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Abs : Absorbance.

ADN : Acide désoxyribonucléique.

AFNOR : Association Frangaise de Normalisation.

Bio : Biologique.

BK : Beurre de Karite.

CA : Cire d’abeille.

CE : Concentration efficace.

CG/SM : Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse.
CPG (GC) : Chromatographie en phase gazeuse.

CR : Pourcentage de capture du radical DPPH.

D : Diamétres d'inhibition de la croissance microbienne.

DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl.

E. coli : Escherichia coli.

E/H : Eau /Huile.

ERO : Espéces réactives de 1’oxygene.

EtOH : Ethanol.

FeCls : Chlorure de fer.

GC/MS (CG/SM) : Chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse.
H/E : Huile /Eau.

HC : Huile de carotte.

HCI : Acide chlorhydrique.

HE : Huile essentielle.

HLB : Balance Hydrophile Lipophile.

HPLC : Chromatographie en phase Liquide a Haute Performance.
IC50 : Concentration inhibitrice minimale.

IFRA : International Fragrance Association.

IR : Spectroscopie infra-rouge.



L sj : Lécithine de soja.

L.stoechas : Lavandula stoechas L.

nm : nanometre.

PA : Principe actif.

pH : Potentiel hydrogene.

RMN : Résonnance magnétique nucléaire.
S. aureus : Staphylocoque aureus.

SM : Spectrométrie de masse.

tr / min : tour par minute.

UV-Visible : Ultraviolet-Visible.
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Anticonvulsivants : stoppe les contractions involontaires et transitoires des muscles.

Antiseptique : substance qui tue les germes ou prévient la croissance des bactéries et des virus

sur les surfaces externes du corps.

Antispasmodique : permet de lutter contre les spasmes (contractures, crampes, convulsions),
agit généralement en empéchant la contraction des fibres musculaires de I’intestin et des voies

urinaires.

Antiviral : perturbant le cycle de réplication d'un ou de plusieurs virus.

Coalescence : résulte de la fusion compléte de plusieurs globules préalablement floculés, qui
finissent par perdre leur individualité pour donner un seul et méme globule, a limite se traduit

par la séparation de 1’émulsion en deux couches.

Crémage, sédimentation : les particules peuvent se déplacer en fonction de leur densité vers

le haut « crémage » ou vers le bas « sédimentation ».

Floculation : agrégation d’un nombre plus ou moins grand des particules de la phase dispersée.

Inversion de phase : se traduit par un brusque changement du sens de 1’émulsion (une

émulsion L/H devient H/L et, inversement, une émulsion H/L devient L/H).

Miirissement d’Ostwald : les plus petites gouttelettes en solution dans la phase continue se

dissolvent et se déposent sur des gouttelettes plus grosses.



Introduction générale

L’homme, en émergeant sur terre, a dd au fil du temps faire le choix des végétaux :
ceux qui nourrissent, ceux qui soignent. Ce résultat d’une alchimie merveilleuse entre le ciel
et la terre a fait des plantes médicinales une véritable pharmacie du Bon Dieu ; LA
PHYTOTHERAPIE.

La phytothérapie, I’art d’utilisation des plantes, existe depuis la nuit des temps, et
demeure une source de soins. C’est une thérapie qui se base sur les vertus thérapeutiques des
plantes et de leurs extraits pour le traitement et la prévention des maladies ou pour la
promotion de la santé, elle est considérée comme médecine complémentaire voire alternative

pour certains, moins nocive et iatrogéne que les médicaments issus de 1’industrie chimique.

A travers des siécles, les remedes naturels et surtout les plantes médicinales furent la
principales, voir 1’unique source de remédes, Leur valeur thérapeutique réside dans leur

richesse en I’huile essentielle, 1I’huile végétale et métabolites secondaires.

Dans I’histoire moderne, les vertus thérapeutiques des huiles essentielles occupent une
place de plus en plus importante. Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de
différents composés chimiques, dissous I'un dans l'autre, formant des solutions homogénes.
Aujourd’hui, nous reconnaissons que les huiles essentielles qui ont des effets
pharmacologiques, psychologiques et physiologiques sur 1’homme, trouvent divers
application dans differents domaines en parfumerie et en cosmétologie pour leurs propriétés
parfumantes, dans l'industrie agro-alimentaire pour leurs propriétés aromatisantes. Cette
filiere prend de l'importance avec le retour actuel vers le naturel et la mondialisation de

I'économie.

L’Algérie, de sa part sa situation géographique, jouit de plusieurs facteurs de
pédogénése et de variations climatiques, offrant ainsi une végétation riche et diverse, avec
environ 4000 espéces et sous-especes de plantes vasculaires. Cependant, un grand nombre de
plantes médicinales reste tres peu exploité en phytochimique que pharmacologique. L’intérét
porté aux plantes aromatiques et médicinales n’a pas cessé de croitre au cours de ces dernicres

années.

Lavandula Stoechas est une espece de lavande aromatique et médicinale de la famille
des lamiacées, connue pour ses vertus cicatrisantes et régénérates. Elle accéléere la guérison
des brulures et des plaies et elles calment les inflammations cutanées qui sont dues aux

piqures d’insectes.



Introduction générale

Pour notre part, nous avons choisi d’étudier la Lavandula Stoechas connue sous le

nom « Amezzir », largement répartit dans le pourtour méditerranéen a 1’image de notre
région, La Kabylie (Algérie), ainsi que son utilisation dans la meédecine populaire par nos
ancétres.

En fixant comme principaux objectifs, 1’é¢tude de la cinétique d’extraction de I’huile
essentielle et la caractérisation physico-chimique suivie d’une étude biologique (activité
antioxydante et antibactérienne) dont le but est de préparer une creme cosmeétique bio a base

de son huile essentielle extraite.

Ce présent manuscrit est divisé en trois chapitres :
& Le premier chapitre présente une revue bibliographique regroupant les généralités sur la
plante étudiée, les huiles essentielles et leurs propriétés biologiques ainsi qu’un apergu

sur la formulation pharmaceutique envisagée.

& Un deuxieme chapitre comportant les méthodes adoptées pour réaliser les objectifs visés :
la récolte de la plante (Lavandula stoechas) et son identification, extraction, screening
phytochimiques, analyses physico-chimiques de ’extrait aromatique et évaluation des
activités biologiques (activité antioxydante, antibactérienne) in vitro de 1’essence extraite

et la formulation d’une créme cosmétique bio a base de I’huile essentielle extraite.

% Le troisieme chapitre est dédié a la présentation et I’interprétation des résultats obtenus au

cours de ce travail.

Une conclusion générale exposant les principaux résultats obtenus et les perspectives issues

de ce travail.
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. Généralités sur la Lavande

I.1. Histoire et origine de la Lavande

La lavande, est une plante médicinale reconnue par les Romains. Ils s’en servaient alors

comme parfum mais aussi dans leur bain ou leur lessive. Elle est utilisée dans tout le bassin
méditerranéen et classée comme une plante précieuse par les naturalistes Romains.
Son nom est d'ailleurs dérivé de lavare, un mot latin qui signifie « laver ». Le mot «
lavandiére » vient du fait qu’on ajoutait de la lavande a l'eau de lessive afin de parfumer les
vétements. Au moyen-age on emploi la lavande pour lutter contre les maladies infectieuses. A
cette époque les hommes pensaient que les mauvaises odeurs propageaient les maladies. La
lavande ¢tait alors cultivée dans le jardin des monastéres en compagnie d’autres plantes
médicinales appelées “simples”. Il faut savoir qu’a cette époque les plantes étaient les seuls
éléments utilisés dans la pharmacopée [1].

Au XVle siecle, la Faculté de Montpellier étudie les usages médicinaux de la lavande.
Tonique réputé, elle est aussi appréciée comme antidiabétique dans certaines régions
d'Espagne.

En outre, au début du XXe siecle, un parfumeur-chimiste qui s'était br(lé les mains a pu

empécher la gangréne de s'installer en les ringant a I'essence de lavande [2].
1.2. Le genre Lavandula

Le genre Lavandula est le plus important de la famille des Lamiacées (Labiées, qui
signifie "labié", en référence a la forme de la corolle de la fleur qui présente deux lobes en
forme de levre). Les Lamiacées constituent une large famille de plantes dicotylédones qui

comprend environ 7200 especes et pres de 236 genres répartis en 7 ou 8 sous-familles.

De nombreuses espéces de la famille et sous-famille des Nepetoideae sont des plantes
aromatiques, source d'HE trés utiles pour l'aromathérapie, la parfumerie et l'industrie des
cosmétiques. On y rencontre aussi beaucoup d'especes melliféres et cultivées comme plantes
condimentaires et ornementales. Parmi les nombreux genres de Lamiaceae on peut citer :
Ajuga, Origanum, Lamium, Lavandula, Mentha, Rosmarinus, Salvia, Satureja, Melissa,

Ocimum, Teucrium, Stachys, Thymus ... [3].

1.3. Présentation de « Lavandula stoechas »
Lavandula stoechas L. appartient & la famille des Labiees (Lamiacées). Le genre

Lavandula se compose environ de 28 espéces, qui sont dans la plupart d’origine
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méditerranéenne. Lavandula stoechas est un sous-arbrisseau a tiges et feuilles persistantes,

jusqu’a 1 metre de

hauteur, avec une couleur vert pale et les fleurs de couleur bleu-violet. L’ensemble de la
plante est trés aromatique comprenant des fleurs et des feuilles.

L. stoechas est une plante tendre, qui préfére les endroits ensoleillés et les sols riches en
humus, les tiges étroites sont quadrangulaires a feuilles opposées, tendent a étre plus vertes
que grises, a son extrémité une inflorescence terminée par un toupet de longues bractées
violettes [4]. L’espéce Lavandula stoechas L. (Stoechas officinarium Moench) est
communément appelée : lavande francaise, lavande italienne, lavande espagnole, lavande des
stoechades, lavande maritime, lavande papillon ou lavande a toupet [3].

Nom vernaculaire de Lavande papillon (Lavandula stoechas L.) :
Algérien : "Helhal” en Arabe, "Amezzir” en Kabyle
Francais : Lavande des stoechades, lavande maritime, lavande papillon ou lavande a toupet.

Anglais: Spanish lavender (in America), Lavender (in Europe), Italian lavender, top lavender

[5].

1.3.1. Etude botanique

1.3.1.1.Classification botanique

La classification botanique de Lavandula stoechas L. est représentée dans le tableau 01

Tableau 0 1. La classification botanique de Lavandula stoechas [6].

Régne Plantae
Sous regne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Dialypétales
Ordre Lamiales (Labiales)
Famille Lamiaceae

Sous-Famille Nepetoideae
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Genre Lavandula

Espéce Lavandula stoechas L.

1.3.1.2. Description botanique

L. stoechas (Figure 01) se présente
sous la forme d’un arbrisseau ou d’un
buisson trés aromatique et trés ramifié, qui
peuvent atteindre un metre de haut avec une

lourde odeur semblable a celle du pin.

Figure 01. Photographie de

Lavandula stoechas (Originale)

Les feuilles opposées de 2-4 cm de long sont sessiles, tomenteuses, oblongues,
lancéolées, linéaires, étroites, recourbées sur les bords et sont souvent grises. Il existe une
grande variété de forme et de couleur des feuilles selon les especes, elles sont longues et
étroites chez la plupart espéces et chez certaines, elles sont pennées ou pennées dentées,

parfois pennées multiples et entierement ou profondément découpées.

Les fruits sont sans intérét économique comme tous ceux de la famille des

Lamiacées. Cependant Ils permettent la production de graines [3].

s L
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1.3.2. Répartition géographique
Historiquement, Lavandula stoechas L. fut la premiere lavande a étre formellement
décrite dont le territoire géographique le plus vaste. Elle est répandue dans tout le bassin
méditerranéen (Europe méridionale, 1’Afrique du Nord et le Moyen Orient) avec une
petite disjonction sur la frontiere Lybie-Egypte) (figure 03). Actuellement, elle a été

introduite, est cultivée en Bretagne, Nouvelle Zélande et en Australie ... [3].

40N

35N
Algeria
Morocco
30N e L. stoechas subsp. stoechas
4 L. stoechas subsp. luisieri
AL A . ' '
10w 5w 0 SE 10€ 15€ 20€ 25E 30E 35E

Figure 03. Distribution géographique de L. stoechas (d’aprés Upson et Andrews) [7].

I
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En Algérie, la lavande stoechade se localise dans les collines seches et pierreuses, les
maquis des contreforts ; partout & Fort-National, Tizi-Ouzou, Dréa-el-Mizan, vallée de I'Oued

Sahel, Bordj-Bouira, Beni-Mansour, Col de Tirourda, rochers du littoral et de Dellys a Bejaia

[8].

La Lavandula stoechas est identifiée dans les garrigues et foréts avec des sols riches en
silice et les terrains acides. Elle supporte la mi- ombre et tolére le froid jusqu’a -5°C. La
floraison, plus précoce chez les autres lavandes, se déroule le mois d’avril jusqu’au mois mai

puis en automne [9].

1.3.3. Propriétés et emplois
La Lavande a une longue histoire en usage médicinal, employée comme expectorant,
antispasmodique, carminative, désinfection des plaies, contre les problemes dermiques et

psoriasis. Elle posséde des propriétés antimicrobiennes, anti-carcinogenes, sedatif,

antidépresseur, antioxydant, insecticide et anti-inflammatoire. Actuellement, la Lavande est

généralement utilisée dans la préparation des parfums et des savons [10].

La décoction des feuilles est utilisée dans le cas d'infections intestinales, de gastralgies ;
mais c'est surtout pour ses propriétés antitussives. Les fleurs en décoction apaisent I'hystérie,
ingérées telles quelles, elles seraient également efficaces pour calmer la toux, ’asthme [11].

& En phytothérapie : L'huile essentielle de L. Stoechas est a employer avec précaution du
fait de sa trés grande teneur en cétones. Elle est cependant trés efficace en cas de troubles
respiratoires chroniques (bronchite, sinusite...) et d'otite, grace a ses vertus anti-catarrhale et
anti-inflammatoire. Elle est en outre utile en cas des cicatrices difficiles (action cicatrisante)
[12].

& En parfumerie : L. stoechas f(t la premiere lavande a étre utilisée en parfumerie, son HE
est aujourd’hui délaissé en raison de son odeur fortement camphrée, son concurrence
importante par rapport a d’autres lavandes qui se prétent mieux a la culture intensive et dont
I’odeur est plus agréable. La forte teneur en camphre généralement observée limite ses

applications en cosmétologie [13].
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& En herboristerie : Les fleurs de lavande sont utilisées, en infusion a 1’état frais comme
emménagogue, stomachique, cholagogue ainsi comme antiseptique urinaire et pulmonaire.
Les fleurs séches servent a parfumer le linge et a chasser les mites. Au stade floraison les
champs de lavande constituent une excellente ressource mellifére sur pied. Les miels de
lavande sont tres prisés pour leurs vertus médicinales [14].

& Dans la cuisine, elles sont également utilisées comme herbe culinaire pour préparer un
type particulier de couscous [3].

I1. Les huiles essentielles

Les plantes médicinales sont des drogues végétales au sens de la Pharmacopée
européenne, dont au moins une partie possede des propriétes medicamenteuses.
Généralement, La plante est utilisée entierement, le plus souvent il s'agit d'une ou de

plusieurs parties qui peuvent avoir chacune des utilisations différentes.

La plante posséde une composition chimique trés complexe, elle est constituée de centaines
substances. Les substances que la plante élabore, ont un niveau d’intérét différent. On les

classe en deux groupes :

& Meétabolites primaires : les matériaux nécessaires a la vie vegetale qui ne présentent
qu’une activité pharmacologique de base (les glucides comme la cellulose, 1’amidon et

les lipides, les enzymes...)

% Meétabolites secondaires ou speécialisés : ces substances sont plus complexes a titre

d’exemple : les polyphénols, les terpénoides et les alcaloides.
Malgré de nombreuses recherches, une infime partie des substances présentes dans les

plantes a pu étre identifiée. Mais on sait que c’est grace a 1’action combinée de toutes ces

substances que les plantes doivent leurs vertus thérapeutiques [15].

11.1. Définition d’une huile essentielle
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La norme AFNOR NF T 75-006 (Octobre 1987) définit une huile essentielle comme «

le produit obtenu a partir d’une matiére végétale, par entrainement a la vapeur d’eau, par des

procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus, ou par distillation a sec, 1’huile
essentielle étant ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques » [16]. Le
terme "essence™ définit les parfums exhalés qui sont des sécrétions naturelles produites par
les différents organes de la plante, ces parfums sont dus a la présence de composés volatiles
aromatiques dans les cellules végétales, le terme "huile" désigne le lipophile (c’est-a-dire
hydrophobe) et la nature visqueuse de ces substances, alors que le terme “essentiel" signifie
leur préciosité et leur parfum typique de plantes [17].

Les plantes aromatiques produisent des huiles essentielles en tant que métabolites
secondaires, mais leur role exact dans les processus de la vie de la plante reste inconnu.
Certains auteurs pensent que la plante utilise 1’huile pour repousser ou attirer les insectes
afin de favoriser la pollinisation. D’autres considérent que I’huile est utilisee comme source
énergétique, facilitant certaines réactions chimiques, conservent I’humidité des plantes dans
les climats désertiques. Certaines huiles essentielles servent a la défense des plantes contre

les herbivores, insectes et micro-organismes [4].

11.2. Localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont  largement répandues dans le monde végétal, ils se
trouvent en quantité appréciable dans environ 2000 espéces réparties en 60 familles.
Actuellement, on compte environ 800,000 especes végétales et parmi elles, seulement 10%
sont capables de synthétiser une essence, c'est-a-dire les plantes aromatiques. Ces essences
se localisent dans toutes les parties vivantes de la plante, dans une méme plante, ces huiles
peuvent exister a la fois dans différents organes : les feuilles (Eucalyptus, Citronnelle,
laurier noble...), les fleurs (camomille, lavande...), les zestes (citron, orange, bergamote ...),
le bois (bois de rose, santal ...), I’écorse (cannelle...), la racine (vétiver...), les fruits (anis,
badiane...), les rhizomes (curcuma, gingembre...), les graines (muscade...) ou Ia
composition chimique peut varier d’un organe a un autre. Ces essences aromatiques sont
élaborées par des glandes sécrétrices qui se trouvent sur presque toutes les parties de la
plante [4,18].

11.3. Emplois des huiles essentielles
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En raison de leurs diverses propriétés, les HEs sont devenues une matiére

d’importance €conomique considérable avec un marché en constante croissance. En effet
elles sont commercialisées et présentent un grand intérét dans divers secteurs industriels
comme en pharmacie par leurs pouvoirs antiseptique, analgésique, antispasmodique,
apéritifs, antidiabétique ..., en alimentation par leur activité antioxydante et leur effet

aromatisant, en parfumerie et en cosmétique par leur pro propriété odoriférante [19].

& En pharmacie : Les essences issues des plantes sont utilisées en grande partie dans la
préparation d’infusion (menthe, thym, ...) et sous la forme de préparations galéniques. Plus
de 40% du médicament sont & base de composants actifs des plants, tel que le
GASTRALGIN, un digestif anti-acide qui se compose d’HE de carvi. De méme, elles
permettent par leurs propriétés aromatisantes de masquer 1’odeur désagréable de
médicaments absorbés par voie orale. Plusieurs médicaments vendus en pharmacie sont a

base d’HE, par exemple les collyres, les crémes, les élixirs... [19].

& En industrie : Les huiles essentielles entrent dans la composition de produits industriels
trés variés. Cela va de I’industrie des détergents (la grande majorité de la production
mondiale d’huiles essentielle de lavandin est utilisées dans des lessives et adoucissants), aux
colles et vernis en passant par la désinfection des locaux. L’industrie chimique s’intéresse
également aux melanges complexes de molécules que représentent les huiles essentielles.
Les molécules isolées des huiles essentielles peuvent également étre des supports des
réactions d’hémi-synthése. L’intérét est principalement économique, 1’hémi-synthése se

montrant bien souvent plus économique que la synthése totale de nouvelles molécules [20].

I1.4.  Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles
Malgré leurs différences de constitution, les huiles essentielles possédent en commun
un certain nombre de propriétés physico-chimiques :
.
es huiles essentielles sont des substances genéralement liquides, tres l1égéres, de densité
inférieure a celle de 1’eau (0,750 < d < 0,990).

lles se caractérisent par plusieurs propriétés organoleptiques (odeur, couleur, godt) ;

sont souvent colorées en jaunes pale ou incolore a température ambiante.

lles sont inflammables, volatiles (et odorantes) en fonction de la composition chimique
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(une huile essentielle riche en composés monoterpéniques est davantage volatile qu'une
huile essentielle constituée majoritairement de sesquiterpénes. Cette caractéristique les
différencié notamment des huiles végétales, qui sont grasses et tachent le papier de
fagon indélébiles. Elles sont peu solubles dans I’eau et solubles dans 1’alcool et dans

tous les solvants organiques (chloroforme, éther de pétrole, benzene, etc.).

lles se caractérisent par d'autres propriétés physico-chimiques mesurables, dont I’indice
de réfraction est généralement élevé et le plus souvent sont douées d’un pouvoir
rotatoire, on leur attribue des différents indices chimiques (indice d’acide, de peroxyde,
de saponification, d’ester, d’iode ...). Les huiles essentielles s’oxydent et se
polymérisent facilement, et pour éviter cela il faut les conserver a I’abri de la lumiére et
de I’air [19,21].

11.5. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Le procédé d’obtention d’une essence végétale intervient de facon déterminante dans
la nature des produits d’extractions. Cette opération est délicate car elle a pour but d’extraire
des molécules fragiles, élaborées par le vegétal sans en altérer leur qualité. Plusieurs
méthodes d’extraction sont connues et utilisées a ce jour, dont I’entrainement a la vapeur

d’eau et I’hydro distillation sont les plus souvent employés a 1’échelle industrielle [22].

11.5.1. Hydrodistillation (la distillation par I'eau)
C’est la technique la plus simple et la plus répandue. Elle consiste a immerger la matiére premiere dir
ensuite récupérée apres décantation. La phase aqueuse contenant les composés
hydrosolubles est appelée eau de distillation (ou hydrolat ou encore eau florale) [23]. La
mise en contact de 1’eau et du végétal pendant le chauffage favorise 1’altération des

composes aromatiques, particulierement des esters (figure 04) [24].

| Schéma d’'un montage d’hydrodistillation |

ponces — eau

Distillat : ezu +
huile essentielle
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Figure 04. Hydrodistillation simple [25].

11.5.2. Entrainement a la vapeur d’eau (distillation a la vapeur d’eau)

C’est la technique la plus utilisée pour la fabrication des HEs. C’est la seule
distillation préconisée par la Pharmacopée francaise, car elle minimise les altérations
hydrolytiques (notamment des esters). Dans cette méthode, la matiére végétale ne macere
pas directement dans 1’eau. La vapeur détruit la structure des cellules végétales, libére les
molécules contenues et entraine les plus volatiles en les séparant du substrat cellulosique.
Cette méthode apporte une amélioration de la qualité de 1’huile essentielle en minimisant les
altérations (figure 05) [25].

1) Feu

2) Eau

3) Vapeur d’eau

4) Plantes aromatiques

5) Vapeur d’eau chargée d’HE
6) Eau froide

7) Eau chaude

8) Eau+ HE

9) Huile essentielle

10) Hydrolat

Figure 05. Distillation a la vapeur d’eau [25].

11.5.3. Extraction par solvant organique

Elle est réservée aux huiles essentielles non volatiles ou peu entrainables a la vapeur
d’eau, elle est basée sur I’épuisement de la plante, de ses constituants odorants au moyen d’un
solvant sélectif. Le solvant choisi, en plus d’étre autorisé, devra posséder une certaine stabilité
face a la chaleur, la lumiére ou 1’oxygeéne. Température d’ébullitions pas trop élevée pour
permettre son élimination totale, pas trop faible pour éviter les pertes de la matiere. Les
solvants les plus utilisés a 1’heure actuelle sont : I’hexane, cyclohexane, 1’éthanol, moins
fréquemment le dichlorométhane et 1’acétone. Ces solvants ont un pouvoir d'extraction plus
élevé que l'eau.

La technique d’extraction « classique » par solvant, consiste a placer, dans un

extracteur, un solvant volatil et la matiere végétale a traiter. Grace a des lavages successifs,

12
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le solvant va se charger en molécules aromatiques, avant d’étre envoyé au concentrateur
pour y étre distillé a pression atmosphérique. Les rendements sont genéralement plus
importants par rapport a la distillation, cette technique évite I’action hydrolysante de la

vapeur d’eau [20].

11.5.4. Extraction assistée par micro-ondes
La distillation assistée par micro-ondes fait aujourd’hui lI'objet de beaucoup d'études
et ne cesse d'étre améliorée parce qu’elle présente beaucoup d'avantages : technologie verte,
économie d'énergie et de temps, investissement initial réduit et dégradations thermiques et
hydrolytiques minimisees.

L’emploi des micro-ondes constitue, par ailleurs, une méthode d’extraction a part
entiére en plein développement. Elle consiste a placer le matériel végétal dans un réacteur au
sein d’un four micro-ondes sans 1’ajout de solvant. Le chauffage interne de I’eau contenue
dans la plante permet d’en dilater ses cellules, conduit a la rupture des glandes et des
récipients oléiféres. L’HE ainsi libérée est évaporée avec 1’eau de la plante [20], la vapeur

est ensuite récupéree et traitée de la méme facon que dans les méthodes traditionnelles [26].

11.6. Méthodes d’analyses des huiles essentielles
L’analyse des huiles essentielles est une opération délicate qui nécessite la mise en

ceuvre de plusieurs techniques :

11.6.1. La spectroscopie infrarouge (IR)
La spectroscopie infrarouge est employée pour identifier et déterminer la
composition d’un échantillon. Une table de corrélation de spectroscopie infrarouge présente
dans la litterature scientifique est utilisée pour déterminer les bandes caractéristiques [27].

Les

nouvelles techniques telles que la spectroscopie infrarouge a réflexion atténuée ou la NIR-
FT REMNAN SPECTROSCOPY, ouvrent une nouvelle voie d’analyse des huiles
essentielles, car on peut identifier les composants des huiles essentielles en utilisant des
références spectrographiques des composés chimiques purs [28].

11.6.2. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)
La chromatographie en phase gazeuse est une méthode de séparation et d’analyse,

appliquée aux composés liquides ou solide a 1’état vapeur. Elle est préférentiellement utilisée
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Idans le cas des molécules volatiles comme celles qui sont présentes dans les huiles:
essentielles [29].

La CPG permet une évaluation quantitative et qualitative de la composition chimique
des huiles essentielles. Elle présente de nombreux avantages : la facilit¢é de mise en ceuvre,
temps d’analyse assez court et fiabilité des résultats. L'inconvénient majeur de cette méthode
provient de la nécessité de vaporiser les produits, ce qui peut entrainer des modifications
structurales [30, 31].

11.6.3. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

Le couplage CPG/MS posséde plusieurs atouts : le chromatogramme en phase gazeuse
permet de séparer les constituants d’un mélange et le spectrometre de masse associé permet
d’obtenir le spectre de masse de chacun des constituants et bien souvent de les identifier. Ce

couplage est la technique la plus utilisée dans le domaine des huiles essentielles [32-33].

I11.7. Composition chimique des huiles essentielles
La composition de nombreuses huiles essentielles a été décrite dans la littérature. Elle
varie en fonction des différents facteurs, incluant le stade de développement des plantes, les
organes prélevés, la période et la zone géographique de récolte [19]. D’une maniére générale,
les huiles essentielles sont des mélanges complexes de constituants appartenant a différentes
familles chimiques. Les plus couramment représentées sont les terpénoides et les composés
aromatiques, mais on y trouve également des constituants aliphatiques et plus rarement

d’autres composants d’origines diverses (dérivés soufrés, nitriles...) [21].

11.7.1. Les terpénoides

11.7.2. La structure des terpénoides est une combinaison d’un ou plusieurs motifs appelés
unités isopréniques (CsHs) n, leur classification se base sur leur nombre d’unités

isopréniques, donc d'atomes de carbone [34].
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Figure 06. Isoprene ou (2-méthyl-1,3-butadiéne) ; formule semi-développée

Selon le nombre d’unité(s) isopréne(s), on distingue :

Les hémiterpenes : (n=1, CsHg) Les monoterpenes : (n=2, C1oH1s).

Les sesquiterpenes : (n=3, CisH.4). Les diterpénes : (n=4, C2oHz2).

Les sesterterpenes : (n=5, C2sHao). Les triterpenes : (n=6, CzoHas).

Les tétraterpenes : (n=8, CaoHea). Les polyterpénes : (n unités isopréniques).

Différents types de terpenes peuvent étre rencontrés dans les huiles essentielles, on
retrouve surtout des mono terpenes et sesquiterpénes qui peuvent étre acycligques,

monocycliques ou bi cycliques [21].

11.7.3. Les composés aromatiques

Les composés aromatiques aussi appelé composeés non terpénique ou encore les
phénylpropanoides [32]. lls sont beaucoup moins fréquents que les terpénoides, mais
¢galement intéressants sur le plan olfactif. Par exemple, I’eugénol est responsable de I’odeur

caractéristique du clou de girofle et I’anethol de celle de I’anis.

11.7.4. Les composés d’origine diverse

Des produits de masses moléculaires plus importantes, non entrainables a la vapeur d’eau
sont souvent retrouvées dans les concrétes, homologues de phénylpropane, diterpénes,
coumarines. Entre autres, il faut noter que les produits soufrés qui sont généralement

responsables des odeurs piquantes rappelant le radis et 1’ail [34].
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Figure 07. Structures chimique des composés majoritaires et de certains composés détectés
dans les HEs de L. stoechas d’ Algérie [3].

11.7.5.
omposition chimique

L. stoechas a été plus particulierement étudiée du fait de son aire de répartition large et
de son utilisation traditionnelle tres ancienne dans les différents pays méditerranéens avec des
résultats variables [3].

Le tableau 02 résume les principaux constituants des huiles essentielles de L. stoechas
selon 1’organe producteur et 1’origine géographique dans la littérature. Ces variations sont
qualitatives (composés différents) ou quantitatives (proportions différentes de certains
COMpOsEs).

Tableau 02. Variation des principaux constituants des huiles essentielles de Lavandula
Stoechas dans la littérature [3].

Genre  Espéce Origine Organe Principaux constituants  Référence
en (%)
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Corse - fenchone (14-75) Ristorcelli et
(France) camphre (2-56) col.
1,8-cinéol (3-14) (1998)
acétate de myrtényle (1-4)
Créte Feuilles fenchone (44-48) Skoula et col.
et 1,8-cinéol (5-16) (1996)

fleurs camphre (4-6)
acétate de myrtényle (2-9)

Cherchel  Feuilles fenchone (31) Dob et col.
(Algerie) et camphre (22) (2006a)
© e fleurs  p-cymene (6)
=) =
2 3
g 2
b5 N Cagliari Fleurs, fenchone (59-72) Angioni et col.
(ltalie) feuilles  camphre (9-15) (2006)
et acétate de myrtényle (3-5)
tiges
Australie - camphre (48) Moon et col.
fenchone (21) (2007)
1,8-cinéol (9)
Kairouane Feuilles fenchone (68.2) Bouzouita et
(Tunisie) camphre (11.2) col.
1,8-cinéol + limonéne (2005)
(4.9)

11.8. Facteurs influengant la composition chimique des HES
Il existe beaucoup de facteurs externes pouvant influencer la composition chimique et le rendement des |
e L’origine géographique, la période de récolte ainsi que l'organe producteur (feuille,

écorce, tige ou rhizome).

e Le cycle végétatif (la proportion des constituants d’une huile essenticlle peut varier tout
au long du développement de la plante).
e Le procédé¢ d’extraction au cours de 1’hydrodistillation, I’eau, ’acidité et la température

peuvent induire I’hydrolyse des esters, des oxydations, 1’état de la mati¢re premicre a
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donc également une influence non négligeable sur la composition chimique desl
essences.

o L
es facteurs d’ordre environnemental sont susceptibles d’exercer des modifications

chimiques tel que la température, la nature du sol, I'ensoleillement, altitudes...etc.

L’existence de chimiotypes, L’ensemble des parametres vus précédemment font qu’au

sein d’une méme espéece de plantes aromatiques, les différents individus génotypes ne

produisent pas forcément les mémes huiles essentielles d’un point de vue quantitatif

mais surtout qualitatif [19,35].
11.9. Propriétés pharmacologiques des HEs

La diversite des constituants présents dans les huiles essentielles entraine des activités
biologiques variées. La plupart des huiles essentielles ont les propriétés générales suivante ;
antibactérienne, antifongique, antivirale, antiparasitaire, spasmolytiques, apaisantes de facon
plus ou moins importante chacune selon le type de composants existants et selon la quantité.
La connaissance de leurs propriétés et utilisations est donc tres complexe. Les différentes
activités biologiques des constituants des huiles essentielles sont résumées dans le tableau 03

Tableau 03. Les différentes propriétés pharmacologiques des constituants des HEs [36-25]

Famille biochimique Propriétés pharmacologiques principales

Phénols Anti-infectieux puissants et polyvalents a la fois
antibactériens antiviraux, antifongiques et

immunostimulants.

Acides Anti-inflammatoires et antalgiques
Aldéhydes Anti-inflammatoires
Esters Antispasmodiques ,relaxantes et calmantes
Ethers Antispasmodiques , relaxantes
Cetones Anticoagulantes , cicatrisantes et quelques fois anti-

infectieuses.
Monoterpénes Antiseptiques
Oxydes Monoterpéniques Activateurs métaboliques

Sesquiterpénes Anti-inflammatoires puissants
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I o |

Coumarines Fluidifiantes sanguines , anticoagulantes

11.10. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles gagnent du terrain. Le public est en demande de produits naturels
pour se soigner « autrement ». Les huiles essentielles ne sont pas des produits anodins et
présentent certains risques de toxicité. Elles sont lipophiles, et de ce fait rapidement
absorbées, que ce soit par voie respiratoire, cutanée, ou digestive, cette propriété qui est a
I’origine de leur grande efficacité est également la source de leur toxicité [37].

Les HEs peuvent étre plus ou moins toxique, soit in situ ; irritation, réaction allergiques
et photo toxiques, soit au niveau d’un organe ; neurotoxicité (dépression ou excitation du

systeme nerveux central, effet stupéfiant, convulsions), hépato toxicité, néphrotoxicité.... [38]

1. Activités biologiques des HEs

De nos jours les huiles essentielles sont largement étudiées, on leur reconnait des
activités biologiques et pharmaceutiques divers : anti-inflammatoire, anti-oxydantes et anti-
bactériennes. ..

L'incidence des maladies infectieuses bactériennes et des maladies liées au stress
oxydatif a augmenté au cours des derniéres décennies. Ces maladies sont liées aux difficultés
rencontrées dans leur traitement, a l'augmentation de la résistance aux médicaments et aux
effets secondaires des medicaments conventionnels. Dans ce contexte, les produits naturels
ont un rdle clé dans la découverte de médicaments en tant que voie alternative. ....

En effet, plusieurs études [39] se sont focalisées sur les propriétés pharmacologiques des
produits médicinaux et aromatiques, ainsi plusieurs recherches et revues originales ont révélé

leurs activités antimicrobiennes et anti-oxydantes.

I11.1. Activité anti-oxydante

La génération des especes réactives de 1I’oxygeéne se produit naturellement au cours de la
respiration cellulaire [40]. Elle inclut les radicaux libres et certains dérivés oxygenés réactifs
non radicalaires dont la toxicité est importante [41]. Ces derniers endommagent la vie
cellulaire en causant 1’oxydation des lipides, des protéines et de 1’acide désoxyribonucléique
(ADN) [42]. La production d’espéces réactives de 1’oxygene est utile mais peut étre néfaste

pour I’organisme lors d’une production excessive et en 1’absence de mécanismes de défense
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c’est ce que I’on appelle le stress oxydatif, qui est le déséquilibre entre la génération des

especes réactives de 1’oxygene et la capacité du corps a réparer les dommages oxydatifs. Le
stress oxydatif peut favoriser la survenue de pathologies (cancers, maladies cardiovasculaires,

maladies

dégénératives) ainsi qu’un vieillissement prématuré. C’est pour cela que la recherche sur les
antioxydants dans les plantes s’est beaucoup développée ces dernieres années, afin de
permettre de trouver les meilleurs antioxydants possibles dans 1’espoir de protéger notre santé

et méme guérir ces différentes maladies [43].

I11.1.1. Les radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique qui porte un ou plusieurs électrons non
appariés sur sa couche électronique périphérique. Cela entraine une trés haute réactivité
chimique avec les éléments voisins. Les especes radicalaires sont électrophiles pour cela vont
chercher a arracher un électron a une molécule voisine afin d’apparier leur électron
célibataire. Ce sont des dérivés instables, toxiques et qui tentent de s’accoupler a des éléments
de nos propres cellules afin de se compléter, ils réagissent et dégradent I’ADN, les lipides et
détruisent les cellules saines. Les radicaux libres entrainent une réaction en chaine qui va
produire de nouveaux radicaux libres car la molécule agressée par le radical libre devient a
son tour radicalaire. Les radicaux libres sont indispensables a la vie car ils participent a de
nombreuses fonctions physiologiques lors de la croissance ou de la défense de 1’organisme
[43].

11.1.2. Les Antioxydants
Les antioxydants sont des substances qui inhibent ou ralentissent 1’oxydation d’un
substrat et les rendent ainsi inoffensifs. Ils sont présents sous de nombreuses formes et
peuvent intervenir en prévention de la formation des radicaux libres, afin de participer a leur
élimination (antioxydants primaires et secondaires).
Les antioxydants sont classés selon leur mode d’action : éliminateurs de radicaux libres,

chélateurs d’ions métalliques et pié¢geurs d’oxygene dans des systemes fermés.

Les principaux mécanismes d’activité antioxydante sont [43-44] :

e Le piégeage direct des especes réactives de 1’oxygene (EOR).
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e L’inhibition des enzymes impliquées dans le stress oxydant et la chélation des traces
métalliques responsables de la production des EOR.

e La Protection des systemes de défense antioxydants.

111.1.3. Types d’antioxydants : Il existe deux classes d’antioxydants : les endogenes et

les exogenes.

£ Les antioxydants endogéenes : sont principalement les enzymes superoxyde
dismutase, catalase et glutathion peroxydase. lls sont capables de maintenir les
especes réactives de I’oxygene a des concentrations quasi stationnaires pour piéger
Ces especes.

* Les antioxydants exogénes : qui sont, par définition, apportés de I’extérieur par

I’alimentation.

L’alimentation joue un rdle tres important dans I’apport en antioxydants exogenes qui
vont venir soutenir I’effet des antioxydants endogeénes. En effet, les antioxydants sont
principalement apportés par les végétaux, on y retrouve notamment les polyphénols (acides
phénoliques, flavonoides ...), les vitamines (vitamine E, vitamine C et vitamine A) ainsi que

les oligoéléments (cuivre, manganése, sélénium et zinc).

La meilleure supplémentation en antioxydant reste celle par une alimentation variée,
équilibrée et riche en végétaux, donc celle par des antioxydants naturels. C’est pour cela que

I’on s’intéresse de plus en plus aux antioxydants présents dans les plantes [43].

111.1.4. Détermination de I’activité antioxydante

La diversité de la nature et la complexité des composés phytochimiques des extraits de
plantes, imposent 1’élaboration de plusieurs méthodes pour évaluer 1’activité antioxydante et
pour estimer 1’efficacité de ces substances. Les plus utilisées est celle de piégeage du radical
libre DPPH. Il existe une multitude de méthodes pour la mesure de 1’activité antioxydante
d’un composé. Les plus utilisés sont représentés dans le tableau 04

Tableau 04. Les méthodes les plus utilisées pour mesurer I’activité antioxydante
Méthode Réaction Réf

Methode FRAP (Ferric  Réduction de I’ion ferrique [45-46]
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Reducing Power) (Fe**) en ion ferreux (Fe?*) évalue le pouvoir

réducteur des composés, la lecture se fait a 700 nm

Méthode DPPH Réduction du radical libre stable de 2,2- [44,47]
diphénylpicrylhydrazyle (DPPH), la lecture se fait a

515-518 nm selon le solvant utilisé.

Le sel ABTS (sel d’ammonium de I’acide 2,2-azino  [46]

Méthode ABTS bis-(3-éthylbenzothiaooline-6-sulfonique) perd un
électron pour former un radical cation (ABTS™) de
couleur sombre en solution. En présence de 1’agent
antioxydant, le radical ainsi formé est réduit pour
donner ABTS", ce qui entraine la décoloration de la

solution. La lecture se fait a 734 nm.

Meéthode L’hydrogéne et 1’¢lectron sont transférés vers le [44]
PPM complexe oxydant (PPM).

(PhosphoMol

ybdate)

+ Le test DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle)

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radical libre stable avec une absorption de 515 a
518 nm. Ce composé a été ’'un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation
structure-activité des composés phénoliques. Il s’agit d’un test largement utilisé car il est
simple et relativement reproductible [57]. Le test au radical DPPH est généralement utilisé
pour les composés, qui contiennent les groupements donneurs d’hydrogene, comme R>-NH,
R-OH et R-SH. Lorsque le DPPH- réagit avec un antioxydant, un atome d’hydrogene vient se

fixer sur le radical, ce qui entraine un changement de couleur (Figure 08).

La mesure de la décroissance de la coloration violette permet de déterminer 1I’IC 50, qui
correspond a la concentration d’antioxydant nécessaire pour réduire 50% de la concentration
initiale de DPPH?®. Plus I’'IC50 est petite, plus la molécule est antioxydant.

Le test de DPPH ou de D’activité anti-oxydante s’cffectue a température ambiante afin
d’éviter tout risque de dégradation thermique des molécules thermolabiles [43]. Le

mécanisme de réaction est illustré dans la figure 08 ou AH est I’antioxydant.
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Figure 08. Mécanisme de la réaction d’un antioxydant.

I11.2.  Activité antibactérienne

Les plantes médicinales ont toujours eu une place importante dans Iarsenal
thérapeutique de I’humanité. Les qualités antimicrobiennes des plantes aromatiques et
médicinales sont connues depuis I’antiquité. Face a ’apparition de formes résistantes de
plusieurs bactéries a certains antibiotiques, la recherche de nouvelles molécules actives et a
large spectre d’action est devenue une nécessité. L’une des stratégies consiste a explorer les

plantes utilisées en médecine traditionnelle [48].

111.2.1. Pouvoir antimicrobien

Certaines espéces microbiennes pathogenes, sont de moins en moins sensibles aux
antibiotiques et développent des résistances multiples a ces derniers. Les huiles essentielles
ont un spectre d’action trés large puisqu’elles inhibent aussi bien la croissance des bactéries,
les myceétes, les virus, les parasites. L'usage des huiles essentielles, grace a leur forte action
antimicrobienne développée depuis plus d'une vingtaine d'année dans le traitement par les

antibiotiques dans les pathologies infectieuses.

Les huiles essentielles ont toujours été considérées comme étant douées de propriétés
antibactériennes. En effet, leurs constituants étant lipophiles, ils se lient facilement aux
membranes cellulaires des micro-organismes. Leur activité antimicrobienne est
principalement en fonction de leur composition chimique, en particulier de la nature de leurs
composés volatils majeurs ; parmi ces composés chimiques ayant une efficacité a large
spectre antibactériennes et antifongiques sont les phénols, les aldéhydes, les alcools et les

cétones terpéniques [49].

111.2.2.Mode d’action des HEs contre les bactéries

23
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Le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes n’est pas

clairement élucidé. Compte-tenu de la diversité des molécules présentes dans les huiles

essentielles, ’activité antibactérienne semble résulter d’une combinaison de plusieurs modes
d’action, impliquant les différentes cibles cellulaires [50], Leur spectre d’action est trés
étendu, car elles agissent contre un large éventail de bactéries, y compris celles qui
développent des résistances aux antibiotiques. Cette activité est par ailleurs variable d’une
huile essentielle a I’autre et d’une souche bactérienne a 1’autre [51]. En générale, I’action de
I’huile essentielle se déroule en trois étapes distinctes :
&« Augmentation de la perméabilité suivie par la perte des constituants cellulaires par
attaque de I’HE sur la paroi bactérienne.
& Blocage de la production de 1’énergie cellulaire et de la synthése des composants de
structure par acidification de I’intérieur de la cellule.

& Mort de la bactérie par destruction de son matériel génétique.

111.2.3. Méthodes d’évaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles
Il existe diverses méthodes pour I’évaluation de I’activité antibactérienne. Dans notre
travail, 1I’évaluation de I’activité antibactérienne de I’HE de L. stoechas a été réalisée par la

méthode de diffusion au milieu solide dite : « diffusion sur disque » [21,50].

+ Méthode de diffusion sur disques

La méthode de diffusion sur disques, également appelée méthode de diffusion sur milieu
d'agar, consiste a mesurer in vitro l'effet antibactérien des extraits et des huiles essentielles.
Cette méthode est équivalente a un antibiogramme, dans notre étude I’antibiotique est
remplacé par les huiles essentielles. Cette méthode repose sur le pouvoir migratoire des huiles
essentielles déposer sur un disque de papier de diametre de 6mm, sur un milieu solide a
I’intérieur d’une boite de Pétri, elle permet de mettre en évidence, 1’effet antibactérien de
I’huile essentielle sur les bactéries, ainsi que la détermination de la résistance ou la sensibilité

de ces bactéries vis-a-vis des huiles essentielles [51].

111.3. Effet cicatrisant
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L’utilisation des plantes en thérapeutique (phytothérapie) est tres ancienne et connait
actuellement un regain d’intérét auprés du publique. La phytothérapie est considérée

comme médecine complémentaire voire alternative pour certains, moins nocive

que les médicaments issus de I’industrie chimique, accessible, efficace et disponible. Il est

possible d’utiliser les plantes entiéres ou les produits d’extraction qu’elles fournissent.

Les effets cicatrisants de plusieurs plantes ont été étudiés, et parmi eux, la lavande
demeure une espece prometteuse pour le traitement des troubles cutanés. Traditionnellement
utilisé en phytothérapie pour le traitement de plusieurs affections cutanées, notamment les
plais, les brulures et les ulcéres, ’application topique d’une pommade a base de lavande
stimulait efficacement la contraction de la plaie. Cet effet était lié¢ a ses biomolécules telles

que le linalol et I’acétate de linalyle.

Lavandula stoechas L. (lavande papillon) sous forme d’huile essentielle a prouvé son
effet cicatrisant sur des rats waster ayant des plaies cutanées avec les différents traitements,
qui ont été appliqués localement et quotidiennement au niveau de la région dorso-lombaire.
Traditionnellement, elle est utilisée comme désobstruant, stimulant, et contre les problemes
dermiques. La lavande papillon a une faible toxicité et des HEs non diluées peuvent étre
utilisées pour traiter certaines brilures et avoir des effets bénéfiques sur la cicatrisation.
Cependant, des cas de dermatite allergique aprés contact direct avec la peau ont été rapportés
[52].

IV. Formulation pharmaceutique semi-solide (émulsion) ; créeme cosmétique biologique
La Pharmacopée Européenne indique que les préparations semi-solides sont des

préparations présentant un aspect homogeéne, destinées a étre appliquées sur la peau ou sur

certaines muqueuses, formulée en vue d’une action locale ou transdermique de principe actif,

ou d’une action émolliente ou protectrice.
IV.1. Produit cosmétique

D’aprés I’article L.5131-1 du code de la santé publique, un produit cosmétique est une
substance ou un mélange destiné a étre mis en contact avec les diverses parties superficielles
du corps humain (épiderme, systemes pileux et capillaire, ongles, levres et organes génitaux

externes) ou avec les dents et les muqueuses buccales, en vue, exclusivement ou
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principalement, de les nettoyer, de les parfumer, d'en modifier I'aspect, de les protéger, de les

maintenir en bon état ou de corriger les odeurs corporelles [53].

L’application cutanée des molécules pharmacologiquement actives n’est pas récente
utilisés dans 1’antiquité pour le traitement de brulures. Les formes galéniques appliquées sur
la peau sont diverses. Elles regroupent les pommades, pates, gels, les émulsions (les crémes,

laits ...), les dispositifs transdermiques ...etc.

IVV.2. Les émulsions
1VV.2.1. Définition

Les émulsions sont des systemes complexes tres fréquemment rencontrés en
cosmétologie, « sont des systemes dispersés de stabilité limitée ou thermodynamiquement
instables formés de deux liquides non miscibles, 1’un étant dispersé sous forme de globules de
I’ordre du micron dans I’autre grace a la présence de tensioactifs. Les émulsions sont des
préparations généralement liquides, destinées a étre administrées telles quelles ou a étre
utilisées comme excipient ». Une émulsion posséde un aspect macroscopique homogene alors

que sa structure microscopique est hétérogéne [54-55].
IV.2.2. Différents systéemes d’émulsion

On distingue trois grandes catégories d’émulsions selon la dimension des
gouttelettes présentent dans la phase dispersée qui sont classées dans le tableau 05
Tableau 05. Différents systémes d’émulsions [56]

Systeme Caractéristiques

Ce sont des systemes dispersés hors équilibre constitués de

Les macros-émulsions deux phases liquides non miscibles, le diaméetre moyen de ces

émulsions est supérieur ou égale a un micromeétre.

Ce sont des systéemes bis phasiques dont la taille des

Les nano/mini gouttelettes est comprise entre 20 et 200 nm. Elles sont

émulsions transparentes ou translucides a I’ ceil, stables a Ia

sédimentation ou au crémage.

Ce sont des systemes monophasiques obtenus grace a un
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Les microémulsions émulsifiant permettant la coexistence des molécules de la
phase aqueuse et de la phase huileuse .Elles sont

thermodynamiquement stable.

1VV.2.3. Classification

Selon la dispersion de la phase aqueuse et la phase huileuse, il existe essentiellement

deux types d’émulsions ;

%+ Les émulsions simples

e Les émulsions Eau dans Huile (E / H) : Dans ce type démulsions, la taille des
particules est d'environ 1 um, I'huile est en phase externe et I'eau en phase interne. Ces
émulsions se présentent sous forme de préparations opaques. De couleur "blanchatre a
jaunatre” en fonction de la nature des corps gras, elles sont non conductrices du courant
électrique, non lavables a I'eau et laissent un film résiduel gras sur la peau aprés application.

On y retrouve généralement les cremes cosmétiques [57].

e Les émulsions Huile dans Eau (H / E) : Elles sont les plus nombreuses. L'eau
représente la phase externe et la taille des particules huileuses dispersées varie entre 11 m et
100 pum. Les préparations résultantes sont opaques, de couleur blanche, conductrices du
courant électrique et lavables a I'eau. D'étalement facile, elles ne laissent pas ou tres peu, un

film résiduel gras sur la peau [57].

% Les émulsions multiples
Ce sont des systemes multiphasiques dites « émulsions en émulsions » Le diameétre des
gouttelettes dans les émulsions multiples peut varier de 0,1 & 100 um, Le plus grand probléme
associe a ces émulsions est la difficulté accrue, par rapport a des émulsions simples, a les
stabiliser [56]. On distingue ;
e Les émulsions eau dans huile dans eau (E/H/E) : dans lesquelles une émulsion E/H
est dispersée sous forme de gouttelettes dans une phase aqueuse. Les gouttelettes d'huile sont
ainsi entourées d'une phase aqueuse, et a leur tour entourent une ou plusieurs gouttelettes

d'eau.
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e Les emulsions huile dans eau dans huile (H/E/H) : dans lesquelles une émulsion H/E
est dispersée dans une phase huileuse. Dans ce systéme d’émulsion, la phase aqueuse

(hydrophile) sépare la phase huileuse interne et externe [58].

Ao, e E
EQOQ HQOQ ©g% X

H/E E/H

WE/H e/H/E

Figure 09. Schémas d’une émulsion simple. Figure 10. Schémas d'une émulsion multiple [59].

1IVV.2.4. Instabilité des émulsions

La stabilit¢ d’une formulation revét plusieurs aspects : physiques, chimiques et
microbiologiques. Pour étre stable physiquement, 1’émulsion ne doit pas montrer de
démixtion, qui peut étre provoquée soit par de la coalescence, soit par un phénomene de
crémage/sédimentation. La stabilité physique inclut aussi une invariance du comportement
rhéologique et de la granulométrie.

La stabilité chimique repose sur le fait qu’aucun des composants de I’émulsion ne
doit participer a une réaction chimique pouvant soit modifier de maniére grave la stabilité
physique, soit perturber les propriétés applicatives (aspect, couleur, odeur, efficacité). Enfin,
la formulation, pour étre stable microbiologiquement, ne doit pas étre un milieu de culture
pour levures, moisissures, et germes bactériens. Différents mécanismes de rupture existent, ils

peuvent étre réversibles ou irréversibles [60].

Q"'@ PMurissement d'Ostwald

O

QQ Créemage ou sedimentation
v

\'4

Q Q — % Flocculation
-
O COm X D () comescanes

Figurell. Processus de déstabilisation d'une émulsion [59].
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1VV.2.5. Formulation d’une émulsion

La formulation recouvre I’ensemble des opérations nécessaires a la réalisation
d’un produit par un mélange de matieres premieres. Elle consiste a associer les constituants
d’un produit afin d’obtenir des propriétés spécifiques [61].

Dans une émulsion pharmaceutique, aux trois éléments de base (huile, eau et
émulsionnant) viennent s’ajouter des constituants divers : principes actifs, €paississants,
aromatisants, colorants, conservateurs... Dans chaque cas, les trois constituants de base
doivent étre choisis avec beaucoup de soin pour avoir une émulsion aux caractéristiques bien

déterminées [62].

+ La phase lipophile : appelée également phase grasse ou phase organique, comporte des
huiles, des cires et des graisses d’origine végétale, animale ou minérale. Des substances
synthétiques dérivées ou non de substances naturelles sont aussi utilisées. La phase huileuse
d’une émulsion est généralement composée d’un mélange d’ingrédients (cire comme cire
d’abeilles, huiles comme huile végétale ou essentielle, et graisses comme beurre de Karité,

de cacao, de mangue) [63].

+ La phase hydrophile : ou phase aqueuse contient de I’eau et des divers composants
hydrosolubles. Les solutés de la phase agueuse sont de nature diverse : ions minéraux,
acides, bases, vitamines, glucides, protéines, etc. Parmi les solvants rencontrés dans la
formulation des cremes, I'eau est la plus utilisée a cause de ces propriétés de solvatation,
hydratantes et adoucissantes. Principal composant de la phase aqueuse, sa teneur dans la

formulation des émulsions a usage cosmeétique est de l'ordre de 60 a 85 % [64].

+ Des additifs : des substances peuvent étre ajoutées pour conférer au produit diverses
propriétés (augmentation de la durée de conservation, modification du gout, de la texture, de
I’aspect, maintien de ’humidité, etc.). Les additifs utilisés sont trés variés. Ils se distribuent

entre phase aqueuse et phase grasse suivant leur solubilité. On distingue :
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» Les antioxydants : leur présence est obligatoire dans la formulation des émulsionsl
contenant des corps gras insaturés qui, sous 1’action de 1’oxygeéne de I’air, s’oxydent et
provoquent le rancissement et/ou la dénaturation de la préparation. Les principaux
agents rencontrés sont : d’origine naturelle comme 1’acide ascorbique, synthétique

comme le méta-bisulfite ou bisulfite de sodium.

» Les adjuvants: selon les caractéristiques organoleptiques (odeur, couleur)
recherchées, les émulsions peuvent contenir des adjuvants.

e Les ardmes : utilises a raison de 0,1 a 0,3 %, sont des substances odorantes et
volatiles soit d'origine naturelle (extraits de fleurs, de feuilles, de fruits, résines, le
castoréum, le musc) ou bien synthétique (vanilline),

e Les colorants : sont des molécules capables de colorer un support grace a leur

aptitude a absorber une partie de la lumiére visible.

> Les conservateurs : ce sont des substances capables de s'opposer au développement
des germes bactériens et fongiques qui peuvent se retrouver dans les préparations

pharmaceutiques et cosmétiques.

+ Les émulsionnants : ils sont des systémes thermodynamiquement instables qui se
séparent, plus ou moins rapidement, en deux phases. On parle de systémes hors équilibre
[54].

En raison de cette instabilité, des tensioactifs et des épaississants qui sont des molécules
amphiphiles sont ajoutés au milieu. Les tensioactifs se placent en effet a I’interface des deux
phases, de maniere a ce que la partie hydrophile se trouve dans la phase aqueuse et la partie
hydrophobe dans la phase huileuse. lls entrainent ainsi une forte diminution de la tension
interfaciale (y) et de 1’énergie libre de surface et empéchent de ce fait le rassemblement des

gouttelettes dispersées et les phénomeénes de coalescence [54,59].

} Partie hydrophile

<

> Partie hydrophobe
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Figure 12. Schémas d'un tensioactif [59].

Les tensioactifs sont souvent distingués en fonction de leur origine naturelle ou synthétique,

de leur caractere ionique, ou de la valeur de leur balance hydrophile / lipophile (HLB).

+ Notion des HLB (balance hydrophile-lipophile)

La formulation des émulsions a suscité de nombreuses études durant le vingtiéeme
siecle, ce qui a conduit au développement de plusieurs concepts. La méthode HLB (ou
méthode de Griffin) est tres utilisée. Elle est basée sur la classification des tensioactifs par
hydrophilie croissante et sur 1’utilisation de regles simples de calcul des propriétés des

mélanges de tensioactifs.

La valeur HLB varie de 0 a 20. Elle est souvent utilisée pour classer les tensioactifs :

o Les tensioactifs lipophiles avec une fraction lipophile prédominante, solubles dans
la phase grasse et ayant des valeurs HLB comprise entre O et 8.

o Les tensioactifs a polarité intermédiaire (HLB est comprise entre 8 et 12)
regroupent les esters d’acides gras et de polyoxyéthyléne glycols (PEG) et les esters
d’alcools gras et de PEG.

e Les tensioactifs hydrophiles, de valeur HLB s’échelonnant de 12 a 20, sont solubles

dans la phase aqueuse car la fraction hydrophile est importante.

Les tensioactifs sont souvent utilisés en mélange : la valeur HLB d’un mélange binaire est
déterminée par 1’équation suivante :

[HLBm= (HLBa x X) + (HLBb (1-X))] (1)

D’ou:

. HLB, : valeur du

HLB du surfactif lipophile
o HLBy : valeur
du HLB du surfactif hydrophile

° HLBm : valeur du

HLB du mélange du surfactif
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. X : pourcentage du

surfactif lipophile

Pour augmenter I’intérét pratique du HLB, une seconde notion est introduite pour
décrire la nature de la phase huileuse : le HLB requis (critique). L’HLB critique (HLB¢) est
une caractéristique des phases lipophiles et il est indispensable de connaitre ’HLB critique de
I’huile ou du mélange d’huiles a émulsionner pour faire le choix de 1’émulsionnant ou, le plus
souvent, du couplage des émulsionnants a utiliser. Sa connaissance facilite le choix d’un

surfactif au moment de I’emploi.

Dans le cas d’émulsions de type 1’eau dans 1’huile, on utilise des tensioactifs de faible
HLB (HLB < 7). Pour des émulsions de type 1’huile dans 1’eau, on choisit des tensioactifs de
plus forte HLB (HLB > 8) [54,59].
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1. Objectifs

L’objectif de ce travail est I’extraction de I’huile essentielle de L. stoechas récoltée dans la

région de Boghni Tizi-O

uzou (Tizi Medden-Rmila), évaluation de ’activité antioxydante et

antibactérienne et la préparation d’une créme cosmétique utilisée pour son effet cicatrisant.
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L I
L
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- —"____——————————————— T T ——
| Extraction de I’huile essentielle « Hydrodistillation » ] | Extraction au milieu
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————— |1 v Aspect. | —————————
| Tests ) v P | ' Activité | | Alcaloides e
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Figure 13. Méthodologie expérimentale
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2. Matériel

2.1. Matériel végétal

Notre étude a porté sur la partie aérienne (feuilles) de L. stoechas récoltée au mois de Mai
2021 en plein floraison dans la région de Boghni (Tizi Medden-Rmila) a environ 50 km au
sud-ouest du Chef-licu de la Wilaya de Tizi Ouzou. L’identification botanique a été réalisée
au laboratoire botanique de la Faculté des Sciences Biologique et Agronomique de
I’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou. Les feuilles récoltées sont séchées a I’abri de

la lumiére et a température ambiante pendant 15 jours.
2.2. Microorganismes utilisés (souches bactériennes)

Les souches bactériennes testées dans notre présent travail ont été fournis par le
laboratoire de Microbiologie de la faculté des Sciences Biologique et Agronomique de
I’Université Mouloud Mammeri Tizi-Ouzou. Les souches utilisées sont représentées dans le
tableau 06

Tableau 06. Souches bactériennes étudiées

Souches Caractéristiques Références
bactériennes
Ce sont des Cocci Gram positif, commensal
Staphylococcus de I'homme, se révele étre pathogene, S. MU50
aureus aureus représente 1’agent commun des
infections  postopératoires de  blessures,

endocardite aigue, intoxication alimentaire

colibacille : c’est une bactérie Gram négatif,
Escherichiacoli commensal du tube digestif de I’homme et de

I’animal, E. coli représente la bactérie la plus

impliquée dans les infections aigues  ATTC25922

d’appareil urinaire, elle provoque également

les diarrhées d’été, diarrhée infantile et les

intoxications alimentaires.

L’ensemble du matériels, équipements ainsi que des produits utilisés sont mentionnés dans

[’annexe 1.
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3. Méthodologie

3.1. Evaluation du taux d’humidité du matériel végétal

Le taux d’humidité, ou la teneur en eau, est définie comme étant la perte de masse subie
par la matiere végétale soumise a une opération de séchage ou a une dessiccation par

évaporation [67]. Le taux d’humidité est évalué a I’aide de formule suivante :

mil—m2

Dol : [H(%): x100 % ] (1)

HE

H : teneur en eau (%)
m1 : masse de I’échantillon avant dessiccation (g)

m2 : masse de 1’échantillon apres dessiccation (g)

3.2. Tests Phytochimiques (Screening Phytochimiques)
Ces tests ont été réalisés au niveau du laboratoire de chimie organique de la faculté des

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

Le screening Phytochimique est une étude qualitative des extraits aqueux ou
méthanoliques d’une plante donnée, qui met en évidence la présence ou non de quelques
métabolites secondaires. Ces réactions sont basées sur les phénoménes de précipitation ou de

coloration par des réactifs spécifiques.

L’extrait aqueux est obtenu par infusion de 10g de poudre de feuilles séchées de L.
stoechas dans un volume de 100mL d’eau distillée bouillante, aprés 2 heures de contact la
phase aqueuse de I’infusé est filtrée sur un papier filtre, I’extrait obtenu doit étre conservé
dans un flacon en verre stérile. Les tests effectués sont indiqués avec leur mode opératoire

dans le tableau 07

Tableau 07. Tests Phytochimiques réalisés

Tests Mode opératoire

e Reéactions de précipitation avec les réactifs de Mayer et Wagner [66].
e Prendre 1 ml de I’extrait a analyser dans deux tube a essai et ajouter 5
Alcaloides gouttes de réactif de Mayer dans le premier tube, 5 gouttes de réactif de

Wagner dans le seconde tube, I’apparition d’un précipité blanc, brun,
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Tanins

Flavonoides

Saponines

Stérols
et

triterpénes

respectivement, releve la présence d’alcaloides.

¢ Dans un tube a essai, introduit 5 ml d’extrait a analyser, ajouter 1 ml d’une
solution aqueuse de FeClz a 1 %.
eLa présence des tanins est indiquée par une coloration verdatre ou bleu-

noiratre [67].

¢ Quelques gouttes de solution d'aluminium (AICI3) a 1 % sont ajoutés a une
portion de filtrat. L’observation de la couleur jaune indique la présence de

flavonoides dans 1’extrait [68].

e 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 10 ml avec de I’eau distillée.

e 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 :
| = 1000 /N
N est le numéro du tube ou la hauteur de mousse est égale a 1 cm [69].

e Les stérols et les terpénes ont été recherchés par la réaction de Liebermann
Buchard

e Introduit 10 ml de la solution & analyser dans un bécher, ajouter 5ml

d’anhydride acétique puis 5Sml de chloroforme.

e A ’aide d’une pipete ajouter Iml de H2SO4 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 surnageant révelent la présence de stérols et triterpénes [70].
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3.3. Extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation (Type Clevenger)
3.3.1. Mode opératoire

L’extraction a été réalisée au niveau du laboratoire
de recherche en entomologie appliquée de la Faculté des
Sciences Biologique et Agronomique de 1’Université
Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou par I’hydrodistillation a
I'aide d'un appareil de type Clevenger. Les feuilles séchées
de L. Stoechas (100g) sont placées dans un ballon tricol de
2 litre rempli d’cau distillée (2/3 du volume du ballon) est
relié & un Clevenger et soumis a 1’ébullition pendant 50
min. Les vapeurs formées montent le long de la colonne en
entrainant les huiles essentielles. Ces vapeurs sont
condensées dans un refrigérant et recupérées dans une

ampoule a décanter. L’huile essentielle obtenue est

conservée dans un flacon ombrés au réfrigérateur a 4°C.

(Figure 14) Figure 14. Montage de 1’Hydrodistillation

par Clevenger (photographie originale).

3.3.2.Détermination de la cinétique et du rendement d’extraction

L’objectif visé dans ce travail est I’étude expérimentale de la cinétique d’extraction de
I’huile essentielle des feuilles de L. stoechas a 1’état sec. Le principe de la méthode consiste a
suivre 1’évolution de la masse de I’huile d’une méme quantité de plante a des intervalles de
temps de 15 mn qui s’étalent de 0 & 50 minutes. 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 quantit¢ maximale d’huile essentielle que fournit une masse donnée de
végétal pendant une période donnée [71].

Le rendement est calculé par la formule suivante :

D’ou: (R %)= (m e/ m wvs) x 100) (2)

*R (%) : Rendement en huile essentielle
em ye : masse d’huile essentielle

em mvs : Mmasse de matiére végétale seche
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3.4. Caractérisation de I’huile essentielle

3.4.1. Caractérisation organoleptique

L’¢évaluation des propriétés organoleptiques constitue généralement une partie des
¢tudes visant a analyser les facteurs qui affectent la qualité de 1’huile essentielle. Dans le
présent travail, trois critéres sont considérés pour évaluer la qualité organoleptique : 1’odeur,

la couleur, I’aspect.
3.4.2. Caractérisation physico-chimique

Les HEs sont caractérisées par leurs propriétés physiques (densité, pouvoir rotatoire,
indice de réfraction...) ainsi que par leurs propriétés chimiques (indice d'acide, d'ester, d'iode
et de carbonyle) permettant d'évaluer la nature des composés organiques (acide, ester, alcéne,

carbonyle) présents dans L’essence [19].

«» Densité relative

La densité d’une huile essentielle et le rapport de sa masse volumique a la masse d’un
corps pris comme référence, de I’eau distillée & 20 °C. Son symbole est d20%®
La méthode de référence utilise des pycnométres. Des volumes d’huile essentielle et d’eau

sont successivement pesés [72].

La densité relative est donnée par la formule suivante :

[ d20®® = (mz —mg) / (M1 — Mo) ] (3)

D’ou :

e Mo : masse du pycnomeétre vide (en g).
e My : masse du pycnomeétre rempli d'eau (en g).

e M : masse du pycnometre remplie d’HE (en g).

« Indice de réfraction

L’indice de réfraction, n'p, « Est le rapport entre le sinus de I’angle d’incidence et le
sinus de I’angle de réfraction d’un rayon lumineux d’une longueur d’onde déterminée, passant

de I’air dans I’huile essentielle maintenue a une température constante ». La longueur d’onde
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utilisée est de 589,3 £ 0,3 nm, correspondant aux radiations D1 et D, du spectre de sodium.

La température de référence est de 20°C, sauf pour les huiles essentielles qui ne se trouve pas
a I’état liquide & cette température. L’indice de réfraction n?° p & la température de référence

est donné par la relation :

d’ou : [nDZU = np' +0.0004 (¢’ - t) ] 4)

e np?: indice de réfraction de référence
e np' :indice de réfraction a une température différente de 20 °C
e T’ :température de mesure de I’indice de réfraction de ’'HE

e 0,0004 : constante d’indice de réfraction lorsque la température varie

Le réfractoméetre d’Abbe a été utilis€ pour mesurer 1’indice de réfraction de 1’huile

essentielle, & une température de 20°C, indiquée par le thermométre de 1’appareil.
< Pouvoir rotatoire o'p

Le pouvoir rotatoire d’une huile essentielle est « I’angle et/ou le degré d’angle,
exprimé en milliradians, selon lequel tourne le plan de polarisation d’une radiation lumineuse
d’une longueur d’onde de 589 + 0,3 nm, lorsque celle-ci traverse une épaisseur de 100 mm

d’huile essentielle dans des conditions de température bien déterminées » [72].

Elle est déterminée selon la relation : [ ap?® = o /LC ] (5)

D’ou :

e «: valeur lue sur I’appareil en milli degré
e L :épaisseur du film en cm
e C : concentration de I’essence (g/100 ml)
I1 a été obtenu sur un polarimétre de Laurent équipé d’une lampe a raie du sodium de
longueur d’onde 589 nm. La concentration de solution est de 0,2g d’HE dans 100mL
d’éthanol.

% Potentielle d’Hydrogéne (pH)
Le potentiel d’hydrogéne mesure 1’activité chimique des ions hydrogénes H* en
solution. La mesure de pH a été faite a ’aide d’un pH métre de type HI12209-01.

7

+ Indice d’acide
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C’est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire a la
neutralisation des acides libres contenus dans 1 gramme d’huile essentielle [73].

L’indice d’acide (IA) est calculé par la formule suivante :

V.N.36.1

D’ou ; [I.A= —c ] ©6)

e N :normalité de la solution de KOH (en mol/L)
eV :Volume consomme de KOH (en ml)
e m:masse de I'huile (en g)

e 56,11 : masse molaire de KOH (g /mol)
+¢ Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde exprime la quantit¢é d’oxygene actif en millimoles ou en
milliéquivalents par Kg de corps gras. L’oxygene actif est ’oxygéne existant sous forme de
peroxyde, d’hydroperoxyde ou d’époxyde dans une matiére grasse [74].

L’indice de peroxyde (IP) est calculé par la formule suivante

(v-v0) X N X 100 ] (7)

m

D’ou: [Indice de peroxyde =

¢ N : normalité de la solution de thiosulfate de sodium (Naz Sz O3)
e Vo: volume de thiosulfate de sodium utilisé pour I’essai a blanc (en ml)
e V :volume de thiosulfate de sodium utilisé pour la prise d’essai (en ml)

e m: prise d’essai en gramme

X/
°

Indice de saponification

L’indice de saponification IS est la quantité d’hydroxyde de potassium, exprimée en
milligrammes, nécessaire pour saponifier 1 g de corps gras [75].

L’indice de saponification (IS) est calculé par la formule suivante :

_NW,-V, )58
(=)

D’ou:

e Vo :volume de Hcl en ml dans le test a blanc en ml
¢ V;:volume de Hcl en ml nécessaire pour neutraliser I'exces de la potasse

e m : masse d’huile prise en gramme

39



Chapitre 02 : Partie expérimentale

e N : la normalité de la solution potassique

e 56,1 : masse molaire de KOH.

«» Indice d’ester

L'indice d'ester (IE) d'un corps gras est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de
potassium (KOH) nécessaire a la neutralisation des acides libérés par I’hydrolyse des esters

contenus dans 1 g de corps gras [75].

Cet indice n'est pas mesuré expérimentalement, mais il est plutét déduit en faisant la

différence entre I’indice de saponification (IS) et I’indice d’acide (IA) :

[ IE=IS—IA ] )

3.5. Analyse de I’huile essentielle par spectroscopie Infrarouge (IR)

L’analyse a été réalisée au niveau du laboratoire d’analyse de la faculté des Sciences de
I’Universit¢ Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou. L’absorption du rayonnement infrarouge de
I’échantillon (HE) est mesurée en transmission et en fonction de nombre d’onde, typiquement
de 4000 a 600 cm™.

3.6. Activités biologiques de I’huile essentielle

3.6.1. Activiteé antiradicalaire DPPH" (2,2-diphénylpicrylhydrazyl)

L’activité antioxydante exprime la capacité de réduction des radicaux libres . Dans
notre étude, elle a été évaluée par la méthode de DPPH' au niveau du laboratoire Chimie
pharmaceutique de la faculté des Sciences de 'UMMTO. La réduction du DPPH est contrblée
en mesurant 1’absorbance des solutions éthanoliques des HEs testées sur une gamme de
concentration (500 ; 250 ; 125; 62,5; et 31,25 mg/ml). 40 pl de différentes concentrations
des huiles essentielles ont été ajoutés a 2ml de solution de 0.4 mM de DPPH dans I’EtOH.
Aprés 60 min d’incubation a I’obscurité et a température ambiante, 1’absorbance a été lue
contre un blanc (EtOH) a 518 nm.

Le pourcentage de capture du radical peut étre calculé a partir de la relation ci-dessous :

[ CR% = [(Ao-A) / Ad] x 100 ] (10)

D’ou:
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e 9% CR : le pourcentage de capture du radical DPPH

e Ao : valeur d'absorbance du blanc (DPPH dans le méthanol).

e A: valeurs d'absorbance de I'échantillon d’huile essentielle (DPPH avec HE).

La concentration d’extrait fournissant 50% d’activité de piégeage des radicaux (ICso) a

été calculée en utilisant la courbe de régression linéaire : y= ax + b (figure 20). L’acide

ascorbique a été utilisé comme un standard antioxydant.

3.6.2. Screening antibactérien

L'étude de I'activité antibactérienne a été évalue selon la méthode des aromatogrammes

(diffusion sur disques dans un milieux gélosé) au niveau du laboratoire de Recherche en

Entomologie appliquée de la Faculté des Sciences Biologiques et Agronomiques de

I"UMMTO.

L’activité antibactérienne est estimée en mesurant les diameétres des zones d’inhibitions

en millimetre (mm). Les étapes suivies afin de réaliser ’activité antibactériennes in vitro sont

détaillées dans le tableau 08

Tableau 08. Etapes suivies pour 1’évaluation de 1’activité antibactérienne

Etape

Préparation du
milieu de culture

Préparation de
Uinoculum
bactérien

protocole

La gélose Mueller Hinton a été coulé dans
des boites de pétri stériles d’une épaisseur
de 4mm et d’un diamétre de 90 mm dans
un milieu stérile, on laisse refroidir et
solidifier sur la paillasse.

La réactivation des souches a été effectuée
par ensemencement de I’espece
bactérienne dans des boites de pétri
contenant de la gélose Mueller Hinton,
puis incubées a I’étuve a 37°C pendant 24
heures.

Photographie
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Préparation de la
suspension
bactérienne

L’ensemencemen
tde l’inoculum
par
écouvillonnage

Dépot des disques
stériles dans les
boites pétri

Déposer les
différents
volumes de I’HE
sur chaque
disque

Lecture des
résultats

A partir des cultures jeunes, on préléve 3 a
5 colonies bien isolés et identiques dans 10
ml d’eau physiologique stérile.

Iml de chaque suspension de -culture
bactérienne est étalé a la surface du milieu
gélosé Muller Hinton a [I’aide d’un
écouvillon

A I’aide d’une pince bactériologique stérile
on dépose dans chaque boite de pétri
quatre disques stériles de papier Wattman
de 6mm de diamétre sur la surface de la
gélose précédemment inocule avec les
microorganismes choisis.

Imbiber les disques par Les différentes
concentrations d'huile essentielle pure de
L. stoechas extraite.

Les boites sont ensuite fermées et laissées
a la température ambiante pendant 20 min.
L’activité antibactérienne est déterminée
aprés 1’incubation des boites dans une
étuve a 37°C pendant 24 heures.

La lecture se fait par mesure des diamétres des zones d’inhibitions en
mm qui correspond a la distance autour des disques.

Les diamétres des zones d’inhibition mesurée sont appréciés comme suit : [51]

e Non sensible (-) de diamétre inférieur ou égal a 8 mm

e Sensible (+) pour un diamétre compris entre 8 et 14 mm

e Trés sensible (++) pour un diamétre compris entre 14 et 20 mm

e Extrémement sensible (+++) pour un diametre egal ou supérieur a 20 mm
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3.7. Essai d’une Formulation pharmaceutique

L’objectif de notre travail a été la mise au point d’une formule galénique topique, stable
et naturelle adaptée a 1’extrait aromatique (HE) de lavande papillon (L. stoechas). La forme
pharmaceutique choisit est celle d’une émulsion hydrophile, largement utilisée pour le

traitement local des pathologies cutanées.

Pour cela, nous nous sommes basés sur la composition optimale d’une formule déja
élaboré [76]. Pour 1’élaboration d’une émulsion stable nous avons utilisé la notion de HLB
critique et la méthode directe. Afin d’améliorer I’efficacité et la consistance de cette émulsion
I’huile de carotte a été utilisée a la place d’huile d’amande douce pour étudier la stabilité de la

créme pendant 7 jours.

Notre formule d’émulsion sera donc de type L/H pour les raisons suivantes : [54,77]

& Bonne tolérance.

& Un fort pouvoir pénétrant (contrairement aux émulsions H/L qui est faible).

& Lavables a I’eau ce qui n’est pas le cas pour les émulsions H/L.

& Les émulsions H/E subissent plus de métamorphoses du véhicule aprés application : Le
frottement provoque I'évaporation de la phase aqueuse et entraine un effet rafraichissant.
Comme ces émulsions ne déposent pas de film huileux a la surface de la peau, elles
peuvent libérer des matériaux lipophiles dans la peau aussi bien que des molécules solubles
dans I'eau a partir de la phase continue. La matiére premiere utilisée est résumée dans le

tableau 09

Tableau 09. Matiéres premiéres utilisées pour la formulation

Nature Matiére premiere Origine Propriétés Réle
de physiques
phase
animale Aspect
(mélange peu solide  Effet filmogene et nourrit
d’acides et de couleur la peau
esters) miel

Phase Huileuse

Cire d’abeille
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Phase aqueuse

Phosphatidyl-
glycéride
vegétale

Beurre de karité
Végétale

(Carotol : 30

a 70 %)
Huile de carotte
Phosphatidyl-
glycéride

Lécithine de soja

Végétale
HE de L.stoechas

vegétale

Hydrolat de L.
stoechas
3.7.1. Processus de la formulation

Aspect
pateux de  Protege, nourrit et assoupli
couleur la peau
jaune
Liquide  nourrissante, cicatrisante et
Iégérement protectrice
orangé
Liquide
visqueux Emulsifient
de couleur
jaune avec
une légere
odeur
d’ceuf.
Liquide Principe actif ,activité
Jaune pale cicatrisante
Liquide Astringent, purifiant, il

transparent nettoie et adoucit la peau,
revitalisant, rafraichissant,
action réparatrice.
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Le processus de la formulation est représenté dans le schéma (Figure 15)

e Préparation
des deux
phases

_ Phase huileuse

Thermometre

e Les deux béchers sont
maintenus a une méme
température  entre (60-70°
C) avec une agitation
jusqu’a fusion compléte des
Composeés.

I

e La pré- émulsification de

la phase dispersée au sein de
la phase continue avec des
tailles de gouttes assez
grossieres.

e [’homogénéisation
permettant la réduction de la
taille des gouttelettes.

o Lorsque le mélange passe en
dessous de 40 °C, on ajoute 1 %
de HE de L. stoechas en
maintenant 1’agitation jusqu’a
refroidissement du mélange a
environ 20 & 25° C. _

e Mettre la créme dans un
récipient hermétique stérile.

Hydrolat de

L. stoechas,

Phase aqueuse

g agueuse

-

Homogénéisation (800
tr /mn) pendant 20 mn.

Refroidissement

\Z

Créme homogeéne

\

—

—

Stockage

7~

Analyse

Figure 15. Schéma représentatif du processus de fabrication d’émulsion

3.7.2. Controéle de la qualité de la formulation préparée
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Tout produit fini doit subir des tests et analyses de qualité pour étre apte a son

utilisation et sa commercialisation, parmi les tests réalisés in vitro on distingue :

% Caractere macroscopique

L’observation de la couleur, la consistance et 1’odeur de la créme

% Caractére microscopique
Nous avons vérifi¢é ’homogénéité de notre préparation a 1’aide d’un microscope de
type OPTIKA B-150. En I’étalant une quantité de cette derniére sur une lame pour controler
la dispersion des gouttelettes du liquide dans I’émulsion.
> Mesure du pH
Le pH de la creme a été mesuré a I’aide d’un pH metre de type HI2209-01.

> Tests de stabilité

Ce test est basé sur la stabilité a la centrifugation, ainsi a la température :
o Stabilité a la centrifugation : soumettre I’émulsion a une centrifugation et observer l'aspect
des émulsions (crémage, sédimentation, séparation de phases).
o Stabilité a la chaleur et au froid : le contrdle de stabilité est complété par des essais de

conservation a différentes températures.

Pendant 7 jours afin
de mesurer sa

- Le deuxiéme a la température ambiante stabilité au cours du
temps.

- Le premier échantillon au frigo a 4°C
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1. Evaluation du taux d’humidité du matériel végétal

Dans le but de contribuer a la valorisation du procédé de séchage et de stockage des
plantes médicinales, nous nous sommes intéressés a 1’étude du taux d’humidite.

Le taux d’humidité évalué pour la partie aérienne (feuilles) de lavande papillon (L.
stoechas) a été calculé par rapport a la masse de la matiere végétale séche et fraiche.

L’ensemble des résultats est mentionné dans le tableau 10

Tableau 10. Poids de la matiére végétale avant et aprés séchage et H%

Plante Organe Masse fraiche (g) Masse seche (Q) Taux d’humidité (%)
L .stoechas feuilles 3662 1132 69,08

D’aprés ces résultats, le taux d’humidité est de 69,08 %, ceci signifie que la Lavande

stoechade est constituée majoritairement d’eau. Ce résultat est illustré par la figure 16

H Eau

M matiere
seche

Figure 16. Teneur en eau et en matiére séche de Lavandula stoechas

Les végétaux sont riches en eau, les plantes fraiches renferment 60 a 80 % d’eau. Pour

assurer une bonne conservation, la teneur en eau doit étre inférieure ou égale a 10 % [78].

Le taux d’humidité de L. stoechas de la région de Boghni (Tizi Medden-Rmila) correspond
a environ 69.08 %, et donc cela signifie approximativement plus de la moitié du poids de la
plante fraiche est constituée d’eau et le reste du poids de la plante (30,92 %) c’est la matiere

seche (figure 16).

Parallelement, le taux d’humidité de cette espece au Maroc est constitué plus de la moitié
du poids frais (64 %) [79]. L’inversement, la plante fraiche de la région d’Oum el Alou de
Tlemcen (Algérie) est constitué la moitié (52,5 %) du poids [80]. Plusieurs facteurs pourraient
influencer la teneur en eau et en maticre seche des plantes comme la nature des fibres, 1’age

des plantes, 1’état du sol et la durée de conservation du végétal apreés récolte [79].
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2. Tests phytochimiques

Dans le but de rechercher les différentes classes des substances secondaires dans 1’extrait
aqueux de L. stoechas, un screening Phytochimique a été réalis¢ via la conduite d’un
ensemble de réactions qualitatives de caracterisation (précipitation, coloration par des réactifs
spécifiques) de différents composés chimiques a savoir : les flavonoides, les saponines, les
tanins, les alcaloides, des stérols et triterpénes (tableau 11). Les résultats de la caractérisation
chimique sont classés en fonction des différents criteres d’observation que nous avons notés
ainsi : +++ : Réaction tres positive ; ++ : Réaction positive ; + : Réaction moyennement
positive ; - : Test négatif.

Tableau 11. Résultats du screening Phytochimique de L. stoechas

Meétabolites Réaction Résultats observés Réaction
secondaires positive /négative
Tanins Coloration : Présence de la couleur
Fecls verdatre.

Absence de la couleur
rose/rouge.

Flavonoides  Coloration :
Alcls

Absence de Précipité
Précipitations blanc pour (a).

Alcaloides Réactifs ;

Mayer * Absence de Précipité
Wagner /,@3 ; brun pour (b)

(@) : Mayer (-) (b) : Wagner

Q)

La hauteur de la
mousse est égale a 1

Saponines  Testde cm dans le tube

Mousse n°10.(1=100)
Coloration : Présence d’un anneau
z . ) A
Stérols et Liebermann e rouge brunatre a la
Triterpénes  Buchard zone de contact de deux
liquides.
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Le criblage Phytochimique de la partie aérienne (feuilles séchées) de lavande papillon
¢tudi¢ a mis en évidence la présence de plusieurs composés chimiques doués d’activités
biologiques intéressantes. L’extrait aqueux de la L. stoechas est riche en tanins, saponines,
stérols et triterpénes. Par contre il ne renferme pas d’alcaloides et les flavonoides.

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenues par Warda et al. (2009). En effet, ces
auteurs signalent la présence de tanins, de saponines, de stérols et triterpénes et 1’absence
d’alcaloides [81]. Et aussi avec ceux obtenues par Bachiri et al. (2016) qui ont signalé la
présence des tanins, de stérols et triterpénes et 1’absence d’alcaloides et flavonoides [79]. Ceci
s’explique par I’influence du milieu sur la composition en substances bioactives produites par
la plante. Elle tient compte aussi de la saison de récolte, la partie utilisée et le mode

d’extraction utilisé (infusion, décoction, macération).

3. Extraction de I’huile essentielle

3.1. Détermination de la cinétique et du rendement d’extraction

Le rendement de I’huile essentielle a été calculé en fonction de la matiére végétale seche
de la partie aérienne de la plante.

Le résultat de rendement de 1’extrait aromatique (HE) obtenu est mentionné dans le tableau 12

Tableau 12. Rendement d’extraction de ’huile essentielle de L. stoechas

Plante organe  Masse de la plante (g) Masse de I’huile Temps Rendement
essentielle (g) (min) %
L. stoechas Feuilles 100 1,2333 50 1,23

Les données du tableau 12 indiquent qu’on a obtenu une quantit¢ huileuse tres
importante qui est de I’ordre 1,23%. L’évolution du rendement en fonction du temps est

représentée par le graphe (figure 17)

1,4
1,2 o O -]
1
0,8
0,6
04
0,2
0@
0 10 20 30 40 50 60
Temps (min)
Figure 17. Evolution du rendement de I’huile essentielle de L. stoechas en fonction du temps

Rendement (%)

d’extraction
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La cinétique d’extraction consiste a déterminer le rendement en fonction du temps
2 b 4 7 . . .
d’extraction. Cette étude a pour but de fixer le temps nécessaire pour extraire le maximum

d’huile essentielle des feuilles de L. stoechas.

La cinétique d’extraction de 1’huile essentielle des feuilles seches de la lavande papillon
indique que le rendement augmente en fonction de temps puis il se stabilise. Les résultats
représentés dans la figure montrent que pour une durée de traitement relative a 50 min nous

avons pu atteindre un palier traduisant I’équilibre.

Le calcul de rendement en HE par rapport au poids total de la partie aérienne (feuilles) de
la lavande papillon est de 1,23%, ce rendement est comparable a ceux obtenus dans la
littérature (tableau 13).

Tableau 13. Littérature des rendements de L. Stoechas

Pays Rendement (%) Référence
Gréce 0,06-1,46 [82]
Inde 0,77-1,20 [83]
Turquie 1,33 [84]
Nord d’ Algérie 0,34-1,63 [85]

La variation du rendement des HEs dépend de nombreux facteurs tel que la méthode
d’extraction utilisée, les parties de la plante utilisées, les produits et les réactifs utilisés dans
I'extraction, lI'environnement, le génotype des plantes, l'origine géographique, la période de
récolte de la plante, le degré de séchage, les conditions de séchage, temps et température de

séchage et la présence des mauvaises herbes [86].

Plusieurs travaux aussi relatifs au séchage des plantes aromatiques et médicinales
indiquent des modifications considérables, particulierement sur le plan quantitatif au niveau
des HEs. Une plante qui n’est pas séchée dans de bonnes conditions, elle risque de se

dégrader, et par la suite, la perte de la totalité de ses huiles essentielles [87].
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4. Caractérisation de I’huile essentielle

4.1. Caractérisations organoleptiques

Les différentes caractéristiques organoleptiques constituent un moyen de Vérification et
de controle de la qualit¢ de I’'HE. Les parametres organoleptiques de notre HE sont présentés
dans le tableau 14 en accord avec les normes AFNOR [88].

Tableau 14. Propriétés organoleptiques de I’HE de L. stoechas en accord avec les normes
AFNOR

Caractéristiques Aspect Odeur couleur
HE extraite de Liquide Caractéristique, agréable  Jaune pale.
L.stoechas mobile, limpide parfumée et camphrée.
AFNOR [11] Liquide mobile, Tres légerement Jaune clair.
limpide camphree.

4.2. Caracteérisations physico-chimiques

4.2.1.Caractéristiques physiques

Les différentes caractéristiques physiques de I’HE de lavande papillon (L. stoechas)

ont été notées et présentées dans le tableau 15 en accord avec les normes AFNOR [88].

Tableau 15. Propriétés physiques de I’HE de L. stoechas en accord avec les normes AFNOR

Caracteristiques Densité Indice de réfraction Pouvoir rotatoire
20?0 np% ap?®
HE extraite de 0,9416 1,474 -8,2
L.stoechas
AFNOR [11] 0,922 - 0,950 1.465 - 1.475 Compris entre -6 et -11.5

Les données du tableau 15 ont montrés que nos résultats sont en accord avec la norme
AFNOR.

4.2.2. Caractéristiques chimiques

Les différentes caractéristiques chimiques de 1’essence extraite de lavande papillon

(L. stoechas) ont été notées et présentées dans le tableau 16
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Tableau 16. Propriétés chimiques de I’HE de L. stoechas en accord avec les normes AFNOR

Caractéristiques 1A pH IP IS IE
HE extraite de L.stoechas 1,122 6 91 3772,725 3771,603
AFNOR maximum: 2 5-6,5 / / /

L’indice d’acide (ou acidité) indique d'une part le degré de conservation d'une huile et d'autres

part la qualité d'huile alimentaire ; souvent cet indice est de valeur inférieure ou égale a 2.

Notre résultat obtenu pour 1’huile essentielle de L. stoechas analysée est conforme avec celui

des normes AFNOR [88].

& Le pH des HEs est compris entre 5-6,5 (un caractére acide), et notre 1’huile essentielle est
conforme a cette exigence. Par conséquent, ce résultat peut amener a un bon caractére
stabilisateur contre les micro-organismes ; ce qui permettra a cette huile de jouer le réle
d’un conservateur dans les produits alimentaires.

& L’indice de peroxyde (IP) est un bon indicateur de 1’état de conservation d’un corps gras.
Il permet de voir 1’état d’oxydation des huiles essentielles et de contrdler les premicres
étapes de I’altération oxydative. Le "Code of Practice" de I'FRA (International Fragrance
Association), 38eme Amendement recommande que l'indice de peroxyde ne doit pas
dépasser 20mEqO2/ Kg d’huile. La valeur de I’IP obtenue avec I’HE de L. stoechas (9,1
meq d’O2/Kg) est conforme aux normes IFRA, huile ne présente aucun état d’oxydation.

& L’indice de saponification (IS), c’est un indice qui est trés utile dans I’industrie des
savons, une huile qui se caractérise par un indice de saponification important est une huile
trées commode pour servir dans la fabrication du savon. Sa valeur dans notre HE de L.
stoechas est de I’ordre de 3772,725 mg (KOH)/1g d’huile ce qui explique que notre plante
étudiée est tres riche en acide gras.

& La valeur de I’indice d’ester(IE) de notre huile est plus €levé a environ 3771,603 mg
(KOH)/g d’huile et pas loin de la valeur de I’indice de saponification, ce qui veut dire que
cette huile contient une quantité appréciables d’acide gras libre. Par conséquent des
conditionnements doivent étre pris afin de limiter une dénaturation ultérieure qui
conduirait & une décoloration de I’huile.

5. Analyse spectroscopique (Spectre Infrarouge)

Le spectre infrarouge (figure 18) se présente sous forme d’une suite de bandes

d’absorption, fine et plus ou moins larges, 1’axe des abscisses représente le nombre d’onde en
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cm?, il est orienté de la droite vers la gauche (de 600 cm™ & 4000 cm™). L’axe des ordonnés
est orienté vers le haut et représente la transmittance en %. Dans la pratique, on ne cherche
pas a identifier toutes les bandes compte tenu de leur grand nombre ; on Vérifie seulement la
présence ou lI'absence d'une bande caractéristique d'un groupement fonctionnel donne.

Les résultats de I’étude spectroscopique par IR ont révélé la présence de divers
groupements fonctionnels dans I'extrait aromatique (HE) extraite par la partie aérienne de la
Lavande papillon (Lavandula stoechas) avec les différentes valeurs de pic. Les résultats sont

représentés dans le tableau 17 et la figurel8

Tr

ans

mit 120
tan

ce

(%)

90 —

60 —

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 1
Nombre d’onde (cm™)

Figure 18. Spectre IR de I’huile essentielle de lavandula stoechas

Tableau 17. Groupements fonctionnels d’huile de L. stoechas par Infrarouge

Indice Nombre Nature de Intensité et Liaison fonctions

d’onde (cm™)  vibration  forme

1 700-800 déformation Variables, 3a4  Curigonal-H aromatique Aromatique
bandes
2 1000 déformation  Moyenne, large Chrigonai-H de Alcéne
(CH=CH)
E,Z
3 1050-1300 déformation  Variables 3a 4 C-O0 Ethers,
bandes Acides,
Alcools
4 1450 élongation Moyenne, large Cc=C Aromatique
5 1750 élongation Forte, fine C=0 Carbonyle
6 2958 élongation  Forte, fine O-H Acide

carboxylique
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6. Activité biologiques de I’huile essentielle

6.1. Activité antioxydante

L’activité antioxydante exprime la capacité de réduction des radicaux libres. Dans notre
travail, I’huile essentielle de la lavande papillon a été évaluée in vitro par le test de piégeage
du radical DPPH, I'un des substrats les plus utilisé pour 1’évaluation rapide et directe de
I’activité antioxydante en raison de sa stabilit¢ en forme radicale et la simplicité de I’analyse

[89].

Les valeurs des absorbances (Abs) qui ont été mesurés a 518 nm a différentes
concentrations pour I’huile essentielle de L. stoechas ainsi ’acide ascorbique sont illustrées

dans la figure 19

—e— Huile essentielle de L.stoechas
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=1 . . .
5 0,8 - . S —e— Acide ascorbique
£ 079 .
% 0.6

0.5

0.4 e

0.3

0:2 T .

& . ]
0.1
0 . . . . . .
0 100 200 300 400 500 600

Concentration (ng/ml)

Figure 19. Evolution des absorbances de I’activité antioxydante en fonction des
concentrations préparées
La figure 19 nous montre que plus les absorbances diminuent plus que les

concentrations augmentent soit pour I’HE ou bien pour les solutions d’acide ascorbique.

Les pourcentages de capture du radical DPPH ont été calculés par la relation (10). Les
résultats obtenus sont représentés dans le tableau 18

Tableau 18. Activité antioxydante (%) évaluée par le radical DPPH de I’huile essentielle

Echantillon Activité de piégeage de DPPH (CR%)
HE de L.stoechas 57,29
Acide ascorbique 84,24
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Au vu de ces résultats, ’huile essentielle a manifesté une faible activité antioxydante
comparé a celle de I’acide ascorbique.

La concentration efficace (CEsp) est inversement liée a la capacité antioxydante d'un
composé, car elle exprime la quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du
radical libre de 50%. Plus la valeur de CE50 est basse, plus l'activité antioxydante d'un

composé est grande.

HE de L. stoechas Acide ascorbique
70 y=0,1167x-2,5638 g5 v=93,011x+ 81,53
- R2=0,9897 R2=0,4596
£ 60 )
g-; < 84
a1
L 50 5
83
40
82
30
20 81
10 80
0 79
0 200 400 600 0 0,01 0,02 0,03 0,04
Concentration (ug/ml) Concentration ( ng/ml)

Figure 20. Pourcentages de capture du radical libre DPPH" de la L. stoechas et I’ Acide
Ascorbique

La concentration inhibitrice minimale (ICso), ou bien (CEso) est estimée par extrapolation & %
CR =50% en tracant la courbe % CR en fonction de la concentration (figure 20)

Tableau 19. L’ICsp de I’HE et acide ascorbique en pg /ml

Echantillons IC50 (pg /ml)
Huile essentielle de L. stoechas 450 51
Acide ascorbique (vitamine C) 0,34

Comme figurant sur le tableau ci-dessus, 1’huile est dotée d’un pouvoir antioxydant qui
est en accord avec celui trouvé dans la littérature qui ont montré I'existence d'une activité
antioxydante de I'huile essentielle de L. stoechas (de la région de Constantine, Algérie) avec

une IC50 (584 + 0,58 pg/ml) mais moins efficace par rapport a la vitamine E (384 = 0,76
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ug/ml). [93] et plus élevé que celles de la région de la wilaya de Bouira (Lakhedaria, Ain
Bessam, Taguedit) avec des valeurs d’IC50 de (5100ug/ml ; 32420 pg/ml ; 26800ug/ml) [3]

6.2. Activité antibactérienne

Le pouvoir antibactérien de I’HE pure extraite par la partie aérienne (feuilles) de L.
stoechas de la région de Boghni (Tizi Medden-Rmila) est évalué in vitro qualitativement par
la méthode de diffusion sur disque, estimé en termes de diamétre de la zone d'inhibition
autour des disques contenant I’HE vis-a-vis de deux germes pathogénes testés et E. coli

(Gram-) et S. aureus (Gram+).

.
-\Mbiﬁon de I’HE sur les disques

Les résultats concernant 1’activité antimicrobienne in vitro obtenus a 1’aide de cette
méthode montrent que 1’activité antibactérienne de I’HE est en fonction des bactéries cibles. Il
s’est avéré que I’HE n’a aucune activité antimicrobienne vis-a-vis de S. aureus.

E. coli a montré une trés grande sensibilité a I’HE, avec un diamétre d’inhibition de
28,5 mm pour une concentration del6 pl. Les valeurs de ces diametres d'inhibition relevées
par I’HE testée sont classées dans le tableau 19 selon les différents volumes déposés sur les
disques 4, 8, 12,16 pl.
Tableau 20. Diamétres des zones d’inhibition (mm) illustrant I’activité antibactérienne de

I’HE pure extraite par des feuilles de Lavandula stoechas

volume de I'HE (ul / disque)
4 8 12 16

E.
ol

56



Chapitre 03 :

Résultats et discussion
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Figure 22. Représentation graphique des diamétres des zones d’inhibition

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux de la littérature qui ont montré que S.

aureus est moins sensible a I’'HE de L. Stoechas [80]. Par contre il a été rapporté que I'huile

volatile de plantes de L. stoechas en provenance de Tunisie a une activité antibactérienne vis-

a-vis de S. aureus [91]. Et I’HE de L. stoechas de Turquie montre un effet inhibiteur sur les

deux souches bactériennes (E. coli et S. aureus) [92].

L’activité antibactérienne des extraits de plantes dépend de la composition chimique qui

varie selon d'un certain nombre de facteurs tels que, la période de récolte, les conditions
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¢daphoclimatiques, la méthode d’extraction, la composition chimique, ainsi que les types de

microorganismes testés et les conditions de réalisation des tests [79,93].

7. Contréle de la formulation pharmaceutique (creme cosmétique)

Nous avons préparé une créme cosmétique bio a base d’huile essentielle de lavande
papillon a activité cicatrisante. L’analyse macroscopique et microscopique, le test de stabilité
par centrifugation en fonction du temps ainsi la mesure du pH a servi comme éléments de

contréle pour notre formulation.

7.1. Analyse macroscopique

Les propriétés organoleptiques de notre creme

élaborée sont regroupées dans le tableau 21.

*

Figure 23. Creme élaboree

Tableau 21. Propriétés organoleptiques de notre formulation

Aspect  Apparence  Couleur Odeur Toucher  étalement Texture

Onctueuse Homogéne  jaune Odeur Tres Tresbon  Légérement
Brillant (aucune verdatre aromatique fraiche  étalement, épaisse .
présence clair. (odeur de au tres bonne

de ’huile touché,  pénétration
grumeau essentielle peu apres
ou gouttes de L. collante. application
d’huile ou stoechas). a la main.
d’eau)

7.2. Analyse microscopique

A I’aide d’un microscope optique,
I’examen microscopique de la créme
préparée  confirme la  répartition
homogéne des gouttelettes dispersées.
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7.3. Mesure de pH Figure 24. Creme sous microscope

Cette mesure est effectuée a 1’aide d’un pH meétre a température ambiante, la valeur
obtenue pour notre creme préparée est de 6,02 donc elle est neutre et présente un pH proche
de celui recommandé pour les crémes cosmétiques (4,5 — 7) par conséquent, aucun risque

d’irritation cutanée [54].

7.4. Test de stabilité

o Stabilite a la centrifugation : La creme cosmétique a été soumise au test de
résistance a la centrifugation a une vitesse de 3000 tours/min pendant 10 min a température
ambiante. Les résultats montrent que la creme résiste a la centrifugation et ne présente pas de

phénomeénes de séparation de phases.

o La stabilité apres une semaine de conservation : Un suivi de stabilité au cours
d’une semaine par appréciation visuelle et microscopique a €té réalisé. Les résultats observés
sont indiqués dans le tableau ci-dessous.

Tableau 22. Résultats de stabilité apres une durée de 7 jours

Conservation a température Conservation dans un réfrigérateur
ambiante

Y

a 4°C
P 3*“»"

Images sous
microscope

s =i

Les particules observées
possedent des dimensions
presque identiques.

Résultats Les particules ont presque la
méme taille.
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D’aprés les résultats du tableau 22 on peut conclure que notre créme préparée présente

une homogénéité remarquable (qui est un parameétre de stabilité) apres une semaine de

conservation a la température ambiante et au refrigérateur (4 °C).
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De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales constituent une
source insoupgonneée de molécules bioactives qui pourront servir a de nouvelles thérapies
complémentaire aux thérapies conventionnelles. De meilleures connaissances et exploitation de
ces plantes par 1’étude de la composition chimique de leurs substances actives restent parmi les

préoccupations majeures des chercheurs.

Plusieurs études ont été réalisées sur les plantes appartenant a la famille des lamiacées,
elles ont montré la richesse de ces dernieres en composés bioactifs. Cependant, il existe peu de
données et d’¢études évaluant la composition chimique et le potentiel antimicrobien de la plante
L. stoechas. Dans ce contexte nous nous sommes intéressées a 1’étude générale de cette plante
en passant par son identification, screening phytochimique, extraction de 1’huile essentielle,
caracteristiques physicochimiques, analyse spectrophotométrie a infrarouge, 1’évaluation de

son pouvoir antioxydant et antibactérien et mis au point une formulation cosmétique.

Au terme de notre travail, 1’étude botanique a confirmé 1’identit¢ de 1’espece, Le
screening phytochimique a mis en évidence la richesse de 1’extrait aqueux en Saponines,

Tanins, Stérols et Triterpénes et I’absence des alcaloides et flavonoides.

L’extraction d’huile essentielle par I’hydrodistillation s’est révélé 1’une des techniques
les plus appropriées avec un rendement estimé de 1,23 %, important par rapport a d'autres

travaux similaires.

L’étude des caractéristiques physicochimiques de 1’huile essentielle sont en accord avec

les données de la littérature et a ceux donnés par les normes AFNOR et la pharmacopée.

L’étude de ’activité antioxydante par la méthode de piégeage du radical libre DPPH a
révélé que I’huile essentielle de L. stoechas est moyennement faible par rapport au standard

I’acide ascorbique.

En ce qui concerne le pouvoir antibactérien de I’essence de L. Stoechas montre que I’HE
a exercé une importante action inhibitrice a 1’égard d’Escherichia coli et inactif sur la
Staphylococcus aureus.

Nous avons mis au point une formulation cosmétique a base de I’huile essentielle de

L. Stoechas. Les tests de controle effectués sur la creme montrent qu’elle est homogene et
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stable. De plus elle présente un pH proche de celui recommandé par la pharmacopée pour les
cremes cosmétique (4,5 - 7).

Toutefois, il serait intéressant d’approfondir 1’étude de D’activité antibactérienne en
envisageant d’autres souches et I’étude de nouvelles activités biologiques de la plante (activités
cicatrisante, antiinflammatoire, anticancéreuse ...).

Exploitation de ce pouvoir antimicrobien dans I’industrie pharmaceutique pour enrichir
I’arsenal thérapeutique.

Utiliser d’autres techniques d’analyses telle que CPG, HPLC et la RMN afin d’identifier

la composition chimique de I’huile essentielle de L. stoechas.

Notre présente étude pourra servir a d’éventuelles études cliniques, (essais de tolérance
locale) et la mise en forme définitive de la préparation, ainsi 1’identification des substances
responsables de 1’activité cicatrisante.

Par ailleurs, des essais d’isolation de substances biologiquement actives a partir des
huiles essentielles des plantes médicinales pourront constituer un créneau d’avenir trés

prometteur pour I’industrie pharmaceutique et cosmétique en Algérie.
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Annexe 01 : Matériels et produits utilisés

Logiciel
Etapes Equipements & Verrerie Produits utilisé
Matériel
Extraction Chauffe-ballon Ballons
L Stoechas Clevenger Eau distillée
Réfrigérant
Ampoule a
décanter
Tests Plaque chauffante Beéchers Extrait aqueux
Phytochimiques Balance Pipette de lavande
analytique Pro-pipette Eau distillée
Hotte Verre de montre  Réactif de
Tubes essaies Mayer
Erlenmeyer Reéactif de
Spatule Wagner
Fecls
Alcool iso
amylique
Acide
chlorhydrique
Anhydride
acétique Excel
Chloroforme
H2S04 ChemDraw
Caracteres Balance Pycnometres Huile essentielle
physico- analytique Béchers Eau distillée Origine pro8
chimiques Refractometre. Pro-pipette Acétone
Polarimétre. Fiole jaugée Ethanol 96°
Papier pH. Pipette Huile essentielle
Agitateur Burette Eau distillée
magnétique Becher Acétone
Barreau Erlenmeyer Ethanol 96°
magnétique Pipette Phénolphtaléine
Plaque chauffante Pro-pipette KOH,
Hotte Ballons Chloroforme

Ballons

Réfrigérant
Verre de montre
Spatule

Acide acetique
Thiosulfate de
sodium
Empois
d’amidon




Acide
chlorhydrique
Ether

lode
Etude Balance Micropipette Ethanol
Antioxydante  analytique Tube a DPPH
Spectromeétre UV hémolyse en Acide
verre ascorbique
Fioles jaugées  Huile essentielle
Bécher
Etude Ecouvillons Micropipette. Eau
Antibactérienne  Bec bunsen Boites de physiologique
Etuve Pétrie. Gélose Mueller
Pince Hinton.
Bec benzéne. Gaz butane.
Papier Wattman Huile
essentielle.
Formulation  Agitateur a hélice  Bécher Huile
(créme Plaque chauffante Spatule essentielle.
cosmeétique Support élévateur Hydrolat de
biologique) Balance lavande.
analytique Eau distillée.
PH-métre Huile de carotte.
Thermométre Huile d’amande
Béchers douce.
Cristallisoir Beurre de karite

Cire d’abeille
lecithine de soja

Annexe 02 : Mode opératoires des tests chimiques

v' Mode opératoire d’Indice d’acide

Une masse de 0,5 g de I'HE, un volume de 20 ml d’éthanol et 2 a 3 gouttes de la
ont été introduit dans un erlenmeyer propre et sec, mélanger et homogénéiser,
une solution de KOH éthanoique 102M.

v' Mode opératoire d’indice de peroxyde

e Une prise d’essai de 1 g d’huile est dissolvée dans un mélang
chloroforme et 15 ml d’acide acétique avec 1 ml de solution aqueus

e L’ensemble est conservé a 1’abri de la lumiere pendant cinq minutc



e Le mélange est additionné a 75 ml d’eau distillée, puis dosé a 1’aide d’une solution
de thiosulfate de sodium (0,01N) en présence de quelques gouttes d’empois

d’amidon (solution aqueuse a 1%).

e Un essai a blanc est réalisé en parallele dans les mémes conditions opératoires.

v Mode opératoire d’indice de saponification

e Dans un ballon de 250ml muni d’un réfrigérant a reflux, on introduit 1g d’HE et
25ml d’une solution éthanoique d’hydroxyde de potassium (KOH) 0.5 N.
e [’ensemble est porté au reflux pendant 30 min.
e Apres refroidissement de la solution, On ajoute 1ml de phénolphtaléine.
e On dose I’excés de potasse par d’acide chlorhydrique (HCI) 0,5 N tout en agitant
constamment jusqu’au virage a ’incolore de la phénolphtaléine.

e On effectue dans les mémes conditions un essai a blanc.



Résumé

Cette étude a pour objectif ’extraction et 1’analyse de 1’huile essentielle du lavande papillon
récolte dans la région de Boghni Tizi-Ouzou (Tizi Medden-Rmila). L’extraction a été réalisée
avec I’hydrodistillation. Le rendement obtenu est de 1,23%, L’essence extraite a été caractérisée
par analyses physico-chimiques suivi d’une analyse spectroscopique IR. L’étude du pouvoir
antioxydant par la méthode de pié¢geage du radical libre DPPHe. Cette étude a revélé une activité
moyenne avec une concentration inhibitrice (IC50) de 450,51pg/ml. L’estimation de 1’effet
antimicrobien a été déterminée, 1’effet inhibiteur le plus marqué a été obtenu avec E. coli. A cet

effet une formulation d’une émulsion hydrophile a été préparée a base de cette huile essentielle.
Mots clés : lavande papillon, identification, extraction, huile essentielle, activités biologiques,

émulsion hydrophile

Abstract

This study aims to study and analyze the essential oil of butterfly lavender harvested in the
region of Boghni Tizi-Ouzou (Tizi Medden-Rmila). The extraction was carried out with
hydrodistillation. The yield obtained is 1.23%. The extracted essence was characterized by
physicochemical analysis followed by IR spectroscopic analysis. The study of the antioxidant
power by the method of trapping the free radical DPPH-. This study revealed an average activity
with an inhibitory concentration (1C50) of 450.51ug/ml. The estimation of the antimicrobial
effect was determined; the most marked inhibitory effect was obtained with E. coli. For this

purpose, a formulation of a hydrophilic emulsion was prepared based on this essential oil.

Key words: butterfly lavender, identification, extraction, essential oil, biological activities,

hydrophilic emulsion
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