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Résume

Les infections vaginales, telles que les infections bactériennes, aérobies et les vaginites
fongiques, demeurent un probleme de santé préoccupant chez les femmes. Leur traitement
repose principalement sur divers types d’antibiotiques. Cependant, le taux de récidive reste
élevé, ce qui met en évidence la difficulté de ces traitements a maintenir la flore vaginale
naturelle, caractérisée par une abondance de lactobacilles vaginaux. La principale limitation
réside dans l'incapacité a fournir une barriere defensive a long terme, favorisant ainsi les
rechutes et les récidives.

L'objectif principal de cette étude qui est aussi une Start-up était d'explorer I'utilisation
d'huiles essentielles et des probiotiques comme produits naturels pour résoudre ces problémes
de santé féminine, comme alternative aux produits pharmaceutiques chimigques.

Dans la partie expérimentale, des tests ont été réalisés sur l'effet inhibiteur d’huile
essentielle de lavande et de la souche probiotique Lactobacillus acidophilus sur Candida
albicans ATCC 10231 par la méthode d’antibiogramme. Les résultats ont montré des zones
d'inhibition de 36,61 mm pour l'huile essentielle seule, 16,98 mm pour Lactobacillus
acidophilus seule, et 41,95 mm lorsqu'ils étaient combinés, apres 48 heures
d'incubation.L'analyse par CG-SM de l'huile essentielle a revélé 17 composes principaux,
dont l'acétate de linalyle (12,75 %), le camphre (8,26 %) et le linalool (21,67 %). L'évaluation
de l'activité antioxydante de I'huile par la méthode DPPH a montré une valeur CI50 de 16,94
Mg, indiguant une faible activité antioxydante. Les tests microbiologiques des produits finaux
(sirop, gélules) sur les souches étudiées, E. coli ATCC 8739 et C. albicans ATCC10231 , ont
montré des effets inhibiteurs avec des diametres d'inhibition allant de 12,3 mm pour
C.albicans ATCC a 13,2 mm pour E. coli ATCC 8739 avec les gélules.

Ces produits finaux, sous forme de sirop et gélules et lotion, renforcent le traitement
des infections vaginales microbiennes, contribuant ainsi a améliorer la santé des femmes.

Mots-clés : Infections féminines, Huile essentielle de lavande (Lavandula
angustifolia), Lactobacillus acidophilus, Activité antimicrobienne, Activité antioxydante, CG-
MS, Sirop, Gélules,Lotion.






Abstract

Vaginal infections, such as bacterial infections, aerobic infections, and fungal
vaginitis, remain a significant health concern for women. Their treatment primarily relies on
various types of antibiotics. However, the recurrence rate remains high, highlighting the
challenge these treatments face in maintaining the natural vaginal flora, characterized by an
abundance of vaginal lactobacilli. The main limitation lies in the inability to provide a long-
term defensive barrier, thus favoring relapses and recurrences.

The primary goal of this study who is also a Start-uo was to explore the use of
essential oils and probiotics as natural products to address these female health issues, as an
alternative to chemical pharmaceutical products.

In the experimental section, tests were conducted on the inhibitory effect of lavender
essential oil and the probiotic strain Lactobacillus acidophilus on Candida albicans ATCC
10231. The results showed inhibition zones of 36.61 mm for the essential oil alone, 16.98 mm
for Lactobacillus acidophilus alone, and 41.95 mm when combined, after 48 hours of
incubation.The GC-MS analysis of the essential oil revealed 17 main compounds, including
linalyl acetate (12.75%), camphor (8.26%), and linalool (21.67%). The evaluation of the oil’s
antioxidant activity using the DPPH method revealed shown a CI50 value of 16.94 g,
indicating low oxidative activity.Microbiological testing of the final products (syrup,
capsules) on the studied strains, E. coli ATCC 8739 and C. albicans ATCC 10231, showed
inhibitory effects, with inhibition zone diameters ranging from 12.3 mm for C. albicans
ATCC to 13.2 mm for E. coli ATCC 8739 with the capsules.

These final products, in the form of syrup, capsules, and lotion, enhance the treatment
of microbial vaginal infections, thus contributing to improved women’s health.

Keywords: Female infectiones, Lavandula angustifolia essential oil, Lactobacillus
acidophilus, Antimicrobial activity, Antioxidante activity, GC-MS, Syrup, Capsules,Lotion .
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Introduction

Les infections vaginales sont dues a un déséquilibre de la flore vaginale, ou les
lactobacilles, normalement dominants, sont remplacés par d'autres espéces bactériennes qui
proliferent de maniére excessive, perturbant ainsi I'équilibre et affectant I'organisme,
notamment la flore vaginale (Ngaba et al., 2014).L'inflammation vaginale est principalement
liée a trois types d'infections plus fréequentes chez les femmes enceintes : la vulvovaginite a
Candida, la vaginose bactérienne et la vulvovaginite a Trichomonas. Ces infections se
caractérisent par un écoulement vaginal anormal (leucorrhée), associé a une prolifération de
plusieurs micro-organismes, tels que les Bacteroides, un bacille incurvé mobile, aujourd'hui
appelé Mobiluncus, ainsi que des coques anaérobies, dont I'existence a été rapportée pour la

premiére fois par Curtis en 1914 (Prudhomme et al., 2007).

La phytothérapie, une approche alternative de la médecine, repose sur 1’utilisation
d’extraits de plantes — herbes, fleurs, racines, feuilles et écorces — pour prévenir et traiter
diverses maladies. Cette pratique ancestrale, enracinée dans les traditions de nombreuses
cultures depuis des millénaires, constitue une forme de médecine traditionnelle (Simon,2022).
Au Moyen Age, ces plantes, appelées « simples », étaient cultivées dans les jardins des
monasteéres et servaient a traiter divers maux. Aujourd’hui, cette médecine naturelle connait
un véritable renouveau, et le métier d’herboriste pourrait prochainement faire son grand
retour. Qu’elles soient sédatives, stimulantes, vulnéraires, antiseptiques ou anti-
inflammatoires, ces plantes offrent une multitude de solutions pour soulager de nombreux

petits maux du quotidien (Virginie,2023).

Les huiles essentielles représentent une forme d'immunité externalisée des plantes.
Elles se distinguent particuliérement dans le domaine de I’immunité et de la prévention des
infections, qu’elles soient virales, bactériennes, fongiques ou parasitaires (Aude,2023).
L’huile essentielle de lavande vraie, par exemple, est reconnue pour son efficacité contre les
démangeaisons intimes. Grace a la présence de camphre, une molécule aux propriétés a la fois
anti-infectieuses et analgésiques, elle aide a nourrir, cicatriser et apaiser la peau (Pennifer,
2024).L’activité antifongique de 1’huile essentielle de lavande a ét¢ démontrée a la fois en
laboratoire (in vitro) et sur des organismes vivants (in vivo), notamment contre le Candida
albicans. Plusieurs études ont également exploré ses propriétés anti-infectieuses, mettant en
évidence son efficacité contre divers pathogénes, incluant bactéries et champignons
(Martinat,2020).
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Les probiotiques sont des micro-organismes benéfiques qui composent la flore
buccale, intestinale et vaginale. Leur role principal est de limiter la prolifération des micro-
organismes nuisibles susceptibles de perturber 1’équilibre de ces écosystémes.  Les
lactobacilles figurent parmi les plus utilisés dans les compléments alimentaires et se trouvent
naturellement dans des aliments fermentés comme les yaourts, la choucroute et d'autres
produits laitiers fermentés ( bastainetto,2024).Les lactobacilles constituent plus de 90 % de
la flore vaginale, mais certaines souches probiotiques ont montré une efficacité supérieure

dans le traitement des mycoses vaginales (Pereira Correia ,2021).

Les compléments alimentaires sont des produits concentrés en nutriments tels que
vitamines, minéraux, substances a visée nutritionnelle ou physiologique, ainsi qu’en plantes
ou préparations a base de plantes. Leur objectif est de combler d’éventuelles carences ou de
compléter les apports insuffisants d’un régime alimentaire habituel (Zubiria ,2024).

L'objectif de ce mémoire est d'évaluer I'activité antimicrobienne et antioxydante de
I'huile essentielle de L.angustifolia et le probiotique Lactobacillus acidophilus contre
C.albicans, ainsi que de développer un produit naturel associant la lavande et le probiotique.

Nous avons commencé notre mémoire par une introduction qui présente de maniere
générale le sujet traité. Cette introduction permet de poser les bases de notre travail en

exposant les principaux enjeux et objectifs de 1’étude. Elle offre ainsi un apercu global de ce
qui sera abordé tout au long du mémoire.

Ensuite, nous avons inclus une partie bibliographique qui se divise en deux sections
principales. Dans la premiére, nous avons détaillé les différentes infections vaginales, ainsi
que leur impact sur la santé des patientes. La deuxiéme section était dédiée aux traitements
disponibles pour ces infections, en explorant les approches médicales, les médicaments
utilisés, ainsi que les produits naturels . Cette partie permet de contextualiser notre sujet en se
basant sur des recherches et des études antérieures.

Dans la partie expérimentale, diverses méthodes ont été mises en ceuvre afin d'obtenir
des résultats significatifs et exploitables dans notre domaine de recherche : analyses physico-
chimiques, microbiologiques et galéniques. Cela inclut I'extraction et la caractérisation de
I'huile essentielle de L.angustifolia, ainsi que I'étude et I'évaluation microbiologique des
associations entre I'huile essentielle et les probiotiques, qui ont montré les meilleures activités
antimicrobiennes in vitro contre C. albicans ATCC10231.

Les analyses par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-
MS) ont permis de caractériser I'huile essentielle. De plus, l'impact de différentes
formulations pharmaceutiques (sirop, gélules ) a été évalué et la lotion a été preparée. Cette

étude a été suivie par la présentation et la discussion des résultats obtenus.
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Enfin, le mémoire se conclut par une synthése générale et les références

bibliographiques utilisées pour la rédaction de ce document.
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Chapitre 1 : Etude bibliographique
1. Appareil reproducteur féminin

L'appareil reproducteur féminin se compose de deux divisions microbiologiques. La
premiére division (constituée de la vulve, du vagin et 1’exocol) abrite principalement une
flore commensale. Inversement le deuxiéme secteur (composé de 1’endocol, de la cavité
utérine, de la cavité tubaire et du péritoine pelvien) est stérile (Figure 1). Ces deux divisions
sont séparées par le col, qui peut étre considéré comme une Véritable « verrou »
microbiologique trés efficace contre la propagation des bactéries cervico-vaginales (Quentin,
2006).

1. 1. Vagin

Le vagin est un tube qui va de la vulve au col (Figure 1). Bien que le vagin soit un
organe interne, il n’est pas stérile car il est relié aux organes externes (Haya et al., 2014). Le
vagin est d’une longueur moyenne de prés de 8 a 12 cm , positionné dans le bassin, le vagin
est situé entre la vessie et le rectum, reliant ’utérus a la vulve (qui regroupe les organes
externes tels que les lévres, le clitoris). A I'entrée du vagin, se trouve I'nymen, une fine
membrane élastique qui délimite sa frontiere avec la vulve mais qui permet I'écoulement des
fluides menstruels. L'hymen se rompt partiellement ou totalement lors des premiers rapports
sexuels. Le vagin est entouré par différents muscles et tissus de soutien. Le col de I'utérus,
situé a l'extrémité supérieure du vagin, marque la frontiére entre ces deux organes. Les parois
vaginales sont en contact avec la vessie antérieurement et le rectum postérieurement. Le
microbiote vaginal est composé principalement de bactéries lactobacilles qui maintiennent
I'équilibre acido-basique du vagin, permettant de combattre les agressions extérieures. Le

vagin est donc « autonettoyant » grace a la production de sécrétions (Site Web 1).
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Figure 1 : Appareil genital féminin
(Site Web 2).

1. 2. Infections vaginales
La flore vaginale tient une place centrale dans la prévention des infections et I’équilibre
physiologique de I’appareil urogénital féminin. Chez une femme saine, la flore vaginale est
un systéme bactérien dynamique et mouvant qui évolue en fonction des différents stades de la
vie génitale. Ce systéme subit des variations suivant 1’imprégnation hormonale (estrogénes),
I’age, la contraception, I’hygiéne et I’activité sexuelle de la femme ( Lepargneur, 2002 ;
Bergogne Berezin, 2007 ).

La flore microbienne normale est principalement constituée de lactobacilles, appelés
également bacilles de Doderlein, qui forment un biofilm sur la muqueuse. D’autres espéces
sont présentes a des taux tres variables parmi lesquelles dominent les especes anaérobies. Les
lactobacilles assurent I’essentiel de la défense microbienne génitale en inhibant la croissance,
I’adhésion ou I’expansion d’autres micro-organismes. L’équilibre écologique de la flore de
Doderlein est parfois perturbé par 1’utilisation de medicaments tels que les antibiotiques, les
antifongiques ou les contraceptifs oraux. Des dispositifs a usage local peuvent également
déséquilibrer la flore, tels que les tampons périodiques, certains spermicides, les diaphragmes
ou les dispositifs intra-utérins. Enfin, certains états peuvent étre associés a un déséquilibre de
la flore vaginale comme la grossesse ou une immunodépression (Barrons et al.,2008). Les
lactobacilles de la flore vaginale, grace a leurs propriétés antimicrobiennes, régissent les
autres microbiotes urogénitaux. Une perturbation de 1’équilibre microbien de la flore vaginale
favorise le développement de bactéries commensales ou I’infection par des pathogénes

exogenes, ce qui provoque des infections vaginales mais aussi des infections du tractus

e
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urinaire. Les vaginoses bactériennes sont parmi les pathologies infectieuses génitales les plus
fréquentes. Elles sont dues a la prolifération de bactéries commensales potentiellement
pathogenes suite a un désequilibre de la flore vaginale. Malgré un traitement approprié, les
taux de récidives sont trés importants. Cela conduit a utiliser de plus en plus souvent des
produits correcteurs de la flore vaginale tels que les probiotiques, capables de suppléer la flore
défaillante par une flore de remplacement. Des résultats encourageants ont été obtenus dans la
prévention des récidives avec des souches de Lactobacillus rhamnosus et de Lactobacillus
reuteri (Bohbot et al.,2012).

1.2.1. Types des infections vaginales

1.2.1.1. Vaginose bactérienne
La vaginose bactérienne est une maladie trés répandue chez les femmes du monde entier.
Elle se caractérise par un écoulement blanc-gris et homogene (contenant des cellules
épithéliales exfoliées et, fixées a leurs surfaces, des bactéries polymorphes a Gram variable),
ainsi qu'un pH > 4,5 avec un processus non inflammatoire au niveau de I'épithélium. Ce
trouble est associé a de graves changements dans la composition du microbiote vaginal, tels
que la diminution de Lactobacillus et la colonisation par des micro-organismes anaérobies,
principalement Gardnerella vaginalis, Prevotella spp., Atopobium vaginae, Bacteroides,
Peptostreptococcus, Mycoplasma hominis, Sneathia, Leptotrichia., Mobiluncus spp.
(Donders et al.,2017 ; Kaambo et al.,2018). Ces bactéries pathogénes peuvent étre
retrouvées en faibles quantités dans la flore vaginale a I'état normal, en tant que commensales
et en I'absence d'infection (Marie, 2018).
Dans ce trouble, un biofilm résistant aux antibiotiques se forme généralement sur les
cellules épithéliales vaginales (dénommeées “clue cells”), ce qui augmente la persistance et la

récurrence de l'infection (Di Paola et al., 2017).

1.2.1.2. Vaginite aérobie
La maladie vaginale connue sous le nom de vaginose aérobie a été décrite en
2002comme un besoin de différencier de la vaginose bactérienne (Donders et al.,2002 ;
Donders, 2007).Dans la premiere condition, le microflore de Lactobacillus est perturbée,
déclenchant une augmentation du pH (6-8) et un écoulement homogene jaune ou jaune-vert
et présent. De plus, un nombre accru de cellules intermédiaires et parabasales est observé,
indiquant une augmentation du renouvellement et de la perte de la couche superficielle de
cellules épitheliales, conduisant a une inflammation épithéliale.
Comme déja mentionne, les especes de Lactobacillus remplissent une fonction essentielle

dans le microbiote vaginal en inhibant la croissance des agents pathogénes urogénitaux . Par

e
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conséquent, la réduction ou I’absence de bactéries lactiques permet la croissance de micro-
organismes aérobies, principalement les streptocoques du groupe B, S. aureus et E.coli
(Tempera et al.,2006).

Selon Donders et al.(2002), S. aureus était le micro-organisme le plus répandu chez les
patients atteints de vaginite aérobie, suivi par E.coli. D’autres auteurs comme Di Paola et
al.(2017), ont rapporté que les streptocoques du groupe B et les entérobactéries étaient les
espéces les plus fréquentes dans cette condition pathologique. Les différences subtiles
peuvent dépendre de divers facteurs, tels que I'age, la race et le partenaire sexuel (Leyva-
Gomez, 2019).

1.2.1.3. Vaginite a levure

La vaginite a levure se caractérise par des pertes blanches, des démangeaisons
localisées et une irritation (Sobel, 2007). La majorité des cas sont provoqués par Candida
albicans, saprophyte indigene de la muqueuse digestive et espéce commensale de la flore
vaginale, qui devient pathogene lorsqu'elle se multiplie fortement avec l'acidification du
milieu vaginal. Les ‘autres espéces pathogénes possibles comprennent C.glabrata,
C.tropicalis ,C.krusei et C.parapsilosis (Anonyme 1, 2013).

Le diagnostic repose sur la présence microscopique de cellules de levures denses
sur un prélévement vaginal (Figure 2) et un examen physique, ainsi que sur la présence d'une
sécrétion de levure blanc .Notez que Lactobacillus est couramment trouvé chez les patientes
atteintes de vaginite a levures. Par conséquent, il semble que la levure n’a pas besoin de
déplacer ou de tuer Lactobacillus pour provoquer une infection (Cribby et al.,2008).

Les levures du genre Candida sont des champignons unicellulaires qui se reproduisent
par bourgeonnement. Elles sont non capsulées et non pigmentées .C.albicans produit de vrais
filaments mycéliens, contrairement aux autres especes de Candida qui produisent des

pseudomycélies (Delorme et Robert, 1997).
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Figure 2 : Frottis vaginal aprés coloration de Gram avec présence de levure du genre Candida

(Site Web 3) .

1.2.2. Facteurs de risque
1.2.2.1.Facteurs physiologiques

1.2.2.1.1 Grossesse
La cause du CVV pendant la grossesse est, d'une part, I'abondance de glycogene au

sein de I'épithélium vaginal, qui est converti en acide lactique par les bacilles Doderlein,
créant un environnement favorable a la prolifération de la flore lactique( flore vaginale pour
les femmes enceintes). L’acide lactique produit rend le vagin acide, conditions trés favorables
aux Candida. D'autre part, la grossesse provoque des changements complexes dans le systeme
immunitaire de la mere, ce qui entraine une diminution des défenses immunitaires.Ce
phénomene est ce que Weinberg a appelé en 1984 « le syndrome d’immunodéficience

associée a la grossesse » (Fart, 1995).

1.2.2.1.2 Cycle menstruel

Il a été constaté que chez certaines femmes, les épisodes mycosiques survenaient
toujours au méme moment dans le cycle et plus particulierement, en deuxieme moitié de
cycle, lorsque la progestérone domine. En effet, un excés de progestérone favoriserait
Iinvasion candidosique d'une part par une amplification de I'expression des récepteurs
membranaires lors de lI'adhésion de C. albicans a la cellule hote et d'autre part, en réduisant
I'immunité locale (par une inhibition monocytaire). En ce qui concerne I'oestrogéne, son role
est discuté selon les auteurs. Cependant, il a été démontré qu'une hyperoestrogénie agit en
augmentant, dans la muqueuse vaginale, le taux des groupes disulfures (S-S), le glycogéne et
en fixant C. albicans, et en favorisant la formation des tubes germinatifs ( Diddle,
1969 ;Mallie,1998).
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1.2.2.1.3 Stress
Qu'il s'agisse d'un stress physique (fatigue, surmenage, etc.) ou d'un stress psychologique

(surmenage intellectuel, inquiétude, etc.), la libération de béta-endorphine peut augmenter (surtout
lors de l'ovulation). Il peut entrainer une augmentation de la sécrétion de béta-endorphine (surtout en
période d'ovulation) qui aggrave les désordres immunitaires locaux et favorise la filamentation de C.
albicans (Bernard, 2005).

1.2.2.2. Facteurs pathologiques

1.2.2.2.1 Maladies endocriniennes
Le diabéte ou I'hypothyroidie non traités ou mal contr6lés sont des facteurs prédisposants

couramment cités au CVV (Barnard, 2005). En effet, le diabéte favorise le développement des
infections & Candida par les mécanismes suivants : hyperglycémie , diminution de I'activité

phagocytaire des cellules polymorphonucléaires (Read, 1992).

1.2.2.2.2 Sida
Un taux de lymphocytes CD4 inférieur a 200 par mm et une forte charge virale de VIH

sont associés a une candidose vulvo-vaginale (Fener et Criton, 2007).

1.2.2.2.3Troubles nutritionnels
Les carences en vitamines peuvent provoguer une immunosuppression entrainant des maladies

fongiques. Cela peut étre dii & (Euzeby, 1994) :
* une carence en vitamines A, C et vitamines du groupe B.

« un exceés de glucides dans l'alimentation et surtout une suralimentation glucidique digestive et

parentérale.

 une Carence en fer.

1.2.2.3. Facteurs thérapeutiques

1.2.2.3.1.Antibiotiques

Les antibiotiques, qu'ils agissent contre les bactéries aérobies (a large spectre : tétracycline
ou ampicilline) ou contre les bactéries anaérobies (clindamycine, céphalosporines de
troisieme génération), sont efficaces contre Candida. En effet, ces antibiotiques éliminent
I'essentiel de la flore intestinale saprophyte, supprimant ainsi la relative inhibition qu'ils

exercent sur le développement de Candida (Euzeby, 1994).

Les antibiotiques oraux ou parentéraux favorisent la croissance fongique par un effet
indirect provoqué par des modifications de la flore intestinale, entrainant une réduction

significative de cette derniére (Euzeby, 1994) :

.Disparition d’organismes vivants concurrents.

e
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* Manque de sécrétion par certaines bactéries de substances inhibitrices de la multiplication
des Candida.

* Provoque une carence en vitamines B, en particulier B1, B2 et B6 . La flore bactérienne du
tractus gastro-intestinal participe a la synthése de la vitamine B, et sa carence favorise le

développement duCandida.

1.2.2.3.2. Contraceptifs oraux

Les comprimés d'cestrogéne-progestatif favorisent les mycoses dues a un excés de
progestérone et a I'hyperestrogénie, chimiothérapie anticancéreuse, corticostéroides et
immunosuppresseurs. Les corticostéroides favorisent I'observance de Candida. Les
immunosuppresseurs (par exemple le -méthotrexate et la cyclosporine) favorisent la

candidose vaginale en supprimant I'immunité a médiation cellulaire (Senet et Robert, 1995).

1.2.3. Microorganismes responsables des infections
1.2.3.1. Vaginite a Candida

La mycose vaginale causée par l'espéce C. albicans est actuellement répandue.
L'espéce C.albicans est présente a I'état endosaprotique uniquement sur la muqueuse génitale
et gastro-intestinale, qui constitue son principal réservoir des les premiéres heures de la vie.
La propagation au tractus génital est généralement endogéne et se produit a partir du tractus
gastro-intestinal. C. albicans reste probablement en équilibre écologique avec la flore
vaginale pendant des mois(Tableau0l1), voire des années, sans présenter de symptdmes

cliniques (saprophytisme) (Benmansour, 2012).

Tableau 01: Classification du C. albicans

Régne Champignons
Division Eumycota
Phylum (sous-division) Deuteromycotina

Classe Blastomycéte(levures asexuées)
Orde Moniales

Famille Moniliaceae
Genre Candida

Espéce Candida albicans
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Source : Agence de la santé publique du Canada (2024).

Le genre Candida comprend 196 espéces, dont seulement 10 espéces sont reconnues
comme pathogenes pour I'nomme en raison de leur capacité a s'adapter a des températures de
37 °C (Benmansour, 2012). La contamination est essentiellement endogéne, c'est a dire que
c'est la femme qui se contamine avec ses propres Candida. Sous l'influence de facteurs
favorisants, cette levure peut passer d'un état saprophyte a un état pathogene gréce a un
phénomeéne de dimorphisme qui lui est propre. C. albicans est donc une levure opportuniste
qui profite d’un déséquilibre de la flore vaginale ou d’un déficit immunitaire pour proliférer

et coloniser la muqueuse vaginale (Benmansour, 2012).

1.2.4. Lactobacilles vaginaux

Les lactobacilles sont des micro-organismes qui doivent se développer dans des
milieux riches. Dans le milieu MRS (Figure 3), la plupart d'entre elles présentaient de petites
colonies rondes et de couleur blanche a créeme (Dasari et al., 2014). Les cellules de
lactobacilles sont colorées a Gram positif (Figure 4), non sporulées, peuvent se présenter sous
forme de béatonnets ou de coccobacilles (Dasari et al.,2014). lls sont strictement
fermentescibles et tolérants a I'air ou anaérobies. Bien que I'activité pseudocatalase puisse étre
présente chez certaines espéces, elles sont négatives en catalase (Hammes et Vlog, 1995 ).

Figure 3 : Aspect macroscopique de différentes colonies des lactobacilles sur gélose
MRS (Bechelaghem, 2017).
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Figure 4 : Observation microscopique de différentes formes des cellules de Lactobacillus.

(Grossissement 100) (Bechelaghem, 2017).

Depuis la premiere description des bactéries lactiques par Ddderlein (1894), il est
généeralement admis que les bactéries lactiques normalement présentes dans le vagin protegent
contre la prolifération du microbiote indigéne potentiellement pathogene et des agents

pathogénes exogeénes.

Les bactéries lactiques utilisent les produits de dégradation du glycogéne pour produire de
I'acide -lactique. Cette acidification du vagin a un pH de 3,0 a 4,5 inhibe la croissance de ces

agents pathogeénes (Alakomi et al.,2000 ; O'Hanlon et al.,2013).

Les bactéries lactiques se lient a la surface des cellules épithéliales vaginales et entrent en
compétition avec d'autres micro-organismes pour les empécher de s'attacher a ces cellules et
de les infecter. |lls libérent également des composants solubles qui empéchent leur

association avec les membranes des cellules épithéliales (Boris et al.,2000).

Les bactéries lactiques produisent également des composés appelés bactériocines qui tuent
les micro-organismes pathogénes (Mendes-Soares et al.,2014; Ojala et al.,2014)

On pense que l'apparition de la vaginose bactérienne implique I'élimination ou la
réduction de l'activité antibactérienne des bactéries lactiques vaginales résidentes (Skarin et
Sylwan, 1986 ; Redondo-Lopez et al.,1990). Les lactobacilles inhibent la croissance in vitro
de micro-organismes associés a la vaginose bactérienne, tels que les espéces Gardnerella,
Mobiluncus, Peptostreptococcus et Bacteroides (Skarin et Sylwan, 1986 ; Redondo-Lopez
et al.,1990). De méme, on pense que la vaginite a Candida aprés une antibiothérapie

systémique est due a la perte de la population de bactéries lactiques qui protégent le vagin. Il
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existe différentes especes de lactobacilles dans le vagin :
L.acidophilus,L.crispatus ,L.cleohominis,L.fermentum,L.gasseri,L.iners,L.jensenii,L.johnsonii
,L.mucosae,L.reuteri,L.rhamnosus,L.ruminis,L.salivariu et L.vaginalis (Zhou et al.,2010 ;
Jespers et al.,2012 ; Ravel et al .,2011).

2. Traitement

Le traitement c'est un moyen d'intervention auprés du patient et également un moyen
de traiter et de résoudre des problémes de santé humaine (Lintern, 2021). La
pharmacothérapie consiste a administrer un ou plusieurs médicaments a un patient selon une

ordonnance

L’une des causes des infections est la destruction de la flore vaginale, et les femmes

qui ont des difficultés a la reconstituer souffriront d’infections a répétition.

Dans de tels cas, I'automédication, notamment pour les maladies fongiques, est un

traitement en vente libre (Oluwatosin, 2023).

Toutes ces deux infections vaginales sont dues aux : La mycose (Figure 05) est causee par la
croissance de champignons, le plus souvent Candida albicans (Oluwatosin,2023). Pour la
traiter, le médecin ou gynécologue peut prescrire des médicaments antifongiques sous forme
d'ovules ou de cremes, a usage oral ou vaginal. De plus, des probiotiques peuvent également

étre prescrits pour protéger la flore vaginale des femmes (DMMD,2023).

-~ Candida Albicans
|

£y

Figure 05 : Lésion vulvo-vaginale mycosique (Jameson,2024).

La vaginose (Figure 06) est une prolifération de bactéries de type Gardnerella vaginalis,
survenant lorsque I'équilibre normal des micro-organismes dans le vagin est perturbé
(Oluwatosin,2023).
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Des antibiotiques comme le métronidazole et la clindamycine sont utilisés pour traiter la
vaginose bactérienne. Pour les femmes non enceintes, le traitement oral est le meilleur choix
(Falcone et al.,2017).

Ces champignons et bactéries sont naturellement présents chez la majorité des femmes et ne
posent pas de problémes particuliers.Cependant, si la flore bactérienne est déséquilibrée pour
diverses raisons, ces bactéries peuvent proliférer (Oluwatosin,2023).

Figure 06 : Vaginose traitée par une ovule (Jilie,2023).

2.1.Statistique
Les candidoses vulvo-vaginales sont des infections courantes chez les femmes.

D'apres la littérature, plus de 70 % des femmes connaitront au moins une épisode de
vulvovaginite a Candida albicans au cours de leur vie, et prés de 10 % d'entre elles
présenteront des formes récidivantes, appelées candidoses vulvo-vaginales récidivantes
(CVR). Ces derniéres sont particulierement préoccupantes, ce qui souligne I'importance d'une
approche systématique dans leur prise en charge (Althea,2017).
Les mycoses vaginales, principalement causées par des candidoses, sont les infections les plus
courantes, touchant entre 10 et 20 % des femmes en age de procréer (Dora,2021).
2.2. Formes

Dans I’industrie pharmaceutique y’a plusieurs forme de médicament ou forme

galénique (Figure07) parmi eux :
2.2.1. Sirop

La préparation liquide a été formulée avec des quantités importantes de sucre.
Il existe également des sirops sans sucre édulcorés avec des substituts du sucre (comme
I'aspartame) que les diabétiques peuvent consommer (VIDAL,2021).
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2.2.2. Comprimé
Les comprimés sont une forme posologique administrable largement utilisée, obtenue en

comprimant des poudres.

Depuis leur introduction en pharmacie, les comprimés ont évolué de simples doses fixes
unitaires vers des systéemes d'administration a libération contrdlée ( Vo et Maincent,
2015).

2.2.3.0vule
Forme pharmaceutique solide, généralement sous forme de capsule, spécialement congue pour
étre insérée dans le vagin. Les ovules se dissolvent lentement, libérant des ingrédients actifs
topiques. Il peut étre utilisé une a plusieurs fois par jour, selon la prescription de votre
médecin. Les ceufs médicinaux sont souvent utilisés pour traiter diverses maladies

gynécologiques (Pharmashopi,2024) .

2.2.4.Gélules
Ils se composent de deux coquilles de gélatine insérées 1’'une dans 1’autre contenant de la
poudre. 11 doit étre avalé avec de 1'eau. Sinon, il existe un risque de blocage de I'ccsophage.
Certaines gélules contiennent des microparticules (des micro-granules) qui libérent le principe
actif progressivement sur 12 ou 24 heures (VIDAL,2021). .

Figure07: Formes galéniques des médicaments (Lecourrier,2021).

Tous les médicaments a une composition chimique qui provoque des effets nocifs sur la
santé de la femme. C’est pour cela, on préfére les remplacer toujours par des produis

naturels.

I1 y’a plusieurs formes des médicaments pour les infections vaginales que 1’on peut trouver

dans les pharmacies.

D’aprés notre recherche dans la pharmacie algérienne, le tableau suivant présente la plupart

des medicaments utilisés pour traiter les problemes vaginales des femmes :

e
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Tableau 02 : Médicaments utilisées pour traiter les infections féminines vendus dans le

marché algérien

Ovule Pommade /creme Comprimés Gel
-Polygenax -Dermofix -Fluconazole 50mg -Saforelle
-Flagyl -Micotin -Dermobacter
-Povidex -Fazol -Milagyn
-lcovare -Lamidaz -Hydralin
-Micotin -Terbinafine
-Cicatryl
-Dermofix
-Gynodermofix
-Povidexe

Parmi les médicaments les plus donnés par les médecins on prend par exemple :

2.3. Polygenax ,capsule vaginale

Ce médicament est utilisé pour le traitement topique des infections vaginales sensibles aux
dont les principes actifs de ce médicament sont: (néomycine, polymyxine B, nystatine)
(Figure08).Ce médicament est destiné aux adultes (BDPM,2022).

2.3.1.Classe pharmacothérapeutique

Agent infectieux et antiseptique a usage gynécologique (Systéme génito-urinaire et
hormones sexuelles) — Code ATC : GO1AA5L.
Polygynax, capsule vaginale associe 3 substances actives :
a- Deux antibiotiques : 0 La néomycine qui appartient a la famille des aminosides.

o0 La polymyxine B qui appartient a la famille des polypeptides.
Ils permettent de combattre les infections dues a des bactéries.

b- Un antifongique : la nystatine qui appartient a la famille des polyenes. Il permet de

détruire certains champignons microscopiques ou de bloquer leur croissance.

2.3.2.Composition
Le polygenax contient ;
- Les substances actives qui sont :
°Sulfate de NEOMYCINE........oiiiiiieee e 35000 U.I.

e
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°Sulfate de polymyxine B........cccoooiiiiiiiiiii 35000 U.1.
ENYSEALINE. ... 100 000 U.1.
(Pour une capsule vaginale).
- Les autres composants sont :
Stéarate de polyoxyéthyléne glycol 300 et 1500 et d’éthyléne glycol de type Téfose 63, huile
de soja hydrogénée, diméticone 1000.

- L’enveloppe de la capsule molle est composée de : gélatine, glycérol, diméticone 1000.

2.3.3.Effets indésirables
Ce médicament peut provoquer des effets indésirables :
- Réactions allergiques (hypersensibilité) telles que : prurit et réactions anaphylactiques.
- Lieu d'application : Sensation de bralure, démangeaisons , irritation , rougeur, gonflement.
- Une administration excessive et prolongée peut affecter le systéme auditif et les reins, en
particulier chez les patients présentant une insuffisance rénale. Une utilisation a long terme
augmente également le risque d’eczéma allergique.

-1l est déconseillé pour les femmes enceintes (BDPM,2022) .

Figure 08 :Boite de médicament polygenax

(Site Web 4).
2.4.Compléments alimentaires

2.4.1.Définition

Un complément alimentaire est défini comme « un aliment destiné a compléter le
régime alimentaire normal et qui représente une source concentrée de nutriments ou d'autres
substances ayant des effets nutritionnels ou physiologiques ».

Ces produits sont destineés a la consommation orale et sont conditionnés sous des formes
posologiques telles que des comprimés, des capsules, des troches et des ampoules. Ce n'est

pas un médicament. Méme s'ils se présentent sous forme de gélules, de pastilles, de

B ———————————————
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comprimés ou d'autres formulations liquides ou en poudre destinées a une consommation a

petites doses (Sante.gouv.fr,2024).

Selon la Haute Autorité de Santé frangaise : L'aliment est-il soumis a la réglementation

européenne de fabrication et de commercialisation (Sante.gouv.fr,2024).

2.4.2 Effets

Les compléments alimentaires, comme leur nom 1’indique, sont destinés a compléter
plutot qu’a remplacer I’apport alimentaire.De plus, un respect scrupuleux de la posologie est
recommandé, car un sous-dosage peut n'avoir aucun effet et un surdosage peut provoquer des
effets indésirables (Léa,2024).

2.4.3.Marché des compléments alimentaires

Ces produits ont été largement consommeés en Algeérie ces dernieres années.Depuis
2012, le ministere du Commerce est seul responsable du dossier des compléments
alimentaires. La gestion de ce dossier releve également de la responsabilité du Ministére de
I'Industrie Pharmaceutique et de la gestion de ces produits. Les autorités suivent les
recommandations de I'OMS, Organisation pour I'alimentation et I'agriculture (FAO)
(Boudis,2022).

Selon une étude d’Inca menée en France, 22% des adultes et 14% des enfants ont pris des
suppléments. En incluant les médicaments comme des nutriments, on obtient des taux
respectivement de 29 % et 19 % (Anses,2019) .

2.5.Produits naturels

Les produits de santé naturels sont des plantes ( herbes ) et autres suppléments
nutritionnels fabriqués a partir de sources naturelles et vendus dans le but de prévenir les

maladies ou de promouvoir la santé.

Il en existe de nombreux types : Vitamines et minéraux, plantes médicinales,

probiotiques, acides aminés, acides gras essentiels, etc .(Paediatr Child Health,2005).

Les produits naturels sont des produits fabriqués a partir d’ingrédients naturels tels que
I’huile d’olive, le miel, les plantes, les herbes et autres substances naturelles. Les cosmétiques,
les remédes maison, les suppléments nutritionnels et les médicaments peuvent étre fabriqués a
partir de produits naturels. Certains produits naturels sont utilises depuis des siecles pour
traiter diverses affections, mais deviennent de plus en plus populaires dans la culture

occidentale moderne (Pugin,2023).
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2.6.Huiles Essentielles
2.6.1.Définition

De nombreux auteurs tentent de donner une définition des huiles essentielles (Norme
NF T 75-006) : « Les huiles essentielles sont des produits obtenus par distillation a la vapeur
ou par procédés mécaniques a partir de matieres premiéres d'origine végétale » ou « Par
distillation seche ». Un processus physique est ensuite utilisé pour séparer I’huile essentielle

de la phase aqueuse.

Cette définition definit les huiles essentielles dans un sens plus étroit. Cependant, il
existe des produits qui sont toujours fabriqués a partir d'ingrédients d'origine végétale mais
qui utilisent d'autres procédés d'extraction tels qu’utiliser des solvants non aqueux ou de
l'enfleurage. Ces composés volatils ont la propriété d’étre solubles dans les huiles et les
graisses, c’est pourquoi on les appelle empiriquement huiles essentielles. Le terme huile
souligne la viscosité et le caractére hydrophobe de ces substances, et le terme substances
essentielles désigne les principaux composants caractéristiques (Menaceur,2015).

Les huiles essentielles sont des molécules dotées de noyaux aromatiques qui conferent
aux plantes leur parfum caractéristique. 1l protege les plantes de la lumiére excessive et sert a
attirer les insectes pollinisateurs. En raison de son efficacité, il est utilisé dans le traitement de
maladies, comprend également les industries thérapeutiques, cosmétiques et alimentaires.
(Berrabah et Rechachi,2022).

L’extraction d’huile essentiel de la lavande est une opération complexe définir par plusieurs

étapes et plusieurs techniques parmi les méthodes les plus utilisés :
2.6.1.Extraction par hydrodistillation

L’extraction des huiles essentielles est un processus complexe impliquant plusieurs

étapes et plusieurs techniques d’extraction, dont I"hydrodistillation (Figure 09).

L'hydrodistillation elle-méme est une méthode standardisée pour l'extraction des huiles

essentielles et le contrdle de la qualité.

Le principe de la distillation de I'nydrogéne est équivalent a la distillation hétérogene.
Le procédé consiste a tremper la matiére végétale dans un bain-Marie. Le tout est ensuite
bouilli, généralement a pression atmosphérique. La chaleur fait éclater et libérer les molécules
odorantes des cellules végétales. Ces molécules aromatiques forment un azéotrope avec la
vapeur d'eau. On sait que le point d’¢ébullition d’un mélange est atteint lorsque la somme des
pressions de vapeur de tous les composants est égale a la pression d’évaporation, elle est donc
inférieure au point d’ébullition d’une substance pure. L’azéotrope « eau + huile essentielle »

distille donc a une température de 100 °C.A pression atmosphérique, les points d’ébullition

e
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des composés aromatiques sont généralement trés élevés. Il est ensuite refroidi et condensé
dans un essor ou vase florentin.Aprés condensation, l'eau et les molécules aromatiques se
séparent en phases aqueuses et organiques en raison des différences de densité : « Huile
Essentielle ». La distillation peut étre réalisée avec ou sans recyclage de la phase aqueuse
issue de la décantation. Le temps nécessaire a I'hydrodistillation varie considérablement et
peut durer plusieurs heures en fonction de I'équipement utilisé et du matériel végétal traité. Le
temps de distillation affecte non seulement le rendement mais aussi la composition de

I'extrait.

La distillation d’hydrogéne a haute pression convient au traitement de matiéres premicres
difficiles a extraire ou d’essences difficiles a traiter. Cette technique est également utilisée
pour les rhizomes du bois de santal, du clou de girofle, du vétiver, du gingembre et de l'iris

(Benmoussa et Bougoffa,2017).

ol ‘_]
l_ | Condenseur
A
Colonne de distillation

an

«— Huile essentielle
Cohobe

e——Phase aqueuse

W% * % Vase florentin

Réacteur —»

*

¥ *

Matériel végétal 2. ! ***
" *
Eau > " k%

Figure 09: Systeme d’hydrodistillation (Ferhat,2010).
2.6.2.Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

C'est I'un des moyens officiels d'obtenir 1’huile essentielle.Ce systéme d'extraction

expose la matiére végétale a un courant de vapeur sans maceération préalable (Figurel0).

La vapeur saturée en composés volatils est condensée et décantée dans un décanteur, ou elle
est ensuite séparée en une phase aqueuse (HA) et une phase organique (HE). En raison de
I'absence de contact direct entre lI'eau et la matiére végetale, ainsi qu'entre I'eau et les
molécules aromatiques, certains phénomenes d'hydrolyse et de détérioration, pouvant affecter

la qualité de I'huile, sont évités.
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De plus, I'aréme de I'huile essentielle résultante est plus délicat, et les notes de téte sont riches

en esters, grace a une distillation réguliere et rapide (Boukhatem et al.,2019).

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d’hulle essentelle

Huile essentielie
Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau
Eau florale

Eau florale +
Chaleur huile essentelle
Essencier

' "N
". /r‘\/' \ J’ UU\

Figure 10 : Entrainement a la vapeur d’eau (Goudjil,2016).

2.6.3.Expression a froid

Cette technique (Pressage a froid) permet d'extraire I'essence volatile contenue dans
I'écorce des agrumes en la détruisant par un traitement mécanique.Cela implique de briser ou
de dechirer la paroi du sac contenant d'huile du mésocarpe, ou 1’épicarpe, juste en dessous de
la peau externe du fruit, et de collecter le contenu inchangé. Les essences de Citrus ont
longtemps été obtenues manuellement (Belsito et al.,2007).La mécanisation et
I'industrialisation de la technologie de pressage a froid n'ont eu lieu qu'au début du 20e siécle
afin de réduire les colts de production et de transformation et d'augmenter les rendements en

réponse a une demande accrue (Ferhat et al.,2016).

2.6.4.Extraction par Solvant

Lors de I'extraction par solvant, le composé souhaité est dissous dans un solvant non
miscible a I'eau et la phase organique contenant le composé a extraire est séparée de la phase
aqueuse (Joy,2021).

Cette technique comporte trois étapes :
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2.6.4.1 Mise en contact d'un solvant avec une substance contenant le composé a extraire

Cela peut se faire directement dans un réacteur adapté (bécher, erlenmeyer, ballon,
etc.) ou en ajoutant au préalable de I'eau.

On laisse ensuite le solvant agir sur la décoction, I'infusion ou le macérat (Joy,2021).

2.6.4.2 Décantation

C'est I'opération de séparer deux phases non miscibles réalisee a l'aide de I'ampoule a
décanter .
Selon le type de solvant utilisé, notamment sa densité par rapport a I'eau (1,00), la phase

organique résultante peut étre supérieure ou inférieure (Joy,2021).

2.6.4.3.Séchage et filtration

Ce sont les opérations utilisées pour éliminer 1’eau résiduelle potentiellement présente

dans la phase organique, utiliser un déshydratant, puis filtrer (Joy,2021).

2.7.Lavande

Le mot lavande vient du latin lavare, qui signifie « se laver ».La lavande est récoltée
par la population locale depuis des siecles a des fins cosmétiques et médicinales. Il est
désormais cultivé commercialement dans le monde entier a des fins diverses, notamment
ornementales, culinaires (comme le thé et les épices) et cosmétiques (huiles essentielles,
parfums).De plus, les abeilles récoltent le nectar des fleurs de lavande, qui est transformé en

miel, ce qui peut également constituer une activité économique.

Les graines de lavande ont une valeur marchande élevée en raison de leur aréme agréable
(Figurell).

Les matiéres premiéres végétales et leurs huiles essentielles sont principalement utilisées dans
les industries de la parfumerie, de la cosmétique et de I’agroalimentaire.

L'importance médicale de cette plante est bien documentée et les extraits fabriqués a partir de

cette plante sont répertoriés dans de nombreuses pharmacopées (Menaceur,2015).
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Figure 11 : Champ de lavande (Wallspic,2018).

2.7.1. Lavande officinale ou Lavandula angustifolia

Nom latin : Lavandula angustifolia Mill., synonyme soit de Lavandula officinalis
chaix, soit de Lavandula spica L. soit de Lavandula vera D.C (Figure 12), le lavandin des
cultures commerciales étant un hybride des 2 derniers ou encore de Lavandula angustifolia et

de Lavandula latifolia selon d'autres auteurs (Belmont,2022).

Noms communs : lavande vraie, lavande fine, lavande commune, lavande femelle, nard
italien, faux nard, garde-robe. Les différentes formes regroupées sous ce nom sont des sous-
arbustes de 20 a 80 cm de hauteur. La racine est une racine pivotante et possede des traceurs.
La longueur de la tige est de 15 a 20 cm, sous l'inflorescence il n'y a pas de feuilles pendant
longtemps. La plante se compose de tiges florales courtes et minces avec un seul épi
(Figure 12) (Belmont,2022) .
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Figurel2 :Lavande vraie-Lavandula angustifolia.
(Site Web 5).
* Classification :

*Régne : Plantae .
*Sous-régne : Viridiplantae .
*Division : Magnoliophyta .
*Classe : Magnoliopsida .
*Sous-classe : Astéridees .
*QOrdre : Lamiales.
*famille: Lamiaceae.
*Genre : Lavandula.
*Espéce : Lavandula angustifolia.
(Site Web 6)

*Port: buisson érigé a arrondi.
*Catégorie: arbuste aromatique.
*Feuillage: persistant, aromatique, gris-vert. Feuilles étroites simples opposées.

*Floraison: Comestible, aromatique de la fin du printemps au début de I'été, a un parfum
distinctif, est utilisé pour le séchage et la conservation (couper I'épi floral avant que les fleurs
ne soient completement ouvertes), produit du nectar et est visité par les papillons et les
abeilles.

*Couleur: violet, lavande.

23



Etude Bibliographique

*Fruits: petites graines (x2 mm) étroites, elliptiques a réniformes, d'un brun roux brillant,

I'nilum est bien marqué, plus étroit, pointu et d'un ocre claire.

*Plantation: Du printemps a I'automne (de fin février apres les gelées a novembre avant les
gelées), plantez en quinconce a un intervalle d'environ 40 a 50 cm, selon la taille des adultes

et les caractéristiques de la variété. Plantez 5 plantes de 3 &5 cm par métre carré.

Il peut étre acheté en touffes ou en racines nues. Les puristes recommandent de remplacer les

plantes des parterres de fleurs tous les 3-4 ans.
*Hauteur: 0.50-0.70 m.

*Multiplication: par bouturage en été ou a l'automne, par sermis sous chassis en poquet de 5,

compter environ 4 semaines pour la levée.

*Sol: Fertile, léger, bien drainé, neutre/alcalin (6,5 < pH> 7,5).Evitez les sols argileux
humides, car cela peut inévitablement étouffer plus ou moins les racines a long terme,

I'asphyxie racinaire .
*Emplacement: soleil, mi-ombre une partie de la journée.

*Zones : Excellente résiste aux embruns et a la sécheresse, sauf au cours de la premiére

anneée, apres la plantation, jusqu'a 3 mois sans eau.

*QOrigine: en altitude sur le pourtour du bassin méditerranéen en zone calcaire, introduite et

naturalisée aux Etats- Unis, dans I'état de New York et au Vermont.

*Entretien: Arrosez apres la plantation, puis arrosez de temps en temps pendant les périodes
seches. Retirez les épis morts et coupez les branches a la méme hauteur pour créer une forme

ronde. Coupez les branches seches ou les branches emmélées au milieu de la plante.

*Culture en pot: Apres le rempotage, arrosez occasionnellement du printemps a lI'automne
pour éviter que le substrat ne se desseche, et en cas de secheresse, arrosez environ une fois par
semaine. Dans les deux cas, un arrosage excessif peut provoquer la pourriture des racines
(Belmont,2022).

2.7.2.Effets de lavande

Elle est bactéricide et possede des propriétés antiseptiques, ainsi que des propriétés
antispasmodiques (pour les plaies, I'eczéma, les piqdres d'insectes, les ulcéres cutanés).Elle a

des effets antiparasitaires, tue les poux, neutralise le venin des morsures de vipéres, aide a
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lutter contre la dystonie neurotrophique (migraines et maux de téte) et son huile essentielle est

utilisée en massothérapie (Martinat,2020).
2.8. Probiotiques

2.8.1 Définition

L'utilisation empirique des probiotiques n'est pas une invention nouvelle, mais elle
remonte a I'ére néolithique, lorsque certains aliments fermentés étaient consommeés,
notamment le lait a partir duquel étaient fabriqués le yaourt, le fromage et le kéfir, ainsi que le
chou a partir duquel étaient fabriqués la choucroute et le kimchi.Cela remonte, leurs intéréts
n’ont été pris en compte scientifiquement qu’au XIXe si¢cle (Grattepanche, 2022).

2.8.2 Effets des probiotiques
Les effets des probiotiques sont variés :

-lls peuvent prévenir certaines maladies telles que les infections systémiques, les maladies

diarrhéiques, le cancer et les allergies (Guetarni,2017).

-lls jouent un rdle important dans le traitement des maladies inflammatoires et de

I’hypercholestérolémie.
- lls aident également a atténuer I’intolérance au lactose et stimule le systéme immunitaire.

Enfin, il apporte des propriétés nutritionnelles a 1’hote grace a la production de
métabolites tels que les acides aminés, les acides gras a chaine courte et 1’acide lactique
(Grattepanche,2022).

2.8.3. Probiotiques gynécologiques

Le corps humain et son microbiome (peau, systeme digestif, vagin) entretiennent une
relation symbiotique .La symbiose est une relation biologique, permanente et mutuellement
bénéfique entre deux étres vivants. L’organisme offre un environnement favorable
(température, pH, nutriments, humidité) au développement des bactéries, et en retour le
microbiote contribue entre autres au développement du systéeme immunitaire, a la digestion et
a la protection contre les bactéries pathogenes. Cette symbiose peut étre déséquilibrée par
divers facteurs. La prise de probiotiques est donc une option potentielle pour restaurer le
microbiote . Dans le tractus génital féminin, la microflore est principalement constituée de
bactéries lactiques .Leur colonisation est facilitée par le cycle d'imprégnation glycogene de la

muqueuse vaginale. Ces bactéries éliminent les agents pathogénes responsables des infections

e
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vaginales grace a diverses stratégies (par exemple, acidification, peroxyde d’hydrogene,
bactériocines). Les probiotiques type Lactobacillus sont donc principalement utilisés au
niveau gynécologique (Waterllot,2010).

2.8.4. Lactobacilles

Les lactobacilles sont des bactéries lactiques qui transforment le sucre en acide
lactique. La flore symbiotique humaine (flore intestinale) comprend de nombreuses espéces.
Ces bactéries ont fait I’objet de nombreuses études scientifiques portant sur leurs effets
probiotiques (Zheng et al.,2020).

2.8.4.1 Taxonomie du genre Lactobacillus

Les bactéries sont identifiees par la classification Herchée. La nomenclature (régles de
dénomination) et la taxinomie (Science de classification) sont importantes en sciences
biologiques. lls permettent d'organiser et de standardiser I'ordre de la vie en noms universels.
Cette étape est indispensable pour de nombreuses raisons, notamment médicales,

nutritionnelles, environnementales ou simplement académiques (Grattepanche,2022).

Reégne : Bacteria

Division : Firmicutes

Ordre : Lactobacillales

[ Espéce : Lactobacillus acidophilus }

[ Espeéce : Lactobacillus gasseri ‘

itibaciliu

I Espeéce : Lactiplantibacillus plantarum |

enre

I Espéce : Lacticaseibacillus rhamnosus |

[ Espeéce : Lacticaseibacillus casei l

I Espeéce : Limosilactobacillus reuteri

Figure 13 :Taxinomie du genre Lactobacillus

(Site Web 7).
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Pour classer tous les étres vivants, la communauté scientifique a initialement utilisé des
caractéristiques phénotypiques. En 1949, Ola-Jensen introduise des critéres de classification
des bactéries lactiques sur leur croissances, étude la morphologique (bacilles), la fermentation
lactique-glucose (I'homofermentation ne produit que de I'acide lactique) (I'hétérofermentation:
produit de l'acide 1’acétique) et les températures extrémes (10-45°C). Cependant, avec
I'avenement des nouvelles technologies, les criteres biochimiques (Gram+, catalase, oxydase)
et génétiques (séquences génétiques codant pour les ARN ribosomiques 165 et 235) modifient
les caractéristiques communes supposées de certaines bactéries. Cela a nécessité un
ajustement taxonomique .En effet, la taxinomie et la nomenclature ne sont pas immuables et
peuvent évoluer en fonction des connaissances scientifiques (Grattepanche,2022).

27






Etude expérimentale

1. Matériel et méthodes

1.1. Présentation de la station d’étude, lieu et durée de stage

La partie expérimentale de notre recherche s’est étendue sur une période de neuf
mois, depuis Mai jusqu’a Novembre 2024. Durant cette période, nous avons mené diverses

analyses
dans les établissements suivants :

-«SRL Générique Lab » est I'un des premier laboratoire en Algérie fondé en 1992
situé dans la zone industrielle Rouiba- Alger . Cet institut est un établissement spécialisé dans
les innovations dans les secteurs de la santé et de la pharmacie .1l est généralement spécialisé
dans le développement et la fabrication des produits pharmaceutiques pour diverses

specialités.

-le centre de recherche et développement de SAIDAL , Médéa ,est une institution
scientifique et technique axée sur I’innovation dans le secteur de la santé et de la pharmacie .1
a pour mission principale de la recherche , la conception ,le développent et la validation de

nouveaux médicaments et produits pharmaceutiques.

-VieBio est une presse a I’huile spécialisée dans la fabrication des huiles essentielles et

I’hydrolats ,elle fait aussi la vente. Elle est située a Ouled Yaich ,Blida .

-Ainsi que le laboratoire «<AMB Internationale» est un laboratoire algérien spécialisé

dans la fabrication des produits pharmaceutiques. Il se trouve a Misserghin, Oran ,Algérie .

-Nous avons egalement effectué une partie de ce travail au niveau des laboratoires
pédagogiques et le laboratoire de recherche valorisation des substances naturelles de

I’université Djilali Bounaama de khemis Miliana.

1.2 Matériel

1.2.1 Matériel Biologique
1.2.1.1 Matériel Végétal

Une plante bio-médicinale est utilisée dans ce travail : Lavandula angustifolia . Cette
plante a été récoltée durant le mois de Juillet 2023, Janvier et Mars 2024 en Turquie. Les

échantillons ont été exportés vers 1’ Algérie .
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1.2.1.2.Microorganismes

Pour notre recherche, nous avons testé la sensibilit¢ d’une souche fongique de
référence provenant de I’institut pasteur d’Algerie : Candida albicans ATCC 10231 et E.coli
ATTC8739 SAIDAL ,Médeéa. Le champignon (C.albicans) est responsable de I’infection

vaginale chez les femmes (mycose).

Une bacteérie probiotique mésophile sous forme de poudre Lactobacillus acidophilus ,

qu’elle est ramenée de Amb international, Oran.

1.2.2 Matériel non biologique
Le matériel non biologique utilisé pour ce travail est indiqué dans le tableau suivant :

Tableau 03: Matériel non biologique.

Milieux de culture Réactifs Appareillage
-Bouillon MRS -Eau physiologique Bain-Marie
-Gélose Muller-Hinton -Eau bi-distillée stérile Autoclave
-Gélose MRS -Eau distillée stérile Agitateur
-Gélose Sabouraut -Ethanol absolu Balance de précision
-Gelose Soja agar -Catalase Dispositif d’hydrodistillation
-Bouillon Mannitol- -Oxydase Etuve, incubateurs
Mobilité -Fuchsine Mateériel courants de
laboratoire
-Lugol
o ] ] ] Microscope optique (Novex)
(prépareés au niveau du -Violet de Gentiane
_ ) . Pied a coulisse
laboratoire de -Phénolphtaléine
) ] ) Refractomeétre
microbiologie de -NaOH
o i Papier de pH
I’Université et le Laboratoire | -KOH
de microbiologie de ] . . Matériel de titrage
Generiglab et dans le -Acide Acetique 5 %
laboratoire controle qualite | _acide chlorhydrique 37 % Plaque chauffante
de SAIDAL Medea ). Chromatographie phase

-Alcool éthylique 96 % gazeuse couplée 4

-DPPH Spectrométrie de masse

30




Etude expérimentale

-Huile d’émersion Spectroscopie infra rouge
Densimeétre

Pieds de coulisse

1.3.1. Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation

L’extraction a été réalisée a partir de la plante Lavandula angustifolia. Les huiles
essentielles sont extraites selon le procédé d'hydrodistillation réalisé chez la presse « VieBio »
de Blida, spécialisée dans la production d'huiles essentielles et d'hydrolats.

Mode opératoire

L'opération implique l'introduction de 3 Kg de matiére végétale dans I’hydrodistillateur
(Figurel4) mesurée a I’aide d’une balance, préalablement remplie avec 25 L d’eau distillée.
Apres 1’ébullition a 100° C, les vapeurs contenant I'huile essentielle s‘écoulent, puis passent
dans un refroidisseur ou elles se condensent. Le distillat composé d'huile et d'eau. L'huile et
I'hydrolat seront extraits séparément, chacun dans une ampoule de décantation. Cette étape
d'extraction s'étend sur une durée de deux heures a compter du début de I'ébullition.

Puis on va récupérer d’huile d’ampoule et utiliser le décantage (Figurel5) pour bien assurer
la séparation des deux composants (hydrolat, huile).

Nous avons stocké I'huile essentielle obtenue dans des flacons en verre hermétiquement

fermés a 4°C.
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Figure 15 : Séparation d’hydrolat et I’huile extraite.
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1.3.1.1. Caractérisation d’huile essentielle

Des études analytiques ont été menées pour évaluer la qualité et la composition
d’huiles essentielle extraite .Tout d’abord, avant de passer aux propriétés physicochimiques

d’huile, nous avons étudié les propriétés organoleptiques : aspect , couleur et odeur.
1.3.1.2. Détermination du rendement

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids d’huile extraite et le
poids de la matiére végétale séchée au cours du traitement (Zaibet,2016) . Le rendement

exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante :
R= (P/PA) x 100 .

R: Rendement d'huile essentielle en %.

P: Poids d'huile en g.

PA : Poids de la plante sec en g.

1.3.1.3. Propriétés et caractéristiques organoleptiques

Le caractére organoleptique basé sur 1’étude sensorielle (Laiche et Mecheri,2023) est

défini dans le tableau suivant :

Tableau 04 : Caractéres organoleptiques d’huile essentielle de lavande .

Caractére Définition

Odeur L'odorat est un sens chimique tres sensible et la capacité du parfumeur
a classer et caractériser les produits chimiques, permet la formulation
de produits naturels et leur perception peut atteindre 10 millioniemes
de gramme par litre d'air.

Couleur La couleur d'une huile essentielle dépend des produits qui la
composent.Certains solvants ont la capacité d'extraire de nombreux
pigments et d'intensifier la couleur de certaines huiles.

Aspect L'aspect d'un extrait dépend des produits qui le composent et se
présente a nos yeux sous forme solide, liquide ou solide et liquide.
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1.3.1.4. Propriétés et caractéristiques physico-chimiques

a. Densité

La densité ou la masse volumique est une grandeur physique qui caractérise la masse
d'un matériau par unité de volume. Méthode de mesure : ou c'est le rapport d'un volume
donné d'huile essentielle a la masse de ce méme volume. Cela donne une densité de g/cm?,
aussi peut ont calculer par un densimetre.

__ (m1-mo)
- (m2-mo0)

D : densité.

mo : masse en gramme de fiole jaugée.

mz1 : masse en gramme de fiole jaugée remplie d’un volume HE.

mz2 : masse en gramme de fiole jaugée remplie d’un volume d’eau distillée.

b. Indice de réfraction :

L'indice de réfraction d'une huile se définit comme le rapport entre le sinus de I'angle
d'incidence et le sinus de I'angle de réfraction d'un rayon lumineux ayant une longueur d'onde
specifique, lorsqu'il passe de l'air a I'huile maintenue a une température constante
(AFNOR,2000).

L'indice de réfraction d'une huile dépend de son degré d’insaturation. Selon la norme ISO
6320, elle est mesurée a 20 °C pour les huiles liquides et a 40 °C pour les graisses. L'indice de
réfraction est mesuré a I'aide d'un réfractometre Abbe & commande thermostatique. Elle varie
avec la température (0,000 35 par degré autour de 20 °C) (Ollé,2002).

-Nous avons étalonné I'appareil en utilisant de I'eau distillée, dont I'indice de réfraction est
connu (n=1,333) a la température de 20 °C.

-Puis, nous avons nettoyé les prismes du réfractométre (Figure 16) avant d'y déposer
quelques gouttes d'huile essentielle.

-En regardant dans I'oculaire, nous avons ajusté le bouton de réglage de I'indice de réfraction

pour centrer les zones sombres et éclairées sur le réticule, enfin noté la valeur.
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Figure 16 : Réfractomeétre Abbe.

c. Pouvoir rotatoire

La rotation est une propriété physicochimique courante des liquides organiques,
notamment des composés chiraux tels que les huiles essentielles et les huiles végétales. Cette
valeur fournit des informations sur l'interaction d'une substance ou d'un mélange de

substances avec un type particulier de lumiére, appelé polarisation.

En résumé, la lumiere est constituée d'ondes d'énergie qui se propagent dans des directions
spécifiques. En lumiére non polarisée, cette onde oscille de maniére aléatoire autour de
différents niveaux. Certaines vagues se balancent parallélement a 1’horizon, d’autres

perpendiculairement et d’autres encore selon des diagonales différentes.

Le pouvoir rotatoire est mesuré a 1’aide d’un instrument appelé polarimétre dans cet appareil,
de la lumiére polarisée suivant un plan connu est émise d’un coté de 'instrument. Elle
traverse une cellule de verre de longueur connue qui contient le liquide a 1’étude . Le plan de
polarisation de la lumiére résultante est ensuite mesuré par un détecteur situé a la sortie de la
cellule de verre (St-Gelais, 2022).

d. Potentiel d'hydrogéne

Le pH mesure l'activité chimique des ions hydrogene (également appelés protons)

dans une solution. 1l mesure aussi l'acidité ou la basicité d'une solution. Il s'agit d'un
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coefficient qui détermine si une solution est acide, basique ou neutre. Il varie a chaque

solution veut dire chaque huile essentiel a un pH précis (Mpiana Kibwela,2018) :
-Imbiber bien le papier indicateur de pH par quelques gouttes d'huile.

-Patientez quelques instants, puis comparer les teintes obtenues et consulter les résultats en
utilisant le colorimétre inclus dans I'emballage du papier indicateur de pH.

1.3.3. Etude microbiologique de souche probiotique Lactobacillus
acidophilus

1.3.3.1. Isolement et revivification de la souche

* Préparation de la solution meére : Pour préparer la solution :

Un mélange de 5ml de bouillon MRS et de 0,5g de la poudre de probiotique de Lactobacillus
acidophilus. Cette étape a été réalisée afin d'obtenir une solution homogene.

* Dilutions décimales : Cette technique est basée sur 1’estimation statistique de la charge
bactérienne de la solution. La dilution décimale consiste a mélanger une quantité précise de
solution meére avec neuf fois la quantité de diluant pour produire une suspension ou une
solution .Ce processus a été répété pour chaque dilution supplémentaire .Ce protocole a été
suivi jusqu'a I'obtention d'une série de dilutions au 10 fois adaptées a l'inoculation du milieu
de culture .Si nécessaire, pour réduire le nombre de micro-organismes par unité de volume,
pour permettre un dénombrement aprés incubation, pour observer d'éventuels foyers (dans le
cas des tubes) ou pour réaliser un dénombrement des colonies (dans le cas des boites),

préparer des dilutions décimales (Benaissa,2021).

* Ensemencement sur milieu sélectif .| Ensemencer en strie 1 ml de chaque dilution sur la

gélose MRS pour L.acidophilus a I’aide d™un écouvillon.

* Incubation : Incuber & 37°C pendant 72h. L’incubation se fait en anaérobiose en utilisant

du parafilm.

1.3.3.2. Dénombrement des souches

Le dénombrement des micro-organismes viables sur gélose reste la méthode de
référence recommandée ou exigée par diverses normes pour les tests microbiens dans les
contrbles de libération. Ceci peut se faire soit en inoculant directement un volume
d'échantillon liquide a analyser (étalé sur la surface du milieu ou dans le milieu fondu avant
solidification) soit en libérant de la biomasse solide dans un volume de liquide a travers une

membrane (diametre des pores 0,22-0,45 pum) puis déposé dans un milieu adapté. Cette

e
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technique est essentielle pour évaluer la charge bactérienne dans un échantillon (Corry et
al.,2007) .

Le nombre de colonies UFC / ml est calculé par la formule suivante :
N = [(1/V) * (1/ D)*X

N : Nombre des unités formant colonies comptées.

V : Volume de solution ensemencé.

D : Nombre de dilution.

X : Nombres de colonies.
1.3.3.3. Etude morphologique

a. Observation macroscopique

Cet examen permet de constater la morphologie des colonies obtenues sur milieux solides.
Ainsi, déterminer la forme, la taille, la couleur et 1’aspect des colonies et sur milieu liquide
(Johnson et al.,1980).

b. Observation microscopique
Elle est basée sur la morphologie des cellules bactériennes et leur mode d’association

observés par microscope optique.

*Coloration de Gram

Nous avons effectué la coloration de Gram en suivant les étapes suivantes :

« Déposer une goutte d’eau physiologique sur une lame stérile.

« Faire disperser une colonie dans la goutte et préparer le frotté sur la lame.

* Fixer les bactéries par des passages légers sur la flamme orange.

* Verser le violet de Gentiane sur la lame pendant une minute puis égoutter le surplus.
* Verser le lugol deux fois pendant trente secondes.

* Rincer avec 1’alcool pendant dix second.
* Rincer a I’eau distillée.
» Mettre la Fuchsine pendant une minute.

* Rincer a I’eau, sécher et examiner sous microscope avec d’huile a immersion.
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1.3.3.4. Identification biochimique

a. Test Catalase
C’est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et anaérobies
facultatives. Enzyme qui catalyse la décomposition du peroxyde d’hydrogeéne (H202) :

H202 — % O2+ H20

Une colonie microbienne est mise en présence d’une goutte d’eau oxygénée (3 %) sur une
lame. L’apparition de bulles gazeuses signifie la présence d’une catalase. Elle intervient dans
la dégradation d’eau oxygénée produit au cours du métabolisme aérobic empéchant son
accumulation dans la cellule bactérienne (Benaissa,2021) .

» Déposer sur une lame de verre une ou deux gouttes d’eau oxygénée ;

* Prélever a I’aide de I’effilure de pipette Pasteur un fragment de colonie et dissocier la culture
dans la catalase.

b.Test Oxydase

Le test de I'oxydase détermine si les bactéries possédent I'enzyme oxydase, qui
transforme un réactif incolore (diméthyle paraphylléne diamine) en un produit violet. Cette
technique consiste a mettre en contact un échantillon bactérien avec un disque imprégné du

réactif diméthyl paraphylléne diamine (Site Web 8).
* Déposer sur une lame de verre une ou deux gouttes d’oxydase ;

 Prélever a I’aide de I’effilure de pipette Pasteur un fragment de colonies et dissocier la

culture dans I’oxydase.

c. Test Mannitol-Mobilité

Le Mannitol est le produit de la réduction du D-Mannose. Sa décomposition conduit a
la production de fructose, qui, lorsqu’il est attaqué, génére des acides a chaines trés courtes,
tels que l'acide acétique et l'acide formique. Le milieu Mannitol-Mobilité est utilisé pour

détecter a la fois la fermentation du Mannitol et la mobilité des bactéries.

La fermentation du Mannitol provoque un changement de couleur du milieu, le faisant passer
au jaune. Les souches mobiles se propagent a partir de la ligne d’ensemencement
(Benabdallah et Hamlaoui,2016).

1.3.3.5. Etude et évaluation in vitro de ’activité antimicrobienne

L'évaluation de lactivité antimicrobienne d'huile essentielle de Lavandula
angustofolia et de souche probiotique par la méthode de I'aromatogramme par diffusion sur

milieu gélosé est une combinaison de deux méthodes : la méthode traditionnelle

e
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d'antibiogramme et la méthode de diffusion sur gélose (aromatogramme) (Gutarni et al .,
2023).

1.3.3.3.5.1. Préparation de I’'inoculum

a. Levure

Préparer des suspensions en prélevant 3 & 5 colonies bien isolées d’une culture jeune de 18
heures ou 24 h, puis les déposer dans 5 ml eau physiologique stérile. Mélanger les

suspensions a I’aide d’un agitateur pour les homogénéiser.
b. Huile essentielle

Les eppendorfs sont remplis d'huile essentielle (HE) de lavande, en combinant un
volume mesuré d'huile avec un volume équivalent de diluant. Cette procédure est répétée pour
réaliser différentes dilutions, jusqu'a obtenir une gamme adaptée a lI'inoculation des milieux de
culture. Le diluant utilisé pour I'nuile essentielle est le DMSO. Nous avons préparé plusieurs
dilutions des huiles essentielles a différentes concentrations : 100 %, 50 %, 25 %, 12,5 %,
6,25 % et 3,12 %:

* SM: Contient 1 ml de la solution mére pure d’huile essentielle.
* S1: Contient 500 pl de la solution mére et 500 pl du diluant.

* S2: Contient 500 pl de la solution S1 et 500 pl du diluant.

* S3: Contient 500 pl de la solution S2 et 500 pl du diluant.

* S4: Contient 500 pl de la solution S3 et 500 pl du diluant.

* S5: Contient 500 pl de la solution S4 et 500 pl du diluant.

Enfin, tous les éppendorfes sont homogénéisés par VORTEX pour donner une gamme des

solutions bien préparées (Figure 17).
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500uL 500pL 500uL 500pL 500pL 500uL

A V4 V4 4 V4 V4 V4
. ! L“
Stock ) —J
Standard { j,
Tube 1 2 3 4 5 € 7 8
ng/mL 20 10 5 25 125 0625 0.312 0.156 0

Figure 17 : Protocole de préparation dilutions d” huile essentielle de Lavandula angustifolia
(Kamil et al.,2015).

C. Probiotique

L’enrichissement s’est fait dans le bouillon : MRS par I’ajout de quelques colonies des

bactéries lactiques conserveées, puis les incubés pendant 72 heures pour la réalisation du test

de ladiffusion sur gélose ( Figure 18).

Figure 18 : Enrichissement de la souche L.acidophilus dans le bouillon MRS.
d. Interaction des substances naturelles et bactériennes

Voici les interactions utilisées dans notre recherche :

e Interaction entre différentes souches microbiennes : Candida albicans ATTC10231

,Lactobacillus acidophilus.
e Interaction entre 1’huile et souche microbienne : Candida albicans , ’huile de Lavande .

e Interaction entre deux souches microbiennes et 1’huile : Candida albicans ATTC10231 ,

Lactobacillus acidophilus et I’huile de Lavande .
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1.3.3.5.2. Collection des boites de Pétri

Nous préparons toutes les boites et récupérons les flacons contenant le milieu de
culture Mueller-Hinton (MH) dissous que nous chauffons au bain-Marie. Ensuite, nous couler

les boites de pétri et les laissons sécher a proximité de la zone de stérilisation (Figure 19).

Figure 19: Collection des boites de Pétri dans sous une haute stérile.
1.3.3.5.3. Ensemencement par écouvillonnage

A I’aide d’un écouvillon imprégné de la suspension de Candida albicans ATTC 10231
, ensemencer toute la surface du milieu (3 passages a orientation décalée de 60° pour la boite

et I’écouvillon), et laisser sécher.

1.3.3.5.4. Application des disques

Des disques de papier Wattman stériles de 6 mm de diamétre ont été imbibés dans
différentes solutions préparées. Déposer les disques contenant une quantité de 50 pl (HE,

bouillon des bactéries lactiques) sur la surface du milieu gélose (Figure 20 ).

Figure 20 : Disposition des disques sur le milieu gélosé ensemencé par I’inoculum microbien.
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1.3.3.5.5. Incubation

Les boites sont incubées a une température et une durée spécifiques pour permettre la

croissance des bactéries a :

» 37 °C £ 2 °C pour d’huile essentielle L.angustifolia et Lactobacillus acidophilus

(incubation en anaérobiose par I’utilisation de parafilm).

1.3.3.5.6. Lecture

La lecture de sensibilitt du Candida albicans ATTC10231 aux les probiotiques
L.acidophilus et I’huile essentielle de lavande a été faite par la mesure des diamétres des halos
d’inhibition formés autour des disques a 1’aide d’un pied a coulisse (Al alama et al.,2017 ;

Segun Ayangbero,2015) (Figure 21) . Le diameétre d’inhibition est mesuré selon le tableau

suivant :
Dasque mnbibeé d ' HE Tapis macrobeen
0 -
—@ mssssssss——) | O
- incubaton a 3 7°¢
> Pendant 24h *
- -
Tapis macrobsen
Boite de Petnn avec la gelose de Muller Hinton Disametre d inhabitvon
Figure 21: Principe de la méthode d’aromatogramme (Etobo et al.,2022)
Tableau 05 : Normes de sensibilité de C.albicans a I’huile essentielle .
Sensibilité de C.albicans
Huile de Lavande >24,52
Probiotique L.acidophilus >7
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1.3.4. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de

mase
La spectrométrie de masse (SM) permet de recueillir des informations sur la nature, la

composition et la structure des espéces présentes dans un échantillon. Elle est devenue
progressivement un moyen d'investigation irremplacable des composés organiques. Elle est
aussi utilisée pour 1'étude des mélanges moléculaires, a condition de placer en amont du
spectrométre de masse un chromatographe pour séparer les composes. Dans ce cas, le
couplage en ligne CG-SM constitue I'une des meilleures méthodes d'analyse des mélanges au

départ d'infimes quantités(Guillaume,2017).

Les spectres de masse sont obtenus pour chaque composé, dépouillés et comparés aux

données de la littérature.

Mode opératoire

> Préparation de I'échantillon : L'échantillon a analyser est généralement sous forme
liquide (huile de lavande). Avant l'analyse, il doit étre préparé en extrayant les
composés d'intérét.

> Injection de I'échantillon : L'échantillon d’HE de lavande préparé est injecté dans un
injecteur de chromatographe en phase gazeuse. Dans cet injecteur, I'échantillon est
vaporisé et introduit dans la colonne chromatographique sous forme de gaz.

» Chromatographie en phase gazeuse : Dans cette étape, les composés présents dans
I'échantillon se séparent en fonction de leur affinité pour la phase stationnaire de la
colonne . Les composés sont transportés par un gaz porteur (généralement de I'nélium)
a travers la colonne chromatographique. Chaque composé se déplace a une vitesse
différente en fonction de ses propriétés chimiques et est donc séparé en plusieurs pics
chromatographiques(Guillaume,2017).

» Spectrométrie de masse : Aprés avoir été séparés par la chromatographie en phase
gazeuse, les composés sont acheminés vers le spectromeétre de masse. Dans le
spectrometre de masse, les ions produits a partir des molécules sont analysés pour
déterminer leur masse et leur charge. Ces informations sont utilisées pour identifier de
maniere unique les composés présents dans I'échantillon.

» Analyse des données : Les données de spectrométrie de masse sont consommées par
un logiciel dédié qui compare les spectres obtenus avec une base de données de

spectres de reférence pour identifier les composes présents.
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> Interprétation des résultats : Les résultats obtenus permettent d'identifier les
composés présents dans I'échantillon en fonction de leur temps de rétention dans la

chromatographie en phase gazeuse et de leur spectre de masse caractéristique
(Figure 22).

| —a— Iniection Part
Capillary Column Llonization
P — Source
Z "
/ » Lw] . Focusing Lens Detecto
A b,
R y . '
— el .
Macs Analy =ex

Mass Spectrometer

Figure 22 : Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (Shubin
et al.,2012).

1.3.5. Activité antioxydante

Pour évaluer l'activité antioxydant de I'huile essentielle nous avons utilisé la méthode
du DPPH .

La solution de DPPH est préparée en dissolvant 4 mg de poudre dans 100 ml d’éthanol.
L’huile essentielle a été dissous dans de I’éthanol absolu pour les préparer. Le test est realisé
en mélangeant 1 ml de la solution DPPH précédente et 1 ml de I'huile a tester a différentes
concentration. Aprés une période d'incubation de 30 min a température du laboratoire, lire
I'absorbance a4 517 nm.

Un antioxydant de référence ou un contrdle positif (acide ascorbique) a également été préparé
a des fins de comparaison en utilisant la méme méthode et les mémes concentrations.

L'inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage (1%) est calculé de la maniére suivante :
1% = 100*(absorbance DPPH —absorbance Echantillon) /absorbance DPPH

Avec A blanc est I'absorbance du témoin (contenant tous les reactifs sans le produit a tester) et
A échantillon est I'absorbance du test.

Le graphique de la variation du pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration de
I'nuile essentielle permet de déterminer le Cl 50 correspondant a 50% d'inhibition et qui
constitue l'activité antioxydante de I'huile essentielle. Cette valeur est comparée a celle

trouvée pour le composé de référence (Bencheikh,2017).
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Figure 23 : Spectrophotomeétre( UV-Visible , P.selectra) .

1.3.6. Préparation pharmaceutique d’un produit Natural
1.3.6.1. Sirop

Selon le laboratoire de production de SAIDAL a Médeéa, les sirops sont des
préparations a base d’eau renommés pour leur saveur sucrée et leur visqueuse. Ils contiennent
généralement du saccharose a une concentration minimale de 45% m/m. Lorsqu’ils sont
conditionnés en multi-doses, chaque prise doit étre administrée & I’aide d’une dispositif

permettant de mesurer avec précision la quantité prescrite.

1.3.6.2.1 Formulation
La formulation d'un sirop est un processus rigoureux qui nécessite une connaissance

approfondie des excipients et de leurs interactions avec les principes actifs :
-stabilité de médicament (chimique et physique ).

-modification chimique et préservation.

-agent édulcorant et saveur.

-viscosité et apparence.

-matiere premiére.
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a. Composition

La composition d'un sirop peut varier en fonction de sa nature (simple, compose,
médicamenteux) et de sa destination (alimentation, pharmacie). Cependant, tous les sirops

partagent des composants de base : Eau, sucre, aromes, colorants, conservateurs.

b. Procédé de fabrication

Le procédé de fabrication d'un sirop peut varier légérement selon le type de sirop et
I'échelle de production, mais les étapes principales restent les mémes. Voici une description

générale :

- Les ingrédients sont dissous dans I’eau purifiée (dissolution du sucre a la fin).
- Filtration ou Elimination des impuretés.

- Ajout des ingrédients supplémentaires.

- Systeme d’ agitation et un homogénéisateur (Bain ultrason ).

- Conditionnement (stérilisation des contenants, remplissage, fermeture, étiquetage)
(Figure24).

Figure 24 : Préparation des ingrédients de formulation.
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1.3.6.2. Gélules

La fabrication des compléments alimentaires sous forme de gélules, selon les protocoles
stricts du laboratoire de pharmacie galénique de SAIDAL, Médéa, vise a garantir la sécurité et
la qualité des produits. Ces gélules, qui sont des formulations solides, peuvent renfermer une
ou plusieurs substances actives. Elles représentent la forme de dosage la plus utilisée et
privilégiée tant par les patients que par les professionnels de santé. En effet, elles constituent

pres de 80 % des solutions thérapeutiques disponibles.

1.3.6.2.1. Formulation

La fabrication de gélules est un processus precis et rigoureux qui implique plusieurs
étapes, du mélange des ingrédients a l'obtention du produit fini. Voici une description

générale du processus (Figure 25) :

- préparation du contenu de la gélule.

-remplissage des gélules.

- envelopper les gélules.

-comptage de gélules dans un blister ou des flacons.

-étiquetage avec les informations nécessaires.

Figure 25 : Forme gélule.
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1.3.6.2.1. Spectrométrie infrarouge

La spectroscopie infrarouge (IR) consiste a étudier la diffusion, la réflexion,
I’absorption et la transmission du rayonnement infrarouge dans une plage spectrale allant de
800 nm a 1 000 000 nm (0,8 a 1 000 um). Bien qu’elle ne permette pas de déterminer
directement une structure moléculaire compléte, elle sert a identifier les groupes fonctionnels.
L'identité moléculaire globale est ensuite confirmée en comparant le spectre obtenu avec ceux
répertoriés dans un compendium. Un spectre IR est rapporté comme un graphique du
pourcentage de transmission (T %) par rapport au nombre d’onde v (Figure26)
(Bensakhria,2018).

Mode opératoire

» Nettoyer 1’appareil par éthanol.

» Deéposer les ingrédients sous le détecteur un par un, puis le mélange de gélule .
» Enregistrer les résultats obtenus.

» Comparer les résultats des ingrédients avec le graphe de formulation.

Figure 26 : Spectroscopie infrarouge de SAIDAL, Médéa(A224161)

1.3.6.3. Lotion

La fabrication d’une lotion médicale est utilisée pour traiter diverses affections cutanées.

C’est une préparation liquide qui peut contenir différents ingrédients actifs.
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1.3.6.3.1. Formulation

La formulation d'une lotion médicale est un processus complexe qui nécessite une
expertise en pharmacie et en chimie. Il implique la sélection précise des ingrédients, le calcul

des proportions exactes et le respect de normes de qualité rigoureuses.

-Choix des principes actifs : Prise en compte de leur solubilité, de leur stabilité et de leur

compatibilité avec les autres composants.

-Selection des excipients: Les excipients peuvent avoir des propriétés hydratantes,

émollientes, épaississantes, etc.

-Préparation de la formulation, mélange les ingrédients.

-Conditionnement : La lotion est conditionnée dans des flacons ou des tubes adaptés, puis
étiquetée avec toutes les informations nécessaires (composition, mode d'emploi, précautions
d'emploi).

1.6.4. Activité antimicrobienne des produits finis

a. Activité antimicrobienne d’un sirop

Pour voir I’effet du sirop sur les souches (C.albicans ATCC 10231, E.coli ATCC 8739), on
a utilisé le DMSO comme diluant. Nous avons préparé différentes dilutions de sirop a
différentes concentrations : 100 %, 50 %, 25 %, 12,5 %, 6,25 % et 3,12 % :

* SM: Contient 1 ml de la solution mere pure de Sirop.

* S1: Contient 500 pl de la solution mére et 500 pl du diluant.
* S2: Contient 500 pl de la solution S1 et 500 ul du diluant.

* S3: Contient 500 pl de la solution S2 et 500 pl du diluant.

* S4: Contient 500 pl de la solution S3 et 500 pl du diluant.

« S5: Contient 500 pl de la solution S4 et 500 ul du diluant.

Déposer les disques contenant une quantité de 50 pl de sirop dans le milieu soja agar puis
incuber 24h a 37°C (Figure 27).
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Figure 27 : Préparation des dilutions (SAIDAL Médéa).

b. Activité antimicrobienne de gélule
C’est un test microbiologique se fait pour tester 1’efficacité du contenu de mélange de
gélule :

-préparer la formule.

-coller les boites par le milieu soja agar.

-ensemencer les boites par les souches étudiées, puis déposer les disques imbibés par 50 pl de
solution.

- incubation 24h a 37°C.

-méme protocole s’applique pour la lotion .
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Résultat et Discussion

2. Résultats et discussions

2.1. Caractérisation d’huile essentielle de Lavandula angustifolia

2.1.1. Détermination du rendement

Aprés ’extraction par hydrodistilation, le rendement d’huile essentielle obtenu a partir

de la partie aérienne de notre plante est égal a 2.3%.

Le rendement d’une HE extraite varie selon le climat et le matériel végétale employé
pour I’extraction (Charik et Kadi,2020) .

Notre rendement est important par rapport aux résultats des chercheurs Chahboun et
al.(2015) et Chaibi et al.(2021) qui ont montré que les rendements des HEs extraites par
hydrodistillation sont équivalents respectivement a 1,12 % et 1,5 % qui sont inférieures a
notre rendement. De méme avec Barka et Berrich (2021) ont constaté que la lavande de la
wilaya de Biskra a produit des niveaux dhuiles essentielles des fleurs et des feuilles

équivalents a 0,14%.

Le rendement de notre plante (2,3 %) est Iégérement supérieur a celui rapporté par Belbachir
et Tchenar ( 2019) avec un rendement de 2,21 % de la méme espéce récoltée dans la région
d’Ain-Temouchent. Ces variations de teneurs peuvent étre dues a plusieurs facteurs
notamment le degré de maturit¢ des fleurs de L.angustifolia , [D’interaction avec
I’environnement (type de climat, sol), le moment de la récolte et la méthode d’extraction
(Botton,1990).

2.1.2. Propriétes et caracteristiques organoleptiques

Le tableau 06 présente les différentes caractéristiques organoleptiques (apparence,

couleur, odeur) d'huile essentielle de L. angustifolia.

Tableau 06 : Caractéristique organoleptique de HE de lavande

Caractéristiques organoleptiques Aspect Couleur Odeur

Fraiche, Herbacées

- L. . ) Floral et forte
Lavandula angustifolia Liquide,mobile Jaune clair

2.1.3. Propriétes et caracteristiques physico-chimiques
Les résultats obtenus a partir des analyses physico-chimiques d’huile essentielle
extraite sont présentes dans le Tableau 07.

e
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Tableau 07 : Propriétés et caractéristiques physico-chimiques d’ huile de Lavandula

angustifolia
Caractéristiques physico-chimiques Lavandula angustifolia
Indice de réfraction 1.457
Densité relative 0.897
Pouvoir rotatoire -2.99
pH 4.5

2.1.3.1. Indice de réfraction

L'indice de réfraction, c'est un critére qui nous aide a connaitre la pureté d'huile
extraite, on a enregistré un indice de 1.457, ce dernier est inférieur a celui indiqué par la
normalisation 1,464 (Norme 1SO 3515, 2002).

Figure 28 : Indice de réfraction d’huile de Lavandula angustifolia .

2.1.3.2. Densité relative

La densité d'HE est un critére tres important pour évaluer sa qualité dans différents
domaines (cosmétique, pharmaceutique, chimique, agro-alimentaire, etc.). Notre HE a une
densité de 0.897 ( Figure 29) .
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Figure 29 : Densité d’huile de Lavandula angustifolia .

2.1.3.3. Pouvoir rotatoire

HE de Lavandula angustifolia a donné un pouvoir rotatoire égal a -2.99 qui est aussi
dans les normes (Site Web 9) : (-2.5° a-9.5°).

Figure 30 : Résultat du pouvoir rotatoire indiqué sur le polarimetre .

2.1.3.4. Potentiel d’hydrogéne

Le potentiel hydrogeéne (pH) d’huile essentielle permet d’évaluer son acidité ou sa
basicité, ce qui influence la qualité et les caractéristiques du produit final. Le pH de notre

huile de lavande a été mesuré¢ a 4,5 a ’aide de papier pH, ce qui indique une nature acide
(Figure 31).
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iﬁ A

Figure 31 : Potentiel hydrogéne d’huile de Lavandula angustifolia

La composition chimique complexe de I'huile essentielle de lavande est influencée par
une multitude de facteurs, tant intrinseéques qu'extrinséques. Parmi les facteurs intrinseques,
on retrouve la variété botanique de la lavande, la partie de la plante utilisée et son stade de
développement. Les facteurs extrinseques, quant a eux, englobent les conditions
pédoclimatiques de culture (type de sol, altitude, ensoleillement, etc.), les pratiques culturales
(fertilisation, irrigation), ainsi que les méthodes d'extraction utilisées.

2.2.Etude microbiologique de la souche probiotique Lactobacilus
acidophilus

2.2.1. Dénombrement des souches bactériennes

Les dénombrements de la souche Lactobacillus acidophilus ont été réalisés apres
dilutions décimales et ensemencement sur milieu sélectif MRS. Le comptage a été effectué
dans cing boites de Pétri, et les résultats sont exprimes en UFC (unités formant colonies) par

gramme ou millilitre d'échantillon.

Les résultats révelent la présence de six boites exploitables, permettant d'observer la
population de Lactobacillus acidophilus. Le nombre de colonies pour chaque dilution est

affiché dans le tableau suivant:
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Tableau 08: Dénombrement de L.acidophilus sur gélose MRS .

SM S1 S2 S3 S4 S5
Facteur de dilution 10 10! 102 1073 10 103
Nombre.ufc. Compté
pour

>300 >300 >300 >300 <300 <300
L.acidophilus

2.2.2. Etude morphologique et biochimique

Dans cette étude, nous avons identifié la souche probiotique L. acidophilus sur le
milieu MRS. Les cultures obtenues sur les boites de Pétri ont été observées a I'ceil nu pour
caractériser la forme, lI'aspect et la couleur des colonies. Celles-ci présentent une forme ronde
et lenticulaire, une couleur blanchatre et crémeuse, avec des contours réguliers et bien définis.
Aprés une observation microscopique des cellules bactériennes colorées selon la méthode de
Gram, nous avons déterminé que les souches isolées sont Gram-positives, de forme bacillaire
et batonnet. Les souches de Lactobacillus acidophilus sont dépourvues des enzymes catalase

et oxydase, ne fermentent pas le mannitol et sont immobiles (Tableau 09 ).

Tableau 09: Etude morphologique et biochimique de Lactobacillus acidophilus.

Souche probiotique Lactobacillus
acidophilus
Tests
Etude Des colonies
) ] blanchatres et
Morphologique Macroscopique CrémMeuses avec un
contour régulier et bien
défini
Gram (+) sous forme
) ) bacille
Microscopique
Etude Catalase Négative
Biochimique Oxydase Négative

55




Résultat et Discussion

Etude de Cellules

Mobilité Mobilité Immobiles

2.3. Etude et évaluation de ’activité antimicrobienne

2.3.1. Association d’huile essentielle de Lavandula angustifolia et la souche probiotique
L.acidophillus

Les résultats de 1’activité antibactérienne d’huile essentielle de Lavandula angustifolia
vis-a-vis Candida albicans ATCC10231, montrent une zone d'inhibition significative avec un
diamétre de 36,61 mm. De méme, pour les probiotiques (Lactobacillus acidophilus) une zone
d'inhibition importante de 16,98 mm a été observeée. Les résultats sont présentés dans la figure
et le tableau suivant :

Tableau 10 : Résultats de I’activité antimicrobienne de L .angustifolia vis-a-vis C.albicans
ATCC10231.

Diamétre des zones d’inhibition (mm)

Repetitions SM S1 S2 S3 S4 S5

Répétition 1 35.93 32 30.11 | 27.67 |27.13 | 23.87

Lavandula angustifolia | Répétition2 | 37.29 |31.82 |31.44 |28 25.10 | 21.26

Moyenne 36.61 3191 |30.77 | 27.83 |26.11 | 22.56

SM : solution mére, S1:107',S2:102 ,S3:103,S4:10*,S5:10°5.

Tableau 11 : Résultats de I’activité antimicrobienne de L.acidophilus vis-a-vis C.albicans

ATCC10231.
Diamétre des zones d’inhibition
Probiotique Répitition 01 17.42 mm
Lactobacillus acidophilus Répitition 02 16.55 mm
Moyenne 16.98 mm

Les répetitions (01 et 02) sont d’une seule solution préparées dans la partie matériel et
méthode.
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Figure 32 : Résultats de ’activité antmictérienne de L .angustifolia vis-a-vis C.albicans
ATCC10231.

L’étude menée par Alexandra Bogdan et al,. (2021) a examiné l'effet de trois
variétés de Lavandula angustifolia sur plusieurs souches microbiennes, y compris Candida
albicans . Les résultats obtenus montrent des zones d'inhibition inférieures aux notres, variant
de 13,5 a 14,5 mm . Cette différence peut étre expliquée par la sensibilité de la levure, la
composition chimique, le type de matériel végetal étudié, ainsi que la période de récolte. De
plus, la concentration et la variation intra spécifique et saisonniére de la composition d'huile

essentielle peuvent également influencer ces résultats.

Une autre étude menée par Habib et Farhan (2015) sur le probiotique L.acidophilus a
montré I'efficacité de cette derniere contre C.albicans , avec une zone d'inhibition de 9 mm.
Cette efficacité pourrait étre due a la production de composeés inhibiteurs par Lactobacillus,
notamment les acides organiques et les bactériocines. L'activité antagoniste des bactéries
lactiques contre C.albicans semble étre liée a leur capacité a produire des acides organiques et
bactériocines, qui abaissents le pH. De plus, la compétition pour les nutriments et I'inhibition
de la germination de C.albicans contribuent également a cet effet.

L'association d'huile essentielle de lavande avec les Lactobacillus acidophilus a été
étudiée afin d'évaluer ses effets sur Candida albicans. Les résultats sont présentés dans le

tableau suivant :
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Tableau 12: Résultats de I’effet antimicrobien de association de HE de Lavande avec les
probiotiques vis-a-vis C.albicans ATCC10231

Diamétre des zones d’inhibition | Diametre des zones d’inhibition
apres 24h apres 48h
Dilution | Répétition Répétition Moyenne Répétition Répétition Moyenne
01 02 01 02
LV+Lb
SM 27.12 26.98 27.03 41.91 42 41.95
S1 26.05 26.34 26.19 40.59 40.09 40.19
S2 24.56 22.29 23.42 37.86 38.20 38.02
S3 22.11 21.98 22.04 33.76 34.69 34.22

LV : Huile de lavande , Lb : Lactobacillus acidophilus .

Nos résultats concernant 1’association de HE de lavande avec L.acidophilus montrent

un diameétre maximal de zone d’inhibition de 41.95 et une moyenne minimale de 34.22 apres

48h d’incubation .

Alexandra Bogdan et al.(2021 ) et Habib et Farhan (2015) ont montré que I'huile
essentielle de lavande posséde des propriétés antifongiques capables d'inhiber la croissance de
Candida albicans. lorsqu'elle est combinée avec Lactobacillus acidophilus, une souche
probiotique reconnue pour ses effets bénéfiques sur la santé intestinale, Nos résultats montrent
que cette association améliore I'efficacité de la lutte contre C.albicans. De plus, L.acidophilus
peut contribuer a restaurer I'équilibre microbien, ce qui pourrait favoriser une réduction des

infections causées par ce champignon.

2.4.Activité antioxydante de Lavandula angustifolia
2.4.1.Evaluation de D’activité antioxydante

La méthode utilisée pour évaluer l'activité antioxydante d'huile essentielle de
Lavandula angustifolia repose sur l'acide ascorbique, qui sert de standard en raison de ses

fortes propriétés antioxydantes (Figure 33) .
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Figure 33 : Taux du pouvoir d’inhibition de DPPH en fonction de concentration d’huile de
lavande .

L’activité antioxydante d’huile essentielle de Lavandula angustifolia a été évaluée
par le test de piégeage du radical DPPH. On sait que lorsque la solution de DPPH est
mélangée avec une substance antioxydante, le radical libre DPPH (de couleur violet foncé) est
transformé en 1,1-diphényl-2-picrylhydrazine, ce qui provoque une décoloration mesurable
par spectrophotométrie a 517 nm (Molyneux, 2004).

On a calculé la valeur de CI50 de notre échantillon par 1’équation de Y=0.806x+36.34
CI50 de L.angustifolia égale 16.94pg/ml.

D’apreés le calcul la CI50% de 1’acide ascorbique est égale a 31.04ug/ml.

On a utilise 1’équation Y=0.876x+22.80

Les résultats obtenus pour I'absorbance a blanc de 0,991 a 517 nm ont permis de tracer
la courbe du pourcentage d'activité antioxydante de I'huile de Lavandula angustifolia, qui a
été mesurée a 16,94 pg/ml. Cette concentration est relativement inférieure a celle de l'acide

ascorbique, qui est d'environ 31,04 pug/ml.

Cependant, 1l est difficile d’attribuer 1'effet antioxydant d'une huile essentielle totale a
un ou plusieurs composés actifs. Les composés mineurs et majeurs réagissent dans leur

totalité .

En effet, dans deux études menées séparément par Lis-Balchin et Deans (1997) et
Lis-Balchin (2002), il a été rapporté qu'il n'y a pas de corrélation entre le pourcentage des
composants majoritaires tel que le lingala et 1'acétate de linalyle avec I’activité antioxydante
d’huile essentielle extraite de lavande. Néanmoins, il a été observé que I’aptitude d'un

composé antioxydant capable de piéger le DPPH se fait principalement grace a sa capacité a
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libérer des molécules d'hydrogene, et cela est di a I'abondance des groupes fonctionnels tels
que les monoterpenes hydrocarbures et les monoterpénes oxygénés.

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

L’huile essentielle extraite de plante de Lavandula angustifolia récoltée en Turquie
ont montré les meilleures zones d'inhibition en utilisant la méthode de I'aromatogramme, et a
été analysée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-
SM). Il est important de noter que les chromatogrammes des huiles essentielles présentent de
nombreux pics, chacun correspondant a un composeé spécifique a huile. Ces composés ont été
comparés a des références présentes dans une bibliotheque de spectres associée a une base de

données informatisée.

Il est courant que plusieurs pics rend la caractérisation des composés complexe et
nécessite une analyse détaillée pour identifier les composants individuels dans 1’huile
essentielle. Le profil chromatographique de cette huile est illustré (Figure 34) pour

représenter visuellement les différentes substances identifiées.

Chromatogram cheurfa lavande test C:\GCMSsotution Data Project 'cheurfa lalavande test'test] QGD
[ntensity

§978031 2%

A RNT7

Tc

Figure 34 : Chromatogramme d’HE du Lavandula angustifolia .

La détermination des temps de rétention (TR) a partir des pics chromatographiques

nous a permis d'identifier qualitativement et quantitativement les divers composés présents

e
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dans T’huile essentielle. Ces composés sont classés en deux groupes : les composés
majoritaires (Tableau 13 ) et les composés minoritaires (Annexe). Les proportions de
composés majoritaires dans I’HE de Lavandula angustifolia ont été estimées a 17. Quant aux
constituants minoritaires des valeurs de 64 ont été enregistrées pour la Lavandula

angustifolia.

L'analyse de la composition chimique d'huile essentielle de Lavandula angustifolia,
effectuée par Chromatographie Gazeuse associée a la Spectrométrie de Masse (CG-SM), a
mis en évidence 17 composés représentant un pourcentage total de 25 %. Les trois composes
les plus présents dans les composants majoritaires sont 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-
(Linalool) avec an taux de 21.67% , 1,6-OCTADIEN-3-OL, 3,7-DIMETHYL-, ACETATE
(Linalyl Acétate) avec un taux égal a 12.71% et BICYCLOJ[2.2.1]JHEPTAN-2-ONE, 1,7,7-
TRIMETHYL- (Camphor) de taux 8.26 % . On peut comparer nos résultats avec la
chromatographie de Djenane et al.(2011) qui monte la présence d’autres composants
majoritaires avec un pourcentage inferieur de nos composants majoritaires comme Linalool
(0.50%) ,Linalyl Acétate (0.20%) et Camphor de (1.70%) , par contre les résultats de
Kaloustian et al.(2008) montrent des pourcentages supérieures a notre huile :le Linalool
(50.2%) et le Linalyl Acétate (47.4%) .

Nous avons conclu qu’il y’a une différence quantitative et qualitative dans les
composants de HE de lavande . La composition chimique des huiles essentielles est affectée
par plusieurs éléments, comme les conditions de croissance, la génétique de la plante, le
climat, le stade de maturité au moment de la récolte, ainsi que les techniques d'extraction. Par
conséquent, cette variabilité provient de la présence de composés volatils, d'esters et d'autres
molécules, dont la concentration peut changer selon les conditions de production.

Tableau 13 : Composants majores d’huile essentielle de Lavandula angustifolia.

Numéro | Temps de rétention | Pourcentage % | Composants

01 8.529 1.05 Amyl ethyl ketone

02 8.662 2.46 Myrcene

03 9.223 1.12 Ethanoate <hexyl->

04 9.793 4.36 EUCALYPTOL (1,8-CINEOLE)

05 9.872 1.43 1,3,7-OCTATRIENE, 3,7-DIMETHYL-, (E)-

06 10.887 5.49 .alpha.-Methyl-.alpha.-[4-methyl-3-
pentenyl]oxiranemethanol
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07 11.278 4.43 .alpha.-Methyl-.alpha.-[4-methyl-3-
pentenyl]oxiranemethanol

08 11.861 21.67 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-

09 12.941 8.26 BICYCLO[2.2.1]HEPTAN-2-ONE, 1,7,7-
TRIMETHYL-

10 13.468 6.43 BICYCLO[2.2.1]HEPTAN-2-OL, 1,7,7-
TRIMETHYL-

11 13.954 3.49 Butyrate <hexyl->

12 14.071 3.36 3-CYCLOHEXENE-1-METHANOL,
ALPHA.,.ALPHA. 4-TRIMETHYL-

13 15.664 12.71 1,6-OCTADIEN-3-OL, 3,7-DIMETHYL-,
ACETATE

14 16.362 1.83 Lavandulyl acetate

15 18.090 1.23 2,6-OCTADIEN-1-OL, 3,7-DIMETHYL-,
ACETATE, (2)-

17 18.545 2.36 Neryl acetate

18 1.25 (-)-5-
OXATRICYCLO[8.2.0.0(4,6)]DODECANE,,12-
TRIMETHYL-9-METHYLENE-, [1R-

23.176 (1R*,4R*,6R*,

2.5. Formulation des produits finis

Nos produits finis comprennent des formulations de sirop, de gélules, élaborées a
partir d'une combinaison dhuile essentieclle de lavande et d’une souche probiotique
Lactobacillus acidophilus, deux produits naturels bénéfiques. Cette association améliore et

renforce la santé ainsi que le microbiote vaginal.

2.5.1. Sirop

Le sirop se distingue par sa forme liquide et son godt sucré. Sa couleur tend vers un
marron orangé avec une texture visqueuse. Le goQt est sucré, avec une légere note piquante en
fin de bouche, rappelant les composants exotiques et son aréme. Il dégage une odeur fraiche

et florale. Les résultats sont satisfaisants du point de vue des consommateurs ainsi que sante.
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Figure 35: Préparation de sirop .

L’efficacité du sirop préparé a été testé au niveau du laboratoire de microbiologique du

groupe SAIDAL de Médéa par le test d’aromatogramme, dont les résultats ont montré que la

solution mere a un net effet inhibiteur des deux souches microbiennes de référence :
C.albicans ATCC 10231 (13.2 mm de diamétre d’inhibition ) et E.coli ATCC 8739 (15.3 mm

de diametre d’inhibition ) .

2.5.1.1. Activité antimicrobienne du sirop

Dans le laboratoire de microbiologie du groupe SAIDAL, I'effet du sirop a été testé a l'aide

d'un solvant par antibiogramme sur Candida albicans ATCC10231et Escherichia coli ATCC

8739 . Les résultats obtenus sont les suivants :

SM S1 S2 S3 S4 S5
E.coli 15.3 / /
ATCC
8739
C.albicans | 13.2 / /
ATCC
10231

SM-= solution mére, S1= dilution 01, S2= dilution 02, S3= dilution 03, S4= dilution 04,

S5=dilution 05, / = absence de zone d’inhibition.
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2.5.2.Gélule

Elle se compose de deux enveloppes en gélatine imbriquées, contenant une poudre. Il

est essentiel de 1'avaler avec de I'eau, car sinon, elle pourrait se coller dans l'cesophage .

Elle est composée par des micro-engranules qui sont de trés petites billes avec des pores de
diamétre variable, permettant une diffusion continue de la substance. Cette forme a libération

prolongée offre I’avantage de ne prendre le médicament qu’une ou deux fois par jour

(Vidal,2021).

Figure 36 : Gélules.

2.5.2.1. Activité antimicrobienne des Gélules

Pour évaluer l'efficacité du mélange des ingrédients des gélules contre les
microorganismes, notamment Candida albicans ATCC 10231 et Escherichia coli ATCC

8739, nous avons utilisé la méthode de diffusion sur gélose. Les résultats obtenus sont les
suivants :
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Tableau 14 : Effet des suspensions des gélules sur C.albicans ATCC 10231 et E.coli ATCC

8739.

C.albicans ATCC

E.coli ATCC 8739

10231
Répétition 01 131 17.6
Répétition 02 115 /
Moyenne 12.3 mm 17.6 mm

Echantiion

Echansiion analysé avec SCAN 12008 version 8650

Figure 37 : Résultats de I’activité antimicrobienne d’un échantillon de gélule analysé par

SCAN 12005 sur C.albicans ATCC 10231.

Echantion

Echansiion analyse avec SCAN 12008, version 8650

Figure 38 : Résultats de I’activité antimicrobienne d’un échantillon de gélule analysé par
SCAN 12005 sur E.coli ATCC 8739
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Le Scan 1200 est un compteur automatique haute résolution congu pour s'‘adapter a
divers supports. En un seul clic, il compte toutes les colonies, y compris les plus petites, avec
une grande precision et une reproductibilité optimale. Les images et les résultats sont
sauvegardés automatiqguement. De plus, le Scan 1200 offre une fonctionnalité de lecture

d'antibiogrammes (Interscience,2024).

Caracteéristiques techniques :

-Taille minimale de colonie détectée : 0,05 mm

-Caméra : 1,2 mégapixels avec zoom x28

-Compatibilité des boites : boites de Pétri rondes de @ 55 a 90 mm

-Types de comptage : ensemencements en masse, en surface, spiral, ou en cercle

-Supports analysés : géloses chromogénes, PetriFilm™, MC-Media Pads™, Compact Dry™,

Easy Plate™, membranes de filtration
-Lecture : zones d’inhibition.

Les résultats obtenus pour les souches choisies, principalement C.albicans ATCC
10231 avec une moyenne de diametre d'inhibition de 12,3 mm et Escherichia coli ATCC
8739 avec un diameétre de 17,6 mm, confirment la capacité des gélules a inhiber la croissance
de ces micro-organismes. Ces derniers, présents dans le vagin, peuvent étre responsables

d'infections vaginales et urinaires.

2.5.2.2. Spectroscopie infrarouge

Spectroscopie infrarouge est un appareil permet de rechercher et d’identifier les
composés par les transitions vibrationnelles qui produisent un spectre d’absorption propre au

composé (Bensakhria,2018).

Les avantages de I'lF ont été utilisés pour garantir le succes de la micro-encapsulation des

gélules. Les résultats obtenus sont les suivants (Figure 40) :
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Figure 39 : Pics de la formule gélule obtenus par analyse a la spectroscopie infrarouge

Les pics de graphe (Figure 40) obtenus par spectroscopie infrarouge de la formule
gélule expliguent la présence des composants utilisés pour la formulation des gélules , chaque
pic présente un ingrédient. Le graphique de la formulation assuré le succé de la micro-
encapsulation.

2.5.3.Lotion

La lotion, généralement présentée sous une forme liquide, se dépose directement sur la
peau pour offrir une sensation immédiate de fraicheur. D'une teinte jaune pale, elle se
distingue par sa texture légere et fluide, permettant une application uniforme. Son parfum,
doux et délicat, évoque des notes florales subtiles.

Figure 40 : Lotion .
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Conclusion et Perspectives

Les infections vaginales peuvent entrainer plusieurs problemes de sante, tant
physiques que psychologiques, tels que: douleur pelvienne, démangeaisons et
bralures, infections  urinaires, complications  pendant la  grossesse, probléemes  de
fertilité, risque accru d'IST et impact émotionnel, etc.

Notre recherche a pour objectif de développer des produits et des compléments
alimentaires naturels destinés aux femmes qui soufrant des infections vaginales. Ces
compléments sont congus a partir d'associations d’huile essentielle de lavande et de
probiotique .

Pour ce faire, nous avons recours a diverses méthodes d’analyses physico-chimiques et
microbiologiques . Parmi ces méthodes , nous avons réalisé¢ I’extraction d’huile essentielle ,
nous avons étudié et évalué microbiologiquement d’HE et de probiotique aussi 1’associations
présentant une activité antimicrobienne contre C.albicans ATCC10231, ainsi que procedé a
une analyse par chromatographie ( CG-SM) pour identifier les composants d’° HE
une analyse d’activité antioxydante et un test de spectroscopie infrarouge . Enfin nous avons
fabriquer des formules pharmaceutiques sous forme de sirop , gélules .

Les résultats obtenus avec 1’huile essentielle de Lavandula angustifolia ont démontré
un effet inhibiteur avec une zone d’inhibition maximale mesurée a 36.61 mm et de 16.98 mm
pour les L.acidophilus puis 1’association des deux a donné un halo de 41.95 mm apres
48h d’incubation .

L’analyse par chromatographie (CG-SM) a relevé la présence de 17 constituants
majoritaires dans HE de Lavandula angustifolia . L’huile de lavande se distingue par trois
composes principaux : le Linalool (21.67%), de Linalyl acétate (12.75) et le camphre (8.26%).

Par conséquent, le test d’activité antioxydante d’HE de L.angustifolia est conclu par
une valeur de 16.95ug/ml de CI50 .

Les tests microbiologiques réalisés sur les produits finaux (sirop, gélules) avec les
souches étudiées, E. coli ATCC 8739 et C.albicans ATCC10231 , ont révélé des effets
inhibiteurs. Les diametres d'inhibition des gélules observés varient de 12,3 mm pour C.
albicans ATCC 10231 a 13,2 mm pour E. coli ATCC 8739 .

Notre produit final est une formulation innovante qui combine un sirop, des gélules
enrichie en probiotiques et en huile essentiel. Cette association unique a été congue pour

promouvoir la santé de la femme et renforcant le microbiote vaginal.

A T'avenir, nous aspirons a élargir nos recherches pour inclure des tests approfondis sur
des animaux, tels que les lapins, afin de Vérifier I'efficacité et la sécurité du produit avant les

phases cliniques. Ces etudes permettront une meilleure compréhension des effets secondaires
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potentiels et I'ajustement des doses optimales pour une utilisation humaine. Nous visons
également a développer de nouvelles formulations pour les produits existants afin d'améliorer

leur efficacité et d'élargir leur champ d'application a différentes catégories de consommateurs.
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Annexe 1 : Composition des milieux de culture utilisés

A-Gelose Sabouraud (pH=6.0)

PP NG, .o e 10g
GIUCOSE MASSE. ...ttt e 209
N0 T =T 159
D1 Q101 409
Digestion pancréatique de CaSEINe. ... ......oviririit it 109
B-Gélose Mueller-Hinton( pH=7.4 +/-0.2)
Hydrolysat acide de Caséine.............covuiiriniiniiiit i, 17.59
EXtrait de vVIande. ... ...oo.oiiiiii e 2.0g
AN, ., 1.59
CalCIUM ..ot 20a 25mg
MAGNESTUM . ... e 10a12.59
T 15.0g
C- MRS (Gélose de Man, Rogosa,Sharp)
PEPIONE. ... e 1049
EXIFait de VIANGE.......c.eiieieieece ettt te et te e e nas 8¢
EXIFAIT 08 TEVUIE ...t bbbt 49
GIUCOSE .. et 20 0
Acétate de sodium trihydrate ........ ..o 50
Citrate d amMMONIUITL ... .ttt ettt et e e et e e et e et et e e e eeaaeaas 29
TWEEI B0 .ttt 1mil
Hydro genophosphate de potassium ............o.oiui viiitiiii e 24
Sulfate de magnésium héptahydraté ...............oo i 29
Sulfate de magnésium tétraphydraté ........... ... 059
AAT e e see e snne e e 10
D- Mannitol- Mobilité(pH=7.6)
Hydrolysat trypSiqUe de CASEINE.........oiiririiiieeeieee et 10,09
Y Lo 0T o USSR SRUSORPRRON 750
ROUGE € PRENOL........oiiiiie e 0,4 mg
NItrate de POLASSIUM......ccuiiiiieie ettt ettt et saeeste e reene e 109
AT ..t 3,50
BAU AISHIEE. ...t 1000 ml

Annexe 2 : Matériel utilisé



Autoclave

Microscope Balance

Spectrophotométre UV-Visible Réfractomeétre



Bain Ultrason Papier pH

Vortex hotte

Pied de Coulisse.



Annexe 3 : Composants minoritaires d’huile essentielle de L.angustifolia.

Ret.Time Pr% Name

5.657 0.15 Hexanol <n->

7.234 0.26 BICYCLO[3.1.1]HEPT-2-ENE, 2,6,6-TRIMETHYL-

7.615 0.43 Camphene

8.328 0.11 BICYCLO[3.1.1]HEPTANE, 6,6-DIMETHYL-2-METHYLENE-

9.094 0.20 2-ETHENYL-2-METHYL-5-(1-METHYLETHENYL)TETRAHYDROFURAN

9.223 1.12 Ethanoate <hexyl->

9.295 0.57 3-Buten-2-one, 4-(3-cyclohexen-1-yl)-

9.552 0.10 Benzene, 1-methyl-2-(1-methylethyl)-

9.687 0.74 CYCLOHEXENE, 1-METHYL-4-(1-METHYLETHENYL)-

10.155 |1.71 1,3,6-OCTATRIENE, 3,7-DIMETHYL-, (E)-

12.204 |0.33 Cyclobutanecarboxylic acid, octyl ester

12.364 |0.85 1,3-CYCLOHEXADIENE, 2-METHYL-5-(1-METHYLETHENYL)-

12.726 |0.18 CIS-EPOXY-OCIMENE

13.012 |0.52 2H-Pyran, 3,6-dihydro-4-methyl-2-(2-methyl-1-propenyl)-

13.110 |0.11 1,5,7-Octatrien-3-ol, 2,6-dimethyl-

13.240 |0.08 |5-Hexenal, 4-(acetyloxy)-4-methyl-, (.+-.)-

13.574 |0.52 2H-Pyran-3-ol, 6-ethenyltetrahydro-2,2,6-trimethyl-

13.667 |0.24 3-CYCLOHEXEN-1-OL, 4-METHYL-1-(1-METHYLETHYL)-

14.190 |0.14 2,6-Dimethyl-1,3,5,7-octatetraene, E,E-

14.401 |0.49 Carveol (fr.1)

14.933 |0.95 |2,6-OCTADIEN-1-OL, 3,7-DIMETHYL-, (2)-

15.026 |0.49 HEXYL 2-METHYLBUTANOATE

15.144 |0.64 Butanoate <hexyl-, 3-methyl->

15.329 |0.17 2-Cyclohexen-1-one, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-

15.902 |0.19 Lauryl alcohol

16.450 |0.13 Benzenemethanol, 4-(1-methylethyl)-

17.294 ]0.82 2-BUTENOIC ACID, 2-METHYL-, 2-PROPENYL ESTER, (E)-

17.543 ]0.87 (3E)-2,6-DIMETHYL-3,7-OCTADIENE-2,6-DIOL #

17.820 |0.93 CYCLOHEXANOL, 1-METHYL-4-(1-METHYLETHENYL)-

18.335 |0.20 8-ACETOXYLINALOOL

18.660 |0.12 cis-p-Mentha-2,8-dien-1-ol

18.769 |0.13 CEDR-8-ENE

18.865 |0.25 CYCLOHEXANE, 2-ETHENYL-1,1-DIMETHYL-3-METHYLENE-

19.118 |0.16 Sesquithujene <7-epi->

19.407 |0.07 1,6-OCTADIEN-3-0OL, 3,7-DIMETHYL-

19.584 |0.64 Caryophyllene

19910 0.09 2H-1-BENZOPYRAN-2-ONE

20.193 |0.47 Farnesene <(E)-, beta->

20.928 |0.20 1,6-CYCLODECADIENE, 1-METHYL-5-METHYLENE-8-(1-METHYLETHYL)-, [S-(E,E)]-

21.321 |0.27 (2E)-3,7-DIMETHYL-2,6-OCTADIENYL 3-METHYLBUTANOATE #

21.480 |0.08 P-MENTH-8(10)-ENE-2,9-DIOL

22,495 |0.11 (-)-5-OXATRICYCLO[8.2.0.0(4,6)]DODECANE,,12-TRIMETHYL-9-METHYLENE-, [1R-(1R*,4R*,6R*,10S*)]-

22.840 |0.08 6,6-DIMETHYLBICYCLO[3.1.1]JHEPT-2-ENE-2-CARBONYL BROMIDE

24.250 |0.17 NAPHTHALENE, 1,2,3,5,6,8 A-HEXAHYDRO-4,7-DIMETHYL-1-(1-METHYLETHYL)-, (1S-CIS)-




24.530 |0.10 2-Furanmethanol, tetrahydro-.alpha.,.alpha.,5-trimethyl-5-(4-methyl-3-cyclohexen-1-yl)-, [2S-[2.alpha.,5.be
24.620 |0.08 2,2,6-TRIMETHYL-10-METHYLENETRICYCLO[5.3.1.0~1,6~JUNDECAN-9-OL

25.038 |0.86 .alpha.-Bisabolol

27.895 0.07 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl-




