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Boromns

Cette étude a pour objectif d'examiner et d'analyser I'huile essentielle de Myrtus communis L.,
ainsi que les extraits aqueux et éthanoliques des feuilles, récoltées dans la région de la Kabylie

en Algérie.

Le criblage des facteurs a permis d'identifier ceux ayant une influence significative sur le
rendement de l'huile essentielle. Par la suite, I'optimisation des conditions opératoires de
l'extraction assistée par ultrasons de l'essence végétale, effectuée a l'aide de la méthode des
surfaces de réponse, nous a permis de déterminer les parametres optimaux influencant le
rendement de l'essence. Ces parameétres incluent le temps de sonication et le rapport entre la

masse de maticre végétale et la masse d'eau.

Le screening phytochimique et la caractérisation de I’huile essentielle refléte la richesse de
notre espece végétale en métabolites secondaire influengant positivement les activités
biologiques étudiées. L'évaluation du pouvoir antioxydant par la méthode de réduction du
radical DPPH et la méthode FRAP (réduction du fer ferrique), a révélé que I'huile essentielle
présente une activité antioxydante modérément forte, tandis que les deux extraits possédent un

pouvoir antioxydant tres élevé.

L'évaluation de l'activité¢ anti-inflammatoire in vitro a révélé un taux ¢élevé d'inhibition de la
dénaturation des protéines par le SAB, témoignant ainsi d'une capacité anti-inflammatoire
particuliérement prononcée de l'huile essentielle. L’estimation de I’effet antimicrobien des
¢chantillons a été déterminée, par la technique de méthode de microdilution en milieu liquide.
Les résultats obtenus varient d’une souche a I’autre., avec I’effet inhibiteur le plus marqué

observé contre Staphylocoque aureus et Pseudomonas aeruginosa.

Mots clés : huile essentielle, extrait aqueux, extrait éthanolique, optimisation, activité anti-
oxydante, activité anti-inflammatoire, activité antibactérienne.



Aotsact

This study aims to examine and analyze the essential oil of Myrtus communis L., as well as the
aqueous and ethanolic extracts of the leaves, harvested in the Kabylie region of Algeria. The
screening of factors allowed us to identify those having a significant influence on the yield of
the essential oil. Subsequently, the optimization of the operating conditions for ultrasound-
assisted extraction of the plant essence, performed using the response surface methodology,
enabled us to determine the optimal parameters influencing the yield of the essence. These
parameters include the sonication time and the ratio between the mass of plant material and the
mass of water.

The phytochemical screening and characterization of the essential oil reflect the richness of our
plant species in secondary metabolites positively influencing the studied biological activities.
The evaluation of antioxidant power using the DPPH radical reduction method and the FRAP
method (ferric reducing antioxidant power) revealed that the essential oil exhibits moderately
strong antioxidant activity, while the two extracts possess very high antioxidant power.

The evaluation of in vitro anti-inflammatory activity revealed a high rate of inhibition of protein
denaturation by the essential oil, thus demonstrating a particularly pronounced anti-
inflammatory capacity of the essential oil. The estimation of the antimicrobial effect of the
samples was determined using the microdilution method in liquid medium. The results obtained
vary from one strain to another, with the most marked inhibitory effect observed against
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa.

Keywords : essential oil, aqueous extract, ethanolic extract, optimization, antioxidant activity,
anti-inflammatory activity, antibacterial activity.
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Depuis des siécles, les plantes aromatiques sont utilisées par I’Homme pour enrichir
ses plats, pour leurs parfums envodtants, mais surtout pour leurs vertus thérapeutiques. Plus
tard, il a éte decouvert que les bienfaits médicinaux de ces plantes sont liés aux substances
odorantes qu’elles renferment. Au début du XXéme siccle, des chercheurs établissent les
preuves des propriétés antiseptiques et antioxydantes des huiles essentielles, marquant ainsi

le début de ’aromathérapie moderne [1].

Depuis, les propriétés thérapeutiques des huiles essentielles intéressent les
scientifiques et les utilisateurs des médecines douces, cherchant un retour aux traitements
naturels. Bien que I’efficacité de nombreuses huiles essentielles dans le traitement de divers
maux soit aujourd’hui reconnue, il reste néanmoins nécessaire de connaitre leur composition
chimique exacte pour une utilisation optimale. En effet, I’activité thérapeutique de ces huiles
essentielles est directement liée a leur composition chimique. Tout changement significatif
dans leur profil chimique peut entrainer des variations de leur activité ou méme causer une
toxicité potentielle [2]. Les plantes renferment une multitude de molécules bioactives qui
présentent des intéréts divers, mis a profit dans différent domaine. Parmi ces composés, les

métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés dans le domaine thérapeutique [3].

L’Algérie, dotée d’une richesse floristique considérable, posséde un potentiel de
plantes remarquable en plantes médicinales comprenant des milliers d’especes. Ces plantes
offrant divers intéréts et constitue un axe de recherche scientifique important, notamment
dans le domaine des substances naturelles [4]. Le Myrtus communis, une plante ancienne de
la famille des Myrtacées, se distingue par ses propriétés thérapeutiques. 1l est particulierement
utilisé pour ses propriétés antibactériennes et antifongiques et pour leur effet anti-

inflammatoire [5].

Notre étude se concentre principalement sur cette espece végétale avec pour objectifs
principaux I'examen de la cinétique d'extraction et l'optimisation des conditions opératoires
afin d’améliorer le rendement de I'huile essentielle. Organisée en trois parties distinctes, notre
étude commence par une revue exhaustive des données bibliographiques. La deuxiéme partie
se divise en deux chapitres, le premier explore les différentes méthodes d’extraction de 1’huile
essentielle, tandis que le second est consacrée a la modélisation et I’optimisation de
I’extraction assistée par ultrasons de I’essence. La troisieme partie englobe I’analyse

phytochimique et I’évaluation des effets pharmacologiques.
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I. Le Myrtus communis L.

1.1. Description botanique

Le myrte (Myrtus communis L.) est une plante medicinale largement reconnue et utilisée dans
le monde entier en médecine traditionnelle, faisant partie de la famille des Myrtacées. Le terme
« Myrtus » vient du grec et désigne le myrte, tandis que « Communis » signifie commun en

latin, en référence a sa tendance a pousser en groupes [1].

Cette espece pérenne est typiquement méditerranéenne, auto-compatible et pollinisée par les
insectes, et peut vivre plus de cent ans. Elle peut atteindre une hauteur de 4 a 5 métres dans les
sols fertiles [2]. Ses feuilles, de couleur vert foncé, sont trés aromatiques en raison de leur forte
teneur en huile des glandes foliaires, ce qui en fait une plante précieuse pour l'industrie du
parfum. Elles sont hermaphrodites et actinomorphes, avec un diametre pouvant aller jusqu'a
3cm [3]. Les fruits du myrte sont des baies ovoides qui deviennent noires a maturité et sont
couronnées par le limbe du calice. La floraison s'étend de mai a octobre, tandis que la maturation
des fruits se produit d'octobre a fin novembre [4]. Le myrte est généralement trouvé a des

altitudes ne dépassant pas 800 metres [5].

Figure 1.1 : Arbuste Myrtus communis L.

1.2. Classification :

Position taxonomique de I'espéce Myrtus communis L. [6] :
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Tableau 1.1 : Taxonomie de l'espece Myrtus communis L.

Régne

Sous-régne
Embranchement
Sous-embranchement
Sous-classe

Ordre

Famille

Genre

Espece

Variétés

Plantae

Tracheobionta
Magnoliophyta
Magnoliophytina

Rosidae

Myrtales

Myrtaceae

Myrtus

Myrtus communis L.

M. communis var. italica L.
M. communis var. baetica L.

M. communis var.lusitanica L.

1.3. Distribution géographique du genre Myrtus

Le myrte commun se retrouve spontanément en Europe méditerranéenne, Asie occidentale et
Afrique septentrionale [7], Il se développe sur un substrat le plus souvent siliceux dans les

climats semi-humide, humide [8].

L'Algérie posséde une des flores les plus diversifiees et les plus originales du bassin

méditerranéen ou elle compte 3139 espéces répartis dans pres de 150 familles parmi lesquelles

653 especes sont endémiques, soit un taux de 12,6 % [9].

Le myrte pousse spontanément sur I'Atlas tellien et les régions coétiéres d'Alger et de
Constantine. La distribution horizontale tres large de cette espece peut étre expliquée par le
résultat de I’interaction des variations de différents facteurs du milieu, incluant les effets de
’altitude et la latitude, et la variabilité génétique au sein des populations de 1’espéce en pleine

évolution. Ainsi, il n’existe officiellement qu’un seul autre taxon au sein du genre Myrtus : i

s’agit du myrte de Nivelle ou Myrtus nivellei [10,11].

r N'YRT‘U‘S cowm WIS <y =
\ P

o | W | o
prevs { o

\ .‘-‘r. 4
n-v'-'!y
|

.‘A
.

%*

DXLy e v

Figure 1.2 : : Aire de distribution du genre Myrtus [12].
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I.4. Utilisations médicinales traditionnelles
Myrtus communis L., est utilisé depuis l'antiquité aussi bien comme une épice dans les
préparations alimentaires et a des fins médicinales. En médecine traditionnelle, le Myrte est

souvent consommé en infusion et décoction [13].

En tant que plante médicinale, le Myrte est particulierement réputé pour ses propriétés anti-
hyperglycémiques, antiseptiques et anti-inflammatoires [14]. Toutes les parties du Myrte
(feuilles, les fleurs, fruits) possédent des propriétés stomachiques, stimulantes et astringentes.
Ils sont utilisés dans les remedes populaires contre les affections des voies respiratoires et
urinaires. On les recommande également contre les bronchites partielles, la sinusite, I’otite, la
diarrhée les hémorroides. Les fruits sont consommeés verts ou desséchés sont également réputés
pour renforcer le ceeur [15]. La décoction des fleurs est recommandée pour arréter les diarrhées
aigués, ainsi que pour traiter la toux et les rhinites. L’huile fixe issue des fruits est utilisée

localement pour soulager les douleurs rhumatismales [16].

1.5. Utilisations culinaires, cosmétiques et industrielles

L’huile essentielle, grace a ses propriétés astringentes est utilisée en bain de bouche. De plus,
elle aide a tonifier et a raffermir la peau, contribuant ainsi a réduire les rides. Elle est également
réputée pour son effet hémostatique, aidant a arréter les saignements en provoquant la

contraction des vaisseaux sanguins [17].

1. Généralités sur les huiles essentielles

Selon la norme 1SO 9235 de PAFNOR T’huile essentielle est « Produit obtenu a partir d’une
matiére premiere naturelle d’origine végétale, soit par entrainement a la vapeur d’cau, soit par
des procédes mécaniques a partir de I’épicarpe de fruits de citrus (agrumes), soit par distillation

seche, apres séparation de I'éventuelle phase aqueuse par des procédés physiques. » [18].

Au sens de la VI édition de la Pharmacopée Européenne I'HE est « Produit odorant,
généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiere premiere végétale
botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation seche, soit
par un procédé mécanique approprié¢ sans chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent
séparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement

significatif de sa composition. » [19].

I1.1. Localisation des huiles essentielles dans la plante
L'huile essentielle est contenue dans divers types d'appareils producteurs, variables selon la

partie de la plante considérée. On distingue : les cellules sécrétrices, les poches sécrétrices et
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les canaux sécréteurs. Il apparait alors nécessaire et important, du point de vue pratique, de
connaitre la nature et la localisation des éléments producteurs d'huiles essentielles car elles

déterminent les conditions et les méthodes d'extraction [20].

11.2. Conservation des huiles essentielles
Pour éviter les possibles réactions d’oxydation des huiles essentielles, ces derniers doivent se
conserver [21] :
- a I’abri de I’air et de la lumiére.
- de préférence a basse température (4°C).
- dans des flacons propres, secs, étanches, en verre coloré ou en acier inoxydable ou en
aluminium.
11.3. Composition chimique des huiles essentielles
Une huile essentielle renferme majoritairement des terpenes volatils, issus de la condensation
d’unités isopréniques, et des dérivés aromatiques dérivés du phénylpropane [22].
11.3.1. Composés terpéniques
Les terpénes (isoprénoides) sont des produits naturels, formés de l'assemblage d'un nombre
entier d'unités penta-carbonées, appelées unités isopréniques, plus de 36000 structures
différentes de terpénes ont été identifiées et plusieurs d’entre eux possédent des activités
biologiques [23].

a. Hémiterpenes (CsHs)
Les hémiterpenes sont les terpenes les plus simples et moins d'une centaine de composes sont

connus sous le nom d'isopréne et de dérivés oxygénés prénol, acide tiglique, acide angélique et

/\K

Figure 1.3 : 2-méthyl-1,3 butadiéne (Isoprene).

acide isovalérique [24].

b. Monoterpénes (CioHis)

Les monoterpénes sont des composés organiques a 10 atomes de carbone, volatils contenus
dans les fruits, légumes, feuilles et herbes aromatiques comestibles. Ils résultent d’une fusion

typique téte-a-queue des unités d’isopréne [25].
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On distingue les monoterpénes linéaires (acycliques), les monoterpénes monocycliques et

bicycliques.
B-myrcéne (2)-B-ocimene (E)-B-ocimene imonéne
<A K @
’//,,/’
A-3-carene o-pineéne camphene camphre

Figure 1.4 : Structure de quelques monoterpénes.

c. Sesquiterpénes (CisH24)

Les sesquiterpenes sont formés de I'assemblage de trois unites isoprene (Cis). L'extension de la

chaine augmente le nombre de cyclisations ce qui permet une grande variété de structures [26].
La structure et la fonction des sesquiterpénes sont similaires a celles des monoterpénes :

- Carbures: azulene, b-bisaboléne, cadinenes, b-caryophylléne, logifoléne, curcumenes,
élemenes, farnésenes, zingibéréne, etc.

- Alcools : bisabol, cédrol, b-nérolidol, farnésol, carotol, b-santalol, patchoulol,
viridiflorol, etc.

- Cétones : germacrone, nootkatone, cis-longipinan-2,7- dione, b-vétinone, turmérones,
etc.

- Epoxyde : oxyde de caryophyllene, époxydes d'humulene, etc.
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A A =

(E)-B-farncséne

e 4B

bisabolol [

3-bisaboléne bisabolol ¢pi-o

G GG

germacréne A germacrene B germacrene C

¢cléeméne-f3 ¢lémeéne-y ¢lémene-8

Humuléne-a

Figure 1.5 : Structure de quelques sesquiterpenes.

11.3.2. Composes aromatiques

On peut avoir des composés dérivés du phénylpropane qui sont beaucoup moins fréquents que

les précédents. Généralement, ces composés sont responsables des caractéres organoleptiques

traditionnels des huiles essentielles [27].
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OH

OCHs
il
(IDH CH
CHO gHz
Aldéhyde cinnamique Eugénol
CH=CH-CH, CHO CH,-CH=CH,
OCH;
H;CO 0
OCH; OCH;, O
Anéthole Aldéhyde anisique Safrole

Figure 1.6 : structure de quelques composés aromatiques dérivés du phénylpropane [28].

11.3.3. Composés d'origines diverses

De faibles quantités de composés acycliques non terpéniques et de poids moléculaires peu
élevés peuvent se retrouver dans certaines huiles essentielles (alcools, aldehydes, cétones, etc)
[29].

I1.4. Facteurs de variabilité
Les etudes expérimentales ont démontré que la composition chimique des huiles essentielles
est hautement variable, car elle est soumise a l'influence de nombreux facteurs biotiques et

abiotiques :

11.4.1. Origine botanique
La composition d’une essence végétale varie en fonction de 1’espéce productrice. En effet,
I’extraction de I’huile essentielle d’un méme organe de deux plantes différentes ne donne pas

la méme composition chimique [30].

11.4.2. L’organe producteur
La composition et le rendement d’une huile essentielle varient selon la partic de la plante a

partir de laquelle est extraite [31].

11.4.3. Origine géographique
La composition chimique des huiles essentielles d’une méme plante grandissant dans des lieux
différents avec changement de situation géographique (altitude et latitude), avec variation de la

nature du sol peut étre différente [32].
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I1.5. Huile essentielle du Myrtus communis L.

Le myrte a été toujours utilisé pour la qualité de ses huiles essentielles, a propriétés

essentiellement antiseptiques. Mais il est également utilisé en aromathérapie et en parfumerie,

I’huile essentielle est de couleur jaune ambré [33].

Les HE du Myrtus Communis L. sont des mélanges complexes constitués de plusieurs dizaines,

voire plus d’une centaine de composés, principalement des terpénes [34].

Le tableau 1.2 résume les principaux constituants de I’huile essentielle. Dix-neuf composes ont
été identifiés dans I'huile volatile de feuilles M. communis en utilisant ’analyse GC/MS : 8-

Cineol (27.19%), a-pinene (25.53%), linalool (11.75%) représentent les composes majoritaires

[35].

Tableau 1.2 : Analyse GC/MS de I'huile volatile provenant de feuilles de Myrtus communis.

Composés identifiés
a-Pinene

Limonene
1,8-cineol

Linalol oxide
Linalol

Fenchyl alcohol
a-Terpineol
Cis-pinocarveol
Nerol

Mertenyl acetate
Geraniol

Linalyl acetate
P-menth-1-enol
a-Terpinyl acetate
Neryl acetate
Methyl eugenol
Trans caryophyllene
a-Humulene

Pourcentages totaux de composeés identifiées

111, Effets thérapeutiques du Myrtus communis L.

Au cours de la derniére décennie, les propriétés biologiques des plantes ont été corroborées par

de nombreuses recherches. De nombreux chercheurs ont apportés une contribution significative

Pourcentage de superficie relative
25.53

16

27.19

0.5

11.75

0.16
0.65
0.43
0.37

42
0.66
3.39
6.95

14
2.94
0.51
0.54
0.63

90.24

Kl
931
1022
1029
1071
1094
1109
1169
1180
1226
1239
1259
1261
1289
1351
1361
1398
1406
1448
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a cette connaissance en réalisant une synthese bibliographique exhaustive sur les activités
biologiques des plantes médicinales, favorisant ainsi le développement de nouvelles approches

thérapeutiques [36].

I11.1. Effets thérapeutiques de I’huile essentielle du Myrte

Le r6le physiologique des huiles essentielles pour le régne végétal est encore inconnu.
Cependant, la diversité moléculaire des métabolites qu’elles contiennent, leur confére des roles
et des propriétés biologiques trés variés connues et utilisées depuis longtemps [37]. Les
composés majoritairement présents dans 1’huile essentielle extraite a partir des feuilles du Myrte
sont le 1,8- cinéole, I’a-pinéne, le limonéne, le linalol et parfois 1’acétate de myrtényle [38].
Selon la littérature les différentes activités biologiques des constituants de I’huile essentielle

sont résumees dans le tableau 1.3 [39] :

Tableau 1.3: Activités biologiques de certains composés terpéniques [40].

Familles Effets thérapeutiques
Hydrocarbures aliphatiques Fongistatique, bactériostatique, insecticide,
Monoterpénes herbicide, stimulation générale.

Sesquiterpenes Calmant, anti-inflammatoire, anti -allergique,
antibactérien et antifongique.

Alcool Anti- inflammatoire, antiseptique, bactéricides,

Monoterpéniques fong|C|de_s, antiviral, immunostimulants,
neurotoniques.

Phénols Antioxydant, stimulants, toniques, antiseptiques,

bactéricides, fongicides, antivirale, irritants,
antiparasitaire.

Cétones Calmant, antivirales, antifongiques, neurotoxiques,
dépresseurs a doses élevées.

111.2. Les métabolites secondaires

Le terme de métabolite secondaire a été forgé originellement par défaut, comme étant la classe
des composés qui sont presents dans certaines especes végétales et pas dans d'autres. Par
conséquent ils ne peuvent pas étre impliqués dans le métabolisme basal en ceuvre dans chaque
plante [41].

Les métabolites secondaires sont répartis dans trois grandes familles : les composés
phénoliques, les isoprénoides et les composés azotés. Dans cette derniere famille, les alcaloides

sont les plus importants de par leur nombre et leur diversité [42].
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111.3. Effets thérapeutiques des métabolites secondaires du Myrte

Les extraits du genre Myrtus, sont riches et diversifiés en métabolites secondaires. De
nombreuses molécules ont été isolées, identifiées et testées selon diverses méthodes afin
d’évaluer leur potentiel biologique, comme le confirment les travaux antérieurs. Les activités

biologiques des métabolites secondaire du myrte sont résumés dans le tableau 1.4 [43].

Tableau 1.4 : activités biologiques des métabolites secondaires du Myrte [44].

Composé Effets thérapeutiques

Polyphénols Antioxydantes et  antivirales,  antibactériennes,  antidiabétiques,
anticancéreuses,  anti-inflammatoire, antipyrétiques,  antifongique,
antiallergiques et vasodilatatrices

Flavonoides Antioxydantes, antitumorales, vasodilatatrices, antibactériennes, anti-
carcinogenes, anti- inflammatoires, hypotensives, antivirales, ostéogenes

Tannins Anti-diarrhéiques, vasoconstrictrices, antioxydantes, antiviral.

Saponines Antiulcéreuses,  antidiabétique,  anti-obésité, anticancéreuse,  anti-

inflammatoires, immunostimulantes, antimicrobiennes, antioxydantes et
antibactériennes

Alcaloides Anti-inflammatoires, antiprolifératives, analgésiques, antioxydantes, anti-
malaria, antimicrobiennes, sédatives, anxiolytiques, hypnotiques
Coumarines Protectrices vasculaires, antiinflammatoires, antiparasitaires analgesiques et

anti- cedémateuses
Stérols et triterpénes  Antimicrobiens, antiprolifératifs, antiinflammatoires, immunomodulateurs,
insecticide, antinéoplasiques, antiulcéreux, anti- hypercholestérolémiques

I11.4. Activité antioxydante du myrte

Les cellules et tissus humains peuvent étre soumis a une grande variété d’agressions physiques,
chimiques et métaboliques. La plupart de ces agressions débouchent sur une expression
commune appelée stress oxydant, dues a I’exagération d’un phénoméne physiologique,

normalement tres controlé, la production de radicaux dérivés de ’oxygene [45].

Un antioxydant est toute molécule endogéne ou exogeéne présente en faible concentration qui
est capable de prévenir, de retarder et de réduire ’ampleur de la destruction oxydante des

biomolécules [46].

Les antioxydants naturels font actuellement 1’objet de nombreuses études car, en plus d’un
intérét certain dans la conservation des denrées comestibles, ils pourraient s’avérer utiles dans

la prophylaxie et le traitement des maladies dans lesquels le stress oxydant est incriminé [47].

L'examen des données bibliographiques met en évidence une multitude de méthodes

spectrophotométriques pour la détermination de l'activité antioxydante. Parmi les tests les plus
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couramment employés, la méthode au DPPH (Diphényl Picrylhydrazyle) et la méthode FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power).

I11.5. Activité anti-inflammatoire du myrte

L’inflammation est une partie de la réponse immune qui peut prévenir une infection a travers
la production et la synthése des médiateurs chimiques pro-inflammatoires en réponse a la
présence des facteurs endogénes ou exogenes [48]. Ce processus de production et de synthese
est bénéfique dans la mesure ou il permet de maintenir 1’intégrité de I’organisme. Cependant,
lorsqu’une inflammation n’est pas controlée, elle peut causer une destruction des tissus ainsi

qu’une série des réactions qui entrainent la douleur [49].

Le traitement actuel d’inflammation fait appel aux anti-inflammatoires stéroidiens
(glucocorticoides) et non steroidiens comme I’aspirine. Ces molécules bien qu'étant efficaces
présentent le plus souvent des effets indésirables qui peuvent empécher leur utilisation a long
terme [50]. L’activité anti-inflammatoire des plantes est attribuée a leur contenu en métabolites
secondaires biologiquement actifs. Ces substances actives peuvent agir sur plusieurs stades de
la réponse inflammatoire en inhibant le métabolisme de I'acide arachidonique, participant au
mécanisme de transduction du signal de I'activation des cellules inflammatoires, la synthése des
cytokines pro-inflammatoires, expression d’adhésion et activation du facteur nucléaire Kappa-

B et production d'oxygéne actif [51, 52].

I111.6. Activité antibactérienne

Les maladies infectieuses représentent la cause majeure de mortalité dans le monde, ce sont des
affections provoquées par des microorganismes pathogeénes et touchent des millions de
personnes dans le monde [53]. L'infection bactérienne est la propagation d'une souche de
bactéries nuisibles sur ou dans le corps. Les bactéries peuvent infecter n'importe quelle partie
du corps. La pneumonie, la méningite et l'intoxication alimentaire ne sont que quelques-unes

des maladies pouvant étre causées par des bactéries nocives.

Le traitement des infections bactériennes se base principalement sur 1’'usage des antibiotiques.
La prescription a grande échelle et parfois inappropriée et peut entrainer la sélection de souches
multirésistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches vers la découverte de nouvelles

voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux médicaments a base de plantes [54].

Des études reportent que les composés phénoliques particulierement les flavonoides et les
tanins exercent une activité antibactérienne vis a vis des microorganismes. En théorie, les

flavonoides sont de puissants inhibiteurs in vitro de I'ADN gyrase ce qui leur conféré un
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puissant effet antibactérien [55]. De nombreuses études ont rapporté que les flavonoides
pouvaient avoir une action plus sélective en interagissant avec une glycoprotéine de surface du

virus HIV, ainsi, ils empéchent la liaison du virus a la cellule hote [56].

Parmi les hypotheses avancées, le mécanisme d'action antibactérien des polyphénols se révele
d'une grande complexité et mobilise divers modes d'action, tels que [57] :
* L’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes,
= Laséquestration du substrat nécessaire a la croissance microbienne ou la chélation de
métaux tels que le fer,
* L’inhibition du métabolisme microbien.
IV. Procédé d’extraction
Le procédé d’obtention d’une essence végétale joue un role déterminant dans la nature des
produits d’extraction. Cette opération est délicate, car elle vise a extraire des molécules fragiles
élaborees par les plantes sans en altérer la qualité. Plusieurs méthodes d’extraction sont connues
et utilisées a ce jour :
L’AFNOR (1996) et I'ISO (1997) dans leur définition ont valides trois méthodes
d'extraction :
= L’entrainement a la vapeur, qui, a la différence de I’hydrodistillation, ne met pas en
contact direct ’eau et la matiére végétale a traiter ; [58]
= L’expression a froid, qui est un procédé mécanique sans chauffage, généralement
réservé a I’extraction des essences des agrumes [59, 60] ;
» L’hydrodistillation : le matériel végétal est directement plongé dans de l'eau en

¢bullition et I’huile est entrainée par la vapeur qui s’en dégage [61].

IV.1. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement direct a la vapeur d’eau est I'une des méthodes officielles pour 1’obtention des
HE. Ce procédé¢ d’entrainement consiste a récupérer 1’huile essentielle de végétaux, en faisant
passer un courant de vapeur d’eau a travers la matiere végétale sans macération préalable. Les
vapeurs saturées en composeés organiques volatils sont ensuite condensées, et ces composés sont
récupérés par décantation. Ce procedé est particulierement adapté aux matieres vegétales

sensibles qui pourraient étre endommagees par une ébullition prolongée [62].

IV.2. L’expression a froid
Cette méthode n’est utilisée que pour les épicarpes des Citrus. Toutefois, ce sont des produits

fragiles en raison de leur composition en terpénes et aldéhydes. Le principe de la méthode est
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trés simple : Les « zestes » sont dilacérés et le contenu des poches sécrétrices qui ont été

rompues est récupéré par un procédé physique [63].

IV.3. Extraction par hydrodistillation

Hydrodistillation est la méthode d’extraction des huiles la plus ancienne et la plus simple. La
chaleur détruit la structure des cellules végétales et libere les molécules organiques volatiles
qui sont ensuite entrainées par la vapeur d’eau. Cette vapeur se condense en passant dans la
colonne de refroidissement, et I’huile essentielle est récupérée dans I’essencier, ou elle se sépare
naturellement de 1’eau par différence de densité. La phase aqueuse contenant les composés
hydrosolubles est appelée eau de distillation (hydrolat ou encore eau florale). L’appareil de
Clevenger, inventée en 1928, est dispositif en circuit fermé permettant le recyclage de I’eau par
cohobation [64].

IV.4. Extraction par micro-ondes

L’hydrodistillation assistée par micro-ondes (MAHD) repose entiérement sur le principe de
I’hydrodistillation classique [65]. Ce procéde a fait I'objet de plusieurs études et continue d’étre
amélioré. Il offre de nombreux d'avantages c’est une technologie verte, qui permet des
économies d'énergie et de temps, tout en minimisant les dégradations thermiques et
hydrolytiques [66].

Le processus consiste a placer une partie du montage d’hydrodistillation dans un four a micro-
ondes. Le matériel végétal est ainsi placé en présence d’une quantité d’eau suffisante dans un
ballon disposé dans du four a micro-ondes. Le systeme de réfrigération et la partie destinee a la
récupération des essences se trouvent a I’extérieur du four. Cette méthode permet de réduire

significativement le temps nécessaire a la distillation et d'augmenter le rendement [67, 68].

IV.5. Extraction assistée par ultrasons
Cette technique fut développée en 1950 a I’échelle laboratoire, dans le but d’augmenter les
rendements d‘extraction, de réduire la consommation d’énergie, de protéger I’environnement

et de diminuer le temps d’extraction par rapport a I'hydrodistillation traditionnelle [69].

Les ultrasons provoquent la désorganisation de la structure des parois des plantes et des tissus
cellulaires, en raison des ondes ultrasonores et aux micro-cavitations générées. Ces
changements favorisent la diffusion de 1’eau dans les tissus cellulaires, ce qui peut également

influer sur la cinétique d’extraction des molécules aromatiques des huiles essentielles [70].
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L’avantage principal de cette méthode réside dans le fait que I’énergie ultrasonique facilite
I’entrainement des composés organiques et inorganiques a partir des matrices solides. Elle
permet également un gain de temps, une cinétique plus rapide grace au transfert rapide
d’énergie, une extraction sélective, une réduction de la taille des équipements et un meilleur

rendement [71].

V. Méthodologie des plans d’expériences
V.1. Définitions

La modélisation des processus est une opération fondamentale en sciences et en ingénierie. Elle
consiste a développer des modéles mathématiques qui décrivent le comportement d’un systéeme
en reliant des variables d’entrée a des variables de sortie. Grace a ces modéles,
I’expérimentateur peut entreprendre des etudes d’optimisation, faire des prévisions, et formuler
des recommandations [72]. Pour explorer les plans d'expériences, il est essentiel de mettre en
place un lexique clairement défini, car ces plans sont un élément fondamental des études de

modélisation :

V.1.1 Facteur

Les Facteurs sont des variables expérimentales qui peuvent étre modifiees indépendamment les
unes des autres. Les facteurs sont generalement examinés a deux niveaux (-1, +1), avec des
point centraux (codé 0). L'intervalle entre les niveaux est l'intervalle le plus large dans lequel
lefacteur peut étre varié pour le systéeme étudié et est choisi sur la base des informations de la

littérature ou des connaissances antérieures [73].

Domaine du facteur

/ Facteur 1

/' -=1 —=1v\

Niveau bas Niveau haut

Figure 1.7 : Le domaine de variation du "facteur" englobe toutes les valeurs incluses entre son niveau
bas et son niveau haut.

V.1.2. Réponse

Ce sont les valeurs mesurées des résultats des expériences. Les réponses typiques sont le signal
analytique, La modification de la valeur d'une réponse ne peut s'opérer que de facon indirecte

par la variation des facteurs [74].
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Facteurs d’entrée SYSTEME Réponse

i

Facteurs non controlables

Figure 1.8 : Schématisation d’un dispositif expérimental.

V.1.3. Facteur significatif
Un facteur est dit influant si sa modification entraine une modification de la réponse. Un facteur

non significatif n’a aucun effet sur la réponse ou son effet est trop faible pour pouvoir étre
quantifié [75].

V.1.4. Variables codées

L’utilisation des variables codées présente 1’intérét d’obtenir un plan d’expérience a réaliser
quels que soient les facteurs ou les domaines d’études retenus. Remplacer les variables réelles
par les variables codées va permettre d’avoir pour chaque facteur le méme domaine de

variations (entre -1 et +1) et de pouvoir ainsi comparer entre eux I’effet des facteurs [76].

Le passage des variables réelles aux variables codées, et inversement, est donnée par la formule

suivante (équation 11.2) :

A—A0
X=— (1.2)
pas

Avec :

X : Valeur codée ;

A Valeur réelle ;

- A0 : Valeur réelle moyenne ;

- Pas: La variation entre la position moyenne de la variable et une extrémité du domaine

On introduit également la notion de pas :

Pas = (12)

V.1.5. Matrice d’expériences

Une matrice d’expériences est 1’organisation de I’ensemble des expériences a réaliser
exprimeées avec les variables codées ou normées, elle est composée de N lignes, correspondant
chacune a une expérience a effectuer, et de k colonnes, représentant chacune un facteur a

ajuster. Le rOle de cette matrice est la réalisation d’un nombre minimum d’essais a effectuer
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afin de déterminer avec un maximum de précision 1’influence respective de chacun des

différents facteurs [77].

V.1.6. Plan d’expérimentation

Le plan d’expérimentation correspond a la traduction de la matrice d’expériences en variables
réelles [78].

V.1.7. Méthodologie des plans d’expériences

La singularité de cette méthodologie réside dans sa faculté & faire varier, de maniére
programmée, les niveaux de tous les facteurs simultanément lors de chaque essai. L'objectif est
établi en fonction des informations que I'on souhaite obtenir. Ces objectifs se divisent en cing
catégories distinctes [79] :

1. Recherche exploratoire,
2. Criblage de facteurs (screening),
3. Etude quantitative de facteurs,
4. Etude quantitative des surfaces de réponses,
5. Etude des Mélanges.
Indépendamment de l'objectif visé pour obtenir des informations pertinentes, une approche

méthodologique doit étre rigoureusement suivie [80] :

- Définition des objectifs ;

- Choix des réponses expérimentales ;

- Choix des facteurs et du domaine expérimental ;

- Proposition d’un model ;

- Construction du plan d’expérimentation ;

- Réalisation des essais ;

- Estimation des coefficients du modele ;

- Validation du modéle ;

- Prédiction des valeurs optimales des facteurs du modele.

V.2. Etude de criblage (screening)
Le criblage des facteurs consiste a distinguer, parmi un ensemble de facteurs potentiellement

influents, ceux qui le sont effectivement dans un domaine d’étude fixé [81].

Les matrices de Hadamard sont couramment employées dans le criblage des facteurs. Dans ces
matrices, les niveaux des facteurs sont généralement représentés par deux valeurs distinctes,
notées -1 et +1 dans le contexte des variables codées [82]. Elles facilitent I'évaluation du "poids"
de chaque facteur. La variance de I'estimation de chaque facteur est déterminée par la relation

suivante :

N

Var(bj) = il
N (1.3)
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Ou:
- 02 : est la variance de la réponse.

-N : le nombre d’expériences a réaliser.
- bj : ’estimation du poids du facteur j.

Pour K facteurs a deux niveaux, le nombre d’expériences N a réaliser est un multiple de 4 et
doit satisfaire la condition :

N> K+1 (1.4)
La construction de la matrice de Hadamard se réalise en quatre étapes :

1. Ecrire la premiere ligne ou la premiére colonne ;

2. Recopier cette premiére colonne par permutation circulaire a partir de la droite ou
la gauche, du haut ou du bas ;

3. Compléter la matrice jusqu’a la derniére ligne qui exclusivement remplie de signes
négatifs ;

4. Supprimer les éventuelles colonnes superflues.

V.3. Méthodologie des surfaces de réponse

La méthodologie des surfaces de reponse (MSR) constitue le second volet de la méthode des
plans d’expériences.

La MSR est une technique statistique empirique qui a pour but de déterminer les variations de
la fonction réponse vis-a-vis des facteurs d’influence significative impliquées dans une
expérience [83]. Les surfaces de réponse permettent I'analyse et la modélisation du processus,
ainsi que la détermination des conditions optimales. La méthodologie des surfaces de réponse
ou plan de second degré, utilise un modéle a polynéme de second degré [84].

Parmi les différents types de plans des surfaces de réponses couramment utilisés, nous citons :
les matrices composites centrées, les matrices de Doehlert, les matrices de Box- Benhken et les

matrices hybrides [85]. Dans ce travail, nous avons choisi un plan composite centré.

V.3.1. Plan composite centrée (PCC)

Le plan composite centré (PCC) est le plan de surface de réponse le plus utilisé [86]. La
premiére partie de 1’étude est un plan factoriel complet complété par des points au centre pour
vérifier la validité du modele. Si les tests de validation sont positifs, 1’étude s’achéve le plus
souvent, mais s’ils sont négatifs, on entreprend des essais supplémentaires pour établir un
modéle du second degré. Les essais supplémentaires sont représentés par des points
d’expériences situés sur les axes de coordonnées et par de nouveaux points centraux. Les points
situés sur les axes de coordonnées sont appelés les points en étoile. Les plans composites

présentent donc trois parties [87] :
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- Le plan factoriel : ¢’est un plan factoriel complet ou a deux niveaux par facteurs. Le
nombre d’expériences a réaliser est N = 2K, les points expérimentaux sont aux sommets
du domaine d’étude (NF = 2k) ;

- Le plan en étoile : les points du plan en étoile (Noy) sont sur les axes et ils sont, en
général, tous situes a la méme distance du centre du domaine d’étude. Dans le cas d’un
domaine cubique (a = 1) et pour la géométrie sphérique (a0 =(NF) 14) ;

- Les points au centre du domaine d’étude (NO), On prévoit toujours des points
expérimentaux situés au centre du domaine d’étude.

Le nombre n des essais d’un plan composite est donné par la relation [88] :

N= NF + Na + NO (1.5)

Le plan composite pour I’é¢tude de deux facteurs, est représenter dans la figure 1.9. Les points

factoriels sont en noirs, les points en étoile sont en gris clair, les points centraux sont en blanc

[89].
Facteur 2
(I) +0L

+1
-8 -1
-
1
(l)—a

Figure 1.9 : Plan composite pour 1’étude de deux facteurs.

+ 0o

- Facteur 1
—l

V1.3.2. Modéle mathématique
Le modele mathématique postulé pour un plan composite centré est un polynéme du second

degré avec interactions. Il est donné par :

K K K-1 K
Y=b0+ S biXi+ S biiXi’+ > > bijXiXj
i=1 i=1 i=1 j=i+1

Ou:

- Xi, Xj représentent les variables codées du systeme,

- b0, bi (i=12, ..,k), bii (i=1.2,..., K etbij(i=12 ..,k-1;,j=23, .., k) sont
respectivement les coefficients de régression pour les termes d’ordonnée a ’origine,
linéaire, quadratique et d’interaction

-k désigne le nombre de facteurs.
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V.3.3. Validation du modele

La validation du modele nécessite trois tests : les valeurs des coefficients de détermination et
ajustés, qui doivent étre proches de I'unité, le test de Student, et I'analyse de variance (ANOVA).
L’analyse de la variance compare, a l'aide d'un test F (loi de Fisher), la somme des carrés des

écarts attribuables a la régression (ou modele) avec la somme des carrés des résidus.
On définit :

= Lavariation due a la liaison linéaire : SCEL =X (ycalc - ymoy) 2
= La variation résiduelle : SCER = X (yexp — ycalc) 2
= Lavariation totale : SCET = SCEL + SCER
On définit de plus un "carré moyen" qui est le quotient d'une somme de carrés par son degré de
liberté.
Le tableau d’ANOV A se présente comme sulit :
Tableau 1.5 : tableau ANOVA

Variationduea  Somme des carrés Ddl Carré moyen F
Liaison SCEL p-1 CML = ﬂ
P—1  pops= M
Résidus SCER N-p 2 SCER §*
N-p
Totale SCET N-1

Le test F permet alors de comparer pour un risque fixé a l'avance le Fobs que I'on a calculé dans
le tableau 1.5 précédent avec un F(critique) lu dans la table de Fisher-Snedecor avec (p-1) et (N

- p) degrés de liberté.
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MATERIELS ET METHODES

Le travail a été réalisées au laboratoire de Chimie pharmaceutique a la Faculté des

Sciences de 1’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

I. Matériel

I.1. Matériel végétal
Notre étude a porté sur la partie aérienne (feuilles) du Myrtus communis L. récoltée au mois de

Mai 2024 en plein floraison dans la région de Bouzeguéne (LI€XX.! en caractéres tifinaghs) de

la wilaya de Tizi Ouzou, dans la région de Grande Kabylie en Algérie. Elle se situe a 27 km a
I'est d'Azazga et a 38 km au nord d'Akbou,

L’identification botanique a été réalisée au laboratoire botanique de la Faculté des Sciences
Biologique et Agronomique de 1’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou. Les feuilles
récoltées sont séchées a I’abri de la lumiére et a température ambiante pendant 15 jours pour
préserver la substance active. Apres 15 jours de séchage les feuilles ont été broyées pour une

utilisation ultérieure.

1.2. Souches bactériennes
Les souches bactériennes testées dans notre présent travail ont été fournis par le laboratoire de
Microbiologie de la faculté de Médecine de I’Université Mouloud Mammeri Tizi-Ouzou. Les

microorganismes analysés et leurs réferences sont consignés dans le tableau I1.1

Tableau I1.1 : Références et familles des souches bactériennes utilisées.

Nom de la souche Gram Référence ATCC Famille

Escherichia Coli - 25922 Enterobacteriaceae
Staphylococcus aureus + 25923 Staphylococcaceae
Pseudomonas aeruginosa - 27853 Pseudomonadaceae

Il. Méthodologie

I1.1. Extraction de I’huile essentielle du Myrtus communis

11.1.1. Extraction par hydrodistillation

Les feuilles séchées de Myrtus communis (100g) sont placées dans un ballon tricol de 2 litre
rempli d’eau distillée (2/3 du volume du ballon) est relié a un dispositif de Clevenger et soumis
a I’ébullition pendant 180min. Les vapeurs formées montent le long de la colonne en entrainant
les huiles essentielles. Ces vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et récupérées dans une
ampoule a décanter. L’huile essentielle obtenue est conservée dans un flacon ombré au
réfrigérateur (4°C — 8°C).
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11.1.2. Extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation assistée par micro-ondes

Les extractions ont été effectuées dans un four a micro-ondes domestique. Celui-ci délivre une
puissance d'entrée de 1250 W via deux magnétrons de 800 W chacun, fonctionnant a une
fréquence de 2,45 GHz et sous une tension de 230 volts. Les dimensions de la cavité du four
sont de 320 mm x 210 mm x 320 mm. Le temps et la puissance peuvent étre réglés

manuellement.

Dans un ballon de 1 litre rempli aux deux tiers avec de I’eau distillée, 100 g de feuilles séchées
et broyées de la plante étudiée sont placés. Le mélange est soumis a une puissance de 300 W
pendant 15 minutes. Apres cette activation, le mélange est soumis & une extraction par

hydrodistillation classique.

11.1.3. Extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation assistée par ultrasons

Dans cette étude, I'extraction des huiles essentielles a été realisée en utilisant une méthode qui
consiste a soumettre le mélange a 1’activation des ultrasons dans un bain ultrasons qui génére

des vibrations sonores a une frequence de 50Hz et une puissance maximale de 195 W.

100g de la matiere végétale seche ont été mis au contact d’eau distillée dans un ballon de 1L.

cette préparation a été exposée aux ultrasons a une température de 60°C pendant 50min [1].

Le mélange préparé a ensuite été soumis a l'activation des ultrasons. Le bain a ultrasons utilisé
génere des vibrations sonores a une fréquence de 50/60 Hz avec une puissance maximale de
195 W. Les ultrasons induisent des phénomenes de cavitation dans le liquide, créant des bulles
qui implosent sous l'effet de la pression, ce qui favorise la libération des composes volatils de

la matiere végétale.

I11. Caractérisation de I’huile essentielle du Myrtus communis L.

I11.1. Caractéristiques organoleptiques

L'évaluation des propriétés organoleptiques fait habituellement partie des études qui analysent
les facteurs influencant la qualité de I'huile essentielle. Dans cette étude, trois critéres sont
utilisés pour évaluer la qualité organoleptique : l'odeur, la couleur et l'aspect. Les huiles
essentielles ont une saveur acre et une odeur pénétrante, généralement incolores ou jaune pale

a I’état liquide et a température ordinaire [2].
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I11.2. Caractéristiques physico-chimiques
La qualité et la valeur d'une huile essentielle sont déterminées conformément a des normes

établies, qui se fondent sur des indices physico-chimiques.

I11.2.1. Indice de réfraction

L’indice de réfraction est défini selon la norme (NFT 60 212) par le rapport entre la vitesse de
la lumiére dans le vide a une longueur d'onde définie et la vitesse de propagation dans la
substance [3]. L’indice de réfraction est un paramétre qui indique le degré d’insaturation des

acides gras entrant dans la composition des matieres grasses [4].
L’indice de réfraction est mesuré a l'aide d'un réfractométre d’ Abbe.

111.2.2. Indice d’acide
L’indice d’acide est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium (KOH) nécessaires
pour neutraliser les acides gras libres contenus dans un gramme de matiére grasse, 1’indice

chimique a été analysé selon les recommandations établies par AFNOR [5].

L’indice d’acide est calculé a 1’aide de la formule ci-dessous :

56,1.V.N
[IAz— J (11.1)

m

V : volume KOH utilisé pour le titrage (en ml) ;

N : normalité de la solution de KOH ;

m : masse de la prise d’essai.

111.2.3. Indice de saponification

L’indice de saponification correspond au nombre de milligrammes de potasse nécessaires
pour saponifier les acides gras contenus dans 1g de matiere grasse [6]. Le dosage a été

effectué selon la norme NFT 60 206 (AFNOR, 1981) [7].

L’indice de saponification est donné par la formule suivante :

56,1.N(V0O —V) (1.2)
IS =

m

V0 : volume de la solution HCI pour I’essai a blanc (en ml)

V : volume de la solution de HCI utilisé pour la prise d’essai (en ml)
m : masse de la prise d’essai (en g)

N : normalité exacte de la solution de HCI
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111.2.4. Indice d’ester
L’indice d’ester est le nombre de milligrammes de KOH nécessaire pour saponifier les acides
gras liés contenus dans un gramme de corps gras Ce parametre est donné par la différence

entre 1’indice de saponification et I’indice d’acide :

IE=IS—IA (11.3)
IE :indice d’ester ;

IS : indice de saponification ;
IA : indice d’acide.

111.2.5. Potentiel hydrogéne

Dépourvu d'unité, le potentiel hydrogene, désigné par le pH, constitue une grandeur permettant
de mesurer l'activité chimique de I'ion hydrogene au sein d'une solution. Par ailleurs, le pH
révéle le degré d'acidité ou de basicité d'une solution, indiquant ainsi si celle-ci est acide,

basique ou neutre.

IV. Screening phytochimique
Le screening phytochimique est un ensemble de méthodes et techniques de préparation et

d'analyse des substances organiques naturelles de la plante. Le but final de I'étude des plantes
médicinales est souvent d'isoler un ou plusieurs constituants responsables de lactivité

particuliére de la plante [8].

Les molécules identifiées comprennent les polyphénols totaux, les composés terpéniques, les
composes azotés, les composés glucosides, les quinones libres, les stérols et polyterpenes, ainsi

que les sucres réducteurs (...) [9].

IV.1. Tests phytochimiques

Ces tests ont été réalisés au niveau du laboratoire de Chimie pharmaceutique de la faculté des
Sciences de 1I’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

Le screening Phytochimique est une étude qualitative des extraits aqueux ou alcooliques d’une
plante donnée, qui met en évidence la présence ou non de quelques métabolites secondaires.
Ces réactions sont basees sur les phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs
spécifiques (Annexe 01)

L’extrait éthanolique a été préalablement préparer par macération de 40g de maticre végétale

seche de I’espece Myrtus communis L., dans un volume de 400 ml d’éthanol [10].
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Apres 24h le macérat est récupérer par une filtration par gravité a ’aide d’un papier filtre,
conserveé dans un flacon fermé. (Annexe 01)

IV.2. Préparation des extraits

IV.2.1. Préparation de I’extrait éthanolique

L'extrait éthanolique a été préparé par macération de 50 g de matiére végétale séche de I'espece
Myrtus communis L. dans 500 ml d’éthanol [11].

Apres 24 heures, le macérat a été récupéré par filtration gravitationnelle a I'aide d'un papier
filtre, puis ce filtrat a ensuite été évaporé a sec sous pression réduite a 65°C a I'aide d’un
évaporateur rotatif, jusqu'a obtention d’un résidu sec. Ce résidu sec a été pesé puis conservé

dans des flacons scellé et colorés a I'abri de la lumiere [12].

Figure I1.1 : préparation de I'extrait éthanolique.

1V.2.2. Préparation de I’extrait aqueux
10g de poudre des feuilles dissous dans 150ml d’eau distillée ont été chauffes a reflux pendant
2h, Apreés filtration a froid ; ce filtrat a ensuite été évaporé a sec sous pression reduite a 65°C a

’aide d’un évaporateur rotatif [13].

Figure 11.2 : Préparation de I'extrait aqueux.
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IV.3. Détermination de la teneur des polyphénols totaux
La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec le

spectrophotometre UV-Vis en utilisant I’essai de Folin-Ciocalteu.

HO OH
OH
Folin Ciocalteu reagent
M
HO._ _A_ _OH
0

Figure 11.3 : Réaction redox entre les polyphénols et le réactif Folin Ciocalteu [14].

Une prise de 500uL de I’extrait est mélangée avec 2,5mL de réactif de Folin-Ciocalteu dilué au
1/10e. Le melange obtenu est maintenu pendant 2 min a I’obscurité a la température ambiante
(27 £ 3 °C), puis 1mL de solution de carbonate de sodium a 75 g/L y sont ajoutés. La solution
obtenue a été ensuite incubée a 50 °C pendant 15 min. Les absorbances sont lues a partir du
spectrophotometre UV-visible a 760nm. La courbe d’étalonnage est effectuée par ’acide
gallique a difféerentes concentrations (100- 500 ug/ml) dans les mémes conditions et les mémes
étapes du dosage. Le blanc est représenté par 1’éthanol additionné du Folin-Ciocalteu, de I’eau

distillée et de carbonate de sodium. Toutes les mesures sont realisées en triplicata.

IV.4. Estimation quantitative des flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux a été réalisée par la méthode du trichlorure d'Aluminium

(AICI3), conformément au protocole établi par Bahorum et al. (1996

Figure 11.4 : Principe de réaction entre les flavonoides et AICI; [15].
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Les extraits sont préparés a raison de 1mg/ml. 2ml de chaque échantillon est ajouté a un volume
¢gal d’une solution d’AICIz (2% dans 1’éthanol), le mélange est vigoureusement agité. Apres
10 min d’incubation, 1’absorbance est lue a 430 nm. Pour la quantification des flavonoides, la
courbe d’étalonnage est établie par la quercétine a différentes concentrations (16-40 pg/ml),

dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage.

Les résultats sont ainsi exprimés en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme

d’extrait (mg EQ/g d’extrait) [16].

V1 Evaluation de P’activité antioxydante du myrte

V.11 Evaluation du pouvoir anti radicalaire par la méthode de DPPH

La détermination de I’activité antiradicalaire de nos extraits et huile essentielle par le test de
DPPH a eté effectuée en utilisant la méthode décrite par Molyneux (2003) Iégerement modifiee.
Une solution éthanolique de DPPH " a été préparée en dissolvant 4 mg de ce produit dans 100ml
d'éthanol. Ensuite, 150ul d’extrait @ une concentration donnée sont ajoutés 2000ul de la solution

DPPH.

N z—z

v Y AH
b ¥ :
‘ ” Antioydant & % A

Radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazy] 2.2-diphényl-1-picrylhydrazyne

Figure 11.5 : Mécanisme de réduction du radical DPPH " par un oxydant AH.

L'activité antioxydante liée a I'effet de piégeage du radical DPPH " est exprimée en pourcentage

d’inhibition (PI) selon la relation suivante :

Pl(%ozzgé%ifﬁz><1oo (11.4)

0

Ou : A0 est lI'absorbance a 517 nm de I'échantillon témoin et As est I'absorbance a la méme

longueur d’onde qui contient 1'échantillon testé.
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Les extraits éthanoliques ainsi que aqueux sont testés a différentes concentrations (31 - 62 - 120
- 250 - 500 - 1000 pg/ml). L’activité de I’huile essentielle a été évaluée pour une gamme de
concentrations (62 - 125 - 250 - 500 - 1000 - 2000 pg/ml), en utilisant 1’acide ascorbique comme
référence (250 - 125 - 62,5 - 31,25 - 15,62 - 7,81 ug/ml). Les mesures ont été mesurées a 517
nm apres 30 minutes d’incubation dans I’obscurité. Deux essais ont été réalisés pour chaque

concentration de produit testé.

V12 Evaluations du pouvoir anti-radicalaire par la méthode du FRAP

La détermination du pouvoir réducteur des produits a été réalisé selon a méthode FRAP décrite
par Yen et Chen. Ce test est basé sur la mesure de la capacité des extraits a réduire le fer ferrique
(Fe**) présent dans le complexe KsFe (CNe) en fer ferreux (Fe?*). En effet, le Fe3* participe a
la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton.

+ antioxidant

&

Fe¥' - TPTZ + reducing antioxidant Fe'* - TPTZ

Figure 11.6 : Schéma sur la réaction de test FRAP.

TPTZ : ferric2,4,6-tripyridyl-s-triazine.
Fe®* : lons ferreux.
Fe3* : lons ferriques
Une gamme de concentration de 1’huile essentielle (62 - 2000 pg/ml) et les extraits (aqueux et

¢thanolique) a différentes concentrations (de 31 a 1000 pg/ml) a été préparée.

1ml de chaque échantillon est mélangé avec 2,5ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH
6,6) et 2,5ml d’une solution de de ferricyanure de potassium a 1%. L’ensemble est incubé au
bain-marie a 50°C pendant 20 min ensuite, 2.5ml d’acide trichloroacétique & 10% sont ajoutés
pour stopper la réaction, et les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10min. 2,5ml du
surnageant est ajouté a 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml de la solution de chlorure de fer a 0,1 %.

L’absorbance est mesurée par un spectrophotométre a 700 nm [18].
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L’acide ascorbique a été utilise comme témoin positif avec un éventail de concentrations de 20

a 500pg/ml et dans les mémes conditions expérimentales.

L'activité antioxydante des extraits est exprimée en Pouvoir Réducteur (PR) a I’aide de la
formule suivante [19] :

p o Aa—Ab (11.5)

A x 100

Ou : Aa est ’absorbance de I’extrait, Ab est ’absorbance du blanc.

V2 Evaluation de I’activité anti-inflammatoire du myrte
V21 Inhibition de la dénaturation des protéines
L’activité¢ anti-inflammatoire in vitro des extraits éthanolique et aqueux ainsi que I’huile
essentielle de la plante M communis est évaluée selon le test d’inhibition de la dénaturation des
proteines selon le protocole de Ghosh
» Solution d’essai (0.5ml) composé de 0,45ml de la solution aqueuse de sérum bovine
albumine (BSA) 0.5% w/v et 0,05ml de différents extraits de la plante avec des

concentrations varier (500, 1000, 1500ug/ml).
» Solution contrdle (0.5ml) composé de 0,45ml de la solution aqueuse de BSA 0.5% w/v

et 0.05ml d’eau distillé.
» Solution contréle produit (0.5ml) composé de 0.45ml d’eau distillé et 0.05ml de
différents extraits de la plante avec des concentrations variées (500, 1000,1500ug/ml).
» Solution standard (0.5ml) composé de 0.45ml de la solution aqueuse de BSA 0.5% w/v
et 0.05ml de la solution standard diclofénac sodium avec des concentrations variées
(500, 1000, 1500 pg/ml).

Les échantillons ont été incubées a 37°C pendant 20min, ensuit la température était augmenté
jusqu’a 57°C pendant 3min, apres refroidissement des tubes, 205ml de la solution phosphate

buffer saline (ph 6,3) a été ajouté aux solutions [21].

L’absorbance a ¢été observée par spectrophotométre UV-visible a 255nm et le pourcentage

d’inhibition de la dénaturation des protéines été calculée comme suit :

(100 — (A solution d’essai - A controle produit)) 100

Pourcentage d’'inhibition =
g DO solution controle

Le contrble représente 100% des protéines dénaturées.

(11.6)
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V3 Evaluation de ’activité antibactérienne
V31 Préparation des cultures
Les différentes especes bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis incubées

a 37 °C afin d'obtenir des colonies fraiches qui vont servir a la préparation de I’inoculum.

V32 Préparation de ’inoculum bactérien

Les suspensions bactériennes ont été préparées par prélevement de colonies bien isolées et
parfaitement identiques a partir d’une culture pure de 18 a 24 heures. A I’aide d’une pipette
pasteur ces colonies sont déchargées dans un volume de 5SmL d’eau physiologique stérile a
0.9%. Les suspensions bactériennes sont homogénéisées puis ajustées a 0,5 Mc Farland qui
correspond a une densité optique de 0,08 a 0,10 lue a 625 nm [22].

V33 L’ensemencement

Un écouvillon stérile est immergé dans la suspension bactérienne en le pressant fermement
contre la paroi interne du tube afin d'optimiser le transfert bactérien. L'écouvillon est ensuite
étalé sur l'intégralite de la surface de la gélose séchée, en effectuant des séries de stries serrees
de haut en bas. Cette opération est répetée trois fois, en tournant la boite de Petri de 60 degrés
a chaque fois, en faisant pivoter I'écouvillon sur son axe et en I'étalant sur la périphérie de la

gélose pour finir I'ensemencement.

Figure 11.7 : ensemencement des souches bactériennes.

V.34 Détermination de I’effet antibactérien (aromatogramme)

L’aromatogramme est basé sur la technique utilisée en bactériologie médicale appelé
antibiogramme [23]. Le principe de cette méthode repose sur la diffusion du composé
antibactérien en milieu solide, dans une boite de Pétri, a partir d’un point précis, avec création

d’un gradient de concentration aprés un certain temps de contact entre le produit et le
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microorganisme. L’effet de la substance antibactérien sur la cible a été évalué de maniére

qualitative par la mesure d’une zone d’inhibition (mm) [24].

Des disques de 9 mm de diamétre, stérilisés, ont été imprégnés a raison de 20 pul de chaque

échantillon. L’HE et les deux extraits ont été solubilises dans du DMSO a raison de 1024 pg/ml.

A I’aide d’une pince stérile les disques ont été déposés aseptiquement 4 la surface du milieu

préalablement ensemencé. Les boites ont été incubées pendant 18 a 24 heures a 37°C.

Apres incubation I’effet des échantillons se traduit par 1’apparition d’une zone d’inhibition
circulaire transparente autour de disque correspondant a I’absence de la croissance bactérienne.
L’activité antibactérienne a été déterminée de maniére qualitative a 1’aide de cette méthode en
mesurant le diametre de la zone d’inhibition, plus le diametre de cette zone est grand plus la
souche est sensible [25]. La zone d’inhibition des souches vis a vis de ’extrait et interprétée
selon Celikel et Kavas (2008) :

= Résistante : diamétre inférieur a 8 mm.

= Sensible : diametre compris entre 9 et 14 mm.

= Tres sensible : diametre compris entre 15 et 19 mm.
= Extrémement sensible : diamétre supérieur a 20 mm.

V.35 Détermination de la concentration minimale inhibitrice

La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) a été realisée suivant la

méthode de microdilution en utilisant les microplagques de 96 puits [27].

La CMI correspond a la plus faible concentration de I’HE ou d’extrait qui produit une inhibition

compléte de la croissance appréciable a I’ceil nu du germe testé aprés I’incubation.

Les produits actifs ont été dissous dans du DMSO pour obtenir une concentration de solution
meére de 1024 pg/ml (1.024 mg/ml). Dix dilutions en série ont été réalisées pour chaque produit
et le contrdle positif. Dans le premier puits, 100 ul de notre solution ou de gentamycine et 100
pl de bouillon MH ont été ajoutés et mélangés, puis 100 pl de cette solution ont été transférés
dans les puits suivants, chacun déja contenant 100 pl de bouillon MH. A chaque puits, 10 pl de
Résazurine et 10 pl d'inoculum bactérien ont été ajoutés. Chaque microplague comprenait un
contrble de stérilité (bleu) comprenant du DMSO, du bouillon MH et de la Résazurine, un
contrble positif (gentamycine, inoculum, bouillon MH et résazurine) (bleu) et un contrdle

négatif (inoculum, bouillon MH et résazurine) (rose) [28].
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I. Extraction de I’huile essentielle du Myrtus communis L.

I.1. Détermination de la Cinétique d’extraction et le rendement

L’objectif visé dans ce travail est ’étude expérimentale de la cinétique d’extraction de I’huile
essentielle des feuilles de Myrte a 1’état sec. Le principe de la méthode consiste a suivre
I’évolution de la masse de I’huile d’une méme quantité de plante a des intervalles de temps de
30 mn qui s’étalent de 30 minutes 3 heures. Les quantités des huiles essentielles obtenues vont
étre exploitées dans le but de calculer le rendement a chaque intervalle de temps. Le rendement
est la quantité maximale d’huile essentielle que fournit une masse donnée de végétal pendant

une période donnée.

Figure I11.1 : : Montage avec Clevenger pour I’hydrodistillation.

Le rendement est calculé par la formule suivante :

mMVS

[R(%)= mHE 100 ] (111.2)

Ou :

R (%) : Rendement en huile essentielle

M He : masse d’huile essentielle

m mvs : masse de matiere végetale seche

La cinétique d’extraction consiste a déterminer le rendement en fonction du temps d’extraction.
Cette étude a pour but de fixer le temps nécessaire pour extraire le maximum d’huile essentielle

des feuilles de Myrte.

Le résultat du rendement de I’extrait aromatique (HE) obtenu est mentionné dans le tableau
n.1:
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Tableau 111.1 : résultats du rendement d'extraction a différentes périodes de temps.

Temps (min) 30 60 90 120 150
Rendement (%) 0,064 0,254 0,375 0,468 0,488

Les données du tableau 111.1 indiquent qu’on a obtenu une quantité huileuse importante qui est
de I’ordre de 0,488% a 150 min.

Nous remarquons que le rendement d’HE des feuilles séches du myrte varie
proportionnellement en fonction de la durée d’extraction jusqu’a atteindre un palier ou le
rendement atteint sa valeur maximale (150min), la matiére végétale est alors totalement épuisée.
La durée optimale d’extraction est fixée a 150min, au-dela de cette durée le rendement d’huile
essentielle chute considérablement.

Le calcul de rendement en HE par rapport au poids total de la partie aérienne (feuilles) de la
plante est de 0,488%, ce rendement est comparable a ceux obtenus dans la littérature.

L'extraction par hydrodistillation présente un rendement qui évolue au cours du temps, jusqu'a
I'apparition d'un point d'inflexion suivi d'un plateau indiquant la fin du processus d'extraction.
Ce plateau permet de déduire la localisation de I'huile essentielle au sein de l'organe étudié. les
plantes dont I'huile essentielle est contenue dans des glandes exogenes afficheront un temps
d'extraction relativement court, tandis que celles dont les glandes sécrétrices d'huile sont
endogenes, comme c'est le cas pour Myrtus communis, nécessiteront un temps d'extraction plus

prolongé [1].

Ces phases d’extraction de I’huile essentielle peuvent étre élucidées par I'examen des structures
anatomiques spécifiques localisées et étudiées, notamment les sites sécréteurs des huiles
essentielles situés en profondeur dans le mésophylle (sites endogénes). Les especes de la famille
des Myrtaceae telles que Eucalyptus globulus, Eucalyptus radiata et Myrtus communis
illustrent bien ce phénomene. L’allongement du temps de latence observé s'explique par la
localisation profonde des glandes sécrétrices d'huile essentielle, requérant ainsi un délai plus

considérable pour I’extraction [2].

1.2. Extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation assistée par micro-ondes

Nous avons obtenu un rendement de 0,718 % avec un temps d’extraction de 90 minutes
L'activation par micro-ondes permet d'atteindre une durée d'extraction optimale et un

rendement supérieur comparé a I’hydrodistillation traditionnelle.
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Tableau 111.2 : rendement extraction assistée par micro-ondes.

Matiére végeétale Temps Rendement
100g 90min 0,718%

Ces résultats sont cohérents avec les recherches antérieures qui indiquent qu’un rendement
maximal de 1,16 % est atteint a 600 W pour des extractions d'huile essentielle de la méme
espéce. A mesure que la puissance augmente, I’énergie absorbée par les matériaux devient plus

importante et se convertit en chaleur, ce qui conduit a des rendements d’extraction plus élevés.

La variation du rendement des HEs dépend de nombreux facteurs tel que les parties de la plante
utilisée, le génotype des plantes, l'origine géographique, la période de récolte de la plante, le
degré de sechage, les conditions de séchage, temps et température de séchage et la présence des

mauvaises herbes

L'activation par micro-ondes offre ainsi une méthode efficace pour optimiser I'extraction des
huiles essentielles, réduisant a la fois le temps nécessaire et augmentant le rendement par

rapport aux méthodes traditionnelles.
I.3. Extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation assistée par ultrasons

Le rendement obtenu par cette méthode est estimé a 0,809%. Ce résultat indique que I’activation
par ultrasons engendre un rendement supérieur pour une quantité équivalente de matiere
végétale, en comparaison avec d’autres méthodes d’extraction tout en réduisant le temps

nécessaire a I’extraction.

Tableau I11.3: rendement d'extraction assistée par ultrasons

Matiere végétale Temps d’extraction Rendement
100g 90min 0,809%

I1. Modélisation de I'extraction de I'huile essentielle

Dans cette partie, nous présentons les résultats obtenus a partir de la modélisation et de
l'optimisation de l'extraction d'huile essentielle des feuilles du Myrtus Communis assisté par
ultrasons. La matieére végétale est d’abord exposée aux ultrasons puis I’huile essentielle est
extraite a I’aide d’un appareil de type Clevenger. La réponse étudiée lors des expériences de

modélisation est le rendement de I'essence végétale obtenue.

Page | 34



RESULTATS ET DISCUSSIONS

I1.1. Criblage des facteurs

L'objectif de cette étape est de déterminer parmi les facteurs identifiés comme potentiellement
influents, ceux qui ont un impact significatif sur la variable d'intérét, a savoir le rendement
d’extraction. Cette identification est indispensable pour réduire le nombre de variables a

examiner dans les surfaces de réponse, permettant ainsi une analyse plus efficace et ciblée.

11.1.1. Domaine expérimental des facteurs
Les facteurs et leurs niveaux ont été sélectionnés aprés une analyse exhaustive des données de
la littérature, en vue d'optimiser la configuration expérimentale [3].

Les facteurs pouvant potentiellement exercer une influence sur le rendement de 1’extraction de
I’huile essentielle sont [4] :

- Le temps d’exposition aux ultrasons (min)
- Latempérature du bain ultrason (°C)
- Le Rapport masse de la matiére végétale/masse d’eau (mg/ml)

Le domaine expérimental des facteurs est donné par le tableau I11.4 suivants :

Tableau 111.4 : Domaine expérimental des facteurs.

Facteurs Variable Unité Niveau (-) Niveau (+)
codée

Temps Xi Min 45 90

Température X °C 60 70

Rapport X3 mg/ml 1/10 1/8

11.1.2. Construction de la matrice des expériences

Le criblage des facteurs enclins d’étre influents sur le rendement de I’extraction de I’huile
essentielle a été réaliser en utilisant la matrice de Hadamard. Le nombre de facteurs de départ
est de k= 3, le plan d’expériences sera une matrice de 4 essais. Afin d’avoir une variance
expérimentale de la réponse étudiée, nous avons realisé un plan double, donc une matrice de 8

expériences.

La matrice d’expérience et le plan d’expériences sont représentés dans 1’ Annexe 02

Les valeurs du rendement de I’extraction sont illustrées dans le tableau II1.5.
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Tableau I11.5 : Rendement d’extraction de I'huile essentielle (Y%).

° exp Répétitions Y (%)

1 0,198
0,243
0,416
0,373
0,316
0,348
0,360
0,400

0 ~NoO R WN R =
NP N R NRPRN

11.1.3. Estimation des poids des facteurs
Il est crucial de calculer I'écart-type, le test de Student et le seuil de signification (%) pour
chaque coefficient afin d'identifier les facteurs ayant des effets statistiquement significatifs sur

la réponse, ils sont donnés par :

Tei?

Var(y) =V (111.2)
Var(bj) =Y & g(bj) = V& (111.3)
N N
texp |bj|
o (bj) (111.4)

o est I’écart-type,

N est le nombre d’expériences,

p est le nombre des constantes du modele,

ei représente les résidus : il correspond a la différence entre la valeur expérimentale et la valeur
calculée en utilisant le modeéle.

En utilisant la loi de Student, le seuil de signification (%) est déterminé en connaissant t exp et
le nombre de degrés de liberté (ddl). Dans notre analyse, les poids estimés bj, les écarts-types
et le seuil de signification sont calculés a l'aide du logiciel Nemrodw [5] et les résultats sont

présentés dans le tableau 111.6 :

Tableau I11.6 ;: Estimations des coefficients du modéle.

Facteurs Nom Coefficient Ecart-type t exp Signif %
bo 0.3317 0.0101 32.92 < 0.01 ***
Temps bi -0.0555 0.0101 -5.51 0.530 **
Température bz -0.0243 0.0101 -2.41 74
Rapport L/S bs 0.0315 0.0101 3.13 3.53 *
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texp : valeur expérimentale du rapport de Student.

* 1 significatif au niveau de 95%. ** : significatif au niveau de 99% et *** : significatif au

niveau de 99.9%.

Typiquement, nous postulons que si le seuil de signification est inférieur a 5 %, I'impact est
considéré comme significatif. Par conséquent, les données du tableau 111.6 indiquent que les
variables qui exercent une influence notable sur la réponse sont :

- Letemps

- Le rapport masse de la matiére végétale/masse d’eau

Un modele théorique est d’autant proche des réponses expérimentales lorsque les coefficients

de détermination et le coefficient d’ajustement sont proches de 1.

Le coefficient de détermination est estimé a 0.92 indiquant ainsi une haute fiabilité du modeéle
dans la prévision du rendement de I’extraction de I’huile essentielle. Ceci indique aussi que
92% des résultats prédit sont fiables et que le modéle décrit bien les résultats. La valeur de R?
ajuste (Ra2=0.860) consolide le resultat précédent et confirme que le modele représentatif est

bon.

11.1.4. Etude graphique des effets du rendement

La représentation graphique des effets des facteurs est illustrée par le diagramme indiqué par la
figure II1.2 affirme que deux facteurs sont influents sur la réponse. Il s’agit du temps
d’exposition aux ultrasons et le rapport masse de la matiere végétale / masse eau au sein du bain

ultrason.

0.00
n

temps b1

temperature b2

rapport b3 0.032

Figure 111.2 : Représentation graphique des effets des facteurs.

Le temps d’exposition aux ultrasons augmente le rendement de I’huile essentielle, le coefficient
relatif au temps est négatif cela indique que I’influence du facteur est négative sur le rendement
d’extraction. En effet le temps d’exposition de la matrice végétale aux ultrasons induit un

phénomene de cavitation qui par conséquence la rupture des parois cellulaires, la réduction de
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la taille des particules ce qui améliore le transfert de matiere et la récupération des composés a

extraire [6].

Le coefficient relatif au rapport masse de la matiére végétale/masse d’eau (R), est positif ce qui
indique le ce facteur influence positivement le rendement, contrairement a la température qui
avec son augmentation fait chuter le rendement de 1’huile essentielle qui peut étre expliquer
d’une part, par la dégradation des huiles essentielles, et d’autre part, par 1’évaporation d’une
quantit¢ importante d’huile sous I’effet d’éclatement des bulles de cavitation a I’interface

solution-air [7].
I1.2. Optimisation du rendement d’extraction de I’huile essentielle de Myrte

Durant I'étude de criblage, les deux facteurs prises en considération, a savoir le temps de
sonication et le rapport S/L, font l'objet d'une analyse approfondie a travers I'étude des surfaces
de réponse. Le dispositif experimental adopté repose sur une matrice composite centrée (PCC)

congue pour deux facteurs X1 et X2.

11.2.1. Domaine de variation des facteurs
L’étude des surfaces de réponse permet de calculer, en chaque point du domaine expérimental
d’intérét, la valeur de la réponse avec une précision au moins égale a celle qu’on obtiendrait en

réalisant I’expérience. L’étude de criblage nous a permis de fixer la température a 60°C.
Dans cette étude, les facteurs a prendre a compte sont :

- Letemps
- Lerapport masse de la matiere végétale/masse d’eau

Le domaine de variation de chaque facteur est représenté dans le tableau I11.7 :

Tableau I11.7: Domaine expérimental des facteurs.

Niveau
Facteurs Symboles (-1) (+1) Centre Pas de variation
Temps(min) X1 45 90 67.5 22.5
R(mg/ml) X2 1/10 1/8 0.1125 0.0125

11.2.2. Matrice d’expériences

Cette matrice comprend un ensemble de 16 expériences réparties en quatre points factoriels
(NF= 4), quatre points axiaux (Na. =4 et a = 1,41) et cinq points situés au centre du domaine

(No = 5). Les répétitions des points centraux sont réalisées dans le but d'évaluer la
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reproductibilité de la méthode et de déterminer la variance de I'erreur pure. Trois points tests

sont ajoutés a la matrice composite centrées afin de vérifier la validité du modeéle ajusté.

La matrice d’expérience, le plan d’expérimentation ainsi que les résultats du rendement

d’extraction sont représentés dans le tableau I11.8 :

Tableau 111.8 : Matrice d’expériences et plan d’expérimentation

N°exp Variables codées Variables réelles Rendement
X1 Xz Temps(min) R(mg/ml) (%)
1 -1 -1 45 0.1 0.5150
2 1 -1 90 0.1 0.5920
3 -1 1 45 0.125 0.5320
4 1 1 90 0.125 0.6290
5 -1.41421 0 35,68 0.1125 0.4990
6 1.41421 0 99,32 0.1125 0.6410
7 0 -1.41421 67,5 0.0948 0.5670
8 0 1.41421 67,5 0.1302 0.5830
9 0 0 67,5 0.1125 0.5980
10 0 0 67,5 0.1125 0.5960
11 0 0 67,5 0.1125 0.5980
12 0 0 67,5 0.1125 0.5960
13 0 0 67,5 0.1125 0.6000
14 -0.61237 -0.35355 53,72 0.1081 0.5840
15 0.61237 -0.35355 81,28 0.1081 0.7080
16 0 0.70711 67,5 0,1213 0.6440

11.2.3. Modéle mathématique
Pour traduire la dépendance du rendement d’extraction de I’huile essentielle des facteurs

choisis, nous avons utilisé un modele polynomial du second degré

Ye = bo + bixi + b2xz + biaxXiz+ brixi?+ ba:x2?

11.2.4. Qualité de prédiction
Pour réaliser une étude de surface de réponse, avant de passer a I’expérimental, il faut satisfaire

deux criteres d’optimalité [8] :
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a. Fonction de variance de prédiction
Une matrice d'expeérience est considérée comme prévisionnellement acceptable si elle engendre

une fonction de variance de la réponse inférieure ou proche de 1 dans tout le domaine
expérimental. La valeur maximale de cette fonction est désignée par dmax (dmax< 1). Il est crucial
de connaitre cette valeur pour évaluer la faisabilité de I'expérimentation. Dans notre cas, la

valeur de dmax s'éléve a 0.23.

b. Isovariance par rotation
Nous aspirons a ce que les réponses calculées par le modéle présentent une erreur de prévision
uniforme pour des points équidistants du centre du domaine d'étude. Dans ce contexte, on parle

de plan isovariant par rotation, comme l'illustre la figure I111.3
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Figure I11.3 : Variation de la fonction de variance.

Etant donné que la fonction de variance dmax est inférieure a 1’unité et que I’isovariance par
rotation est assurée, nous pouvons réaliser I’expérimentation. Les résultats du rendement de

I’extraction sont représentés dans le tableau III.8.

L'examen des résultats du rendement (tableau 111.8) révele des valeurs variantes entre 0,499%
et 0,708%. Ces variations significatives attestent de l'influence notable du temps d’exposition

aux ultrasons et le rapport masse de la matiere végétale/masse d’eau.

L'analyse statistique des résultats expérimentaux repose principalement sur le calcul des
coefficients du modele, leur signification par rapport a l'erreur expérimentale, le calcul des

résidus, et I'analyse de la variance de la régression. Tous ces calculs ont été effectués a I’aide
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du logiciel Nemrodw. Nous examinerons la validité des résultats d'abord sans les points test,

puis en les incluant.

11.3.2. Modéle mathématique affiné (avec points tests)

Pour valider le modele, des expériences ont été menées en des points tests soigneusement
sélectionnés afin qu’ils soient les plus éloignés possible des points expérimentaux. Les résultats
des tests statistiques présentés dans le tableau I11.9 indiquent que I'écart entre les valeurs
expérimentales (Yexp) et les valeurs calculées par le modele (Ycal) reste dans les limites de
I'erreur expérimentale. Cela confirme que le modéle est capable de prédire avec précision les
données expérimentales, méme aux points les plus €loignés, validant ainsi sa robustesse et sa

capacité a généraliser au-dela des données d'entrainement initiales.

Tableau I11.9 : Tests statistiques appliqués aux points tests.

N°exp Yexp Ycal ei texp du ddi écart-type  signif%
14 0.5840  0.5707 0.0133  13.467  0.158 4 0.002 0.0176
*kk
15 0.7080  0.6331 0.0749 51.016  0.158 4 0.002 <0.01
*kk
16 0.6440 0.6116 0.0324 25.092  0.158 4 0.002 <0.01

*k*k

Les résultats de l'analyse statistique des données expérimentales sont consignés dans le tableau
111.10.

Tableau I111.10 : Estimation et statistique des coefficients

Nom Coefficient Ecart-Type t.exp. Signif. %
b0 0.616 0.001 948.75 <0.01 ***
b1l 0.052 0.001 91.07 <0.01 ***
b2 0.009 0.001 15.09 0.0113 ***
bl-1 -0.022 0.001 -35.77 <0.01 ***
b2-2 -0.020 0.001 -32.90 <(0.01 ***
b1-2 0.002 0.001 2.01 114

*Significatif au niveau de 95%, **Significatif au niveau de 99%, ***Significatif au niveau de 99.9%*.

Les valeurs des coefficients de détermination R2 et Ra2 sont respectivement 0,767et 0,65.
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I1.4. Analyse des résidus

Les résidus correspondent a 1’écart entre la valeur expérimental du rendement et la valeur
théorique calculé avec le modéle postulé. Le diagramme des résidus (Annexe 02) ne laisse
apparaitre aucune relation entre les valeurs prédites (calculées) et les résidus car les points
semblent disposés aléatoirement. Ce résultat traduit I’absence d’information dans les résidus et
que toute I'information est expliquée par le modéle obtenu. En outre, le tracé des valeurs
expérimentales en fonctions des valeurs théoriques (Annexe 02) montre que 1’ensemble des

points se situe autour de la premiére bissectrice.

I1.5. Analyse de la variance (ANOVA)

Pour procéder a une analyse de la significativité statistique du modele élaboré on utilise un outil
nommeé test-F (ou F-ratio), également désigné sous le nom de test de Fisher. Cet outil sert a
valider la pertinence du modéle. Une variation est jugée significative pour la réponse lorsque la

valeur de son F-ratio excede la valeur critique fournie par la table de Fisher [9].

La valeur de ratio-F est de 3.95, il est supérieur a la valeur critique donnée par la table de Fischer

pour un risque alpha de 5% (3.33). On conclut que le modele est validé.

L'ensemble des résultats, comprenant I'analyse statistique, I'examen des résidus et TANOVA,
converge pour attester que le modeéle élaboré offre une représentation précise dans les

conditions spécifiées. Par conséquent, il sera employé pour déterminer lI'optimum.

11.6. Optimisation
L’optimisation peut étre effectuée en utilisant plusieurs approches tel que la fonction de

désirabilité, ou bien les surfaces de réponses.

L’équation du modéle obtenue par le plan composite centré a été utilisée pour déterminer les
valeurs de I'optimum. Nous avons choisi de déterminer Ioptimum graphiquement avec le
logiciel Nemrodw. Dans notre cas, I’objectif est de maximiser le rendement d’extraction de

I’huile essentielle du Myrte (Y1).
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Figure 111.4 : Variation de la réponse - R dans le plan : Rapport S/L, Temps.

Les résultats regroupés dans le tableau I11.11 montrent que les valeurs expérimentales sont en
accord avec les valeurs prédites par le modéle. L’écart observé de 3.4% est inférieur a 5%, nous

constatons que le modeéle élaboré est valide.

Tableau 111.11 : Valeurs optimales des variables et les rendements expérimentaux et calculé

Rendement (%)

Valeurs optimales Théorique Expérimental
Temps (min) 96.77
Rapport S/L(mg/ml) 0.1153 0.647 0.613

I1l. Screening phytochimique

I11.1. Teneur en eau

La teneur en eau du matériel végétal est définie comme étant la perte de masse subie par la
matiére végétale soumise a une opération de séchage ou a une dessiccation par évaporation. La
teneur en eau a été calculée selon la relation :

[TE (%) _ poids frais—poids sec ]

poids sec

Le taux d’humidité ou la teneur en eau a été déterminé selon le protocole de Zerrad et al. (2008)
en utilisant le procédé de sechage des échantillons de poids déterminé dans une étuve a 75°C.
Les feuilles ont été pesées a I'état frais avant d'étre placées dans I'étuve a une température de
75°C. Ensuite, des pesées ont été effectuées toutes les 24 heures jusqu'a obtention d'un poids
constant [10]. Le taux d’humidité évalué pour la partie aérienne (feuilles) a été calculé par
rapport a la masse de la matiére végétale seche et fraiche. Une teneur en eau avoisinant les
22,54% a été enregistrer. Les travaux antérieurs ont montré une teneur en eau de la région du

Sahel et le Littoral algérois (75,71% =+ 0,01) supérieure a celle enregistre par notre plante [11].
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Cependant, Paris et al. (1967) ont soutenu que l'eau constitue entre 35 % et 50 % des tissus
lignifiés. Les valeurs de la teneur en eau d'une méme plante présentent une grande variabilité,
dépendant de l'organe considéré, de l'dge de cet organe, ainsi que des conditions

environnementales dans lesquelles la plante se développe [13].

111.2. Tests phytochimiques
Les résultats de la caractérisation chimique sont catégorisés selon les divers criteres
d'observation, nous avons ainsi notes :

- Réaction positive : (+++)

- Réaction moyennement positive (+)

- Test négatif : (---)
Les résultats du criblage phytochimique de 1’espéce Myrtus communis L. sont illustrés dans le
tableau I11.12 ci-dessous :

Tableau 111.12 : Résultats du criblage phytochimique.

Métabolite secondaire  Résultats Notation Observation
Alcaloides R.Mayer : précipité de couleur +++
blanche
R.Wagner virement de la couleur au +
brun
Flavonoides Coloration jaune +++
Tanins Coloration  bleue-noiratre  (tanins +++
hydrolysables)
Saponines La hauteur de la mousse est égale a 1 +++

cm dans le tube n°2. (1=500)
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Stérols et triterpénes ~ Formation d’un  anneau rouge ++
brunétre a la zone de contact des deux
liquides
Dérivés Absence de coloration rouge
anthracéniques libres
Composés réducteurs  Coloration rouge brique +++
Glycosides cardiaques ~ Coloration rouge brunatre +
Quinones libres Virement de la couleur au jaune +
Coumarines Présence d’une fluorescence +++

Le criblage phytochimique réalisé sur les feuilles du Myrtus Communis L. a révélé la présence
de divers métabolites secondaires tels que les flavonoides, alcaloides, tanins, composés
réducteurs, saponines ainsi que les coumarines.

De la littérature les auteurs signalent la présence des mémes métabolites secondaire pour la
méme espece étudiée [14, 15]

L’extrait aqueux a montré une faible présence de stérols, triterpenes, glycosides cardiaques, et
les quinones libres. Par contre il ne renferme pas les dérivés anthracéniques libres,
conformément a 1’étude de [16].

111.3. Détermination de la teneur des polyphénols totaux
La teneur en composé phénolique des extraits aqueux et éthanolique ont été calculées a partir
de la courbe d’étalonnage d’acide gallique exprimés en pg/ml, en utilisant I’équation de la
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régression linéaire de la courbe d’étalonnage pour I’acide gallique : y=2,8x + 0,12 avec un

coefficient de corrélation R2= 0,9899 (Annexe 03)

Les résultats des taux en polyphénols pour les extraits aqueux et éthanolique sont représentés
dans la figure 111.5.
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Figure 111.5 : Teneurs en polyphénols totaux.

Nous avons obtenu une valeur de 188,79+0,44mgEAG/g de matiere fraiche dans L’extrait
aqueux et 120+0,44mg EAG/g de matiére fraiche pour I'extrait éthanolique, Selon les valeurs
enregistrées nous avons remarqué que I’extrait aqueux de Myrtus communis L. est le plus riche
en polyphénols.

Le taux en composeés phénoliques que nous avons enregistré pour 1’extrait éthanolique concorde
avec les résultats de Kanoum et ses collaborateurs (2011) qui est de I’ordre de 119,23 0,77
mg EAG /g. Par contre varie considérablement avec les travaux de (Gardeli, 2007) qui a

enregistré une teneur de 307mgEAG/g.

Le profil polyphénolique des extraits de plantes peut varier sous I’influence de divers facteurs
parmi lesquels ; les conditions environnementales, les conditions climatiques ainsi que les

conditions de stockage, la période de collecte, la maturité et les facteurs génétiques.

Concernant I’extrait aqueux nos résultats sont largement élevés que ceux enregistré par
Kouamé et ces collaborateurs qui est de 157,70 + 2,65mg EAG/g de matiere fraiche pour la

méme espéce végétale.

Le contenu phénolique dans les extraits dépend également du type d’extraitles, il a été observé

que le mélange d'extraction avec un pourcentage d'eau plus élevé retirait une plus grande
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quantité de phénols que le mélange d'extraction avec un pourcentage d'éthanol plus élevé. Cela
peut étre attribué a plusieurs facteurs : des concentrations élevées d'éthanol dénatureront les
protéines qui empéchent la dissolution des phénols, et de faibles niveaux d'éthanol dans
I'extraction permettront d'accéder facilement aux cellules et de dissocier les composes

phénoliques complexes liés a protéines et polysaccharides dans les parois cellulaires [20].

I11.4. Estimation quantitative des flavonoides totaux
La quercétine est considérée comme composé de référence utilisé pour le dosage des
flavonoides totaux. Les résultats obtenus sont représentés dans la courbe d’étalonnage ayant

I’équation (y= 0,0262x-0,0158) avec un R* de I’ordre 0,9913 (Annexe 03).

La teneur de flavonoides totaux varie légérement selon le solvant employé comme 1’illustre la

figure 111.6
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Figure 111.6 : teneur des flavonoides totaux.
La teneur en flavonoides dans I’extrait éthanolique est de 15,04mgEQ/g, une valeur subtilement
plus élevée en comparaison avec I’extrait aqueux, d’une teneur de 14,34 mg EQ/g. Dans les
extrait hydroalcooliques l'alcool permet aux composants de la plante d'absorber l'eau et
d'augmenter en taille, permettant a l'alcool pour pénétrer facilement dans la matrice solide et

conduire a une augmentation extraction et composants bioactifs de la plante [21, 22].

En se référant a la littérature nos résultats révelent un meilleur taux de flavonoides par rapport

a ceux publiés par Okaiyeto et al., (2023) qui ont enregistré un taux 2,46 mg EQ/g.
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Cependant, Alemohammad et al. (2011) rapportent une teneur relativement élevée, soit 21,99
mg EQ/g, dans les échantillons de feuilles de Myrtus communis L. provenant d'lran.

Les résultats de L’extrait aqueux indique une proportionnalité avec la littérature qui ont

rapporté une teneur de 15,25 mg EQ/g [24].

D’aprés Lapronik et ces collaborateurs (2005), le dosage des flavonoides est basé sur la
solubilisation des composés flavonoidique dans les solvants. Une solubilité qui dépend du
nombre, du type et de la position de la liaison des glucides avec les flavonoides. La
concentration des flavonoides dans les extraits des plantes dépend également type de standard

utilisé (quercétine) qui peut aussi changer les résultats [26].

I11.5. Caractérisation de I’huile essentielle du Myrtus communis I.
111.5.1. Caractéristiques organoleptiques

Tableau 111.13 : caractéristique organoleptique de I'HE.

Caractéristique Couleur Aspect Odeur

Jaune a jaune clair Liquide Forte odeur boisée et aromatique

Notre huile essentielle se présente sous forme liquide a température ambiante et se caractérise
surtout par une couleur jaune clair et une odeur prononcée rappelant celle des feuilles. Nos

résultats sont superposables a ceux obtenus par Touaibia et al. (2014).

111.5.2. Caractéristiques physico-chimiques
111.5.2.1. Indice de réfraction

La valeur de l'indice de réfraction obtenu est de 1.428, trés proche de celui rapporté dans la
littérature (1.468). L’indice de réfraction renseigne sur la qualité de 1’huile essentielle, variant
avec la teneur en monoterpénes et en dérivés oxygénés de I’huile essentielle. Une forte teneur

en monoterpénes donne généralement un indice élevé [27, 28].

111.5.2.2. Indice d’acide

Le dosage effectué révele une valeur de l'indice d'acide de 5,049 mg KOH/g d’huile, laquelle
est inférieure a celle rapportée par KARAOUI Radia & TISEMLAL Nawel, ainsi que par

Bouza et Hamimi (2007), qui ont respectivement trouvé des valeurs de 1A=1.468 et 6.97.

Un faible indice d'acidité indique que I'huile essentielle est stable, tandis que I'oxydation, qui

conduit a sa dégradation, se manifeste par une augmentation de cet indice [31].
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111.5.2.3. Indice de saponification
Notre huile essentielle présente notamment une valeur de 62.334 qui est moins élevée que celle
trouvée en littérature qui est de 73.86 par Otsmane, Aicha 2018, mais presque deux fois plus

élevée que (Hagos et al., 2017) qui est de 36.465.

La connaissance de I’indice de saponification d’un corps gras nous renseigne sur la longueur
de la chaine carbonée des acides constituant ce corps gras. L’indice de saponification d’un corps

gras est d’autant plus élevé que la chaine carbonée des acides gras est courte [34].

111.5.2.4. Indice d’ester

Concernant I’indice d’ester nous notons 57.285, une valeur nettement plus élevée que celle
obtenue dans la littérature qui est de 32.014 [35]. Les valeurs d’indice d’ester indiquent que
I’huiles contient d’importantes quantités d’acide libre. Les esters sont souvent associés a des
arémes agreables et a des propriétés thérapeutiques bénefiques, telles que des effets calmants
et anti-inflammatoires. Et il est admis que plus I’indice d’ester est élevé plus la qualité de ’huile
est bonne [37].

111.5.2.5. Potentiel hydrogene

Etant donné que nos résultats présentent une valeur inférieure a 7 sur I'échelle de pH, il est
possible d'affirmer que notre huile a un caractére acide et peut suggérer que I'huile essentielle
n'a pas été altérée ou dégradée. En général, une huile essentielle bien conservée et non oxydée
tend a avoir un pH légérement acide [38]. Le fait que I'huile essentielle ait conserve un pH
Iégerement acide apres extraction suggere que le processus dextraction a été effectué
correctement. Une extraction inadéquate pourrait entrainer des modifications du pH, indiquant

une dégradation ou une présence de composés indésirables.

IV. Evaluation de P’activité antioxydante du myrte

IV.1. Evaluation du pouvoir anti radicalaire par la méthode de DPPH

Cette méthode chimique est I’'une des plus couramment appliquées pour déterminer la capacité
antioxydante d'un composé a capturer les radicaux libres, car elle est considérée comme
pratique, rapide et stable. La mesure de I’absorbance montre des différents échantillons analysés

est représenter dans la figure 111.7.
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Le DPPH absorbe a 515 nm, mais aprés sa réduction par I’antioxydant 1’absorption diminue.
D’aprés les résultats représentés dans la figure 111.7, il apparait clairement que ’augmentation

de la concentration des extraits et de I’huile essentielle entraine une augmentation de I’activité

antioxydante.

Au vu de ces résultats, les extraits et I’huile essentielle de Myrtus communis L. ont montré une

trés bonne activité antioxydante, par rapport a I’acide ascorbique a une concentration de

1000pg/ml.
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Figure 111.8 : variation de I'inhibition du DPPH en fonction de la concentration.

A 1000 pg/ml : L’extrait éthanolique montre la plus forte I'inhibition avec un pourcentage
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Figure 111.7 : Densité optique des échantillons.
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A 500 pg/ml : EA maintient une activité antioxydante trés élevée, proche de celle observée a
1000 pg/ml. EE montre une activité l1égéerement inférieure & EA mais reste élevée. Par contre
I’HE a une activité antioxydante autour de 40%, ce qui est nettement inférieur aux deux autres
extraits.

A 250 ug/ml : EA et EE montrent une activité antioxydante similaire, toutes deux autour de
60%. L HE a une activité autour de 30%, inférieure aux deux autres.

A 125 pg/ml : EA a une activité antioxydante supérieure & EE, mais les deux restent
relativement €levées par rapport a 'HE qui montre une activité antioxydante autour de 37%.

A 62 pg/ml : Toutes les activités antioxydantes des extraits diminuent encore plus mais reste
au voisinage des 50%. L’HE préserve une valeur constante aux alentours des 38%.

La capacité antioxydante de tous les échantillons diminue avec la diminution de la
concentration, ce qui est attendu dans ce type de tests. L’EA montre globalement la meilleure
capacite antioxydante parmi les échantillons testés, suivi de pres par EE et enfin par HE, Qui
montre une inhibition significative du radical DPPH" de maniere dose dépendante.

Les résultats indiquent que les extraits, particulierement I'extrait aqueux, possedent une
capacite significative a neutraliser les radicaux libres, une propriété précieuse pour des
applications antioxydantes. Cette capacite est due essentiellement a la richesse de I’EA en
composants bioactifs [39].

Généralement le pouvoir antioxydant est tributaire de la mobilité de I’atome d’hydrogene des

composeés phénoliques.

IV.1.1. Détermination de la I1Cso
La capacité de capture des extraits a été exprimee en tant que valeur 1Cso (la concentration du
substrat qui provoque une perte de 50 % de l'activité DPPH). Des valeurs 1Cso basses indiquent

une forte capacité des extraits a agir en tant que captateurs de DPPH [40].

IC50 est inversement lié a la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la quantité
d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la valeur

d’IC50 est basse, plus 'activité antioxydante d'un composé est grande.
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Figure 111.9 : IC50 des différents extraits.

Les extraits de Myrtus communis L., ont démontré une capacité substantielle a réduire la
concentration des radicaux libres DPPH, avec une réduction significative observée. Les extraits
des feuilles obtenus a partir d’eau et d’éthanol ont affiché¢ des valeurs de concentration de
41,803 et 35,50pg/ml respectivement, comparativement a la valeur standard dont 1’ICso est de

10,82pg/ml.

L'activité anti-oxydante des extraits dépend essentiellement du taux des polyphénols accumulés
durant le cycle végétatif de la plante [41]. 1l a éte démontré que les extrait de Myrtus communis

L., recoltés en peériode estivale sont les plus anti-oxydants [43].

D’apres la figure I11.9, notre huile essentielle présente un pouvoir antioxydant conforme avec
celui décrit dans la littérature qui indique une activité antioxydante avec une concentration
minimale inhibitrice de 1470,89 ug/ml, bien que moins efficace que le standard. Les huiles
essentielles de Myrtus communis L., montrent une IC50 relativement faible. Ces résultats
corroborent les observations rapportées antérieurement dans une étude concernant I'huile

essentielle extraite des feuilles de myrte commun récoltées en Iran [44].

Les différentes activités antioxydantes entre ces huiles essentielles peuvent étre dues a la
variabilité de la composition et de la concentration des composés soufrés. Elles peuvent

également étre attribuées a la présence et la synergie des différents composés mineurs [45].

IV.2. Evaluations du pouvoir anti-radicalaire par la méthode du FRAP

L'évaluation de l'activité antioxydante par réduction du fer est une méthode simple et
reproductible. Cette technique peut étre appliqué aussi bien chez les plantes que les plasmas et
dans les extraits organiques et aqueux [46]. Les résultats du PR calculés sont illustrés dans la

figure ci-suite (annexe 03) :
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Figure 111.10 : pouvoir réducteur des différents échantillons

A l'issue de l'analyse de la figure 111.10, il apparait que les deux extraits manifestent une
activité antioxydante notable. A une concentration maximale de 2000 pg/ml, I'extrait aqueux
démontre un pouvoir réducteur atteignant 93,9 %. Méme a des concentrations plus basses, cet
extrait conserve une activité substantielle, se maintenant autour de 91 %.

L'analyse indique que I'extrait éthanolique exhibe également une activité notable de réduction
du fer, avec des valeurs qui se comparent a celles de l'extrait aqueux et se rapprochant
sensiblement du standard. Une activité maximale de 94,4 % est observée a la concentration la
plus élevée (2000ug/ml). En diminuant la concentration, le pouvoir réducteur fluctue

Iégerement, atteignant 89,1 % a la concentration minimale.

Cependant, I'huile essentielle affiche des valeurs inférieures a celles des deux extraits, tout en
présentant une activité antioxydante remarquable. Il est a noter que I'action de I'huile essentielle
est dose-dépendante, le pouvoir réducteur augmentant avec la concentration en huile essentielle

pour atteindre un maximum de 84,4 % de réduction du fer.

Le classement de nos échantillons de Myrstus communis L. Selon la puissance de réduction de
fer par rapport a I'acide ascorbique, on obtient lI'ordre suivant : acide ascorbique > extrait aqueux

> extrait éthanolique > huile essentielle.

Cette activité réductrice élevée peut étre expliquée par les travaux de Romani et al qui ont
montré que les feuilles de Myrtus communis L. contiennent des teneurs élevées de flavonols
responsables de l'activité antioxydante. De plus, la qualité de ces molécules détermine
I’ampleur des propriétés biologiques. En effet, I'action de ces substances est due a leur structure,
au nombre de groupements donneurs d'’hydrogéne et au nombre élevé des groupements

hydroxyles présentant une activité antioxydante élevée. Le potentiel réducteur des extraits
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végétaux est dd a la présence de molécules capables de donner des électrons qui peuvent réagir
avec les radicaux libres et les convertir en produits stables, terminant de ce fait les réactions en
chaines [48].

V. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire du myrte

L’activité anti-inflammatoire in vitro des différents extraits des feuilles de Myrtus communis a
¢été mise en évidence par la méthode d’inhibition de la dénaturation de I’albumine (BSA), le
processus par lequel les protéines perdent leur structures secondaires et tertiaires dans des
conditions extérieures [49].
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%) 94.00 % HE
p % EE % EE
32 92.00
c
% 90.00 % EA CEA % HE
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§ %S %s % EE
3 _ 86.00 %S
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Figure 111.11 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation du BSA.

Au vu des résultats présentés dans la figure II1.11 ’'HE et les extraits exercent une excellente
activité antiinflammatoire dépassant les 80%. L’extrait éthanolique a développé une inhibition
concentration-dépendante avec un pourcentage maximal de 91,63 % enregistré avec la dose
1500 pg/ml et I’extrait aqueux montre un meilleur résultat a la méme concentration avec un
pourcentage de 88,69%. Concernant I’huile essentielle le meilleur pourcentage d’inhibition a
été estimé a 94,13 % pour la concentration de 1500 pug/ml. Ces pourcentages dépassent ceux du
diclofénac (85,73%).

Notre huile essentielle est dotée d’un pouvoir exceptionnel étant capable de préserver la BSA
de la dénaturation d'environ 88,07% a 500 pg/ml, en comparant nos résultats avec I’huile
essentielle de la méme espece confére un taux d’inhibition de la dénaturation du BAS de 61,80
(%) a seulement 100 pg/ml [51]. De plus I’'HE de myrte possede un pourcentage d'inhibition de
la dénaturation de la BSA de 64,08 % a 200 pg/ml [52].
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Les auteurs attribuent cela aux présences de monoterpenes oxygénés tels que I'eucalyptol et le
linalol et leurs multiples mécanismes qui se chevauchent, seuls ou en combinaison [53].

L’activité anti-inflammatoire des différents échantillons de notre espéce végétale se révele plus
significative que celle rapporté dans la littérature. Selon une étude menée sur les extraits aqueux
et alcoolique, I’inhibition observée est de 53.08% et 55.60 % respectivement pour une

concentration de 1500 pg/ml [54].

V1. Evaluation de P’activité antibactérienne

VI.1. Détermination de I’effet antibactérien (aromatogramme)
Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 111.14.

Tableau 111.14 : sensibilité et diamétre de la zone d’inhibition des extraits testés vis-a-vis les germes a

étudier.
Sensibilité Diametre moyen (mm)
Souches testées HE EE EA HE EE EA
Escherichia Coli - - - - - -
Staphylococcus aureus - + - - 12 -
Pseudomonas aeruginosa + + + 19 12 14

D’apres les résultats recensés dans le tableau II1.14 la souche Escherichia Coli manifeste une
résistance face a tous nos échantillons. Les résultats obtenus sont en accord avec ceux de la
littérature qui ont montré que Escherichia coli est résistante face a I’HE du Myrte [55].

Ce test qualitatif montre que la souche Staphylococcus aureus est sensible seulement a I’extrait
¢thanolique avec un diameétre d’inhibition de 12mm.

Pseudomonas aeruginosa, une souche bactérienne Gram (-) s’est avérée sensible a nos trois
échantillons testés. L’huile essentielle du Myrte a montré une bonne activité avec un diametre
de 19mm. De plus, cette souche a montré une sensibilité aux extraits éthanolique et aqueux avec
des diametre d’inhibition de 12 et 14 respectivement.

Il a été rapporté que cette espece végétale exerce une excellente activité sur la majorité des
souches Gram positif, avec des diamétres d’inhibition allant de 25mm a 28mm vis-a-vis de
Staphylococcus aureus ATCC (25923) [56]. Le myrte commun du Maroc présente un effet

inhibiteur sur les bactéries Gram (+) et Gram (-) [57].
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Figure 111.12 : détermination de la CMI par méthode microdilution en milieu liquide sur microplaque.

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) sont présentées dans le Tableau I11.15 :

Tableau I11.15 : valeurs de la CMI des différents échantillons.

Composé Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
HE 1/32 1/4

EE 1/16 1/2

EA 1/16 1/2

Gentamycine 2 4

Selon les résultats du tableau III.15, ’huile essentielle a montré un effet antibactérien plus
prononceé vis-a-vis de Staphylococcus aureus avec une CMI de 31.25 pg/ml inférieure a celle
décrites dans la littérature. Les extraits aqueux et éthanolique ont montré une bonne activité
avec une CMI de 62.5 pg/ml vis-a-vis de S.aureus. Les 3 composés exercent un effet
antibactérien sur le S. aureus avec des CMI inferieur a celle de I’antibiotique (2 pg/ml).
Pseudomonas aeruginosa est une souche sensible a la gentamycine avec une CMI de 4 pg/ml,
toutefois a montré une certaine résistance vis-a- vis des échantillons testés avec des CMI de 250
pg/ml (HE) et 500ug/ml (EE et EA).

Au regard de ces résultats, I’huile essentielle de M. communis a montré un effet antibactérien
plus prononcé vis-a-vis de S.aureus Les valeurs des concentrations minimales inhibitrices sont
inféricures a celles décrites dans la littérature. L’HE testée sur Staphylococcus epidermis et
Staphylococcus aureus a montré des CMI de 0,25 pg/ml et CMI = 0,25% (v/v) (2,5 pl/mL)
[58].
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De méme [I’extrait hydro-alcoolique de feuilles de myrte inhibe S. aureus avec une
concentration minimale inhibitrice de 0,2 mg/ml. Toutefois, nos extraits se distinguent par une
capacité inhibitrice supérieure, présentant des valeurs de concentration minimale inhibitrice
encore plus réduites [59]. L’extrait aqueux de Myrtus communis, préparée a partir des feuilles
séches, montre une activité contre les bactéries Gram négatif étudiées, avec une CMI variant de
12,5 a 50 mg/ml [60].

L’activité de I’'HE de Myrtus communis a été attribuée a ses composants majeurs (1,8-cinéole,
a-pinene, limonéne, acétate de myrtyle, a-terpinéol et y-terpinéne), qui sont des hydrocarbures
et des monoterpénes oxygénés connus pour leurs effets antibactériens, qui augmenteraient la
perméabilité de la membrane cytoplasmique en perturbant l'ordre des protéines intégrées a la
membrane, inhibant ainsi la respiration cellulaire, les processus de transport des ions et

I'absorption des nutriments [61, 62, 63].
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La phytothérapie, qui utilise des plantes provenant de régions spécifiques, apparait comme une

alternative face aux critiques grandissantes concernant I'efficacité et les risques potentiels des
médicaments chimiques. Le Myrtus communis se distingue comme un exemple de plante
répondant a ces préoccupations, ce qui motive cette étude visant a explorer ses potentielles
utilisations thérapeutiques
L'étude de la cinétique d'extraction a révélé qu'un rendement optimal d'huile essentielle de
0,488% est atteint aprés 150 minutes d'extraction. En comparant différentes techniques
d'activation, il a été observé que l'activation par ultrasons permet d'obtenir un rendement
supérieur (0,809 %) comparativement a I'activation par micro-ondes (0,718 %).
Pour optimiser I'extraction par hydrodistillation assistée par ultrasons, la modélisation par plans
d'expériences a €été employée. Un criblage des facteurs, utilisant une matrice d’Hadamard, a
identifié le temps d'exposition aux ultrasons et le rapport masse de matiére végétale/masse d'eau
comme variables significatives. La validation du modele mathématique, confirmée par des
points tests et une analyse de variance, a démontré que le modeéle prédit le rendement dans tout
le domaine expérimental. Les courbes d’isovariance ont permis de déterminer les conditions
optimales, avec des résultats expérimentaux ayant confirmé les prédictions du modele avec un
écart de seulement 3,4 %, validant ainsi ’efficacité du mod¢le.

Le screening phytochimique de notre espece végétale a révélé la richesse en métabolites
secondaire notamment flavonoides, alcaloides, tanins, composés réducteurs, saponines ainsi
que les coumarines. Le dosage des polyphénols totaux par la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu (en équivalent d’acide gallique) a souligné la concentration élevée de polyphénols
dans I’extrait aqueux (188,79+£0,44mgEAG/Q) par rapport a ’extrait éthanolique (120+0,44mg
EAG/g). L’estimation quantitative des flavonoides totaux selon la méthode de trichlorure
d’aluminium (AICI3), en équivalent a la quercétine montre des valeurs voisines des deux
extraits.

L’étude de I’activité antioxydante de I’huile essentielle vis-a-vis du radical DPPH a révélé une
activit¢ modérément inferieur a celle de I’acide ascorbique (IC50=1470,89ug/ml). Les deux
extraits ont également montré un pouvoir inhibiteur significatif, avec une concentration efficace
pour réduire de 50 % le DPPH de 35,5 pg/ml pour I'extrait éthanolique et de 41,803 pg/ml pour

I'extrait aqueux. L'évaluation de l'activité antioxydante par la méthode FRAP révele que I'huile
essentielle présente un puissant pouvoir réducteur, atteignant 84%, dépendant de la dose, tout
comme les deux extraits qui ont montré un pouvoir réducteur constant, approchant les 90%

méme a des concentrations diminuées.
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L'analyse de l'activité anti-inflammatoire par la méthode d'inhibition de la dénaturation de
l'albumine (BSA) révele que 'huile essentielle a atteint un taux maximal d’inhibition de
94,13%, suivi de pres par I'extrait éthanolique et I'extrait aqueux.
Cette étude a confirmé le pouvoir antibactérien significatif de I’huile essentielle et des extraits,
en particulier vis-a-vis de Staphylococcus aureus, bien que leur efficacité contre la souche Gram
négatif Pseudomonas aeruginosa soit relativement moindre.
Pour de futures recherches, il serait bénéfique de mener des études plus approfondies avec les
objectifs suivants :

e Isoler et caractériser les métabolites spécifiques des extraits éthanolique et aqueux

responsables de la puissante activité antioxydante.

e Reéaliser des analyses biochimiques des extraits et 1’huile essentielle pour caractériser la
nature chimique des substances impliquées dans l'activité anti-inflammatoire ce qui
nécessite 1’implication des méthodes plus performantes comme la chromatographie en

phase gazeuse (CPG), la chromatographie en phase liquide (HPLC).

Cela pourrait conduire au développement de produits a haute valeur ajoutée dans divers secteurs

industriels, exploitant les propriétés bénéfiques de Myrtus communis L.
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ANNEXES

Tests

Alcaloides

Flavonoides

Tanins

Saponines

Stérols et
triterpénes

Dérivés
anthracéniques
libres

Composés
réducteurs

Annexe 01

Tableau I1.2 : Modes opératoires du criblage phytochimique.

Mode opératoire

Tests réalisés par des réactions de précipitation avec les réactifs de Mayer
et Wagner.
Prendre 1 ml de I’extrait a analyser dans deux tubes a essai et ajouter 5
gouttes de réactif de Mayer dans le premier tube, 5 gouttes de réactif de
Wagner dans le second tube, 1’apparition d’un précipiter blanc, brun,
respectivement, reléve la présence d’alcaloides.
Quelques gouttes de solution d'aluminium (AICl:) & 1% ont été ajoutées
a une portion du filtrat. Une coloration jaune indique la présence de
flavonoides.
Pour détecter la présence des tanins, on ajoute a 5 ml de I’extrait 1 ml de
FEC|3é. 1%.
La couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au bleu
verdatre en présence de tanins catéchiques.
Dans une série de 10 tubes a essai numérotés de 1 a 10, introduire
respectivement 1,2, 3...10ml de la solution a analyser. Ajuster le volume
de chaque tube a 10ml avec de 1’eau distillée.
Agiter chaque tube dans le sens de la longueur du tube pendant 15
secondes a raison de 2 agitations par seconde. Laisser reposer 15 min et
mesurer la hauteur de la mousse produite dans chaque tube.
L’indice de mousse (I) est calculée par la formule suivante :

I1=1000 /N
N est le numéro du tube ou la hauteur de mousse est égale a 1 cm.
Les stérols et les terpénes ont été recherchés par la réaction de
Liebermann Buchard
Introduit 10ml de la solution & analyser dans un bécher, ajouter Sml
d’anhydride acétique puis Sml de chloroforme.
A l’aide d’une pipete ajouter 1ml de H,SO4 concentre sur la paroi du

bécher sans agiter. Laisser reposer 30 min. La formation d’un anneau
rouge brunante a la zone de contact des deux liquides et une coloration
violette de la couche surnageante révélent la présence de stérols et
triterpenes.

Les Anthracéniques libres ont été détectées par I’ajout dans un tube a
essai d’un 1ml d’extrait chloroformique et 1 ml de NH4OH dilué. Apres
agitation, une coloration plus ou moins rouge indique la présence
d’anthraquinones libres.

Leur détection consiste a introduire 2ml de I’extrait aqueux dans un tube
a essai, puis 2ml de la liqueur de Fehling sont ajoutés. Ensuite, I'ensemble
est porté au bain-marie bouillant durant 8 min.

L’obtention d’un précipité rouge brique indique la présence des
composés réducteurs.
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Glycosides
cardiaques

Quinones libres

Coumarines

Deux ml de chloroforme est ajouté a 1 ml de I’extrait, I’apparition d’une
coloration brun-rougeatre apreés I’ajout de H.SO4 indique la présence des
glycosides cardiaques.

Un gramme de matériel végétal sec broyé est placé dans un tube avec 15
a 30 ml d’éther de pétrole. Apres agitation et un repos de 24 h, les extraits
sont filtrés et concentrés au rotavapor. La présence de quinones libres est
confirmée par I’ajout de quelques gouttes de NaOH 1/10, lorsque la phase
agueuse vire au jaune, rouge ou violet.

Dans une capsule, 5 ml d’extrait éthérique est évaporé, puis 2 ml d’eau
chaude est ajouté au résidu. La solution est partagée entre 2 tubes a essais.
Au contenu de I’'un des tubes, 0,5 ml est ajouté de NH4OH a 25%. La
fluorescence est observée sous UV a 366 nm. Une fluorescence intense
dans le tube ou il a été ajouté de I’ammoniaque indique la présence de
coumarines.
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Annexe 02

Tableau I1L5 : Matrice d’expériences et plan d’expérimentation.

Variables codées Variables réelles
Répétitions X1 X2 X3 X1 X2 X3
1 1 1 -1 90 70 1/10
2 1 1 -1 90 70 1/10
1 -1 1 1 45 70 1/8
2 -1 1 1 45 70 1/8
1 1 -1 1 90 60 1/8
2 1 -1 1 90 60 1/8
1 -1 -1 -1 45 60 1/10
2 -1 =1l -1 45 60 1/10
Résidus
o *
0.059 1
0.039 1
*
0,020 1
' -
0,000 Les . . ':I"CE||I:LI|IE
I 0,499 0,528 0,557 #5386 0,510 ‘-’
-0.0201 !
Figure II1.4 : Tracé des résidus.
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Figure IILS : Tracé de Ycac en fonction de Yexp.
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Figure II1.10 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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Figure I11.13 : Inhibition du DPPH en fonction de la concentration de 1'acide ascorbique.

Les données de la figure I11.10 montre que le pouvoir réducteur de 1’acide ascorbique avoisine
les 96%, un maximum de réduction pour une concentration de 500 pg/ml. On constate que la

capacité de réduction de fer est proportionnelle a 1’augmentation de la concentration.




	J’exprime mes profonds remerciements pour
	INTRODUCTION GENERALE …………………………………………… ……………1
	SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUES
	I.2. Classification  2
	I.4. Utilisations……………………………………………………………………………………... ....4
	I.4. Utilisations médicinales traditionnelles………………………………………………………….… 4
	II. Généralités sur les huiles essentielles………………………………………………………………. .4

	SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUES
	II. Généralités sur les huiles essentielles………………………………………………………………. .4
	MATERIELS ET METHODES
	RESULTATS ET DISCUSSIONS


	DMSO : Diméthylsulfoxyde
	SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
	MATERIEL ET METHODES
	RESULTATS ET DISCUSSION

	SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
	I.1. Description botanique
	I.2. Classification :
	I.3. Distribution géographique du genre Myrtus
	I.4. Utilisations médicinales traditionnelles
	I.5. Utilisations culinaires, cosmétiques et industrielles
	II. Généralités sur les huiles essentielles
	II.1. Localisation des huiles essentielles dans la plante
	II.2. Conservation des huiles essentielles
	II.3. Composition chimique des huiles essentielles
	II.3.1. Composés terpéniques
	a. Hémiterpènes (C5H8)
	b. Monoterpènes (C10H16)
	c. Sesquiterpènes (C15H24)
	II.3.2. Composés aromatiques
	II.3.3. Composés d'origines diverses
	II.4. Facteurs de variabilité
	II.4.1. Origine botanique
	II.4.2. L’organe producteur
	II.4.3. Origine géographique
	III.1. Effets thérapeutiques de l’huile essentielle du Myrte
	III.2. Les métabolites secondaires
	III.3. Effets thérapeutiques des métabolites secondaires du Myrte
	III.4. Activité antioxydante du myrte
	III.5. Activité anti-inflammatoire du myrte
	III.6. Activité antibactérienne
	IV. Procédé d’extraction
	IV.1. Extraction par entrainement à la vapeur d’eau
	IV.2. L’expression à froid
	IV.3. Extraction par hydrodistillation
	IV.4. Extraction par micro-ondes
	IV.5. Extraction assistée par ultrasons
	V. Méthodologie des plans d’expériences
	V.1.1 Facteur
	V.1.2. Réponse
	V.1.3. Facteur significatif
	V.1.4. Variables codées
	(I.1)
	(I.2)
	V.1.5. Matrice d’expériences

	(I.2)
	V.1.6. Plan d’expérimentation
	V.1.7. Méthodologie des plans d’expériences
	V.2. Etude de criblage (screening)

	(I.3)
	N ≥ K+1
	V.3. Méthodologie des surfaces de réponse
	V.3.1. Plan composite centrée (PCC)

	(I.5)
	VI.3.2. Modèle mathématique

	(I.5)
	V.3.3. Validation du modèle

	(I.5)
	I. Matériel
	I.2. Souches bactériennes
	II. Méthodologie
	II.1.1. Extraction par hydrodistillation

	(I.5)
	II.1.2. Extraction de l’huile essentielle par hydrodistillation assistée par micro-ondes
	II.1.3. Extraction de l’huile essentielle par hydrodistillation assistée par ultrasons
	III.1. Caractéristiques organoleptiques

	(I.5)
	III.2. Caractéristiques physico-chimiques
	III.2.1. Indice de réfraction
	III.2.2. Indice d’acide

	(II.1)
	III.2.3. Indice de saponification

	(II.2)
	(II.2)
	III.2.4. Indice d’ester

	(II.3)
	III.2.5. Potentiel hydrogène
	IV. Screening phytochimique
	IV.1. Tests phytochimiques

	(II.3)
	IV.2. Préparation des extraits
	IV.2.2. Préparation de l’extrait aqueux

	(II.3)
	IV.3. Détermination de la teneur des polyphénols totaux
	IV.4. Estimation quantitative des flavonoïdes totaux

	(II.3)
	V.1. Evaluation de l’activité antioxydante du myrte

	(II.4)
	(II.4)
	V.1.2. Evaluations du pouvoir anti-radicalaire par la méthode du FRAP

	(II.5)
	V.2. Evaluation de l’activité anti-inflammatoire du myrte

	(II.6)
	(II.6)
	V.3. Evaluation de l’activité antibactérienne
	V.3.2. Préparation de l’inoculum bactérien
	V.3.3. L’ensemencement
	V.3.4. Détermination de l’effet antibactérien (aromatogramme)

	(II.6)
	V.3.5. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

	(II.6)
	I.1. Détermination de la Cinétique d’extraction et le rendement

	(III.1)
	(III.1)
	I.2. Extraction de l’huile essentielle par hydrodistillation assistée par micro-ondes

	(III.1)
	I.3. Extraction de l’huile essentielle par hydrodistillation assistée par ultrasons
	II. Modélisation de l'extraction de l'huile essentielle

	(III.1)
	II.1. Criblage des facteurs
	II.1.1. Domaine expérimental des facteurs
	II.1.2. Construction de la matrice des expériences

	(III.1)
	II.1.3. Estimation des poids des facteurs

	(III.2)
	(III.3)
	(III.4)
	(III.4)
	II.1.4. Etude graphique des effets du rendement

	(III.4)
	II.2. Optimisation du rendement d’extraction de l’huile essentielle de Myrte
	II.2.1. Domaine de variation des facteurs
	II.2.2. Matrice d’expériences

	(III.4)
	II.2.3. Modèle mathématique
	II.2.4. Qualité de prédiction

	(III.4)
	a. Fonction de variance de prédiction
	b. Isovariance par rotation

	(III.4)
	II.3.2. Modèle mathématique affiné (avec points tests)

	(III.4)
	II.4. Analyse des résidus
	II.5. Analyse de la variance (ANOVA)
	II.6. Optimisation

	(III.4)
	III. Screening phytochimique

	(III.4)
	III.2. Tests phytochimiques

	(III.4)
	III.3. Détermination de la teneur des polyphénols totaux

	(III.4)
	III.4. Estimation quantitative des flavonoïdes totaux

	(III.4)
	III.5.1. Caractéristiques organoleptiques
	III.5.2. Caractéristiques physico-chimiques
	III.5.2.2. Indice d’acide

	(III.4)
	III.5.2.3. Indice de saponification
	III.5.2.4. Indice d’ester
	III.5.2.5. Potentiel hydrogène
	IV. Evaluation de l’activité antioxydante du myrte

	(III.4)
	IV.1.1. Détermination de la IC50

	(III.4)
	IV.2. Evaluations du pouvoir anti-radicalaire par la méthode du FRAP

	(III.4)
	V. Evaluation de l’activité anti-inflammatoire du myrte

	(III.4)
	VI. Evaluation de l’activité antibactérienne

	(III.4)
	VI.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice


