

sont réunis, centrifugés a 4000 tr/min durant 20 min et conservés a 4 °C jusqu’a utilisation.

Le rendement d’extraction est calculé selon la formule illustrée dans la référence de Boizot et

al., (2006) :

R (%) = 100 Mext/Méch.

Ou:

R : Rendement en %.

Mext : Masse de I’extrait apres évaporation du solvant en mg.
Méch : Masse seche de 1’échantillon végétal en mg.

6 Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols a été effectu¢ selon la méthode de Folin-Ciocalteu (FC)
illustrée dans la référence de Boizot et al., (2006). Pour cela, 200 pl d’extraits de myrte sont
mélangés avec 500 pl du réactif (FC) et 800 ul de Na, CO; a 7,5 % (m/v). Le mélange est
agité et incubé a I’obscurité et a la température ambiante pendant dix minutes. L’absorbance

est mesurée a 765 nm par un spectrophotometre UV (Perkin Elmer) et qui sont représentés
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dans le tableau 04(voir annexe). Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique/g

de matiere végétale séche en se référant a la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique
(Annexe 3).
7 Etude de P’activité antioxydante des extraits de la plante

L’¢étude de I’activité antioxydante a été réalisée selon le test de piégeage du radical libre
DPPH, qui est mesuré suivant la procédure décrite par Bougandoura et a/., (2012). Un volume
de 50ul de chaque solution méthanolique des extraits préparés a différentes concentrations (de
0,0125 a 5Smg/ml) sont ajoutés a 1,5 ml de la solution méthanolique du DPPH (0,025mg/1).
Simultanément, un contrdle négatif est préparé en mélangeant 50ul de méthanol avec 1,5 ml
de la solution méthanolique de DPPH. La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc
préparé pour chaque concentration par un spectrophotométre a 515nm apreés 20 min
d’incubation a I’obscurité et a la température ambiante. Le contrdle positif est représenté par
une solution d’acide ascorbique dont 1’absorbance a ét¢ mesurée dans les mémes conditions
que notre échantillon et pour chaque concentration préparée. L’expérience est répétée 4 fois,
les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (1%). le pourcentage de décoloration

a 515 nm est calculé en utilisant la formule suivante :

I % décoloration = (DO DPPH Témoin —DO Essai / DO DPPH Témoin) x 100

La courbe semi-logarithmique obtenue permet d’établir la CISO de notre échantillon
qui correspond a la concentration inhibitrice permettant de réduire 50% de décoloration du

radical DPPH.
8 Mise en évidence des aromes a partir du myrte

Notre étude repose sur la recherche des ardmes auteurs du myrte, pour cela leur mise en
¢vidence repose sur leur extraction. La distillation sous vide a été retenue comme méthode
d’extraction. Le dispositif d'extraction est une adaptation de celui décrit par Dumont et al.
(1972). 500 grammes de feuilles de myrte sont placés dans un ballon avec 1000 ml d’eau
distillée. Celui-ci plonge dans un bain-marie ayant pour rdle de faciliter l'extraction, durant 1
heure (méthode optimisée) (Figure 8). Seul le distillat aqueux du piége placé aprés le ballon
cannelé est soigneusement recueilli et pesé. Il est ensuite immédiatement mis au réfrigérateur

a0°C.
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Figure 8: Dispositif mise au point par Likens et Nickerson pour la distillation.

Dumont et al. (1972).

1 : ballon avec échantillon aqueux et bain chauffant, 2 : ballon avec les molécules odorantes et un bain

marie, 3 : condensateur.

9 Mise en évidence des colorants a partir du myrte

L’extraction des colorants a partir du fruit de myrte a été basée sur le procédée suivant

décrit par Cardon D., (2014) avec des modifications :

On commence par écraser dans un mortier a 1’aide d’un pilon, 500g de fruits de myrte
la purée de fruit est versée dans un bécher avec llitre d’eau distillée. Ainsi le mélange est
filtré puis conservé a une température de 4°C jusqu’a une nouvelle utilisation. Ce méme
colorant est lyophilis¢ afin d’étre utilis¢é sous forme d’une poudre et pour faciliter sa

conservation.
10 Exploitation des résultats des données

Nos résultats d’étude ont été traités a 1’aide d’excelle, puis transmis dans le cas de 1’étude
ethnobotanique sous forme de diagramme en bandes empilées. Dans le cas de I’étude de la
cinétique de I’huile essentielle extraite par hydrodistillation nos résultats sont interprétés sous
forme de graphe ainsi que l’activit¢ antioxydante. Pour I’extraction des polyphénols les

résultats sont traduits sous forme d’histogramme.
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1 Exploitation des résultats collectés a partir de I’étude ethnobotanique

100%
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El Tarf El Kala Annaba Bejaia Jijel Skikda
B Thérapeutique M Culinaire m Cosmétique

Figure 9 : Domaine d’utilisation du myrte dans chaque station.

Les résultats montrent que le myrte est une espece fréquemment utilisée dans les six

stations d’étude avec un pourcentage de (98%) dans I’ensemble.

Cette plante est utilisée par la population du secteur Nord-Est dans le domaine
thérapeutique avec un pourcentage de (63,93 %). Elle est également utilisée dans le domaine
culinaire avec (15,35 %), alors que (3%) I'utilise le myrte dans le domaine cosmétique.
D’aprés le diagramme en bandes empilés a (100%) (Figure 9) illustre la répartition de
I’utilisation du myrte pour chaque station. Il en ressort son utilisation majoritaire dans le

domaine thérapeutique dans toutes les stations étudiées.
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Figure 10 : Partie utilisée dans chaque station.

Par ailleurs, la partie majoritairement utilisée est les feuilles avec un pourcentage de
(76,88%). Cependant, les tiges sont utilisée avec un pourcentage de (17,05%) et les fruits
(7,88%) mais, rarement les fleurs 1,34%. La (figure 10) montre beaucoup plus 1’utilisation
des feuilles particulierement dans les régions de Annaba, Jijel et Skikda, ou elle est la seule a

étre utilisée.
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m Décoction mInfusion ™ Huile essentielle

Figure 11 : Mode de préparation du myrte dans chaque station.

Les résultats nous renseignent également sur le mode de préparation le plus cité. On

distingue I’infusion (53%) ; suivi par la décoction (43,40%). Et en faibles proportions (7,50%)
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’utilisation de la poudre des feuilles. Nous pouvons remarquer une variation du mode de
préparation en fonction de la répartition de la station étudi¢e (Figure 11). En effet, la
décoction sembles le mode le plus dominant dans les régions d’El Tarf et d’El Kala avec des
pourcentages de (54,43%) et (52,38%) respectivement. En parall¢le, 1’infusion est citée dans
la majorité des régions avec des pourcentages plus élevées : Annaba (83,35%), Bejaia
(57,16%) et Jijel (51,42%). Cependant, Skikda n’a pas montré de variation dans la forme de
préparation. Des pourcentages trés proches ont été estimés pour la décoction (53,64%) et

(46,36%) I’infusion.

100% ey s
90% 10,57% i 7 22,55% 15,77%
80% ’ 38,77%
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m Pathologies gastriques ® Hypotension m diabéte 11 Pathologies respiratoires M Inflammations

Figure 12 : Pathologies traitées dans chaque station.

Concernant, les pathologies traitées la plus forte Utilisation concerne le traitement traditionnel
des pathologies gastriques (40 %), I’hypertension artérielle (20,03%), ainsi que les
pathologies respiratoires (18,43%). Le traitement du diabéte a été estimé a (16,56%). Par
ailleurs, (6,22%) seulement indiquent l'usage de cette plante comme drogue anti-
inflammatoire le cas de rhumatismes, et des douleurs articulaires. Ainsi, le diagramme en
bandes empilés (Figure 12), nous renseigne sur la répartition des pathologies traitées dans
chaque station. Le myrte s’avere principalement utilisé dans le traitement des pathologies
gastriques dans les régions : El Tarf (41,70%), El Kala (41%), Annaba (65,20%), Skikda
(25,13%) et Bejaia (66,24%).
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Le myrte semble présenter d’autres propriétés comme hypotensives (33,35%) et les

pathologies respiratoires (38,77%), a Jijel et a Skikda (27,33%).

En effet, les données collectées de I’enquéte ethnobotanique ont montré que (100%)
de la population interrogée, confirme I’absence de toxicité¢ du myrte dans toutes les stations

étudiées.

A titre comparatif, en Algérie des études éthnobotaniques ont rapporté également les
utilisations traditionnelles de Myrtus communis L. Selon, Allali et al. (2008), la poudre des

graines administrée par voie orale a de fortes propriétés hypoglycémiantes.

De plus, D’effet antihypertenseur des parties aériennes utilisées en décoction a été rapporté
dans la région de M’Sila par Boudjelal et al. (2013). La décoction de fleurs de myrte

démontre les propriétés antidiarrhéiques par Medjkane et al. (1985) en Algérie.

D’autres sources ont montré I’effet de la plante étudiée dans le traitement de 1’asthme en
France a Paris (Boulos, 1983), des maladies respiratoires, infections urinaires, sinusites, otites,

diarrhées, et les hémorroides rapportées par Beloued A. (1998) en Algérie.

Il faut souligner que plusieurs études ont confirmé son effet hypoglycémiant aussi bien de
I’extrait aqueux (Elfellah et al., 1984), que son huile volatile (Sepici et al., 2004) en Algérie.
Les travaux de Bouzouita et al., (2003) en Tunisie ont montré 1’activité antimicrobienne de

son huile essentielle.

Dans I’ensemble les travaux bibliographiques confirment nos données, on peut conclure que
le domaine pharmacologique connait une utilisation massive de cette plante, il serait

intéressant de la valoriser dans le domaine agroalimentaire.
2 Description morphologique du matériel végétal frais

Les feuilles sont vertes brillantes persistantes et trés aromatiques, opposées décussées.
Chaque feuille est caractérisée par un limbe entier a contour lisse, avec une forme ovale
lancéolée, de 15 a 45 mm de long sur 10 a 30 mm de large, et présentant une nervation
pennée. Les feuilles se raccordent avec I’axe principal de la plante par un pétiole rougeatre

trés court de 1 mm, la stipule est absente (Figure 13).

A T’éclatement des bourgeons, les jeunes feuilles sont trés tendres, poilues avec une

teinte pourpre, qui persiste durant le premier mois de croissance. Ensuite le limbe devient de
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plus en plus cutinisé, coloré en vert foncé et dépourvu de poils. Il faut noter que, durant toute

la vie de la feuille, la teinte du limbe reste homogene.

Les feuilles du myrte poussant dans les endroits treés ensoleillés présentent une taille plus

petite que celles poussant dans les régions ombrées.

Figure 13 : les feuilles Myrtus communis L. de la région de Bejaia
(ALLALI, 2017).

Le fruit de myrte est une baie ovoide de 11 a 13 mm de diameétre et 6 a4 8 mm de hauteur, de
couleur noir-bleuatre il, est tenu par un pédoncule, de saveur apre, renferme des graines de

couleur ivoire et de forme irrégulic¢re (Figure 14).
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Figure 14 : Coupe transversale du fruit de Myrtus communis L.

1 : Péricarpe; 2 : Mésocarpe; 3 : graine.

3 Description histologique

Figure 15 : Coupe transversale dans la feuille de myrte vue au microscope

photonique (G X125) (Original, 2017).

1 : Face supérieure ; 2 : Face inférieure ; 3 : Nervure central (Tissus conducteurs).
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Figure 16 : Coupe transversale présentant les tissus existants dans la feuille du myrte vue au

microscope photonique (GX500) (Originale, 2017)
1 : Parenchyme lacuneux ; 2 : Parenchyme palissadique ; 3 : Glandes sécrétrices ; 4 : Cellules épidermique.

La structure histologique des feuilles de myrte présente un épiderme foliaire a constitué par
une seule assise de cellules épidermiques, suivi d’un parenchyme chlorophyllien palissadique

représenté par 1 a 2 assises de cellules allongées.

Plus profondément, se situe le parenchyme chlorophyllien lacuneux, qui est parcouru
par les nervures secondaires. Du coté de la face supérieure de la feuille, on note la présence
d’un amas de cellules du collenchyme annulaire, situ¢ au dessus de la nervure principale. Les
fibres de sclérenchyme organisées en amas délimitent les tissus conducteurs. Le limbe foliaire

présente une symétrie bilatérale clairement perceptible en section transversale.

La fonction sécrétrice des feuilles est assurée par la présence des glandes sécrétrices
sous forme de cavités subi-épidermiques sphériques ou oblongues, délimitées par deux
rangées de cellules sécrétrices dégénérant a maturité. La deuxiéme rangée est formée par des

cellules parenchymateuses a parois épaisses Ciccarelli et al., (2008).

En effet, les structures observées coincident avec celles rapportées par I’auteur
Ciccarelli et al., (2008) quelques cellules du parenchyme cortical sont a 1’origine des cavités

sécrétrices présentent dans les feuilles et méme dans les tiges de myrte, ces cavités sont
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initialement schizogénes mais deviennent plus tard lysogeénes a maturité, suite a la
destruction des cellules sécrétrices, ce qui provoque un ¢élargissement du lumen glandulaire le
sommet de la poche (ou cavité) est délimité par 2 a 4 cellules appelées cap cells ou cellules
chapeau. Ces poches glandulaires sont localisées a 1’intérieur du mésophile, & proximité
¢étroite avec la surface. Elles sont abondantes au niveau de la tige et des feuilles, ou elles sont
enfoncées dans le parenchyme, donnant I’aspect d’un tissu spongieux. Ces poches persistent
uniquement au niveau des feuilles et ont tendance a disparaitre progressivement dans les

organes qui vont se lignifier.
En effet, Lucknow et al., (1997) ont interprété le role de ces cavités sécrétrices comme suit :

Elles représentent un aliment pour les pollinisateurs, et secrétent une substance collante qui
facilite 1’attachement des grains de pollen au corps du pollinisateur. Enfin, elles protégent la

plante contre les insectes prédateurs et les herbivores.

4 Caractérisation physico-chimique de la plante
4.1 Potentiel hydrogéne
La valeur du pH mesurée indique I’acidité présente dans les feuilles de myrte 4,15.

D’apres Benalouane (2013), la valeur de pH mesurée dans le myrte de la région de
menaceur la wilaya de Tipaza était de 4,13. Les deux valeurs du pH sont voisines dans les

deux régions malgré le fait quelles appartiens a deux biotopes différent.

Dans ce cas, Hiller (1990) a indiqué que le pH peut varier suivant 1’état physiologique
de la plante, mais aussi suivant les variations climatiques, les conditions de stockage et les

pratiques culturales appliquées.
4.2 Teneur relative en eau

Une teneur relative en eau avoisinant (46,10 %) a été enregistrée pour les feuilles de myrte
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Les travaux de Benalouane R (2013) ont montré une teneur en eau du myrte dans la
région d’Ain Romana de la wilaya de Blida (42,7%) inferieure a celle enregistrée par notre

plante.

Ce pendant, Paris et al. (1967), ont affirmé que I’eau représente un taux de 35 a 50%

dans les tissus lignifiés. Ces résultats concordent donc avec celle obtenus dans notre étude.
4.3 Taux d’humidité dans la poudre de végétale

Le taux d’humidité de la poudre végétale du myrte avoisine la valeur (10.98%). Ce
denier répond a la norme décrite par la pharmacopée européenne (2000). Confirmant ainsi que
notre échantillon a été¢ soumis a de bonnes conditions de conservation. La poudre obtenue est

donc de bonne qualité.
5 Composition biochimique de la plante

5.1 Cellulose brute

La teneur en cellulose brute enregistrée par notre échantillon est de 26 %MS supérieur a
celle obtenu par, Boudechiche et al,, (2014) 20.9% MS pour le myrte de la willaya d’El Tarf.
Cette différence pourrait s'expliquer par le degré de maturité¢ de la plante, le climat et la

période de récolte.

5.2 Matiére grasse

Selon Morand-fehr (1979) la teneur en MG des aliments concentrés se situent entre 15 et

65g/Kg de MS, mais il existe d'autres aliments plus riches comme les graines oléagineuses.

Ainsi, notre échantillon a enregistré une valeur de 65 g/Kg de MS, cette dernicre se rapproche
plus ou moins a la valeur apporté par Stremer, (2009) soit, 85g/Kg de MS pour le myrte, la
déférence des valeurs peut étre expliqué par les variations climatique des deux stations de

récolte.

5.3 Matiéres azotées totales
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Matiere azotée totale correspond a la teneur en protéine brutes, notre échantillon a enregistré
une valeur de 25g/kg de MS alors que, Stremer, (2009) a enregistré une valeur de 85g/kg de

MS pour le myrte, les valeurs se rapproche I’une de ’autre.
6 Huile essentielle de feuilles de myrte

6.1 Cinétique et rendement

Les feuilles de Myrtus communis L. ont révélé un rendement en huile essentielle de
(0.57 %). En effet, un rendement plus faible a été obtenu par Aydin et al. (2007) sur le myrte
de la région de Turquie (0.30%). Cependant, les travaux de Gardeli et al. (2008) ont rapporté
que Myrtus communis L., originaire de la Gréce, présente un rendement en huile essentielle
relativement élevé de 1.45 %; ils ont également constaté que les variations saisonnieres
n’influent pas sur le rendement, contrairement a [’altitude que semble en avoir un rdle

déterminant.

Les résultats du suivi du rendement en huile essentielle dans le temps, par la méthode
d’hydrodistillation conventionnelle, nous a permis de tracer une courbe de la cinétique,

traduisant 1’évaluation du rendements en huile essentielle en fonction du temps (Annexe 3)
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Figure 17 : Rendement en huile essentielle lors de I’hydrodistillation des feuilles de

Myrtus communis L.

La courbe de rendement en huile essentielle traduit une croissance progressive,

pendant le chauffage de la maticre végétale. Elle est marquée par I’augmentation de la
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température dans 1’hydrodistillateur, étape durant laquelle aucune extraction d’huile
essentielle ne se produit. Cette température est initialement voisine de la température
ambiante puis, elle augmente au fur et a mesure pour atteindre 100°C, correspondant a la
température d’ébullition de 1’eau. La premiere étape correspond a 1’extraction des premicres
quantités d’huile essentielle, situées a la surface des feuilles. En effet, une augmentation

réguliere du rendement en huile essentielle est enregistrée entre 30 et 100 min.

La deuxiéme étape est enregistrée entre 100 a 250 min et la troisiéme située entre 250
et 350min. Ce qui correspond a la fin de D’extraction d’huile essentielle. Cette durée
d’extraction est concorde a celle rapportée par Ramanoelina, (1992) qui a annoncé une durée

d’extraction de 3 a 5 heures pour le myrte.

Durant la premiére phase d’extraction, un faible accroissement du rendement est noté
puis celui-ci se stabilise pendant la deuxiéme partie et enfin un accroissement plus important

est enregistré, ce dernier atteint 0.57 %.

Les trois phases peuvent €tre expliquées par les structures anatomiques spécifiques
localisées et étudiées ; il s’agit des sites sécréteurs d’HE situés en profondeur dans le
mésophylle (site endogénes). On peut citer le cas des especes de la famille des Myrtaceae
comme : Eucalyptus globulus, Eucalyptus radiata et Myrtus communis. Ajoutons a cela, le
temps de latence plus allongé enregistré, car la localisation profonde des glandes sécrétrices

d’huile essentielle nécessite un laps de temps plus important. Ramanoelina, (1992).

Ainsi, I’extraction par hydrodistillation montre un rendement évolue au cours d’une
certaine période puis il y a apparition d’un point d’inflexion puis un plateau qui indique la fin
de I’extraction. Ce plateau renseigne sur la localisation de 1’huile essentielle dans 1’organe
considéré. Ainsi les plantes dont I’huile essentielle est située dans des glandes exogénes
auront un temps d’extraction relativement court, comme dans le cas des espéces de
Lamiaceae, tandis que les plantes dont les glandes a huile sont endogénes, le temps

d’extraction sera plus long, comme le cas de M. communis. Ramanoelina, (1992).
6.2 Caractérisation physico-chimique des huiles essentielle

Tableau 5 : Evaluation des paramétres physicochimiques de ’HE étudiée.

H arameétre Indice d’acide Indice d’ester Indice de réfraction

M. communis 3,365 426,36 1,47
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L’acidité d’une huile essentielle est un critére d’estimation de sa qualité. Un indice
d’acide faible indique la stabilité de 1’huile essentielle contrairement a son oxydation qui
favorise sa dégradation qui se traduit par une augmentation de 1’indice d’acidité¢ Cliff et al.,
(2013). Ainsi, notre huile a un indice d’acidité moyen (3,365) comparé aux indices élevés
enregistrés pour les huiles essentielles de Achlys triphylla et de Pistacia lentiscus L. dont les

valeurs respectives d’indices d’acide et de 10 et 7,12 d’apres Fellah et al. (2006).

L’indice d’ester élevé indique une importante quantit¢ d’acide libre dans 1’huile
essentielle. Hilan et al., (2006). Ainsi, I’indice d’ester de notre huile a une valeur de (426,36)

alors que Achlys triphylla et de (84,15) et Eucalyptus (1,458) Zheng, (2001).

L'indice de réfraction est utilisé comme critére de pureté des huiles essentielles. Donc,
une distillation trop rapide, a température trop ¢élevée abaisse 1'indice de réfraction, Ce dernier

est de (1,47) et120 I’huile essentielle du myrte de la corse et de (1,49) Delaveau, (1982).

7 Les polyphénols totaux du Myrtus communis L.
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Figure 18 : Rendement d’extraction des polyphénols totaux du Myrtus communis L.

Par décoction.
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L’extraction par décoction fait ressortir a travers 1’observation des rendements que le
méthanol est le meilleur solvant d’extraction (23,26%) contrairement a 1’acétone et I’eau qui

ont donné un rendement plus faible de (10,08 et 10 %) et le solvant d’éthanol avec une valeur

de (17%)
30
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Figure 19 : Rendement d’extraction des polyphénols totaux du Myrtus communis L.
Par macération

Contrairement aux rendements d’extraction par la méthode de décoction, les résultats
des rendements enregistrés par macération ont prouvé que 1’acétone est le meilleur solvant
d’extraction par macération (29 %) suivi par ’eau et le méthanol dont les rendements
respectivement sont (17 et 12 %) le rendement le plus faible et le solvant éthanol avec une

valeur de (10%).

Les meilleurs rendements d’extraction, ont été enregistrés par la méthode de macération
soit une moyenne de (17%) et (15,07%) pour la décoction. Ces derniers different
significativement en fonction des solvants utilisés. Nos résultats sont comparables a ceux
obtenus par Hadj Salem (2009) sur Nitraria retusa et par Mohammedi et al. (2011) sur
Tamarix aphylla. En revanche, les rendements d’extrait en polyphenols sont inférieurs a ceux

par Ozsoy et al. (2008) sur Smilax excelsa.
8 La teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux, rapportée a 100 g de matiere seche de feuille de myrte est de
(84 mg). Cette valeur est inférieure a celles de Aronia melanocarpa (Rosaceae) (200-1000

mg/100 g de matiére séche), et Solanum aethiopicum L. (Solanaceae) (750 mg/100 g de
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matiere seche). Mais supérieure a celle de Fragaria ananassa (Rosaceae) (13-36 mg/100 g de
matiere séche) et Rubus idaeus (Rosaceae) (10-60 mg/100 g de matiere seche) Bassene,

(2012).

9 Activité antioxydante de Myrtus communis L.
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Figure 20 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations utilisées pour I’extrait brut des feuilles de Myrtus communis L.
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Extraits étudies % d’inhibition EC50
Extrait brut 74,08 0,59
Acide ascorbique 86,62 0,39

Tableau 6 : Effet antioxydant des extraits étudies

Selon les résultats enregistrés (Figure 20), notre extrait est dot¢ d’un bon pouvoir antioxydant
(EC50 = 0,59mg/ml), mais reste d’une efficacité moindre par rapport a celle exprimée par
l'acide ascorbique utilisé comme controle positif (EC50 = 0,70mg/ml). Mais reste supérieur a
celle trouvé par Kanoun (2010) (0,47mg/ml) et celle de I’acide ascorbique de (0.11 mg/ ml)

qui a été trouvé par Benhammou et al. (2009).
10 Production des aromes a partir du myrte

Le résultat de notre étude a mis en évidence un extrait d’ardme de myrte présentant une
forte odeur agréable semblable a celle des feuilles dont la saveur est amer forte et astringente,
de couleur transparente et de consistance liquide. L’arome a bien conservé ses qualités
organoleptiques a 4 °C durant 4 mois de conservation au réfrigérateur. Il est important de
signaler qu’aucun travail n’a été porté sur la recherche des ardmes a partir du myrte,
contrairement a la vanille par exemple qui a été largement étudiée et utilisée dans

I’agroalimentaire et en cosmétique par Kirk-Othmer, (1997).
11 Production d’un colorant naturel a partir du myrte

Un colorant a ét¢ mis en évidence, a partir des fruits frais de myrte ce dernier est de
couleur violacé foncé facilement reproductible est trés persistant, qu’on pourra exploiter dans
I’industrie agro-alimentaire ou cosmétique. Il est important de signaler qu’aucun travail n’a
été¢ porté sur la recherche des aromes a partir du myrte. Par ailleurs, des travaux ont été
réalisés au niveau industriel sur les colorants extrait a partir du thé pour tanné le cuir cette

technique est utilisée au niveau de I’Inde depuis 2007 Sylvain, (2010).
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CONCLUSION

Notre étude rentre dans le cadre de la recherche des solutions alternatives aux produits
pharmaceutiques synthétiques, qui permettent la prévention et la réduction des maladies et les
carences en ¢léments naturels provoqués par les produits industriels et la protection de

I’environnement. Tout en apportant un revenu socio-économique.

La collecte du Myrtus communis L qui fait partie de la famille des myrtacées. A ¢été
réalisée selon les données bibliographiques et notre propre investigation auprés de la

population locale de (Bejaia) en Algérie.

Notre volet de recherche traite 1’étude ethnobotanique pour déterminer I’importance
de I'utilisation traditionnelle de 1’espéce phare de notre étude « Myrtus communis L » dans le
Nord- Est Algérien. Les résultats ont montré que le myrte est utilisé comme traitement dans
les pathologies gastriques, et comme drogue anti-inflammatoire indiquée dans le cas de
rhumatismes. Une partie, des feuilles séchées ont ét¢ soumises a une hydrodistillation, pour le
suivi de I’évolution du rendement en huiles essentielles en fonction du temps. Au niveau du
laboratoire de la recherche de biotechnologie des plantes aromatiques et médicinales au
département de biotechnologie de la facult¢ SNV de I'université de Blida 1 et I’Institut
d’Agronomie d’El Harrach a Alger. La technique d’hydrodistillation a permis de déterminer
que la durée de traitement pour 1’obtention du meilleur rendement est comprise entre 100 et

250 mn, et d’une valeur de 0.57 %.

L’étude de la structure histologique du myrte a été réalisée par des coupes
anatomiques, au niveau des feuilles. Les observations, au microscope photonique, nous ont
apporté certaines informations pouvant expliquer I’allure de la courbe de cinétique et ce par
I’observation et la localisation des glandes sécrétrices. Cette étude histologique des feuilles de

myrte est illustrée par des figures explicatives dans la partie résultat de notre projet d’études.

L’Extraction des polyphénols montre que le meilleur rendement d’extraction a été obtenu

par macération d’une moyenne de (29 %).

L’¢tude de I’activité antioxydante a démontré que notre extrait posséde un pourcentage

¢levé d’inhibition de (IC50 =0,59mg/ml). Ce qui confirme une forte capacité anti-radiculaire

de la plante étudiée.
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CONCLUSION

Pour terminer notre recherche nous avons mis en ¢évidence la présence d’ardme naturel a
partir des feuilles avec la méthode d’hydrodistillation et colorant par solvant naturel a partir

de notre plante phare un qui ont peut ce conserver durant 4 mois.

Enfin on peut conclure d’aprées nos études que le myrte peut étre utilisé dans le domaine

agro-alimentaire en toute sécurité apres avoir compléter quelques essais.
Dans ce sens, plusieurs portes s’ouvrent a la recherche, comme :

v La valorisation de notre patrimoine végétale tout en apportant de [’aide & notre
société pour diminuer les maladies dont elle soufre.

Valoriser d’autres plantes de notre biotope.

Une analyse chimique doit étre faite pour compléter nos études.

Valorisation de cette plante dans d’autres secteurs socio-économiques.

Mise en culture de cette plante a I’échelle industrielle.

Etude de la toxicité de la poudre et des extraits aqueux et huile essentielle.

AN N N NN

Amélioration de 1’ardbme et du colorant en vue de leur utilisation dans les domaines

Agroalimentaire et cosmétique.

<

Etude d’autres activités biologiques de la plante et de ces extraits.

v Etude des compositions chimique et biologique de la plante.
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ANNEXES
Annexe 1 : Plan de la station de récolte
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Les cordonnées géographique de notre station de récolte :

- L’altitude 36°.39°.59“ nord 36.66.
- Longitude 4°.41°.50% est 4.69.

Annexe 2 : Vue par satellite de la station de récolte




ANNEXES

Annexe 3 : Influence de la durée d’extraction sur le rendement en huile essentielle de
Mpyrtus communis L.

Temps (mn) Masse d’huile Masse cumulée (g) Rendement (%)
essentielle (g)
0 0 0 0
5 0 0 0
15 0 0 0
30 0 0 0
45 0,1716 0,1716 0,2150
60 0,1408 0,3124 0,3193
90 0,0664 0,3788 0,4745
120 0,0285 0,4073 0,5102
150 0,0132 0,4205 0,5268
180 0,008 0,4285 0,5268
240 0,001 0,4547 0,5398
Annexe 4 : ’absorbance de I’acide gallique
[C] pg/ ml Absorbances
10 0,2123
40 0,502
80 0,9593
120 1,2553
160 1,6803

Annexe 5 : Courbe d’étalon de I’acide gallique.
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ANNEXES

Annexe 6: Formule chimique de la cellulose et la modélisation de ’assemblage des fibres

cellulosiques (Aspinall, 1980).
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Annexe7 : Absorbances et concentrations des dilutions de ’extrait de Myrtus communis

L.

L’absorbances

0.30 1 0.7
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