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Abstract

The aim of this work is to characterize an ointment prepared with Lavandula officinalis
essential oil (EOL), which was extracted by hydrodistillation with a yield of 1.2%. The essential
oil was characterized by its organoleptic and physicochemical properties, as well as its chemical
composition obtained by GC-MS. Linalool (21.44%) and linalyl acetate (14.79%) are the major
compounds. The antibacterial, antioxydante and anti- inflammatory activities of the essential oil
were evaluated. The EOL was incorporated into an ointment at different doses as an active
ingredient. Its conformity, proven through physicochemical and microbial tests, demonstrated

that the ointment is sterile and free from pathogenic microorganisms.
Key words: Essential oil, Lavandula officinalis, ointment.
Résumé

L’objectif de ce travail est de caractériser une pommade préparée a base d’huile
essentielle de Lavandula officinalis (HEL) qui a été extraite par hydrodistillation avec un
rendement de 1,2 %. L’HE a été caractérisé par ses propriétés organoleptiques,
physicochimiques et sa composition chimique obtenue par CG-SM. Le linalol (21,44 %) et
I’acétate de linalyle (14,79 %) sont les composés majoritaires. Les activités antibactérienne,
antioxydante et anti-inflammatoire de I’'HEL ont été réalisées. L’HEL a été introduite dans une
pommade a différentes doses en tant que principe actif. Sa conformité, prouvée par des tests
physicochimiques et microbiologiques qui, a montré que la pommade est stérile et ne contient

aucun germe pathogene.

Mots clés : Huile essentielle, Lavandula officinalis, pommade.
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dxdydz  Volume d’un élément

Df Résultantes forces de volume N

F Force appliquée a la plaque supérieure de solide N
Vitesse (m/s)

dx Déplacement horizontal de la surface supérieure dx par

dy rapport a dy

Epaisseur de 1I’échantillon de fluide Mm
F Fréquence (HZ2)
R, r Rayon de disque ou bien de la géométrie M
A B Constantes (Pa.s), (k)

Ac Absorbance du contréle (DPPH +méthanol)
Ae Absorbance de I’échantillon

C Concentration d’hydroxyde de potassium
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Ms Masse de la matiere vegétale

I1Cso Concentration d’inhibition correspondant & 50 % de la
C Concentration
la Indice d’acide

1% Pourcentage de réduction du radical DPPH
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K Indice de consistance

n Puissance ou I’écart au comportement newtonien
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SM Solution mere
T Température °C
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a

AFNOR
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CPG
CCM
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CMI
CLHP
Cm
DMSO
DPPH
EOA
EO

E/H

E. Coli
HE
HE.CT
ISO

Masse volumique de I’eau

Module élastique du matériau (Pa)
Module de conservation (Pa)
Module de perte (Pa)

Lettres grecques

Contrainte de cisaillement (Pa)
déformation de cisaillement (sans unité)
taux de cisaillement (s71)
Viscosité dynamique (Pa.s)
Contrainte critique ou contrainte seuil pour y = 0. (Pa)
Vitesse angulaire constant rad.s 1

Angle de disque (géométrie)

Contrainte seuil

Liste des abréviations

Agence Frangaise de Normalisation

Albumine de sérum bovin ( bovine serum albumin)

Chromatographie en Phase Gazeuse

Chromatographie sur couche mince

Chromatographie en phase gazeuse couplé par la spectrométrie de masse
Concentration Minimale Inhibitrice

Chromatographie liquide a haute performance

Centimetre

Diméthylsulfoxyde

2-2diphényle -1-picrylhydrazyle
Essential Oils Association

Essentiel Oil

eau/huile

Escherichia coli

Huile essentielle

Huiles Essentielles Chémothypée
International Standard Organization

Infrarouge



KOH Hydroxyde de Potassium

. officinalis Lavandula officinalis

MH Muller-Hinton

ONIPPAM  Office national interprofessionnel des plantes a parfum aromatiques et
médicinales

RMN Résonance magnétique Nucle

S. aureus Staphylococcus aureus

Sl systéme international

TR Temps de rétention

Vit C Vitamine C
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Introduction générale

Depuis longtemps, les hommes ont cherché le moyen de séparer les éléments huileux des
produits aromatiques. Ils réussirent en soumettant la matiére a 1’action de la chaleur. Les
substances aromatiques étaient transformées en vapeur ; il suffisait de les recueillir et de les
refroidir pour les obtenir sous forme liquide. Ce procédé qui se faisait & feu nu, prit le nom de
distillation. Il était certainement connu des Chinois et des Indiens depuis 20 siecles avant J.C.
Les Egyptiens et les Arabes ont prévalu des caractéristiques medicinales et aromatiques des
plantes : la conservation des momies, I’aromatisation des bains, la désinfection des plaies avec
les onguents, les parfums et la fabrication des boissons aromatiques. A 1’apogée de leurs
conquétes en Afrique du Nord et en Espagne, les arabes le firent connaitre aux Espagnols,
lesquels a leur tour le propagerent en Europe, a travers les possessions du Royaume d’Aragon,

échelonnées tout le long des Cotes du Nord de la Méditerranée [1].

Parmi ces plantes, la lavande qui est originaire de la Méditerranée, de la péninsule
arabique, de la Russie et de I'Afrique. Elle a été utilisée en cosmétique et en médecine a travers
I'nistoire. Dans les temps modernes, la lavande est cultivée dans le monde entier et les huiles
parfumées de ses fleurs sont utilisées en aromathérapie, bougies, cosmétiques, détergents, gelées,
huiles de massage, parfums, poudres, shampoing, savons et thé. La lavande anglaise (Lavandula
angustifolia) est I'espéce de lavande la plus couramment utilisée, bien que d'autres espéces soient

présentes telles que Lavandula : burnamii, dentate, dhofarensis, latifolia, et stoechas [2].

La plante de Lavandula officinalis ou angustifolia (Elkhouzama en arabe) fait partie des
plantes médicinales depuis 1’antiquité, mais 1’huile essentielle de cette plante est souvent utilisee
dans le domaine des produits cosmétiques, des parfums et autres produits capillaires. Alors quels
sont les effets de l'incorporation de I'huile essentielle de lavande officinale HEL dans la
formulation d'une pommade, en termes de propriétés physico-chimiques, de stabilité rhéologique
et d'activités pharmacologiques, et comment ces résultats peuvent-ils étre interprétés et comparés
aux normes ou travaux antérieurs, afin de déterminer I'efficacité et le potentiel dermatologique

de la pommade obtenue ?

L’objectif principal de notre travail consiste a une caractérisation d’une formulation d’une
pommade préparée a base de I’HE extraite de Lavandula officinalis. L’étude commence par la
partie réservée a 1’huile essentielle : extraction, caractérisation, identification de la composition

chimique, les activités biologiques.

Ce travail est devise en deux parties :
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La premiére partie (partie théorique) qui représente une revue bibliographique se
compose de deux chapitres. Le premier chapitre est consacré a des généralités sur les huiles
essentielles ainsi qu’a une description de la plante étudiée. Ensuite, le deuxiéme chapitre est

réservé a des notions sur les pommades et la rhéologie.

La deuxieme partie (partie expérimentale) se compose de deux chapitres. Le troisieme
chapitre qui illustre la méthodologie adoptée pour atteindre les objectifs du mémoire : les
procédés d’extraction, de caractérisation, d’analyse et des activités biologiques de I’HE et le
quatriéme chapitre qui est consacré aux résultats obtenus suivie par des discussions et des

interprétations, en se basant sur des normes ou des travaux anterieurs.

Enfin, notre étude se termine par une conclusion générale résumant I'ensemble des

résultats obtenus de ce travail et des perspectives pour les futurs travaux.
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Chapitre I : Plantes médicinales

I.1. Introduction

L’homme utilise les plantes depuis son existence sur terre pour soulager les douleurs. Pour
mieux bénéficier de ces plantes il a réussi a inventer des techniques d’extraction. Donc, il
commengait a utiliser des extraits au lieu d’utiliser la plante directement. La curiosité de
I’homme et le développement en technologie ont conduit a la découverte de substances naturelles
ayant des propriétés thérapeutiques intéressantes. Ce chapitre présente des notions sur les huiles

essentielles et les plantes médicinales.

1.2. Définition de I’huile essentielle

L’huile essentielle est le résultat de la distillation a la vapeur d'eau des plantes ou arbres
aromatiques pour en extraire I'essence. Elle est donc Essence distillée. Une essence et une huile
essentielle sont deux substances différentes tant en nature qu'en composition, notamment en
raison des modifications biochimiques que subit I'essence au cours de sa distillation. Toutefois
dans l'usage courant le terme « essence » est souvent utilisé pour parler d'une huile essentielle.
Enfin, contrairement a ce que son nom laisserait supposer, une HE pure et naturelle ne contient

aucun corps gras, étant uniquement constituée de molécules aromatiques volatiles [3].

1.2.1. Localisation et rendement en huiles essentielles

Pour certaines HE comme celles de lavande ou de sauge, c’est la plante entiére qui est
utilisée. Seules les parties sécrétrices ou les plus concentrées de la plante sont récoltées a la
période de rendement optimum : avant la floraison (menthes), pendant (lavandes) et apreés celle-
ci (plantes a graines) ou encore aprés la rosée du matin (fleurs fragiles). Les quantités d’HE
produites par les plantes sont minimes, entrainant des rendements d’extraction extrémement
faibles, généralement inférieurs & 2%. Le rendement le plus faible est observé pour ’iris qui
demande environ 4 kg de poudre pour obtenir 1 g d’absolue, ce qui explique le tarif exorbitant de

cette huile [4].

1.2.2. Techniques d’extraction des huiles essentielles

Il existe plusieurs techniques d’extraction. Parmi les méthodes les plus simples, les plus
anciennes qui donnent un bon rendement et les plus utilisées est la méthode de distillation. Pour
cette méthode, il existe trois types de distillation : la distillation séche, I’entrainement a la vapeur
d’eau (sans contact direct entre 1'eau et la maticre végétale a traiter) et 1’hydrodistillation (contact
direct). Ce dernier type, utilisé dans cette étude, est le plus anciennement employé pour extraire
les huiles essentielles. Le procédé consiste a immerger le matériel végétal dans un ballon rempli

d'une quantité¢ adéquate d’eau, qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont
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ensuite condensées dans un réfrigérant. On obtient ainsi un mélange d’HE et d’eau qui se sépare

en deux phases en raison de la différence de densité [5].

Figure 1.1. Schéma du principe de la technique d’hydrodistillation : 1-  Chauffe ballon ; 2-
Ballon ; 3- Thermomeétre ; 4- Réfrigérant ; 5- Entrée et sortic d’eau 6- Erlenmeyer ; 7-

Matiére a extraire 1’essence ; 8- Couche d’huile essentielle [5].

1.2.3. Propriétés des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont un véritable concentrée de principes actifs. Elles sont tous
antiseptiques, désintoxicantes, revitalisantes et électives (appliquée sur un endroit du corps, une
huile essentielle est attirée par I'organe ou la fonction du corps le plus déficient a un moment
donné). De plus, elles ont chacune des propriétés spécifiques. Les mélanges d'huiles essentielles
en synergie augmentent les bienfaits des huiles essentielles par rapport a une indication précise

[4].

1.2.3.1. Propriétés antiseptiques, antibactériennes et antifongiques

Les huiles essentielles peuvent rendre stérile une culture de microbes, signe d'une activité
antiseptique. Plusieurs études ont montré que les huiles essentielles sont capables de s'attaquer
aux microbes les plus puissants, comme le staphylocoque, le bacille de Koch (tuberculose) ou le
bacille typhique (typhoide). Le pouvoir d'action des huiles essentielles ne faiblit pas dans le
temps : s'il reste constant, c'est parce que Il'organisme humain ne s‘habitue pas aux principes

actifs et qu'il réagit toujours aprés une application [4].

1.2.3.2. Propriétés anti-inflammatoires
Les aldehydes contenus dans un grand nombre d'huiles essentielles ont la propriété de
combattre les inflammations. La menthe poivrée est en mesure d'anesthésier les douleurs au

niveau du crane, le clou de girofle calme les douleurs dentaires et le thym agit au niveau du

4
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coude (tennis-elbow), tandis que la citronnelle, le romarin ou Il'eucalyptus sont efficaces en cas

de piqgdres d'insectes [4].

1.2.3.3. Propriétes cicatrisantes

Les huiles essentielles présentent des propriétés cicatrisantes reconnues depuis I'Antiquité
et utilisées en temps de guerre pour soigner les blessés. En effet, elles ont le pouvoir de régénérer
les tissus qui ont été abimés et de favoriser la cicatrisation des blessures. Leur pouvoir
antiseptique leur permet de désinfecter en méme temps les plaies, en protégeant I'organisme des

processus de décomposition, des microbes et de leurs éventuels déchets nocifs [4].

1.2.4. Propriétés physicochimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles possédent en commun un certain nombre de propriétés
physicochimiques :

v Elles sont solubles dans ’alcool, I’éther, le chloroforme, les huiles fixes, les émulsifiants
et dans la plupart des solvants organiques, et peu solubles dans 1’eau a laquelle, toutefois,
elles communiquent leur odeur [6].

v" Leur point de d’ébullition varie de 160° a 240° C.

<\

Leur densité est en général inféricure a celle de I’eau, elle varie de 0.75 a 0.99 (les huiles
essentielles de sassafras de girofle ou de cannelle constituent des exceptions).

Elles ont un indice de réfraction élevée.

Elles sont dextrogyres ou lévogyres, rarement inactive sur la lumiére polarisée.

Elles dissolvent les graisses, 1’iode, le souffre, le phosphore et réduisent certains sels.

Ce sont des parfums et sont de conservation limitée.

AN N NN

Sont tres altérables et sensibles a I’oxydation (mais ne rancissent pas).

1.2.5. Composition des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont constituées principalement de deux groupes de composés
odorants distincts selon la voie métabolique empruntée ou utilisée, prépondérants dans la plupart
des essences. Il s'agit des terpenes (mono et sesquiterpénes), prépondérants dans la plupart des
huiles essentielles et des composés aromatiques dérivés du phényle propane, retrouvé en tant que
composé majoritaire dans quelques-unes, telles que les essences d’anis, de cannelle, de girofle,
etc [7].

1.2.5.1. Les composes terpéniques
Les terpénes constituent une famille de composés largement répandus dans le regne végétal.

Les composés terpéniques sont issus d’une voie métabolique secondaire de 1’acide mévalonique
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(figure 1.2). Suivant le nombre entier d'unités pentacarbonés (C5) ramifiées, dérivées du 2-

méthylbutadiéne (isoprene).

Isoprene

Figure 1.2 : Structure de I'unité isoprénique [7].

1.2.5.1.1. Les monoterpénes
Les monoterpénes comportent deux unités d’isopréne (CsHg). Volatiles, entrénables a la

vapeur d'eau, d'odeur souvent agreeable dont la majorité des constituants des HEs, parfois 90%.
Ils peuvent étre acycliques (myrcene, ocymene), monocycliques (terpéne) ou bicycliques
(pinene, sabinene). A ces terpenes se rattachent un certain nombre de produits naturels a
fonctions chimiques spéciales : alcool (géraniol, menthol) aldéhydes (geranial, citronellal),

cetones (carvone, menthone) et des esters (acétate de géranyle, acétate de linalyle) [7].

1.2.5.1.2. Les sesquiterpenes
Il s'agit de la classe la plus diversifiée des terpenes (Figure 1.3) ; elle contienne plus de 3000

molécules comme par exemple : B-caryophyléne, B-bisaboléne, a-humiléne, a-bisabolol,

farnesol.
I. Terpenes
-Monoterpenes
Carbure monocyclic Carbure bicychic
Cyvmene Uy 71 ar pacymene Sabincoe Alpha-pincae Betapinene
Alcohsl acyelic Thenol
Citronellol Geraniol Carvacrol Thymel
/I\/\,/l\/’\ = CH OH
= OH
OH
- T - T
-Sesquerpitenes
Carbure Alechiol
Farmesol Caryophyllene
T T =

OH

Figure 1.3 : Structure chimique de quelques composes terpéniques des huiles essentielles [7].

6
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1.2.5.2. Composés aromatiques

Les composés aromatiques des huiles essentielles sont principalement des dérivés du
phénylpropane Cs-C3z. lls sont beaucoup moins fréquents que les terpénes. Ils peuvent
comprendre des phénols (chavicol, eugénol), des aldéhydes (cinnamaldéhyde), des alcools
(alcool cinnamique), des dérivés méthoxy (anéthol, estragol) ou méthyléne dioxy (myristicine,

safrole) . La structure des différentes molécules est présente dans la Figure 1.4 [8].

o oY 0 2 O
OCH, 6l 0 N

Eugenol cnnamaldehyde Alcool annamique Anethole Safrole

Figure 1.4 : Structure des composés aromatiques dérivés de phénylpropane [8].

Des composants azotés ou soufrés tels que les glucosinolates ou des dérivés
d’isothiocyanate sont également caractéristiques des métabolites secondaires des diverses

plantes.

1.2.5.3. Composés d’origine diverses

Il s’agit des produits résultant de la transformation de molécules non volatiles, d’origine
lipidiques, terpéniques, azotés soufrés ou hétérosidiques. Ces composés contribuent aux arémes
de fruits [9].

1.2.6. Variabilité et conservation des huiles essentielles

L’état de I’huile essentielle dépend de plusieurs facteurs. Les facteurs intrinséques qui
sont Liés a I’espece, au type de clone, a I’organe concerné, a ’interaction avec I’environnement.
Les facteurs extrinséques comme [’humidité relative de Dlair, la température, la durée de
I’insolation, I’altitude et autres influent directement sur la proportion des différents constituants
d’une huile essentielle, les conditions de culture (Nature du sol, apport en engrais...), le procédé
d’extraction, le temps d’extraction, d’autres facteurs tels que les traitements préliminaires
(Conditions de transport, durée de séchage et de stockage du matériel végétal...) peuvent
engendrer une grande variabilit¢é de la composition d’une huile essentielle, suite a des

dégradations enzymatiques [10]

1.2.7. Stabilité des huiles essentielles
Les HEs présentent une forte instabilité vis-a-vis de divers facteurs extrinseques et
intrinséques (Figure 1.5). L’éventuelle dégradation des HEs peut étre facilement révélée par la

mesure des indices chimiques (indice de peroxyde, indice d’acide, etc.), par la détermination de

7
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grandeurs physiques (indice de réfraction, pouvoir rotatoire, miscibilité a 1’éthanol, densité, etc.)

et par I’analyse chromatographique [11].

L S —
Cu, Fe -
. : ¢ Impuretés >
/7 Lumiére ~_
- % Isomérisation
Oxydation Altérations organoleptiques
Huiles Déshydrogénation Changementde viscosité
[=-| essentielles Polymérisation Changementde couleur
0, Reéarrangement Irritation cutanée

J % thermique

Figure 1.5 : Différentes voies de dégradation possibles des huiles essentielles [11].

La conservation des HEs exige des précautions particuliéres. Il convient ainsi d’utiliser de
petits flacons en verres teintés ou opaques pour minimiser la présence d’air et les préserver a
I’abri de la lumiére, 1’oxygeéne, 1’humidité et les contaminants ainsi que pour réduire

I’incompatibilité qui peut exister avec certains récipients en maticres plastiques.

1.2.8. Méthodes d'analyse et contréle de la qualité

En raison de I'importance industrielle des huiles essentielles, leur qualité s'impose depuis le
producteur, en passant par l'industriel jusqu'au consommateur. Cette exigence se traduit
nécessairement par I'établissement de normes de qualité, élaborées pour des considérations de
santé et de sécurité dans différents domaines d'applications des huiles essentielles. Normalement,
les normes de qualité sont établies par les instances gouvernementales et servent de référence.
Dans le cas des huiles essentielles, ces normes ont été définies par I'Association Francaise de
Normalisation (AFNOR) et " Essential Oils Association” (EOA). Ainsi l'analyse des huiles
essentielles porte sur les caractéristiques physico-chimiques et la composition chimique
(AFNOR, 1999) [12].

1.2.8.1. Analyses des caractéristiques physico-chimiques
Ces analyses concernent essentiellement les paramétres suivants :
v' Ladensité,
v L'indice de réfraction,
v" L'indice d'acide et I'indice d'ester.
A ces parametres, on peut aussi ajouter les caractéristiques organoleptiques telles que

I'aspect, la couleur et I'odeur.
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Nous pouvons confirmer que les huiles essentielles sont généralement liquides a la
température ambiante d'odeurs aromatiques rarement colorées quand elles sont fraiches. Leur
densité est plus souvent inférieure a celle de I'eau. Elles ont un indice de réfraction élevé et, le
plus souvent, sont doués d'un pouvoir rotatoire. Elles sont volatiles et entrainables par la vapeur
d'eau, elles lui communiquent leur odeur. Elles sont solubles dans I'alcool, I'éther, les huiles fixes

et la plupart de solvants organiques [12].

1.2.8.2. Analyse de la composition chimique

Plusieurs techniques et méthodes nous permettent d'analyser quantitativement et
qualitativement les huiles essentielles. Parmi ces méthodes nous évoquerons les méthodes micro
analytiques qui permettent 1’identification et le dosage des produits méme a 1’état de traces. Ces
méthodes consistent en [’utilisation des techniques de séparation et d’analyse des structures
chimiques. On peut utiliser les méthodes suivantes : CG, CG/SM, CLHP, RMN, IR, etc. ces
méthodes concernent l'identification qualitative et quantitative des différents constituants d'une
huile essentielle [12].

1.2.8.2.1. Chromatographie en phase gazeuse/Spectrométrie de masse (CG/SM)

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse est une méthode
d'analyse qui combine la séparation et l'identification (les performances de la chromatographie
en phase gazeuse et de la spectrométrie de masse) afin d'identifier et/ou de quantifier
précisement de nombreuses substances (Figure 1.6). La méthode est basée sur la séparation des

constituants a I’aide de la CPG et leur identification par la spectrométrie de masse [12].

Plante aromatique
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1.2.9. Utilisations des huiles essentielles

Suite au recensement agricole de 2000, ’ONIPPAM a pu déterminer que 2/3 des
productions cultivées de plantes a parfum, aromatiques et médicinales sont destinées a
I’extraction des huiles essentielles. Elles sont, principalement, utilisées en raison de leurs

propriétés odorantes d’une part, et de leurs propriétés médicinales [13].

1.2.9.1. Utilisation pour leurs propriétés odorantes
Les huiles essentielles sont employées dans le secteur de la cosmétique, notamment pour
la fabrication des parfums ; dans les compositions parfumantes des détergents et des produits de

parfumerie fonctionnelle ; mais aussi dans le domaine alimentaire.

1.2.9.2. Utilisation pour leurs propriétés medicinale

L’utilisation historique des plantes en raison de leurs propriétés thérapeutiques a meng,
avec les avancées techniques et scientifiques, a I’isolation de principes actifs. Les huiles
essentielles sont employées en aromathérapie, qui n’utilise que les principes actifs extrémement
concentrés dans une partie de la plante, pour les cas aigus. Alors que la phytothérapie, qui utilise
les plantes en partie ou en totalité, est plus adaptée aux cas chroniques.

1.2.10. Les criteres de qualité des huiles essentielles

Les substances chimiques de synthese sont des substances mortes dont les déchets non
¢liminés et stockés dans certains organes perturbent et dévitalisent ’homme [14]. A I’inverse, les
huiles essentielles sont des produits naturels qui développent une revitalisation intense de
I’organisme. Pourtant, 1’obtention d’une huile essentielle de qualité thérapeutique se révele étre
un processus particulierement délicat car cette H.E.C.T doit impérativement répondre a de

nombreux critéres de qualité :

1.2.10.1. Certification botanique
L’appellation de la plante doit préciser le genre, I’espéce, la sous-espece, le cultivar afin
d’empécher toute erreur issue des noms vernaculaires. EX.: Anibarosaeodora var. amazonica -

HelichrysumitalicumsspSerotinum.

1.2.10.2. Origine géographique
Le nom du pays ou d’une région apporte des précisions intéressantes sur le biotope
(I’environnement) de la plante aromatique et caractérisera sa composition biochimique

particuliére.

10
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1.2.10.3. Mode de culture

Cette précision vous dira si la plante est sauvage ou cultivée et issue d’une culture

biologique (label BIO) ou non.

1.2.10.4. Stade de développement botanique
Les caractéristiques des chémotypes dépendent parfois du stade de developpement :

cueillette avant, pendant ou apres floraison...

1.2.10.5. Organe distillé (ou expresse pour les zestes de Citrus uniquement)
La composition biochimique des Huiles Essentielles Chémothypée varie en fonction de la

partie ou organe de la plante distillée.

1.2.10.6. Mode d’extraction
La composition des H.E.C.T. peut varier selon le mode d’extraction utilisé : distillation,

hydrodistillation, percolation, expression.

1.2.10.7. Chémotype ou chimiotype
L’analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée au spectrometre de masse

indique les molécules fondamentales pour une bonne utilisation des H.E.C.T.

1.2.11. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque.
Comme tous les produits naturels : "ce n'est pas parce que c'est naturel que c'est sans danger pour
I'organisme”. Certaines huiles essentielles sont dangereuses lorsqu'elles sont appliquées sur la
peau en raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergene (huiles
riches en cinnamaldéhyde) ou photo toxique (huiles de citrus contenant des furocou marines).
D'autres huiles essentielles ont un effet neurotoxique. Les cétones comme ['a-thujone sont
particulierement toxiques pour les tissus nerveux. Il existe aussi quelques huiles essentielles dont
certains composés sont capables d'induire la formation de cancers. En effet, I’expertise des
industriels en matiere de dosage et la batterie de tests cliniques effectués sur le produit fini

permet de protéger le patient [15].

1.3. Présentation de la plante Lavandula officinalis

Ce genre de plante, qui a une faible toxicité, représente une matiére premiére promotrice
dans plusieurs domaines (médical et pharmaceutique, cosmétique, alimentaire et agricole...)
grace a son huile essentielle en particulier leurs constituants majoritaires comme Linalol et

Linalyl-acetate, et certaines activités attribuées par ces composants phénoliques [16].
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Chapitre I : Plantes médicinales

1.3.1. Les grandes familles de plantes aromatiques
Parmi les familles botaniques les plus généreuses en maticre d’essences, citons les

suivantes avec quelques exemples de plantes qui appartiennent a ces familles [17] :

v Lamiacées : lavandes (lavande aspic, lavandin, lavande vraie), mélisses, thyms, origans,

romarins, sarriettes, basilics, menthes, marjolaines, hysopes, sauges.

v' Myrtacées : les eucalyptus, les melaleuques, les girofliers, les myrtes.

v’ Lauracées : les lauriers, les canneliers, les camphriers.

v’ Astéracées ou les Composées : les immortelles, les camomilles, les inules, les armoises.

v Apiacées ou les Ombelliféres : les anis, les fenouils, les carottes, les angéliques, les
céleris, les coriandres.

v’ Cupressacées : les cypres, les genévriers.

v Poacées ou les Graminées : les citronnelles, les vétivers, les palma rosas.

v’ Abiétacées : les pins, les sapins, les épinettes, les cedres.

v Rutacées : agrumes.

v Géraniacées : les pélargoniums.

v Burseracées : les encens, les myrrhes.

v Ericacées : les gaulthéries, les lédons.

1.3.2. Habitat et culture

Originaire de France et de I'ouest du bassin méditerranéen, la lavande est cultivée partout
dans le monde, comme plante ornementale et pour son essence. On la multiplie par semis ou par
boutures dans des endroits trés ensoleillés Les fleurs sont cueillies en été le matin, puis séchées
ou distillées afin d'en extraire de I'huile essentielle [18].

1.3.3. Carte d'identité

Nom botanique : Lavandula angustifolia, Lavandula officinalis, Lavandula verra.
Famille : Lamiacées.

Partie de la plante distillée : Sommités fleuries.

Odeur : Fraiche, fleurie avec une douce note camphrée, légerement mentholée.
Saveur : Piquante, chaude et Iégérement amere.

Principaux constituants biochimiques : Monoterpénols: linalol. Esters: acétate de linalyle
[19].
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Chapitre I : Plantes médicinales

1.3.5. Composition chimique de I’huile essentielle de Lavande

1.3.5.1. Le linalol et I’acétate de linalyle

L’acétate de linalyle se transforme en linalol par action de ’acide acétique : estérification
lente, athermique, limitée par ’hydrolyse de I’ester. Le linalol est sous forme libre en faible
partie et en grande partie sous forme combiné aux acides (Figure 1.7). C’est le principal
constituant des huiles essentielles et un des critéres pour décider de 1’origine de I’huile

essentielle (naturelle ou synthétique) [20].

CH,

Cc——CH CHy—CHy—C CH

CH.,,

H

Figure 1.7 : Formule semi- développée du Linalol [20].

Le Linalol est présent naturellement sous deux formes isomériques :

v le lévogyre 3R-(-)-Linalol appelé licaréol qui a une odeur de lavande ou de muguet.
C’est un liquide incolore et pratiquement insoluble dans 1’eau, miscible avec I’alcool et

I’éther. C’est la forme la plus commune (94,1 %) ;

v le dextrogyre 3S-(+)-Linalol appelé coriandrol qui a une odeur d’herbacée et de ranci.
C’est un liquide incolore, soluble dans 1’alcool qui représente 5,9 %., Le Linalol est absorbé
rapidement chez I’homme et des traces peuvent étre détectées dans le sang 5 minutes apres la fin
du massage, le pic plasmatique étant atteint au bout de 19 minutes. La concentration plasmatique
moyenne est de 100 ng/ml pour le Linalol et de 121 ng/ml pour 1’acétate de linalyle. Aprés une
heure d’inhalation de Linalol et d’acétate de linalyle, le sang en contient respectivement 8 et 4

ng/ml. Ils ont disparu du sang en 90 minutes avec chacun, un temps de demi-vie de 14 minutes.

Le Linalol est ensuite métabolisé par des cytochromes P4so mono-oxygénases dépendants
avec conjugaison a un acide glucuronique (Figure 1.8). 1l est excrété via les urines (57 %), 1’air
expiré (23 %) et & un moindre niveau dans les feces (15 %). Deux métabolites urinaires ont été
identifiés : le 8-hydroxylinalol et le 8-carboxylinalol [20].
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C\H Glu=CGlucuranic acid

(A3

4

I
OH ol oIl OH kL
| = | a— | - —

| r.«::-H | OH 1 Tl
e}
(B} s} LINALCOL (o (E}

Figure 1.8 : Les métabolites du linalol : (A) acide glucuronique, le majoritaire, (B) 8-
carboxylinalol,
(C) 8-hydroxylinalol, (D) dihydrolinalol, (E) tétrahydrolinalol[20].

1.3.6. Qualité de ’HE de Lavande officinale

L’HE de Lavande officinale offre un excellent profil de sécurité, avec une tolérance tres
élevée et un trés bon rapport bénéfice risque. Cependant, elle ne doit pas étre substituée a
d’autres HE appartenant également au genre Lavandula, comme celle de Lavande aspic
(Lavandula spica), de Lavande stoechade (Lavandula stoechas) ou encore de Lavandin

(Lavandula abrialis), qui sont de qualité [21].

1.3.7. Propriétés thérapeutiques
L'huile essentielle de lavande se distingue des autres par sa douceur. En effet, on peut

I'utiliser pure, sans probléme, et ses applications sont multiples.

v’ Cicatrisante : elle soigne et désinfecte les petites plaies, les boutons et les brilures.

<\

Régénératrice : elle s'applique sur le visage, intégrée a une creme, une huile ou un
masque.

Anti-Inflammatoire : elle apaise les douleurs musculaires et articulaires en massage.
Antiseptique : en diffusion, elle supprime les mauvaises odeurs et parfume délicatement.

Calmante : elle apaise les irritations cutanées ou les démangeaisons.

D N N NI N

Relaxante, elle détend ajoutée a l'eau du bain et quelques gouttes sur l'oreiller aident a

trouver le sommeil.
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v Répulsif : efficace contre les poux, elle fait fuir les parasites, les moustiques, les mites ou

les puces.
Elle peut aussi étre utilisée dans I'eau de ringage ou sur le filtre de I'aspirateur. L'huile
essentielle de lavande peut étre un élément indispensable de la boite a pharmacie familiale, car

elle convient a tous, y compris les jeunes enfants [22].

1.4. Conclusion

Les plantes médicinales renferment plusieurs classes de substances a intérét thérapeutique,
parmi elles les huiles essentielles qui représentent la partie volatile extraite des plantes. Ces
huiles sont extraites par plusieurs techniques telles-que 1’hydrodistillation. Ils sont utilisés dans
plusieurs domaines notamment le pharmaceutique. La lavande vraie est parmi les plantes qui

offrent une huile essentielle tres appréciée vue ses propriétés biologiques.
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Chapitre 11 : Comportement mécanique des pommades

11.1 Introduction

Les huiles essentielles sont dotées de propriétés thérapeutiques intéressantes. Elles sont
utilisées dans des formulations comme les gels, les cremes et les pommades. Ces formulations
doivent étre stables en stockage et lors de 1’application. Donc, il est plus commode de réaliser
des tests rhéologiques sur de tels produits. Ce chapitre présente des notions sur les pommades et

la rhéologie.

11.2.  Formulation pharmaceutique

La formulation recouvre I’ensemble du savoir-faire nécessaires au développement et a la
fabrication d’un produit commercial caractérisé par sa valeur d’usage et répondant a un cahier
des charges préétabli. Un produit formulé est obtenu par association et mélange de diverses
matiéres premicres d’origine synthétique ou naturelle parmi lesquelles on distingue généralement
les matieres actives qui remplissent la fonction principale recherchée et les auxiliaires de
formulation qui assurent les fonctions secondaires, facilitent la préparation ou la mise en ceuvre

du produit commercial, ou prolongent sa durée de vie [23].

La formulation est autrement la science des mélanges, elle est a la croisée de beaucoup de
domaines industriels et omniprésente au quotidien dans les différents secteurs de 1’industrie a

savoir :

<

Cosmeétique, galénique, pharmacie

Engrais, insecticides, produits phytosanitaires ;
Peintures, encres, vernis, colles ;

Détergence, produits d'entretien ;

Bitumes, bétons, ciments, matériaux de construction ;
Lubrifiants, combustibles, produits pétroliers ;
Polymeres, plastiques, caoutchouc ;
Agro-alimentaire : produits frais, gateaux, bonbons ;

Papier, carton ;

AN N NN Y N N NN

Textiles techniques.

Dans ce qui suit, on s’intéresse aux formulations pharmaceutiques des pommades.

11.3. Pommades
Les pommades, d'aspect homogéne, sont principalement composées d'une masse grasse

dans laquelle est dispersée et/ ou dissoute la matiére active. Leurs fonctions émollientes et
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protectrices dues a leur nature hautement occlusive sont importantes. Elles préviennent la perte
en eau de la surface du stratum comeum, ce qui induit une augmentation de I'hydratation de la
peau et une augmentation significative de perméabilité du principe actif. Selon la nature
chimique des matieres premiéres, les pommades peuvent étre hydrophiles. Elles sont alors
formées d'excipients miscibles a I'eau, se liquéfient a la surface de la peau et sont aisément

éliminées par lavage [24].

Opérations Contrdles
Chauffage Températare
Excipients + PA
¥
Dissolution Homogénéité
Dispersion Conformité
l Vitesse
Mélange Durée d'agitation
Reftoidissement Température
Y Homogénéité
Mitissement Tmpémtm’
Consistance
Aspect

Figure 1.1 : Logigramme de fabrication d'une pommade [24].

11.3.1. Type de pommades
On distingue trois catégories de pommades :

v' les pommades hydrophiles ;
v" les pommades lipophiles ;

v" les pommades absorbant I’eau.

11.3.1.1. Pommades hydrophobes

Ces pommades n’absorbent que de petites quantités d’eau. Les excipients les plus
communément utilisés pour leur préparation sont : la vaseline, la paraffine liquide, la paraffine
solide, les huiles végétales, les graisses animales, les glycérides synthétiques, les cires et les
polyalkylsiloxanes liquides. Dans ce groupe la vaseline, la paraffine solide et la paraffine liquide
sont inscrites dans la pharmacopée frangaise et sont obtenues par traitement approprié de

certaines fractions d’un pétrole brut convenable [25].
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11.3.1.2. Pommades hydrophiles
Ce sont des préparations dont les excipients sont miscibles dans I’eau. Elles sont constituées
par des melanges de polyéthyléne glycol (macrogols) liquides et solides et peuvent contenir des

quantités appropriées a I’cau [25].

11.3.1.3. Pommades absorbantes

Elles peuvent absorber des quantités importantes d’eau. Leurs excipients sont ceux des
pommades hydrophobes dans lesquels sont incorporés des émulsifiants de types eau dans
huiles(E/H) tels que la graisse de laine, les alcools de graisses de laine, les esters de sorbitanne,
les mono glyceérides et des acides gras. A la pharmacopée francaise figure une monographie des

alcools de la laine constituée par un mélange de stérols et d’alcools aliphatiques [25].

11.3.2. Préparation de la pommade

Les pommades sont constituées par un excipient, simple ou compose, dans lequel sont
dissous ou dispersés habituellement un ou plusieurs principes actifs. La composition de cet
excipient peut avoir une influence sur les effets de la préparation et sur la libération du principe
actif. Les excipients des pommades peuvent é&tre des substances d’origine naturelle ou
synthétique et étre constitués par un systéme a une seule ou a plusieurs phases. La préparation
proprement dite est réalisée par divers procédés qui aboutissent tous au mélange et a
I’homogénéisation des différents produits. Dans le cas de formes contenant plusieurs phases, la
phase aqueuse et la phase huileuse sont préparées au préalable chacune de leur coté avec les
composés respectivement miscibles dans chacune d’elles. D’autres agents peuvent étre ajoutés a
la préparation comme des agents antimicrobiens, des antioxygenes, des agents stabilisants,

émulsifiants ou épaississants [26].

11.3.3. Utilisation et conservation des pommades
Les pommades a base de plantes médicinales s’utilisent uniquement par voie externe.
Elles sont a appliquer en massage léger sur une peau propre. L’action recherchée va ainsi rester

locale.

Les récipients doivent, comme toujours, rester bien fermés. Ceux destinés aux préparations
contenant de 1’eau ou d’autres composants volatils doivent €tre étanches. Il conviendra donc de

les garder dans leur emballage d’origine et de respecter la date limite d’utilisation indiquée sur

celui-ci [27].
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11.3.4. Milieu d’application (la peau)

La peau est un organe en constant renouvellement. Elle a la caractéristique d’étre a la fois
imperméable comme une frontiére intérieure-extérieure, et perméable comme une zone
d’échange privilégiée. La peau est perméable, car des substances peuvent entrer dans la peau ou
la traverser selon plusieurs mécanismes. La diffusion peut étre, soit simple (la substance passe
toute seule pour équilibrer sa concentration de part et d’autre), soit facilitée par des enzymes, ou
soit activée par des pompes spécifiques (comme la pompe sodium-potassium). Elle peut étre
imperméable dans une certaine mesure envers les agressions chimigques, mécaniques, lumineuses

et microbiennes.

Sur un plan structural, la peau comprend trois couches superposées de tissus qui
correspondent, de la surface a la profondeur, a 1’épiderme, au derme puis a I’hypoderme (Figure
I1.2). Elle a une épaisseur de 0, 5 a Smm selon les localisations du corps, sa surface est d’environ
de 1, 75 — 2m2, son poids atteint 3, 5 — 4kg et elle renferme 20% de la totalité de I’eau du corps
humain. C’est une structure en mille-feuille & la fois imperméable, résistante et souple, peuplée

d’organites spécialisés dans 1’alerte et la défense ou la réparation [28].

Figure 11.2 : Schéma de la structure de la peau humaine [28].

11.4. Etude rhéologique des formulations pharmaceutiques

La rhéologie est une science qui étudie 1’écoulement des matériaux sous 1’effet des
contraintes. 1l ya deux grandeurs physiques fondamentales qui composent la rhéologie, une
grandeur appelée contrainte de cisaillement qui donne création de mouvement et deux grandeurs
physiques cinématique appelées déformation et vitesse de cisaillement. Le but de la rhéologie est
de décrire les relations entre les contraintes, les déformations et les vitesses de déformation d’un

élément de volume [29].
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11.4.1. Grandeurs rhéologiques

On distingue quatre grandeurs rhéologiques :

v’ Contrainte de cisaillement (shear stress) ;
v' Déformation de cisaillement ;
v Vitesse de cisaillement ;

v Laviscosité

11.4.1.1. Contrainte de cisaillement (shear stress)

Au cours d’un mouvement laminaire de cisaillement, les couches sont animées de
mouvement relatif les unes par rapport aux autres : deux couche successives, au contact I'une de
I’autre, ce déplacent relativement 1’une par rapport a I'autre. Il en résulte 1’apparition de forces
de frottement qui s’exercent tangentiellement a la surface de la couche : ces forces tangentielles

sont appelées forces de cisaillement [30].

Considérons deux éléments de surface infinitésimaux appartenant aux deux couches

consécutives (1) et (2) de vitesse paralléles V1 et V2

Couche fluide 1

/ds i /4_.
Vi
/ ds dF e,
V

Conche fluide 2

Figure 11.3 : Forces de frottement s’exergant sur deux couches adjacentes lors d’un cisaillement

[30].

Si ’on suppose que | V1 | > | V2|, il est clair que la couche (1) exerce sur la couche (2) une force
de cisaillement dF parallele au mouvement et tendant a accélérer la couche (2) Réciproquement,

la couche (2) exerce sur la couche (1) une force de cisaillement —dF tendant a la freiner.

Il est commode de rapporter ces forces de cisaillement a 1’unité de surface sur laquelle elles

s’exercent ; on définit ainsi ce qu’on appelle la contrainte de cisaillement 7 :

N dF
()= 1.1

Ou dF représente la projection algebrique de dFsur un axe orienté parallelement au mouvement.
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T ¢tant une force par unité de surface, elle s’exprime en pascales ou en newton/m2 dans le

systéeme international Sl, et en dynes/cm2 dans le systeme CGS.

Il est clair que la contrainte de cisaillement 7 est une fonction définie en tout point du
matériau et variant en général d’'une couche a 1’autre (le plus souvent, par raison de symétrie,
demeure constant en tout point d’une méme couche). La contrainte de cisaillement 7 est la

grandeur dynamique fondamentale de la rhéologie [30].

11.4.1.2. Déformation de cisaillement
Pour définir la déformation de cisaillement, il est souhaitable d’envisager le cas
particulier d’un mouvement laminaire de cisaillement présentant une symétrie plane. Le matériau

est cisaillé entre deux plans paralléles, I’'un mobile, 1’autre fixe [31].

Plan mobile T t=0 t

x+dx : %

ugk.t)

Plan fixe

Figure 11.4 : Mouvement laminaire de cisaillement entre deux plans paralléles [31].

En considérant que les particules de matiére de deux couches adjacentes se trouvent a
I’instant t=0 dans une section droite. A I’instant t postérieur, chaque particule de matiére aura
parcouru la distance u (X, t) ou x, distance séparant la particule de matiére du plan solide

inférieur, permet de repeérer les différentes couches planes du matériau.

On définit alors la déformation de cisaillement dans ce cas par 1’équation:

_ duxt) 1.2
dx

11.4.1.3. Vitesse de cisaillement
L’expression de la vitesse de cisaillement est donnée par 1’équation suivante, il s’agit du

dérivé par rapport au temps de 1’équation de déformation de cisaillement [31] :

. _ dy 1.3
Y dt

Y: S’exprime en s-1.
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11.4.1.4. Viscosite

La viscosité dynamique | ou viscosité apparente du fluide caractérise la facilité plus ou

moins grande de déplacement (diffusion) d’une molécule dans un environnement encombré par
d’autres molécules (friction) [32].C’est la caractéristique du fluide qui engendre des forces de
frottement lorsque ce dernier est mis en écoulement. Mathématiquement, elle est définie comme

le rapport entre contrainte de cisaillement t et vitesse de cisaillement ou taux de cisaillement v :

=X 1.4
H Y
11.4.2. Classification des fluides

Les fluides sont classés en un fluide newtonien et un fluide non newtonien.

11.4.2.1. Fluides newtoniens

Le comportement rhéologique des solutions et suspensions dépend largement de leur
concentration et de la nature de la matiére qui les constitue. 1l peut varier d'uncomportement
Newtonien a un comportement plus complexe. Une solution ou une suspension est dite diluée si
les particules sont suffisamment éloignées les unes des autres pour qu’on puisse négliger les

interactions entre elles [33].

11.4.2.2. Fluides non Newtoniens

Les fluides non newtoniens peuvent étre facilement classés en trois catégories générales :

v" Fluides non newtoniens au comportement indépendant du temps
v Fluides non newtoniens au comportement dépendant du temps

v' Les fluides viscoélastiques

11.4.2.2.1. Fluides a comportement indépendant du temps
Les fluides non-newtoniens a comportement indépendant du temps peuvent étre classés
suivant le profil de leur rheogramme (Figure 11.5) [34]. Ce classement met en évidence trois

types de comportements:

v" Le comportement rhéofluidifiant (ou pseudo-plastique) : la viscosité décroit lorsque le
taux de cisaillement augmente.

v Le comportement rhéoépaississant (ou dilatant) : le liquide devient plus visqueux lorsque
le taux de cisaillement croit.

v Le comportement a seuil de contrainte (ou plastique) : le matériau ne s’écoule qu’au-dela

d’une contrainte critique appelée seuil d’écoulement.
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4
G_.II. o h G."k
. L v
Liquide rhéofluidifiant Liquide Liquide a seuil
ou pseudaplastique rheéoépaississant de contrainte

{ou plastique)

Figure 11.5 : Rheogramme des différents comportements [34].

11.4.2.2.2. Fluides au comportement dépendant du temps

Certains liquides présentent un comportement dépendant de 1’histoire passée de
I’échantillon. C’est le cas en particulier pour les liquides thixotropes et rhéopexes. Ces liquides
possedent un caractere respectivement rhéofluidifiant ou rhéoépaississant qui ne se manifeste pas
en totalité des I’application du cisaillement mais de maniére différée dans le temps a cause d’une
déstructuration de 1’échantillon due au cisaillement. En pratique, un tel comportement est
observé lorsqu’on réalise des mesures enfaitant croitre le taux de cisaillement suivi de mesures
ou on le fait décroitre. Sur le rhéogramme, deux courbes sont obtenues, la courbe de retour ne

coincidant pas avec celle de 1’aller.

Une boucle d’hystérésis est alors obtenue. Une condition importante pour qu’un liquide
soit thixotrope ourhéopexe est que sa structure initiale puisse se régénérer naturellement par un
repos suffisant. Le lien entre le temps caractéristique de déstructuration tc et la durée
d’observation te est formalisé par le nombre de Deborah De égal au rapport de ces deux temps
(aussi appelé nombre de Weissenberg).Ces changements de structure caractéristiques du régime
non-linéaire n’ont lieu que si I’amplitude de I’excitation dépasse une valeur critique. Au-dessous
de cette valeur, le comportement est qualifié de linéaire mais dépend des valeurs de De. Aux
temps courts (De>> 1) et aux temps longs (De< 1), le comportement est qualifié respectivement
d’¢élastique et de visqueux. Le domaine intermédiaire (De = 1) constitue le domaine

viscoélastique linéaire [34].

11.4.2.2.3. Fluides viscoélastiques
Les fluides viscoélastiques manifestent sous I’effet d’une contrainte, un comportement
qui dépend a la fois de la déformation, du taux de cisaillement et du temps [35]. Leurs équations

rhéologiques sont de la forme :
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T=fy. V.07 1.5

11.4.3. Appareillage
Les appareils permettant de caractériser les propriétés rhéologiques des gels et lotions

cosmétiques sont principalement de deux types :

v" les rhéomeéetres rotatifs ;

v" les rhéometres oscillants.

e Rhéometre rotatif

En rhéomeétre rotative, le fluide est soumis a un cisaillement entre deux surfaces solides,
I’une en rotation autour de son axe (nommeée rotor), et I’autre immobile (nommée stator) [36].
Les trois grandeurs expérimentales de base sont le couple C, I’angle de rotation du rotor mesuré
a partir de la position au repos a, et la vitesse de rotation du rotor ®. Ces grandeurs peuvent étre

soit imposées, soit mesurées. Les surfaces solides peuvent étre de trois types :

v’ géométrie plan-plan ;

v géométrie de Couette (cylindres coaxiaux) ;

v' géométrie cbne-plan.

Les rhéomeétres rotatifs peuvent étre regroupés en deux grandes classes, selon que I’on
impose la vitesse de rotation (c’est alors le couple exercé sur le corps de mesure qui est mesuré),
ou que I’on impose le couple (la vitesse de rotation est alors mesurée dans ce cas). Mais on parle
généralement de rhéometre a taux de cisaillement imposé ou a contrainte imposée, car le taux de
cisaillement est proportionnel a la vitesse de rotation, tandis que la contrainte est proportionnelle

au couple.

11.4.4. Tests rhéologiques
11.4.4.1 Essai de fluage

L’essai de fluage permet une meilleure compréhension des comportements rhéologiques
des matériaux viscoélastiques en accédant a leurs propriétés dans des conditions proches de
celles de I’état de repos. En effet, le test consiste a appliquer une contrainte constante
inférieure au seuil d’écoulement du fluide puis de suivre [’évolution de la déformation
engendrée au cours du temps. La relaxation du matériau s’opérant aprés la suppression de la
contrainte correspond a la recouvrance. Cette derniere permet de récupérer tout

ou partie de cette déformation [37].
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11.4.4.2 Essai dynamique

Ce test consiste a étudier le matériau de facon dynamique, en appliquant une contrainte
(ou une déformation) sinusoidale de fréquence connue. On étudie la réponse du matériau a la
sollicitation périodique : analyse de la déformation (ou la contrainte) mesurée, elle-méme
sinusoidale de méme fréquence. L’amplitude de la contrainte imposée doit étre inférieure a la

contrainte seuil de maniere a rester dans le domaine solide [38].

11.4.4.3 Essai d’écoulement

C’est le test le plus important dans la caractérisation de la plupart des matériaux telles que
les formulations pharmaceutiques et cosmétiques. L’échantillon, dans I’entrefer du systéme de
mesure du rhéomeétre, subit des perturbations mécaniques circulaires (cisaillement) imposées
par la rotation du mobile. Ce cisaillement est caractérisé par un gradient de vitesse  (en s-1) et
une force (ou contrainte) T (en Pa) qui est fonction de sa nature intrinséque et de sa
consistance ou plut6t de sa viscosité n (Pa.s). Si la contrainte est imposée par 1’appareil, le
gradient de vitesse est mesuré et inversement. L’augmentation de la force ou de la vitesse de
ce cisaillement provoque 1’écoulement de 1’échantillon, c’est-a-dire la diminution de sa
viscosité pour la plupart des formulations ; c’est le caractére rhéofluidifiant des échantillons
non newtoniens (nous n’aborderons pas le cas ici des échantillons rhéo-épaississants dont la
viscosité augmente avec le cisaillement). Il en résulte une courbe qui peut s’exprimer sous
plusieurs formes différentes : soit de la viscosité en fonction du gradient de vitesse (résultat
qui nous intéresse dans cette étude), soit la contrainte de cisaillement en fonction du gradient
de vitesse, soit de la viscosité en fonction de la contrainte de cisaillement [39].

11.5. Conclusion
Des notions sur les pommades et la rhéologie ont été présentés dans ce chapitre. Les tests
rhéologiques nous donnent des informations sur le produit et sa stabilité. Le chapitre suivant sera

réservé a la partie méthodologique.
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Chapitre 111 : Materiel & Méthodes

I11.1. Introduction

Ce chapitre est consacré aux procédés d’extraction de I’HE de la lavande, d’analyses
physico-chimiques (densité, pH...), d’analyse chimique par CG-SM, d’activités antibactérienne
et antioxydante. La partie extraction d’HE et les analyses physico- chimique ont été réalisée au
niveau de laboratoire de génie des procédés GP (UDBKM). L’analyse par CG-SM a été faite au
niveau de laboratoire de recherche C.R.A.P.C (Bousmail). L’activité antioxydante a eu lieu au
sein de laboratoire d’analyse physico-chimique (UDBKM), I’activité antibactérienne a ¢&té

effectuée au niveau de SAIDAL implanté a Médéa.

I11.2. Etude de I’huile essentielle de Lavandula officinalis
La plante de lavande a été récoltée durant le mois de mars de la wilaya de Bejaia, puis
identifiée par Mr Kouache de la faculté des sciences de la nature et de la vie. Les sommités ont

été coupées et séchees a I’ombre dans un endroit sec pendant 7 jours.

111.2.1. Extraction de PHEL

La technique utilisée pour I’extraction est 1’Hydrodistillation type Clevenger qui se
compose de ballon, chauffe ballon et un réfrigérant [5]. Dans un ballon de 500 ml, on introduit

20 g de la lavande avec 350 ml d’eau distillé. On porte le mélange a ébullition pendant 1h 30.

Figure 111.1 : Montage de Clevenger.

I11.2.2. Etude de la cinétique d’extraction
Pour I’étude de la cinétique d’extraction d’huile essentielle de la lavande, nous avons
introduit 20g de la matiére végétale, qui est mise dans 350 ml d’eau. On note le volume obtenue

dans chaque 10min pendant un temps d’extraction d’environ une heure.
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II1.2.3. Rendement d’extraction

Le rendement en huile essentielle est définit par le rapport entre la masse d’HE (MHg)
obtenue et la masse de la matiere végétale (M mv), exprimé en (%) et calculé par la relation
(1) :

R(%) =+ x 100 1.1

Avec

R(%) : le rendement exprimé en pourcentage ; Mg : la masse d’HE obtenue (g) et Mmy: la

masse de la matiére végétale (Q).

I11.2.4. Caractéristiques d’HEL
111.2.4.1. Caractéristique organoleptique

Les caractéristiques organoleptiques 1’aspect, la couleur et ’odeur de 1’huile essentielles
de la lavande officinale ont été notées, puis comparées a celles données par la littérature (ou les

normes).

111.2.4.2. Propriétés physiques de ’HE
a) Ladensité
La densité relative d’"HE est définit par le rapport de la masse volumique de la quantité d’HE

par rapport a la masse volumique d’eau exprimé par la relation suivante :
d = (m2-m0)/(ml-mo0) 1.2

Avec :

Mo : masse en g du tube de 1.5 ml vide ;m1: masse en g du tube rempli d’eau distillée.
m2 : masse en g du tube rempli d’HE de L. officinalis et d : la valeur de la densité relative selon

les normes.

Mode opératoire

Peser successivement des volumes égaux d’HE et d’eau a la température de 20 °C a 1’aide

d’une balance analytique, et noter a chaque fois leurs poids.

b) Indice de réfraction
L’indice de réfraction d’une huile essentielle est le rapport entre le sinus de 1’angle

d’incidence et le sinus de 1’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde
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déterminée passant de 1’air dans 1’huile essentielle maintenue a une température constante [40].
L’indice de réfraction est mesuré al’aide d’un refractométre d’Abbe a la température ambiant

puis ramené a 20 C.

Figure 111.2 : Réfractometre d”Abbe
c) Potentiel d’hydrogéne pH

Le pH ou « potentiel hydrogene » mesure 1’acidité ou la basicité d’une solution ou bien
’activité chimique des ions hydrogéne H* en solution. Le pH d’HEL est déterminé a I’aide d’un

papier pH.
111.2.4.3. Propriété chimique de ’HE

e Indice d’acide

L’indice d’acide est le nombre de milligramme d’hydroxyde de potassium (KOH) nécessaire
pour neutraliser les acides libres contenus dans 1 g d’huile essentielle (Pharmacopée européenne
2008).

Mode opératoire

v' Peser 1g d’HE dans un erlenmeyer.

v Ajouter 5ml d’éthanol.

V" Ajouter Sgouttes de phénol phtaléine, puis agiter jusqu’a la dissolution.

v’ Titrer avec une solution de potasse éthanoique & 0,1 N jusqu’a I’apparition d’une
coloration rose persistante.
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Figure 111.3 : Montage de titrage de I’indice d’acide.

L’indice d’acide est calculé par la formule suivante :
Ia= (Vech - V) 56.11 /m 1.4

Avec

Veeh : le volume d’échantillon ; Vi (ml) : le volume d’hydroxyde de potassium a blanc utilisé

pour le titrage et M (g) : masse de la prise d’essai.

111.2.4.4. Analyse chromatographique en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CG-SM)

La composition chimique de I’huile essentielle de la lavande officinale a été déterminée a

’aide d’un chromatographe en phase gazeuse couplé a un spectrométre de masse (Figure 111.4).

Figure I111.4 : Equipement de CG-SM.

Cette analyse a été effectuée au niveau de laboratoire de recherche C.R.A.P.C Bousmail.
Les conditions opératoires sont résumées dans le tableau 111.1.

Tableau 111.1 : Conditions opératoire de I’analyse CG-SM.
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Température

Injecteur
Mode d’injection

Volume injecté

Type

Colonne . .
Dimension

Phase stationnaire

Temperature

=0T Durée d’analyse

Gaz vecteur
Débit
Mode d’analyse

Délai de solvant

Température de I’interface

Détecteur de S
Type d’ionisation
masse

Intensité de filament

Type de I’analyseur de masse

Température de la source

Matériel & Méthodes

Parameétre

250 °C

Split 1; 80
0.2 pl

HP-5MS

Long 30m, D int 0.25mm, ep film 0.25um

5% Phenyl 95 % dimethylpolysiloxane

45°C pendant 8min, 2°C/min jusqu’a 250°C ; isotherme

10min
120min

Hélium pur 6.0
0.6 ml/min

Scan
3.5min
270 °C
Impact électronique
70 év
Quadripbles

230 °C

I11.2.5. Analyse biologique de I’huile de Lavandula officinalis

111.2.5.1. Activité antibactérienne

e Les souches microbiennes

Nous avons utilisé 4 souches bactériennes de références : 2 de gram (+) ; 2 de gram (-)

(+) Bacillus subtilis (ATCC 6633) ;

v
v (+) Staphylococcus aureus (ATCC 6538) ;
v

(-) Escherichia Coli (ATCC 8739) ;

v (-) Salmonella TyphiSnusium (ATTC 14028);

Nous avons utilisé une souche fongique
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v Candida albicans (ATCC 10231)

a) Evaluation qualitative de I'activité antibactérienne de ’HE de Lavandula officinalis
par la méthode de I’aromatogramme

La FDA (Food and Drug Administration) a approuvé cette meéthode comme standard

pour le comité national de laboratoire clinique. Cette technique, fiable et reproductible, est

souvent la plus utilisée pour 1’évaluation de I’activité antibactérienne. Elle constitue une étape

préliminaire a des études plus approfondies car elle donne des résultats qualitatifs. Elle consiste a

déposer un disque stérile, imbibé de I’huile essentielle, sur la surface de gélose ensemencée de

bactérie tout au début de sa croissance [42].

v Préparation de milieu de culture

Nous avons pesé 40g de poudre de Sabouraud dextrose agar diluer dans 11 d’eau distillé et
fait bouillir pendant 10min apreés (Figure 111.5), versé dans des flacons et les mis dans 1’autoclave
a T=121°C pendant 1h30min.

Figure 111.5 : Préparation de milieu de culture.

b) Evaluation quantitative de [I'activité antibactérienne de IHEL par la
méthode de CMI

La méthode de dilution consiste a faire une série de dilution d’une gamme de

concentration en huile essentielle a laquelle une suspension bactérienne est inoculée. Le but est

de déterminer la concentration la plus faible de I’HE qui inhibe la croissance de la bactérie testée

exprimée en pL/ml ou mg/ml. Cette technique est utilisée pour les bactéries qui ont présenté une

sensibilité aux HE par les méthodes de diffusion [42].

Mode opératoire
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v’ Réaliser une séries des dilutions de HE dans le DMSO (diméthylsulfoxyde) commencant
par une dilution a 1/2 jusqu’a la dilution de 1/16 a partir de la solution mere (500pl
DMSO+ 500ul HE), dans des tubes en verre stériles (Figure 111.6 (a)).

v Dans le premier tube on a versé 500ul d’HE avec 500ul DMSO.

v' 500 pl de la premiére dilution ont été transféré dans la deuxiéme dilution auquel on a
rajouté 500 ul de DMSO, puis agiter. Des dilutions a 1/8 et 1/16, sont préparés de la
méme maniére.

v' Les suspensions bactériennes ont été ensemencés sur la surface étalé dans des boites de
pétrie dans des conditions stériles (Figure 111.6 (b)).

v' A l’aide d’un bec bunsen et pince stérile, un disque (9 mm de diameétre) qui a été déja
imbibé de chaque solution est déposé dans chaque boite de pétrie.

v Apreés diffusion, les boites sont incubées pendant 24h et 37°C.

a)
Figure 111.6 : Dilutions préparées et I’ensemencement des suspensions bactériennes.

La concentration minimale inhibitrice CMI est la plus basse concentration d’HE qui peut

inhiber visiblement la croissance d’un micro-organisme apres 24 heures d’incubation [42].

111.2.5.2. Activité antioxydante

Le test DPPH [1, 1-diphényl-2-picrylhydrazyl (a, a-diphényl-B-picrylhydrazyl)] est basé
sur la réduction du DPPH, un radical libre stable. 1l est basé sur la réduction du DPPH. Le radical
libre DPPH avec un électron impair donne une absorption maximale a 517nm (couleur violette).
Lorsque les antioxydants réagissent avec le DPPH, qui est un radical libre stable, s'apparie a un
donneur d'hydrogene (par exemple, un antioxydant piégeant les radicaux libres) et est réduit en
DPPHH ayant pour conséquence la diminution de I'absorbance a cause du DPPH. Le radical
DPPH est un radical stable en vertu de la délocalisation de I'électron de réserve sur I'ensemble de
la molécule, de sorte que les molécules ne se déméritent pas, comme c'est le cas pour la plupart
des autres radicaux libres. La délocalisation est également a I'origine de la couleur violette

profonde, caractérisée par une bande d'absorption dans une solution de méthanol. Les radicaux
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de la forme DPPH se décolorent (couleur jaune) en fonction du nombre d'électrons capturés. Plus

la décoloration est importante, plus le pouvoir réducteur est élevé. [44].

Mode opératoire

v Solubiliser 0.004 g de DPPH dans 100 ml d’éthanol

v Dans des tubes, préparer des solutions de concentrations (40, 60, 80, 100, 250, 500 pl/ml)
de I’huile essentielle diluée par 1 ml d’éthanol.

v Mettre dans chaque tube 1 ml de la solution de DPPH préparée

v"Incuber pendant 30 min & une température ambiante

v’ L'absorbance a été mesurée a 517 nm dans le spectrophotométre.

v Une réaction de controle a également été effectuée sans I'échantillon testé.

Le pourcentage d'inhibition a été calculé en comparant les valeurs d'absorbance de

I'échantillon de controle et de I'échantillon testé.

L'activité de piégeage des radicaux libres a été exprimée en pourcentage d'inhibition (1%) et

calculée a l'aide de I'équation suivante :

Pourcentage d'inhibition (190) = (Abs controle- Abs échantillon /Abs contréle) X 100 111.6
Ou:

1%: Pourcentage de réduction du radical DPPH ; Abs controle : Absorbance du contréle (DPPH
+ éthanol) et Abs échantillon : Absorbance de 1’échantillon.

Différentes concentrations d'échantillons ont été utilisées afin d'obtenir des courbes
d'étalonnage et de calculer les valeurs ICso. (ICso - concentration requise pour obtenir une

activité de piégeage des radicaux de 50 %) radicaux) [44].

111.7. Conclusion

Ce chapitre était consacré a la présentation des méthodes et le matériel utilisé dans ce
travail, commengant par I’extraction de I’huile essentielle de la plante étudiée (Lavandula
officinalis) : I’é¢tude de ses propriétés physicochimiques (pH, densité...), analyse CG-SM, les

activités biologiques (activité antibactérienne, antioxydante...).

34



.
Chapitre IV n%

, : : A
12 Résultats & Discussiorn

@



Chapitre 1V : Résultats & discussion

V.1

Introduction

Aprés avoir présenté le protocole expérimental dans le chapitre précédent, ce chapitre

sera consacré a la présentation et 1’interprétation des résultats expérimentaux. Rappelons que le

travai

v

v
v
v
v

Iv.2.

| expérimental repose sur les parties suivantes :

Extraction de ’huile essentielle de lavande HEL ;
Propriétés organoleptiques et physicochimiques ;
Identification de la composition chimique par CG/SM ;
Activité antibactérienne de I’HEL ;

Activité antioxydante de ’'HEL ;

Etude de ’huile essentielle de Lavandula officinalis

I1V.2.1. Extraction d’HEL

De nos jours, il existe plusieurs méthodes d’extraction technologiquement développé

pour augmenter le rendement d’extraction des huiles essentielles, mais L hydrodistillation reste

la technique la plus utilisée a cause de sa simplicité et sa fiabilité. Elle est employée dans ce

travail en utilisant le montage de Clevenger [46-47].

IV.2.2. Etude de la cinétique d’extraction

Il est intéressant d’optimiser le temps d’extraction. La figure IV.1 illustre le volume d’HEL

obtenue en fonction du temps.

Volume d'HEL (ml)

Volume d'HEL en fencton du temps

1,8 ; - ‘- ‘- -

1,4 =
1,2 -

0,8 9
0.6 ®— Volume d'HE (ml)

0,4 -
0,2

0 20 40 60 80 100
Temps (min)

Figure 1V.1 : Représentation de la cinétique d’HE en fonction de temps.
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On peut constater une croissance rapide de volume d’HE en fonction du temps jusqu’a
atteindre un maximum pour une valeur de 1.8 ml, en plus il y a un équilibre entre 60 et 90
minutes. Cette cinétique nous permet de dire que la totalité de I’huile essentielle est extraite au

bout de 90 minutes.

IV.2.3. Rendement d’extraction

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que le rendement d’extraction d’HE de la
lavande officinalis de la partie aérienne seche récoltée dans la wilaya de Bejaia est de 1,2 %. La
valeur est presque égale (1.3%) a celle trouvée dans le cas de la lavande de France [48]. Une
étude réalisée sur des plantes du L. officinalis de différentes régions d’Algérie [49], a montré que
les fleurs séches de la lavande présentent un rendement de 1.36%. De méme, une autre étude
révele que les fleurs seches de la lavande provenant de la région d'Ouchba et Zarifet (wilaya de
Tlemcen) présentent des teneurs en huile essentielle respectivement 0,94% et 0,70% [50]. Ces
variations de teneurs peuvent étre dues a plusieurs facteurs : la région, la période de récolte, le

climat et la technique d’extraction.

1V.2.4. Caractéristiques d’huile essentielle de Lavandula officinalis
Les propriétés organoleptiques et physico-chimiques constituent un moyen de vérification
et de controle de la qualité de ’HE. Nos essais ont été effectués selon un protocole précis et

obéissent aux normes édictées par 1I’ISO.

1V.2.4.1. Caractéristiques organoleptiques

Les propriétés organoleptiques d’HEL extraites sont représentées dans le tableau suivant :

Tableau 1V.1 : Propriétés organoleptiques de I’'HE

Propriétés Résultats AFNOR [51]
Aspect Liquide mobile, limpide Liquide mobile, limpide
Couleur Jaune clair Jaune clair
Odeur Forte, caractéristique de I’odeur  Caractéristique, fraiche, florale, rappelant celle
de la lavande des sommités fleuries de la plante
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Figure 1V.2 : HE de la lavande officinale.

D’apres les résultats du tableau IV.1 et ce qu’elle montre la figure IV.2, I’'HE du la
Lavandula officinalis est un liquide mobile qui posséde une couleur jaune pale et une odeur tres
caractéristique, rappelant celle de fleurs de la plante. Ces résultats sont en accord a ceux cités
dans les normes AFNOR [51].

IV.2.4.2. Propriétés physicochimiques de PHEL
Le controle des propriétés physico-chimiques d’HEL a été déterminé. Selon la

comparaison aux normes AFNOR [51]. Les résultats sont présentés dans le tableau I1V.2.

Tableau. 1V.2 : Propriétés physico-chimiques de I’HE.

Propriétés Résultats NORME AFNOR [51]
Densité relative a 20 °C 0,8813 0,8800a40,8920
pH 5 4-6
Indice de réfraction a 20 °C 1.4580 1,4550 a 1,4660
Indice d’acide 0.561 <1

A partir de ces valeurs, les chiffres montrent que les propriétés physicochimiques d’HE que

nous avons évaluées sont conformes a ceux mentionnés par les normes AFNOR [51].

v’ La densité relative de I’HE testée est égale a 0,8813, elle est dans les normes AFNOR
(0,880a 0,8920) et inférieure a celle de 1’eau. Il s’agit donc d’une huile 1égére, stable et
difficile a oxyder [51].

v La valeur de pH indique que I’HE a un caractére acide (5). Cet aspect acide est connu
chez les huiles essentielles en général. Il est di a la présence de molécules comme les

acides gras et leurs dérivées. Ce resultat est proche de celui donné par la norme AFNOR.
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v' L’indice de réfraction dépend de la composition chimique et la température, L’indice
obtenu dans cette étude est proche a celui donné par la norme AFNOR [51].

v L'indice d'acide la ou le taux d’acides gras libres obtenu pour cette HE est inférieur a 1,
comme indiqué dans les normes AFNOR, cela signifie qu’il contient de faible quantité
d'acides libres. En d’autre théme, il possede un taux d'oxydation faible. Ce dernier
indique que I’HE a été bien conservé, ceci permet de dire que cette HE est stable et de
bonne qualité [51].

1V.2.4.4. Analyse chromatographique en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CG-SM)
Les résultats de 1’analyse par Chromatographie gazeuse - Spectrométrie de masse de la
composition chimique de I’HE sont présentés dans le tableau IV.3
Tableau 1V.3 : Constituants chimiques de I’HEL analysée par CG-SM.

Composés TR (min) Pourcentage
Linalol 31.508 21.44
Linalyle acétate 21.490 14.79
Bicyclo [2.2.1] heptan-2-one 22.962 8.31
Bornéol 25.299 5.36
a-terpinolene 27.253 4.85
CaryophylleneOxide 50.744 3.22
a.-Bisabolol 57.272 3.37
1,8-Cineole 14.333 3.54
Acide Propanoique 26.870 2.04
Nerol 32.015 2.53
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Figure 1V.3 : Chromatogramme d’HEL obtenue par CG-SM.

L’analyse de I’huile essentielle de Lavandula officinalis par Chromatographie en phase
gazeuse - Spectrométrie de masse a permis d’identifier au total 54 composés, ce qui correspond a
un pourcentage de 99,91% par rapport a I'ensemble des constituant. Le Linalol (ou linalool)
apparait comme le constituant majoritaire de 'HEL (21.44%), suivi de ’acétate de linalyle
(14.79%), Bicyclo[2.2.1]heptan-2-one (8.31%), Bornéol (5.36%) et de a-Terpinolene (Figure
IV.3). Le Linalol, acétate de linalyle, Bicyclo et le Bornéol constitue un taux de 49,9% (presque

la moitié de la composition).
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Une étude réalisée également en Algérie portant sur la composition des fleurs de
Lavandula officinalis récoltées de I’Institut de la Nutrition, de 1’Alimentation et des
Technologies Agroalimentaires (INATAA), Université de Constantine [52], a montré que les
composants majeurs de cette huile sont : acétate de linalyle (15.26 %), Linalol (10.68%), 1,8-
cineole (10.25%), y-terpineéne (11.2%) et camphre (11.25%). La composition de notre HE est
proche a celle trouvée avec la lavande de Tébessa (Algérie) qui est riche en linalol (20.40%),
camphre (13.50%), acétate de linalyle (13.24%), puis le 1,8-cineole (12.96%) [53]. Cependant, la
lavande de Batna (Algérie) est dominée par le 1,8-cineole (29.4%) et le camphre (24.6%) [54].
Une étude marocaine antérieure a montré des résultats différents, dans lesquels les principaux
composants étaient composés de linalol (21,81 %), de 1,8-cinéole (18,07 %), de camphre
(11,89 %), d'acétate de linalyle (10,21 %) [55].

La composition de notre HE est presque similaire (a des teneurs différentes) a une HE
cultivée en Bosnie-Herzégovine qui contient le linalol (27,72 %) et l'acétate de linalyle (22,82
%), qui représentaient tous deux pres de la moitié de la teneur. Les composés suivants étaient I'o-
pinene (9,82 %), I'acétate de lavandulyle (7,32 %), le trans-caryophyllene (5,70 %), le terpinéne-
4-ol (5,20 %), le bornéol (4,20 %), le 4-caréne (2,50 %), et B-myrceéne (2,15 %) [56].

Une autre étude sur une lavande de Turquie a montré quatre composants principaux :
linalool (22,1 %), acétate de lavandulyle (15,3 %), acetate de linalyle (14,7 %), et (E) B-ociméne
(10,4 %) [57]. Plusieurs travaux ont rapporté que la composition chimique de I'HE est influencée
par la situation géographique, les conditions climatiques pendant la croissance et les

caractéristiques morphologiques [58-61].

Tous ces travaux montrent que la composition chimique de I’HE de I’espéce Lavandula
officinalis cultivée a Bejaia et dans plusieurs régions dans le monde, est caractérisée par une

forte teneur en Linalol et acétate de linalyle a des proportions mutuelles.

IV.2.5. Analyse biologique de I’huile de Lavandula officinalis
IV.2.5.1. Activité antibactérienne
a) Evaluation qualitative de ['activit¢é antibactérienne de IHEL par la
méthode de ’aromatogramme
La méthode de diffusion des disques (aromatogramme) estime 1’activité antibactérienne en
déterminant le diamétre d’inhibition. La sensibilité des souches bactériennes est présentée dans

le tableau (1V.4).
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Tableau IV.4 : Sensibilité des souches bactériennes en fonction des zones d’inhibition [62].

Diamétre (mm) Bactérie sensible ou résistante
- Résistant (-)

5 Peu sensible ()
10 Sensible (+)
20-30 Assez sensible (++)
>30 Trés sensible (+++).

Ceci va permettre de distinguer cing (5) classes d’HE selon les diamétres D des zones
d’inhibition [63] :

e Tres fortement inhibitrice : D > 30 mm
e Fortement inhibitrice : 21 mm <D <29 mm

Modérément inhibitrice ;: 16 mm <D <20 mm

e [égerement inhibitrice : 11 mm <D < 16 mm

Non inhibitrice : D < 10 mm

Nous avons testé I’effet de 1’huile essentielle de L. officinalis sur cing bactéries (deux
Gram négatif, deux Gram positifs et une levure) les résultats sont présentés dans le tableau 1V.5

qui montre I’effet inhibiteur de I’HE sur chaque souche bactérienne testée.

Tableau IV.5 : Résultats de diamétre d’inhibition de chaque souche bactérienne.

Souche bactérienne Diamétre de la zone Classement
d’inhibition (mm)
SB HE
E. coli- 19 Sensible (+) Modérément inhibitrice
S. aureus+ 32 Tres sensible (+++) Tres fortement inhibitrice
B. subtilis+ 40 Trés sensible (+++) Tres fortement inhibitrice
S. typhimurium- 23 Assez sensible (++) Fortement inhibitrice
C. albicans 40 Trés sensible (+++) Trés fortement inhibitrice

Les résultats présentés dans le tableau IV.4 et la figures IV.4 (a) montrent que I’HE a une
activité plus grande contre les souches Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et la levure
Candida albicans avec un diamétre variant entre 32 mm et 40 mm qui est supérieure a 30mm, on

déduit qu’il s’agit d’une HE Trés fortement inhibitrice. Pour les souches Escherichia coli et
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leur inhibition est respectivement 19 mm et 23 mm ce qui nous a permis de dire que ’'HEL est
modérément inhibitrice pour Escherichia coli et fortement inhibitrice pour Salmonella. Cela
indique que I'huile essentielle testée présente une activité antibactérienne importante contre les

bactéries gram-positives par rapport aux bactéries gram-négatives.

Concernant la souche S. aureus, nos résultats sont en accord avec une étude qui a montré

la sensibilité¢ importante de cette souche avec I’HEL [64].

Une étude réalisée au Maroc indique que le Linalol seul, composant principal de
Lavandula angustifolia, montre une meilleure activité antibactérienne que I'huile essentielle de
Lavandula [65].

Plusieurs études [66-68] ont rapporté que les bactéries Gram (+) sont plus sensibles aux
huiles essentielles que les bactéries Gram (-) (connues par la présence d’une membrane externe,
imperméable aux composés hydrophobes grace a son revétement lipopoly saccharide). L'absence
de cette barriere, chez les bactéries Gram (+) permet le contact direct des constituants
hydrophobes de I'huile essentielle avec la bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire,
provoquant ainsi soit, une augmentation de la perméabilité des ions et la fuite des constituants

intracellulaires vitaux, soit une déficience au niveau du systéme enzymatique.

L’activité de notre HE sur les sensibilités bactérienne serait principalement due au compose
majoritaire Linalol 21,44% identifie par CG/SM. 1l a été montré que le linalol inhibe diverses
bactéries présentes dans les cavités orales, la peau et le tractus respiratoire notamment
Haemophilus influenza, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, S. epidermidis et
Escherichia coli [20]. Ainsi, les huiles essentielles de Lavande présente une activité supérieure
aux antibiotiques conventionnels envers S. aureus, E. coli et Pseudomonas aeruginosa [20]. Le
linalol, camphre et 1-8 cinéole, montrent une activité légérement plus élevée que la
streptomycine sur P. aeruginosa et Proteus mirabilis. La Lavande officinale a une action anti-
infectieuse intéressante a cause de la présence de 1- 8 cinéole/camphre/linalol. Donc peut étre
utilisée en prophylaxie et en alternative contre les infections bactériennes résistantes aux

antibiotiques [20].

b) Evaluation quantitative de I'activité antibactérienne CMI de ’HEL par la méthode
des disques
Les résultats des dilutions sur I’activité antibactérienne de I’HEL sont représentés dans le
tableau IV.6 :
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Tableau 1V.6 : Diamétres des zones d’inhibition a différentes concentrations de I’HE testée : (+)

. effet, (-) : pas d’effet, (/) : lecture impossible.

Y% Ya 1/8 1/16
E. coli 11 / / /
S. aureus 12 / / /
C. albicans 14 13 / /
B. subtilis 12 11 10 9
S. typhimurium / / / /

On remarque que la concentration de I’huile essentielle est en relation directe avec la
zone d’inhibition ou les effets inhibiteurs augmentent considérablement avec 1’augmentation de

la concentration d’HE.

Figure V.4 : Résultats des zones d’inhibition pour chaque souche bactérienne.

La lecture de ces résultats montre que les concentrations minimales inhibitrices obtenues
de I’HE sont 1/2 pl/ul pour E. coli et S. aureus, 1/4 ul/ul pour C. albicans. Notons que pour S.
typhimurine la CMI est supérieure a 1/2 ul/ul tandis que la CMI est inférieure a 1/16 pour B.
subtilis. Ce qui montre que ’HE montre la meilleure inhibition contre la souche B. subtilis

(Figure 1V.4 (b)), suivi par C. albicans.

1V.2.5.2. Activité antioxydante
L’activité antioxydante a été¢ évaluée par la mesure de la possibilité de réduction des

antioxydants en présence du DPPH. Dans ce test les antioxydants réduisant le DPPH ayant une
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couleur violette en un composé jaune, dont I’intensité¢ de la couleur est mesurée a I’aide d’un
spectrophotomeétre a 517 nm. On note que la lecture était effectuée aussi a 515 nm, mais on n’a
pas pu faire plusieurs essais. La Figure 1V.7 représente le pourcentage d’inhibition en fonction

de la concentration d’HEL.
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Figure 1V.5 : Pourcentage d’inhibition de I’HE de la lavande officinalis et de vitamine C
par la méthode du DPPH.

D’aprés les résultats obtenus, le pourcentage d’inhibition augmente lorsque la

concentration d’HE augmente.

Détermination d'ICso

Plus la valeur d’ICsp est basse, plus I'activité antioxydante d'un composé est grande. Les
valeurs d’ICso pour I’huile essentielle de la lavande et la vitamine C sont indiquées dans le

tableau 1V.4. La concentration inhibitrice (ICso) a été déterminée graphiquement.

Tableau IV.7 : Résultat d’ICso de I’HE étudiée et I’acide ascorbique.

1Csxo (ul/ml)
HE de la L. officinalis 37.06
L’acide ascorbique 21.58

Ces résultats montrent que 1’huile essenticlle de Lavandula officinalis possede une activité

antioxydante. La valeur d’ICso pour la vitamine C est plus petite comparée a celle de I’'HE, ce qui
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est logique, puisque la vitamine C est considéréee comme antioxydant standard a forte activité

antioxydante.

La valeur trouvée d’1Cso pour notre étude (0.033 mg/ml) est inférieure a celle trouvée dans le
cas d’une lavande de Bosnie extraite par la méme technique qui égale a 0.421 mg/ml, ce qui
augmente 1’activité antioxydante de notre plante [69]. Dans la lavande de Bosnie I’HE est riche
en acétate de lavandulyle suivi par le linalol. L’activité antioxydante de 1’espéce Lavandula
angustifolia a été confirmée sur une plante d’Australie, en utilisant plusieurs techniques [70].
Cette activité est due a la présence de linalol, acétate de linalyle, camphre et bornéol dans les
extraits. Grace a cette activité, I’HE de lavande peut étre utilisée comme conservateurs ou agent

protecteur contre les phénomenes de dégradation.

1VV.6. Conclusion

A travers les résultats obtenus dans cette étude, on peut affirmer que I’huile essentielle de
la plante choisie pour ce travail peut étre une bonne source de molécules bioactives. Plusieurs
activités biologiques ont été testées et confirmées comme I’activité antioxydante et

antibactérienne.
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Conclusion générale

Conclusion générale

La flore algérienne jouie d’une biodiversité considérable, possede de nombreuses plantes
aromatiques et medicinales riches en métabolites secondaires avec des caractéristiques
thérapeutiques et pharmacologiques. Dans le cadre d’une valorisation de ces ressources
naturelles, la lavande vraie Lavandula officinalis (El-khouzama) de la région de Bejaiaa fait
I’objet de cette étude qui nous a permis de mettre en évidence la valeur de I’huile essentielle

extraite de cette plante.

L’huile essentielle a ¢été extraite par hydrodistillation type Clevenger avec un rendement
moyen de 1,2 %. L’étude des caractéristiques physicochimiques et organoleptiques de I’HEont
mis en évidence sa qualité par correspondance avec les normes AFNOR [51]. Notre HE est
liquide de couleur Jaune clair et odeurde la fleur de lavande. Elle a une densité de 0,8813, un
indice de réfraction de 1.4580, un indice d’acide de 0.561 et un pH acide égal a 5. L analyse par
CG-SM de I’HE a révélé la présence de 53 composés avec des pourcentages différents, en

présence de linalol (21,44 %) et I’acétate de linalyle (14,79) comme composeés majoritaires.

L’analyse de I’activité antibactérienne de ’HE de L. officinalisa été effectuée sur quatre
souches bactériennes et une levure. La méthode d’aromatogramme a montré que I’HE de la
lavande présente un pouvoir inhibiteur fort contre les Gram +Staphylococcus aureus etBacillus
subtilis,avec une trés forte inhibition de B. subtillis, tandis que ’activité antibactérienne est
moins contre les Gram - Escherichia coliet Salmonella typhimurium. L’huile essentielle a
également présenté une tres forte inhibition de Candida albicans. Des valeurs de concentrations
minimales inhibitrices CMI intéressantes ont été déterminées dans le cas de B. subtilis et C.

albicans.

L’activité antioxydante a été évaluée par la mesure de la possibilité de réduction des
antioxydants en présence du DPPH. Les résultats obtenus montrent que I’HE de L. officinalis

présente une excellente activité antioxydante avec une valeur d’ICso de 33 pg/ml.

En perspective, Il serait intéressant de :

- Approfondir I’étude sur les activités biologiques de la pommade préparée, en gardant
cette méme formulation, pour confirmer que la pommade a un effet anti-inflammatoire
(c’est le pouvoir anti-inflammatoire de I’HE de lavande qui nous a incités a formuler
cette pommade).

- Approfondir I’étude sur la relation entre la composition chimique et les propriétés

biologiques de la plante.
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Chercher d’autres propriétés pharmaceutiques chez cette espéce.

Etudier d’autres classes de composés chimiques, issus par d’autres techniques
d’extraction.

Etudier la lavande officinale de la région d’Ain Defla si elle existe, sinon étudier d’autres

especes du genre Lavandula....etc.
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