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Introduction

Depuis les temps les plus anciens, ’homme a appris a utiliser les plantes aromatiques et
médicinales (PAM) que le monde lui offre pour se nourrir et se soigner. L’utilisation
thérapeutique de ces plantes est trés ancienne mais elle connait actuellement un regain d’intérét
aupres du public. L’une des valorisations possibles de cette richesse naturelle est 1’extraction
de leurs huiles essentielles (HEs) et de leurs hydrolats (HDs), produits connus et utilisés pour
leurs propriétés aromatisantes et médicinales.

Les HEs sont des composés volatils aromatiques extraits par différentes méthodes. La plus
traditionnelle et ancienne de ces méthodes est la distillation par entrainement a la vapeur. Il y a
plus de 200 substances actives différentes dans chaque HE [1] : des alcools, des éthers, des
terpenes, des acétates, des cétones, des phénols... ¢’est ’ensemble qui lui confére ses propriétés.
A la différence des HEs, les HDs ont été peu étudiés malgré 1’intérét des industries alimentaires,
cosmétiques et phytothérapeutiques.

De nos jours I'association entre la chimie, la biochimie, la biologie, la médecine, la pharmacie
et la botanique est un assemblage que personne ne peut contester. Les plantes identifiées et
classifiées par les botanistes sont devenues la matiére premiére de prédilection pour de
nouvelles prospections pharmaceutiques.

Le lentisque pistachier (Pistacia lentiscus L) est un arbrisseau appartenant a la famille des
Anacardiaceae qui pousse dans le maquis méditerranéen. Il produit une HEs excellente pour les
problémes de circulation sanguine et lymphatique [2] et est trés utilisée pour les jambes lourdes
et les varices. Malgré sa large utilisation en médicine traditionnelle, trés peu de travaux
scientifiques ont été réalisés sur ’HE et I’HD de rameaux feuillés du lentisque pistachier.

Notre présent travail a pour but 1’extraction et la caractérisation d’HE et d’HD provenant des
rameaux feuillés du lentisque pistachier cultivés a Bouderbala (wilaya de Bouira) et la comparer
avec une HE du lentisque pistachier datant de 2008, la valorisation de ces HEs et de I’HD dans
des formulations et étudier leurs stabilités et 1’évaluation des activités antimicrobiennes des
HESs, HD et formulations qui seront testées vis-a-vis de différentes souches pathogenes.

Par conséquent, le travail exposé dans ce mémoire est organisé en trois chapitres :

Le premier chapitre est réservé a une synthese bibliographique abordant les PAM, les HEs, les
HDs ainsi que les différentes méthodes d’extraction des HEs et d’obtention d’HDs. Cette partie
présente ensuite lentisque pistachier ainsi que les propriétés globales de I’HE et de I’HD qui
peuvent en entre extrait. Enfin, ce chapitre se termine par quelques notions sur les émulsions.

Le deuxiéme chapitre, matériel et méthodes, a porté sur la présentation du matériel végétal, la
description du procédé d’extraction de I'HE et de I’HD, les différentes techniques et modes
opératoires réalisés pour la détermination de leurs propriétés organoleptiques et physico-
chimiques ainsi celle d’une HE du lentisque pistachier datant de 2008. Ensuite, le protocole de
valorisation des HEs et de I’HD étudiés dans la formulation de crémes décongestionnantes a
était décrit suivi par les différentes analyses effectuées en vue de suivre leurs stabilités. Ce
chapitre se termine par 1’évaluation de I’activité antibactérienne des HEs, de I’HD et des
formulations.
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Le troisieme chapitre récapitule tous les résultats obtenus des caractéristiques organoleptiques
et physico-chimiques des HEs et de I’HD, du suivi de la stabilité des crémes formulées sur une
durée déterminée, et des activités antimicrobiennes des HEs, HD et des formulations
interprétées a la lumicre de la littérature.

Ce mémoire est cloturé par une conclusion et quelques perspectives.



Chapitre 1: Rappels
bibliographiques
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I.1. Généralités sur les plantes aromatiques et médicinales

I.1.1. Introduction

Depuis longtemps I'homme a utilisé les plantes comme source pour se nourrir, se vétir, se loger,
se chauffer, se parfumer ... mais aussi pour maintenir son équilibre, soulager ses souffrances et
soigner les maladies qui nuisent a sa santé. En effet, les Egyptiens et les Arabes ont prévalu des
caractéristiques médicinales 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 [3].

1.1.2. Définition

Une plante est dite « médicinale » lorsqu’un de ses organes posséde des activités
pharmacologiques pouvant conduire a des emplois thérapeutiques alors qu’elle est dite «
aromatique » lorsqu’elle synthétise et sécrete d’infimes quantités d’essence aromatique. De ce
fait, parmi les espéces végétales existantes (800 000 a 1 500 000 selon les botanistes) 10 %
seulement sont dites « aromatiques » [4].

I.1.3. Importance

Apres avoir été longtemps considérés comme produits secondaires, les plantes aromatiques et
médicinales (PAM) ont pris un essor considérable. En effet, la croissance de 1’industrie
pharmaceutique et agroalimentaire ainsi que du développement incessant de nouveaux produits
synthétiques et biologiques plus efficace n’ont pas réduit I’importance de 1’utilisation des PAM
et des produits dérivés dans le monde. Selon la revue I’Economiste [5] le marché mondial des
PAM est estimé a environ 64 milliards de dollars.

Les PAM ont non seulement des roles pastoral, énergétique et environnemental mais aussi de
nombreuses utilisations dans 1’alimentation humaine, la médecine traditionnelle ainsi qu’a des
fins industrielles (agroalimentaire, parfumerie, cosmétique, pharmaceutique...). Plus de 35 000
plantes sont utilisées dans des industries comme la pharmacie, la phytothérapie, I’herboristerie,
I’hygiéne et entrent également en tant que composants dans la fabrication des cosmétiques.
Elles sont aussi la base des produits naturels transformés a forte valeur ajoutée tels que les
huiles essentielles (HEs), les extraits secs et liquides et les oléorésines.

I.1.4. Dénomination botanique

Pour identifier de fagcon précise une plante, il faut connaitre :

o la famille : elle représente le classement systématique qui regroupe les espéces ayant des
caractéres morphologiques communs ;

o le genre : il représente ['unité de classification regroupant un certain nombre d’especes
ayant des caractéres communs, subordonnée a la famille ;
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o Jespéce : c’est I’ensemble d’individus inter féconds étroitement apparentés par
caracteres.

o la sous-espeéce : c’est la subdivision de I’espéce qui se distingue par quelques caracteres
et posséde souvent une autre distribution géographique ;

e la variété : elle constitue la subdivision d’une espece ou sous-espece, souvent différente
par un seul caractere, qui pousse généralement a proximité de I’espece type ;

e DP’hybride : c’est une plante provenant d’une espéce dont la graine a été fécondée par une
autre espece presque toujours du méme genre.

I.1.5. Plantes aromatiques et médicinales en Algérie

L’ Algérie avec une surface de 2381741 km?, est le plus grand pays riverain de la Méditerranée.
L’Algérie est reconnue par sa diversité variétale en PAM ainsi que leurs diverses utilisations
populaires dans 1I’ensemble des terroirs du pays qui représentent un héritage familial oral,
dominant en particulier chez les femmes agées et illettrées. Les principales PAM les plus
consommeées en Algérie sont regroupées dans le Tableau 1.1 ci-dessous :
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Tableau I.1 : Principales PAM consommeées en Algérie [6].

Fenugrec Trigonnella foenum Graines XXX
groecum. L

Verveine Verbena citriodora HB | Feuilles XXX
etK

Sabline Arenaria rubra . L Plante entiére XXX

Coriandre Coriandrum Sativum. Graines XXX
L

Queue de cerise Prunus cerasus . L Queues XXX

Armoise blanche Artemesia herba alba | Sommités fleuries XXX
.asso

Marrube blanc Marrubiumvulgare .. Sommités fleuries XXX

Globulaire Globularia alypum. L | Sommités fleuries XXX

Menthe verte Mentha veridis . L Feuilles XXX

Origan Majorana hortentis Sommités fleuries XXX
Moeneli

Nigelle Nigella sativa . L Graines XXX

Petite centaurée Erithrea centaurium . Sommités fleuries XXX
L

Cumin Cuminum Cyminum L. = Graines XXX

Réglisse Glycyrrhiza globra. L | Racines XX

Romarin Romarinus officinalis. =~ Sommités fleuries XX
L

Tyum Thymus vulgaris Sommités fleuries XX

Bigaradier Citrus bigaradia . Feuilles et fleurs XX
Duham

Séné Cassia abovata.coll Feuilles XX

Sauge Salvia officinalis L Sommités fleuries XX

Lavande Lavandula officinalis L = fleurs XX

Noyer Juglans regia L Feuilles et écorce XX

Myrte Myrtus communis . L Feuilles et fruits XX

Alaterne Rhammus alaternus. L Feuilles XX

Menthe pouliot Menta pulegium. L Sommités fleuries XX

Tym serpolet Tyymus serpillum. L Sommités fleuries XX

Aubépine Carataegus monogyna | Fleurs XX
Jacq

Camonmille Matricaria camomilla. = Fleurs XX
L

Anis vert Pimpinella anisum. L Graines XX

Ortie Urtica urens L Sommités fleuries X

Fréne Faxinus exelsior L Feuilles X

Lentisque Pistacia lentiscus. L Feuilles X

Basilic Ocinum basilicum. L Sommités fleuries X

Pétale de rose Rosa canina. L Pétales et fruit X

Fenouil Foenuculum vulgare Graines X

XXX : Trés important, XX : Important, X : Moins important
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1.2. Généralités sur les huiles essentielles

1.2.1. Historique

L’extraction des huiles essentielles (HEs) commencga environ 4000 a 5000 ans avant Jésus
Christ en Orient. Les HEs ont été utilisées d’abord en Chine et en Inde, sous forme de massage,
puis en Irak et en Egypte sous forme d’embaumement des pharaons et de conservateurs
d’aliments. En Gréce et a Rome, I’extraction des HEs était trés répandue pour combattre
I’épidémie de peste. Les principes de la distillation et techniques d’extraction arrivérent en
Europe au XIIIéme siécle, par le biais des croisades musulmanes [7].

1.2.2. Définition

L’HE est défini comme suit :

e Selon la commission de la pharmacopée européenne : produit odorant, généralement
de composition complexe, obtenu a partir d’'une mati¢re premiére végétale botaniquement
définie, soit par entrailnement la vapeur d’eau, soit par distillation séche, soit par un
procédé mécanique appropri¢ sans chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent
séparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement
significatif de sa composition [8].

e Selon AFNOR NF T 75-006 : produit obtenu a partir d’une matic¢re premiere végétale,
soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe
de citrus, soit par distillation séche. L’ huile essentielle est ensuite séparée de la phase
aqueuse par des procédés physiques n’entrainant pas de changement significatif de sa
composition... [9].

1.2.3. Répartition et localisation dans la plante

Les HEs sont produites par des cellules végétales spécialisées et peuvent étre stockées dans tous
les organes végétaux, nommées organes sécréteurs (Figure 1.1).

6
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Figure I.1 : Organes sécréteurs des HEs.

La synthése et I’accumulation des HEs sont généralement associées a la présence de structures
histologiquement spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la plante
[10]. On retrouve par exemple (Figure 1.2) :

o les cellules a HEs chez les rhizomes de gingembre ;
e les poils sécréteurs chez les feuilles de tomates ;
e les poches sécrétrices chez les eucalyptus citronnés ;

® les canaux sécréteurs chez les Apiacées et les Astéracées.

1 L
chizogénes d'une fenilleds=

alvpius clivonné

Ceellule steréirice d'suile essenticlle dans Troils secrétenrs presenis s
mn rhiz: de ginzembre

bnfereure d'une feaille de romale

Figure 1.2 : Structures histologiques des végétaux.

I.2.4. Role dans la plante

Les HEs jouent un role pour la plante elle-méme et pour interagir avec leur environnement. On
estime que certains de leurs composants seraient des messagers internes ou encore des
intermédiaires du métabolisme de la plante. Aussi, les HEs pourraient étre des sources d’énergie

7
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lorsque I’activité de photosynthése n’est plus suffisante ou un moyen de défense contre les
prédateurs (micro-organismes, champignons, insectes ...) [11].

I.2.5. Composition chimique

Comme toutes les plantes sont classées en familles, les HEs sont aussi classés en deux familles
[12]:

e Groupe des trapénoides (ou terpenes) : ¢’est le groupe majeur et le plus important.
e Groupe des composés aromatiques dérives du phényle propane.
1.2.5.1. Terpénes

Les terpénes sont des hydrocarbures formés par assemblage de deux ou plusieurs unités
isopréniques. Ce sont des polymeres de I'isopréne de formule brute (CsHs) n (Figure 1.3).

CH»
Hzc\)J\CH

Figure 1.3 : Isopréne.

3

Les variations structurales dans ce groupe dépendent de :

» nombre d'atomes de carbone qui la constitue :
e Monoterpénes Cio (Figure 1.4).
e Sesquiterpenes Cis (Figure L1.5).
e Diterpenes Cao.
caractére saturé ou insaturé des liaisons ;
leur agencement linéaire ou cyclique ;
la configuration spatiale (formes chaise, bateau ou trieédre) ;

YV VYV

la nature des groupes fonctionnels :
e Terpénes Ri-HC=CH-Ra.
e Alcools terpéniques R-OH.
e (Cétones RI-CO-R2.
e Phénols C6H6-OH.
e Aldéhydes R-CHO.
e Esters R-COO-R.
e FEthers Ri-O-Ra.

8
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Figure L.5 : Structure chimique de quelques

Figure 1.4 : Structures chimiques de quelques : !
sesquiterpenes extraits des HEs.

monoterpenes extraits des HEs.

1.2.5.2. Dérives du phényle propane

Cette classe comporte des composés odorants bien connus comme la vanilline, l'eugénol,
I'anéthol, I'estragole (Figure 1.6) et bien d'autres. Ils sont d’avantage fréquents dans les HEs
d’apiaceae (persil, anis, fenouil, etc.) et sont caractéristiques de celles du clou de girofle, la
vanille, la cannelle, le basilic, I'estragon, etc.

| Ow__H
C H3 -
OCHg o~ [~
o H O H CHy
Eugénol Vanilline E-anéthole

Figure 1.6 : Structures chimiques de quelques composés odorants.

1.2.6. Facteurs de variabilité de la composition chimique

La composition chimique des HEs est trés fluctuante et peut varier a l'intérieur d'une méme
espece. Ces variétés chimiques, communément appelées chimiovariété, peuvent étre dues a de
nombreux facteurs parmi eux :

e [’origine botanique ;

e [’organe producteur ;

e [’origine géographique ;

e e climat dans lequel la plante a poussé ;
e la conservation des plantes ...

1.2.7. Propriétés physico-chimiques

Les HEs ont, généralement, les propriétés physico-chimiques suivantes [13] :
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o Elles sont volatiles a la température ambiante, inflammable, et trés odorante.

e Elles sont liquides dans la plupart des cas sauf pour quelques-unes qui sont solide a la
température ordinaire.

e Elles sont généralement incolores et peuvent peu a peu prendre une coloration jaune
plus au moins foncée.

e Elles sont solubles dans les alcools, 1'éther et les huiles fixes, et sont insolubles dans
I'eau. Néanmoins, qu’au contact de cette derniére, les HEs laissent leur odeur.

e Elles ont des densités inférieures a celle de I'eau allant de 0,85 a 0,95.

o Elles ont des points d'ébullition qui varient de 160°C jusqu'a 240°C.

e Elles ont des indices de réfraction souvent élevés avec des pouvoirs rotatoires.

1.2.8. Domaines d’utilisation
Les HEs sont utilisées dans divers domaines notamment :

e en agroalimentaire : dans la fabrication d’arémes alimentaires, d’essences fruitées, de
boissons rafraichissantes, de liqueurs de patisseries et de confiseries ;

e en cosmétologie : dans les parfums et les savons ;

e en pharmacie : comme mati¢res premiéres pour la synthése des principes actifs
médicamenteux, des vitamines et des substances odorantes.

1.2.9. Toxicité

Les HEs sont des substances puissantes et tres actives dont I'utilisation abusive peut étre nocive.
Les HEs peuvent engendrer des effets secondaires plus ou moins néfastes dans 1'organisme en
usage interne ou externe (allergies, coma, épilepsie...) principalement chez les populations
sensibles (enfants, femmes enceintes et allaitantes, personnes agées ou allergiques).

1.2.10. Conservation

L’HEs se conserve dans un flacon propre et sec en aluminium, en acier inoxydable ou en verre
teinté anti actinique. Le flacon doit étre presque entierement rempli et fermé de fagon étanche
(I’espace libre étant occupé d’azote ou d’un autre gaz inerte). En générale, le délai de
conservation des HEs peut aller de 6 mois a 3 ans, en fonction de la nature de I’huile et de la
qualité de conservation.

[.2.11. Intérét économique

Le domaine des HEs est considéré comme un secteur porteur de croissance économique. Il a
I’avantage d’étre une activité nécessitant une main d’ceuvre disponible créatrice d’emplois
susceptible de réduire la pauvreté et d’améliorer la qualité de vie. Le Tableau 1.2 et Figure 1.7
regroupe les HEs les plus demandées sur le marché mondial et illustre la répartition des taux de
production d’HEs par pays a travers le monde, respectivement.

10
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Tableau 1.2 : HEs les plus demandées sur le marché mondial [14].

Citronnelle 1800 Chine, Sri Lanka
Menthe des bois 32000 Inde, Chine, Argentine
Eucalyptus type cinéole 4000 Inde, Chine, Argentine
Orange 51000 USA, Brésil, Argentine
Menthe poivrée 2367 Inde, USA, Chine
Citron 9200 Argentine, Italie, Espagne
Eucalyptus (type citronnelle) 1000 Chine, Brésil, inde, Vietnam
Feuille de clou de girole 1800 Indonésie, Madagascar
Verveine exotique 1200 Chine
Menthe verte 1800 USA, Chine
Bois de cédre (chine) 1650 USA, Chine
Lavandin 1100 France
Patchouli 1200 Indonésie, Inde
Maroc; 0,10% A5 —_—
Indonésie; 1.9‘.’]%—\ / q".llil[i:j‘u k
Hongrie; 0,10% Vietnam; 0,10%

——Autres; 109

Etatz-Unis; 16,80%

Argentine; 4,90%

_J . \—Austalia: 0.60%
Egypte ; 0,10% Bresil; 28,00%

Figure 1.7 : Répartition des taux de production d’HEs par pays a travers le monde en 2008 [15].

1.2.12. Pouvoir antimicrobien

Afin de déterminer in vitro le pouvoir antimicrobien d’une HE, il existe diverses méthodes de
mesure parmi elle la méthode nommée aromatogramme, technique de I’antibioaromatogramme
[16] ou méthode de diffusion sur gélose (méthode des disques) [17].

Cette méthode représente un point de repére essentiel puisque sa technique est identique a celle
utilisée pour mesurer ’activité bactériostatique ou bactéricide des antibiotiques nommée
antibiogramme.

Ainsi, la méthode de diffusion sur gélose, utilisée dans ce mémoire, permet de prouver
I’efficacité de telle ou telle HE sur telle ou telle micro-organisme.

Le principe de la méthode des disques, qui a été employée dans ce mémoire, est décrit ci-
dessous.
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e Meéthode des disques :

La méthode des disques, nommée également technique de 1’aromatogramme, est pratiquée pour
tester et mettre en évidence l'activité antimicrobienne. Le principe de cette méthode consiste a
préparer une suspension de 18 a 24 heures de chaque souche microbienne a étudier avec le
bouillon nutritif dilu¢. Des boites de pétri contenant la gélose sont inoculées par la suspension
bactérienne. Ces boites sont ensuite séchées sous hotte a flux laminaire. Un disque de papier
filtre d’un diamétre déterminé est arrosé avec I’HE pure ou diluée puis conservé sur une boite
de pétri et le tout est entretenu pendant 18 a 24 heures a 30°C pour les bactéries gram négatif
et a 37°C pour les bactéries gram positif. Aprés 18 a 24 heures d'incubation, on remarque la
constitution d’une zone ou un halo clair (Figure 1.8) autour du disque si I’HE considérée entrave
le développement microbien. Plus la zone d'inhibition est importante, plus le germe est sensible.

Boite de Petri

Souches test

Milieu de culture solide
(Muller Hinton)

Disque imbibé d'HE

Zone d'inhibition

Croissance microbienne

Figure 1.8 : Illustration de l'aromatogramme.
1.3. Hydrolat
1.3.1. Définition

Le terme « hydrolat » vient du latin « hydro » (= eau) et du vieux francais « lat » (= lait).
Egalement appelé aquarome, eau florale (dans le cas des fleurs) ou hydrosol (terme en anglais),
I’hydrolat (HD) est un sous-produit d'une distillation de plantes ou de partie de plantes. Lors de
I'extraction d'une HE, deux produits sont récoltés : de l'eau distillée aromatisée chargée de
molécules aromatiques hydrosolubles qui est I'HD, et de I’HE qui surnage au-dessus de I'HD.

Seules les plantes aromatiques permettent de récolter a la fois une HE et un HD.

12
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1.3.2. Composition chimique

En raison de leurs procédés d’obtention, les hydrolats sont constitués de composés volatils
hydrosolubles dilués dans I’eau de distillation. Leur concentration dépend de la nature des
molécules (hydrophiles ou non) et du végétal. Elle peut varier de 0,05% (les eaux florales les
moins odorantes) a quelques pourcent (dans de rares cas) [18]. Les composés les plus
hydrophiles sont présents en proportions bien plus importantes dans I’HD que dans I’HE. Les
composés organiques contenus dans I’HD sont généralement les mémes que ceux retrouvés
dans I’HE (voir 1.2.5).

1.3.3. Facteurs influencant la qualité de I'hydrolat

Un hydrolat de qualit¢ ne doit recevoir aucun ajout complémentaire jusqu’a son
conditionnement. Il existe dans le marché des hydrolats de qualités trés variables qui varient en
fonction de [19] :

e la vitesse de distillation ;

e la température de distillation ;

e le type d'appareil utilisé ;

e la qualité des végétaux ;

e la quantité de végétaux mis en ceuvre ;

e la quantité et la qualité de I'eau mise en ceuvre.

1.3.4. Utilisation

Parmi les grandes utilisations des HDs ce qui suit [20] :
o Industrie alimentaire : pour aromatiser et cuisiner les aliments (Ex : HD de thym et

d’origan).

e Cosmétique : les HDs sont utilisés dans les cosmétiques, les savons, les articles de
toilette et les parfums.

e Agriculture biologique : pour contréler les champignons, les moisissures et les
insectes, et pour la fertilisation.

e Médecine traditionnelle : pour abaisser la température de la peau, pour traiter les
bouffées de chaleur chez les femmes subissant un traitement anticancéreux ....

e Aromathérapie : pour leurs propriétés antibactériennes, antifongiques, antiseptiques,
astringentes, analgésiques, anti-infectieuses, antioxydantes, anticoagulantes, anti-
inflammatoires, cicatrisantes, aphrodisiaques, digestives, cicatrisantes et calmantes.

e Boisson/ Irrigation/ Eau de distillation : les HDs peuvent étre utilisés pour l'irrigation
des plantes ou réutilisés pour la distillation ou comme eau potable.
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1.3.5. Conservation

L’HD est proportionnellement fragile. En effet, sa faible concentration en HE et la présence
d'éventuelles particules végétales favorisera la reproduction des bactéries. Les HDs peuvent
étre conservés pendant une période de 6 mois a 2 ans) [18]. Il est préférable de les garder
au frais (de préférence au réfrigérateur) et d'éviter la lumiére et 1'air.

1.4. Méthodes d’extraction des huiles essentielles et d’obtention des
hydrolats

Il existe plusieurs techniques d’extraction, variables, selon la partie du végétal employé, sa
fragilité et ses caractéristiques botaniques.

1.4.1. Distillation

Il existe trois différentes méthodes utilisant ce principe :
1.4.1.1. Entrainement a la vapeur

La distillation a la vapeur d’eau, ou entrainement a la vapeur d’eau, est la technique la plus
courante pour 1’obtention des HEs. C’est la seule technique, avec 1’expression a froid dans le
cadre des HEs de zestes d’agrumes, qui est autorisée par la Pharmacopée européenne.

L’installation dans laquelle s’opére cette extraction est composée de trois cuves reliées entre
elles par des tubes (Figure 1.9). La premiére cuve (chaudiére) regoit de 1’eau et la seconde
(alambic) les plantes. L’eau est doucement chauffée et la vapeur générée traverse le végétal et
arrache les composés volatils d’HE. Cette vapeur d’eau chargée est refroidie dans un serpentin
par un circuit d’eau froide, se condense en gouttelettes a la sortie de ce serpentin et arrive dans

Figure 1.9 : Schéma de I’extraction par entrainement a la vapeur (1 : chaudiére ; 2 : vapeur ; 3 : plante
a distiller ; 4 : alambic ; 5 : col de cygne ; 6 : réfrigérant avec serpentin ; 7 : arrivée d’eau froide ; 8 :
essencier).
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la troisiéme cuve, nommée essencier ou vase florentin, sous forme d’un mélange d’HD et d’HE.
L’HE surnage a la surface de I’eau par sa faible densité et peut donc étre séparée de I’HD.

1.4.1.2. Hydrodistillation

L’hydrodistillation est la méthode la plus simple et la plus anciennement utilisée. Son principe
correspond a une distillation hétérogéne qui consiste a immerger la matiére végétale dans un
alambic industriel rempli d'eau placé sur une source de chaleur pour une extraction industrielle
(Figure 1.10). Le tout est ensuite porté a I’ébullition. La chaleur permet I’éclatement des cellules
végétales et la libération des molécules odorantes qui y sont contenues. Ces molécules
aromatiques forment avec la vapeur d’eau un mélange azéotropique. Les vapeurs sont
condensées dans un réfrigérant et les HEs se séparent de ’eau (i.e. HD) par différence de
densité. Les eaux aromatiques ainsi prélevées sont ensuite recyclées dans 1‘hydrodistillateur
afin de maintenir le rapport plante/eau a son niveau initial.

La durée d’une hydrodistillation peut considérablement varier, pouvant atteindre plusieurs
heures selon le matériel utilis¢ et la matiére végétale a traiter. La durée de la distillation influe
non seulement sur le rendement mais également sur la composition de I’extrait.

Figure 1.10 : Schéma de I’extraction par hydrodistillation (1 : entrée d’eau froide dans le condenseur ; 2 :
sortie d’eau du condenseur ; 3 : alimentation en eau ; 4 : admission de la vapeur surchauffée ; 5 : purge ; 6 :
systéme pour cohobation évantuellement).

1.4.1.3. Hydrodiffusion

En général, la production des HEs est basée sur un principe de distillation ou la matiére
végétale est soumise a un courant de vapeur la traversant de bas en haut. Dans I’extracteur
d’hydrodiffusion la vapeur traverse le végétal de haut en bas (Figure 1.11), en utilisant la
pesanteur comme force de déplacement de la vapeur. Le concept de cet appareil de distillation
exploite l'action osmotique de la vapeur d'eau qui est libéré sous forme azéotropique. On

15
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obtient ainsi un produit de caractéristiques particuliéres. Ce procédé apporte des avantages
majeurs qui se traduisent en économie de temps (la durée de distillation peut étre réduite a 20
minutes, voire moins), de vapeur, d'eau et d'énergie, ainsi qu'en amélioration qualitative de
I'huile extraite.

arrivée de
vapeur d'eau

” végetal

E

6 huile essenticlle

Figure I.11 : Montage d’hydrodiffusion.

1.4.2. Expression a froid

Le procédé d'extraction par expression a froid, dont le principe est illustré dans la Figure 1.12
ci-dessous, est assurément le plus simple mais aussi le plus limité. Il est réservé a I’extraction
des composés volatils dans les péricarpes des hespéridés ou encore d’agrumes (bergamote,
citron, mandarine, ...). Il s’agit d’un traitement mécanique qui consiste a déchirer les péricarpes
riches en cellules sécrétrices. L essence libérée est recueillie par un courant d’eau et recoit tout
le produit habituel de I’entrainement a la vapeur d’eau, d’ou la dénomination d’HE.
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Figure 1.12 : Principe de I’expression a froid.

1.4.3. Extraction par solvants volatils

La technique d’extraction par solvant (Figure 1.13), consiste a placer dans un extracteur un
solvant volatil et de la matiére végétale a traiter. Grace a des lavages successifs, le solvant va
se charger en molécules aromatiques, avant d’étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé
a pression atmosphérique. Le produit ainsi obtenu est appelé « concrete ». Cette concrete pourra
étre par la suite brassée avec de 1‘alcool absolu, filtrée et glacée pour en extraire les cires
végétales. Apres une derniére concentration, on obtient une « absolue ». Les rendements sont
généralement plus importants par rapport a la distillation. L’extraction par solvant organique
volatil reste la méthode la plus pratiquée. Les solvants les plus utilisés a ’heure actuelle sont
I’hexane, le cyclohexane, I’éthanol, le méthanol, le dichlorométhane et I’acétone [21].
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Figure 1.13 : Principe de I’extraction par solvant volatil.

1.4.4. Enfleurage

Cette méthode se rapproche quelque peu de I’extraction par solvants volatils par son principe
mais dans ce cas on utilise des graisses (Figure 1.14) comme solvant. Ces dernicres ayant elles
aussi une forte affinité avec les composés odorants. On distingue deux types d’enfleurages [22]:

¢ Enfleurage a froid : il consiste a piquer des fleurs fraiches dans de la graisse. Cette dernicre
absorbant ainsi les molécules odorantes. On remplace régulierement les fleurs pour gorger
au maximum la graisse. La graisse est ensuite lavée a I’alcool dans des batteuses. On évapore
I’alcool et on obtient ainsi une absolue de pommade.

o Enfleurage a chaud (ou digestion) : il consiste a faire fondre dans de grandes marmites au
bain-marie de la graisse a laquelle on ajoute les fleurs. On renouvelle les fleurs tous les deux
jours environs, puis on filtre le tout a travers plusieurs couches de tissus (lin et coton) afin
de séparer la graisse inutile de la pommade.
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Figure 1.14 : Enfleurage avec des graisses.

1.4.5. Extraction au CO; supercritique

Le terme supercritique signifie que le CO2, sous pression et a une température de 31°C, se
trouve entre 1’état liquide et 1’état gazeux. Lorsqu’il est dans cet état, le CO2 est capable de
dissoudre de nombreux composés organiques et ¢’est cette méme propriété dont les fabricants
se servent pour extraire les HEs (Figure I.15). La matic¢re végétale est chargée dans I’extracteur
ou est ensuite introduit le CO2 supercritique sous pression et réfrigéré. Le mélange est ensuite
recueilli dans un vase d’expansion ou la pression est considérablement réduite. Le CO:
s’évapore et il ne reste plus que I’HE. Cette toute nouvelle méthode est trés prometteuse car le
produit obtenu est proche du naturel et sans trace de solvant. De plus le CO2 est non toxique,
incolore, inodore et ininflammable, ce qui permet des conditions de sécurité supérieures [23].
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Figure 1.15 : Schéma de I’extraction de I'HE par CO; supercritique.
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1.4.6. Extraction assistée par micro-ondes

Cette technique d’extraction a été développée au cours des derniéres décennies a des fins
analytiques. Le procédé (Figure I.16) consiste a irradier par micro-ondes de la matiére végétale
broyée en présence d’un solvant absorbant fortement les micro-ondes (le méthanol) pour
I’extraction de composés polaires ou bien en présence d’un solvant n’absorbant pas les
microondes (hexane) pour I’extraction de composés apolaires. L’ensemble est chauffé sans
jamais atteindre 1’ébullition durant de courtes périodes entrecoupées par des étapes de
refroidissement [24]

da LN

Figure 1.16 : Schéma du montage d’extraction assistée par micro-onde (1 : thermometre ; 2 :
matiere végétale + solvant ; 3 : agitateur ; 4 : eau ; 5 : HE ; 6 : réfrigérant ; 7 : réacteur ; 8 : Four).

I.5. Données bibliographiques sur le matériel végétal étudié : Lentisque
pistachier

I.5.1. Description botanique

Le lentisque pistachier (Figure 1.17) est en général un arbrisseau pouvant atteindre trois metres,
et parfois aussi un arbuste ne dépassant pas six métres, a odeur résineuse forte. Le lentisque
pistachier est particulierement représentatif des milieux les plus chauds du climat méditerranéen
que l'on retrouve en association avec 1’oléastre (olivier sauvage).
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Figure 1.17 : Lentisque pistachier (a : arbrisseau ; b : feuilles et fruits).

1.5.2. Noms vernaculaires

Les principaux noms vernaculaires du lentisque pistachier sont les suivants :

Nom latin (scientifique) : Pistacia lentiscus L.
Nom frangais : lentisque.

Nom anglais : mastic tree.

Nom arabe : dherou.

Nom kabyle : imidek ou tidakth ou amadagh.

1.5.3. Classification botanique

La classification botanique du lentisque pistachier comme suit :

Reégne : Plantae.
Embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédone.
Groupement : Oléolentisque.
Ordre : Sapindales.

Famille : Anacardiacées.

Genre : Pistacia.

Espéce : Pistacia lentiscus L.

Récolte : Novembre a février.
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1.5.4. Répartition géographique

Le lentisque pistachier pousse sur des sols légers et sablonneux proches des plages de
méditerranée (Figure 1.18). On le croise surtout en Sardaigne, en Provence, au Maroc, mais il
peut s’aventurer jusqu’aux Canaries et arpenter les cotes d *Asie et d *Afrique [25].
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Figure 1.18 : Distribution du lentisque pistachier dans le bassin méditerranéen.

I.5.5. Méthodes d’extraction de I’huile essentielle et de ’hydrolat

L'HE et ’HD du lentisque pistachier peuvent étre obtenus par entralnement a la vapeur d’eau
ou par hydrodistillation. Les parties du lentisque pistachier qui peuvent subir I’extraction en
vue de I’obtention d’une HE et d’un HD sont : les rameaux feuillés, la partie aérienne (rameaux
feuillés + fruits), les feuilles, les fruits ou les tiges.

Le rendement d’extraction de I’HE du lentisque pistachier est trés faible. Il varie entre 0,02%

et 0,16% [26] d'ou le prix ¢levé de cet HE.

L.5.6. Propriétés physico-chimiques de I’HE et de ’HD

Les propriétés physico-chimiques des HE et des HD du lentisque pistachier varient
considérablement selon la partie de la plante distillée, le climat, la méthode d’extraction....
C’est pourquoi, aucune norme relative aux propriétés physico-chimiques de I’HE et/ou de ’HD
du lentisque pistachier n’a été élaborée pour le moment. Les caractéristiques physico-chimiques
énumérées ci-dessous ont été prises de travaux antérieurs.

1.5.6.1. Caractéristiques organoleptiques

Le Tableau 1.3 regroupe les caractéres organoleptiques de I’HE et de I’HD des rameaux feuillés
du lentisque pistachier.
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Tableau 1.3 : Caractéres organoleptiques de I’HE et de I’HD du lentisque pistachier.

Aspect Liquide fluide ou Liquide limpide
légérement visqueuse

Couleur Brun-verdatre Jaune pale

Odeur Balsamique Terreuse, verte
caractéristique,
pénétrante et rémanente

Goiit / Terreux, frais

1.5.6.2. Caractéristiques physiques

Le Tableau 1.4 regroupe quelques caractéristiques physiques de I’HE et de I’HD trouvés dans
la littérature.

Tableau 1.4 : Propriétés physiques de I’HE et de I"HD du lentisque pistachier.

Indice de réfraction 3,65 /
Densité relative a 20°C 0,911 /
pH / 5,5-17,5

1.5.6.3. Composition chimique

Le Tableau 1.5 ci-dessous présente quelques molécules contenues dans I’HE du lentisque
pistachier extraites de différentes parties de la plante.

Quant a I’HD du lentisque pistachier, d’aprés [18], ce dernier est principalement constitué¢ de
terpén-4-ol, d’a-terpinéol, d’isobornéol et de camphre.
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Tableau 1.5 : Quelques molécules contenues dans I’HE de différente partie du lentisque pistachier.

Rameaux feuillés Partie aérienne Feuilles

[28] [29] [30] [30]
o — pinene 42,13 5,1 0,5 19,4
Sabinene 6,46 3,5 1,8 23,2
Terpinen-4-ol 6,22 19,3 29,2 5,7
y-Terpinene 6,21 5,9 / 1,8
Charyophelene 4,43 / / /
o-Terpinene 4,1 1,3 / 1,1
o-Terpineol 2,95 / 3,5 0,4
o-Terpinolene 2,18 / / /
a-Cadinol 1,98 / 3 0,6
Limonene 1,8 8,1 0,4 6,9
p-Pinene 1,76 0,9 1,1 2,8
p-Phellandrene 1,75 0,6 / 2.3
Epi-Cadinol 1,55 / / /
Z-$-Ocimene 1,5 / / /
p-Myrcene 1,36 2.3 / /
Germacrene D 1,35 / 0,7 14,1
Camphen 1,17 1,1 / 0.3
2-Undecanone 1,05 / 2.8 /
Bornyl acetate 1,03 / 1,4 0,1

L.5.7. Activités biologiques de I’huile essentielle

L’HE du lentisque pistachier possedent des diverses activités biologiques d’apres la
littérature dont quelques-unes sont récapitulées ci-dessous.

e Activité décongestionnante veineuse [31].

e Activités antivirale, antimutagene, antitumorale [32].
e Activités antibactérienne et antioxydante [32].

e Activité antifongique [33].

e Activité anti inflammatoire [34].
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Concernant I’HD du lentisque pistachier, aucun travail relatif a I’activité biologique de n’a été
trouvé.

I.5.8. Usages de I’huile essentielle et de I’hydrolat

1.5.8.1. Huile essentielle

L’HE du lentisque pistachier a une indication dans la prise en charge des différentes pathologies
liées a des troubles de la circulation sanguine [2] L’HE est :

e décongestionnant veineux et lymphatique pour les varices et les jambes lourdes ;
o désinfiltrante : elle est indiquée dans tous les cedémes ;

e phlébotonique : elle favorise la circulation dite « de retour » ;

e décongestionnant prostatique qui lutte contre les hémorroides ;

e antispasmodique.

1.5.8.2. Hydrolat
L’HD du lentisque pistachier a divers usages [18] :

e En cosmétique : il peut étre utilisé comme lotion purifiante pour les peaux acnéiques.

e En phytothérapie :
» c’est un décongestionnant lymphatique et circulatoire qui permettra de réduire les
problémes de rétention d’eau ou de troubles circulatoires (varices, hémorroides,

)5
il sert également en cas de sinusite, utilis¢ directement en spray dans les narines ;

il aurait une action décongestionnante sur la prostate, pour les hommes, et, pour les
femmes, il permettrait de réguler les sécrétions vaginales ;

I.5.9. Conditionnement et conservation de I’huile essentielle et I’hydrolat

Il est impératif de conserver I’HE du lentisque pistachier dans un flacon au sec, a I’abri de la
chaleur et de la lumiére. Pour I’HD, selon Fernandez [18] il doit se conserver au frais (entre
4°C et 10°C) a l'abri de la chaleur et de la lumiére pour une préservation optimale.

1.6. Notions sur les émulsions
1.6.1. Définition

Le terme émulsion désigne un systéme colloidal comprenant au moins deux liquides non
miscibles, habituellement 1’eau et 1’huile, dont I'un est dispersé en petites gouttes dans une
phase continue constituée par 1’autre liquide, sous une forme plus ou moins stable.
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1.6.2. Composition

Les principaux composants des émulsions sont [35] :

la phase lipophile : appelée également la phase huileuse ou phase organique. Elle
comporte des huiles, des cires et des graisses d’origine végétale, animale ou minérale.

la phase hydrophile : c’est la phase aqueuse. Elle contient I’eau ou I’HD et divers
composants hydrosolubles. Les solutés de la phase aqueuse sont de nature diverse : ions
minéraux, acides, bases, vitamines, glucides, protéines, .... ;

les émulsifiants : les ¢émulsions conventionnelles sont des  systémes
thermodynamiquement instables qui se séparent, plus ou moins rapidement, en deux
phases. En raison de cette instabilit¢ les émulsions doivent ainsi comporter des
émulsifiants, formant une membrane interfaciale, autour des globules de phase dispersée.
Il s’agit le plus souvent de petites molécules amphiphiles appelées tensioactifs qui
permettent aux émulsions industrielles d’avoir une stabilité dans le temps ;

les additifs : Ils se distribuent entre phase aqueuse et phase grasse suivant leur solubilité.
En fonction du type d’émulsion (alimentaire, cosmétique, pharmaceutique) des
substances peuvent étre ajoutées a 1’une ou I’autre des phases pour conférer au produit
diverses propriétés (augmentation de la durée de conservation, modification du gout, de
la texture, de I’aspect, maintien de I’humidité, ...) ;

les principes actifs : les produits pharmaceutiques et les produits cosmétiques de soin
comportent au moins un principe actif dans I’une ou I’autre phase de I’émulsion qui assure
I’efficacité du produit final. Ces principes actifs peuvent étre des HEs et/ou des HDs.

1.6.3. Types d’émulsions

Il existe deux types d’émulsions : les émulsions simples et les émulsions multiples [36].

1.6.3.1. Emulsions simples

Les émulsions simples (Figure 1.19) : sont constituées d’une phase dispersée dans une phase
continue et sont de type « huile-dans-eau » (H/E) si la phase continue est constituée d’un liquide
polaire associé¢ (d’ordinaire, il s’agit d’eau ou d’une solution aqueuse). Dans le cas inverse,
cette émulsion est appelée « eau-dans-huile » (E/H).

Phase aqueuse —

Phase huileuse =

Phase huileuse

Phase aqueuse

Tensioactif: |

(a) (b)
Figure 1.19 : Emulsions simples (a : H/E ; b : E/H) [37].
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1.6.3.2. Emulsions multiples

L’émulsion multiple (Figure 1.20) consiste en une émulsion simple dispersée a son tour dans
une phase continue externe. Elles sont alors du type E/H/E ou H/E/H.

Phase __|
externe

Phase __|
interne

Phase —
intermédiaire

(b)
Figure 1.20 : Emulsions multiples (a : H/E/H ; b : E/H/E).

1.6.4 Domaines d’utilisation :

Les émulsions sont largement utilisées dans divers domaines industriels et plus particuliérement
dans les formulations pharmaceutiques et parapharmaceutiques a usage externe, choix de notre
application dans le présent mémoire. Les HEs et les HDs peuvent étre incorporés a ces
émulsions en tant que principes actifs pour remédier ou soulager divers maux. Parmi eux le
probléme des jambes lourds qui touche de plus en plus de personne et sur lequel nous nous
sommes penchées dans ce mémoire étant donné 1’activité décongestionnante veineuse de I’'HE
du lentisque pistachier. Les veines qui transportent le sang jusqu’au cceur et qui doivent lutter
contre la gravité aux longues périodes en position assise ou couchée, 1’age, la chaleur vont
créent des problémes de circulation desquels résultent la sensation désagréable de jambes
lourdes.

Les molécules actives de I’HE du Lentisque pistachier pourraient, une fois valorisée dans
I’émulsion, pourraient donner le coup de pouce salutaire en stimulant la circulation
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Chapitre II : Matériel et méthodes

II.1. Objectif du mémoire
Le travail pratique du présent mémoire a pour objectifs :
e [’extraction, a I’échelle industrielle, et la caractérisation de I’HE et de ’HD du lentisque
pistachier ;
e la comparaison des propriétés physico-chimiques de I’HE du lentisque pistachier extraite
avec une HE datant de 2008 ;
e la valorisation des HEs et de I’HD du lentisque pistachier dans des émulsions et I’étude
de la stabilité respectives des formulations au cours du temps ;
e [’évaluation de I’activité antimicrobienne des HEs et des formulations.

I1.2. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé lors de 1’extraction consiste en des rameaux feuillés du lentisque
pistachier. Ces derniers ont été récoltés au mois de janvier 2020 de la commune de Bouderbala,
wilaya de Bouira.

I1.3. Essais effectués sur le matériel végétal avant extraction
I1.3.1. Teneurs en humidité et en matiére séche

La teneur en humidité est le volume d’eau présent dans I'échantillon. Quant a la teneur en
matiéres séches, ¢’est le volume de solides résiduels obtenu aprés dessiccation. Les teneurs en
humidité et en matiere seche sont exprimés en pourcentage massique. Ces calculs s’effectuent
apres chauffage du matériel végétal dans une étuve a 103°C jusqu'au poids constant. L’ essai,
dans ce mémoire, a été établi au sein d’un laboratoire pédagogique appartenant au Département
de Chimie (Faculté des Sciences UMBB).

Mode opératoire (Figure I1.1) :

e A l'aide d'une balance peser une masse du matériel végétal dans un creuset sec.
e Placer le creuset dans 1’étuve a 103°C pendant 2h.

e Retirer le creuset et le laisser refroidir dans un dessiccateur.

e Peser le creuset apres refroidissement.

L’expérience a été effectuée sur 3 échantillons en paralléle.
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La teneur en humidité (H) est calculée par la formule suivante :

mR-mS
mR-mV

H= x 100

Tel que :

mv est la masse du creuset vide en g ;

mr est la masse du creuset et de la prise d’essai avant chauffage en g ;
ms est la masse du creuset et du résidu aprés refroidissement en g.

La teneur en maticre séche de 1’échantillon se déduit de la valeur de H par la formule :

mS —-mV
mR-mV

% Matiére séche =100 — H= x 100

I1.4. Extraction de I’huile essentielle et de I’hydrolat du lentisque pistachier

L’HE et I’HD des rameaux feuillés du lentisque pistachier ont été obtenus, au mois de février
2020, par entrainement a la vapeur sous pression, a 1’échelle industrielle, au niveau de la
distillerie « ZIPHEE bio » qui se trouve a Bouderbala, wilaya de Bouira.

11.4.1. Protocole d’extraction

Tout d’abord, la chaudiére est allumée et réglée a température de 100-110°C. Ensuite, trois
tonnes des rameaux feuillés du lentisque pistachier séches sont déposées sur une grille, qui se
trouve dans I’alambic, ou de la vapeur d’eau est envoyée. Cette derniére traverse la maticre
végétale. Ainsi, les composés volatils contenant dans les rameaux feuillés se mélangent a la
vapeur d'eau. La vapeur d’eau chargée de composés volatils quitte I’alambic en passant dans
un col de cygne, puis dans un serpentin a I'intérieur du réfrigérant rempli d'eau froide qui circule
en continu grace a un systéme de circuit fermé. Au contact du refroidissement, cette vapeur se
condense et devient liquide. Ce dernier est récupéré dans l'essencier apres trois heures
d'extraction. L'HE est collecté en premier en ouvrant le robinet de l'essencier. Quant a la
deuxiéme séparation de I'HE de I'hydrolat, elle se fait par un system de décantation. L'HE et
I’HD sont pesés pour le calcul du rendement puis conservés : I’HE est mise dans des flacons en
verre ombré et hermétiquement clos et ’HD est versée dans des citernes en plastique, les deux
a I’abri de la lumiére et a température ambiante. A la fin du procédé, lorsque la plante est
épuisée, la distillation est terminée. Dans ce cas, le fond de 1’alambic est ouvert et le déchet est
retiré.

L’HE et ’HD des rameaux feuillés du lentisque pistachier de I’année 2020 (i.e. HE 2020 et HD
2020) sont ainsi obtenus.

Afin d’effectuer I’étude comparative des HE, nous avons également acheté une HE de rameaux
feuillés du lentisque pistachier, datant de 2008 (i.e. HE 2008), dont le matériel végétal a été
récolté pendant la méme période de I’année (i.e. janvier 2008) et extrait avec la méme méthode
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d’extraction au sein de la méme distillerie (Figure I1.2). Le rendement obtenus pour cette
extraction nous a été¢ donné par la distillerie (rendement : 0,06%).

-

Figure I1.2 : HE 2008.

11.4.2. Détermination du rendement d’extraction

Selon la norme AFNOR 2000 [37], le rendement en HE (RuE), est défini comme étant le rapport
entre la masse de I’HE obtenue apres extraction (Mue) et la masse de la matiere végétale utilisée
(M). 1l est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :

Ruk (%) = (Mug/M) * 100

IL.5. Caractérisation des huiles essentielles et de I’hydrolat

IL1.5.1. Caractéristiques organoleptiques

Chaque HE et HD se caractérise par ses propriétés organoleptiques (apparence, couleur et
odeur). L'analyse organoleptique consiste a évaluer les propriétés des HEs (i.e. HE 2008 et HE
2020) et de I’HD (i.e. HD 2020) d’une fagon extrémement objective par les organes des sens.

IL1.5.2. Propriétés physico-chimiques

Les propriétés physico-chimiques des HEs et HD du lentisque pistachier a été déterminés au
niveau d’un laboratoire pédagogique appartenant au Département de Chimie (Faculté¢ des
Sciences UMBB).

I1.5.2.1. Potentiel d’hydrogéne (pH)

Le potentiel d’hydrogéne est une mesure de l'acidité des ions H*. Il représente chimiquement,
1‘acidité ou l'alcalinité d'une solution ou d'un liquide. L'échelle de pH s'étend de 0 (milieu tres
acide) a 14 (milieu trés basique), en passant par 7 (milieu neutre). La détermination du pH a été
réalisée a 'aide du papier pH.



Chapitre II : Matériel et méthodes

11.5.2.2. Densité relative (NF ISO 279)

La densité relative est le rapport entre la masse d’un certain volume d’échantillon et la masse du
méme volume d’eau pris comme référence a une température donnée [38].

Mode opératoire (Figure I1.3) :

e Peser une éprouvette graduée vide bien nettoyée et séchée a 1’aide d’une balance (a).
e Remplir I’éprouvette graduée avec 1ml d’eau distillée puis la peser (b).
e Vider, nettoyer et bien sécher 1’éprouvette graduée.

e Remplir I’éprouvette graduée avec 1ml d’HE 2008, d’HE 2020 et d’HD 2020,
respectivement (c), puis la peser.

Figure 11.3 : Etapes de mesure de la densité relative.
La densité relative (d) est donnée par la relation suivante :

__ m2-m0

m1-mo0
Ou:
mo est la masse de 1I’éprouvette graduée vide ;

mi est la masse de I’éprouvette graduée contenant I’eau distillée ;

mz est la masse de I’éprouvette graduée contenant I’HE ou HD.
I1.5.2.3. Miscibilité a I’éthanol (ISO 875)

La miscibilité a 1’éthanol d’une HE correspond au volume d'alcool ajouté a un millilitre de
celle-ci pour former une solution limpide [39].

Mode opératoire :

e Introduire 1 ml d'HE a l'aide d'une pipette dans un tube a essai.

e Ajouter un volume V d'éthanol & 96% par fraction d’1ml.

e Agiter le mélange apres chaque ajout.

e Une fois la solution devient limpide, noter le volume d'éthanol additionné.
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11.5.2.4. Indice de réfraction a 20°C (NF ISO 280)

L’indice de réfraction est une caractéristique optique d’une substance et une image des
particules dissoutes pour déterminer la concentration d'une substance dans un liquide [40]. Le
refractométre utilisé, pour I’analyse des HEs et de I’HD, dans ce mémoire est un Hanna HI
96801 (Figure 11.4). Cet appareil affiche I’indice de réfraction sur I’écran du refractométre en %
Brix et varie en fonction de la température.

Mode opératoire :

e Allumer le réfractometre HANNA HI 96801 en appuyant sur le bouton d’allumage.
e Verser une goutte d'eau distillée sur la cellule de mesure.

e Appuyer sur la touche ZERO pour étalonner I’appareil.

e Nettoyer la cellule a 1'aide d’un papier absorbant

e Déposer quelques gouttes d'HEs ou d'HD sur la cellule de mesure.

e Appuyer sur la touche READ puis noter la valeur affichée.

e Rincer la cellule de mesure avec de I'eau distillée.

Figure 11.4 : Mesure de I’indice de réfraction de I’HD et des HEs, respectivement.

11.5.2.5. Indice d’acide (Ia) (ISO 1242)

L'indice d'acide d'une HE est la quantité de potasse en mg nécessaire pour neutraliser son acidité
libre. La teneur en acides libres d'une HE augmente avec le temps [41]. L indice d'acide permet
donc de juger de son état de détérioration.

Mode opératoire :

e Dans un bécher, introduire 2g d'HE.

e Ajouter Sml d'éthanol a 96% et 2 a 3 gouttes de phénolphtaléine dans le bécher.

e Procéder au titrage du liquide avec une burette remplie de solution de KOH (0,1 M) en
agitant constamment jusqu'au virage de l'indicateur coloré a la couleur rose persistante
(Figure IL.5).
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L’indice d’acide (Ia) est donné par 1’équation suivante :

m
ILa=561 X v
Ou:
V est le volume en millilitres de solution d’hydroxyde de potassium utilisé pour le titrage ;
m est la masse en grammes de la prise d’essai (exprimer le résultat a une décimale pres) ;

5,61 correspond a 0,1 mol/l de KOH ajoutée.

Figure I1.5 : Apparition de la couleur rose persistante.

I1.6. Valorisation des huiles essentielles et de I’hydrolat et étude de stabilité

I1.6.1. Formulation de crémes décongestionnantes

Les émulsions préparées dans ce mémoire et dans lesquelles les HEs et I’HD du lentisque
pistachier vont étre valorisés sont des crémes décongestionnantes pour massage. Ces crémes,
grace aux actifs contenus dans les HEs et I’HD, serviront a stimulera la circulation du sang sur
la paroi des vaisseaux, participant ainsi a un meilleur retour veineux.

Les émulsions (ou formulations), étudiées dans ce mémoire, ont été formulées au sein du
laboratoire parapharmaceutique "Laboratoire SPIC" qui se trouve a El Mohammadia, wilaya
d’Alger. Nous avons ¢laboré quatre (04) formulations : une créme témoin dépourvue d’HE et
d’HD (F1), une créme contenant I’HD (F2), une créme contenant I’'HE 2020 (F3) et une créme
contenant I’HE 2008 (F4). Les quatre émulsions sont de type huile-dans-eau (H/E).
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I1.6.1.1. Composition

Les compositions respectives des diverses émulsions formulées (formulations : F1, F2, F3 et
F4) sont regroupées dans le Tableau II.1.

Tableau I1.1 : Composition des émulsions formulées.

HD - + - -
Eau + - + +
Phase déminéralisée 78
aqueuse Sorbitol + + + +
Propyléne + + + +
glycol
Acide + + + +
stéarique
Phase Alcool + + + +
huileuse cétylique 19,5
Emulgin B1 + 1 1 +
Cutina AGC + + + +
Conservateur 4 + + +
Principes = HE 2008 - - - + 2,5

actifs HE 2020 - - + =
(+) : présence ; (-) : absence ; F1 : témoin ; F2 : créme a base d’HD ; F3 : créme a base d’HE 2020 ;
F4 : créme a base d’HE 2008.

11.6.1.2. Protocole de préparation

Les quatre émulsions (F1, F2, F3 et F4) (Figure 11.6) ont été formulées en trois étapes :

1. Préparation des deux phases (huileuse et aqueuse)

Peser et mesurer les ingrédients de la phase huileuse : acide stéarique, alcool cétylique,
Emulgin B1 et Cutina AGC.

Mettre les ingrédients dans un récipient et chauffer doucement jusqu’a 75°C.

Peser et mesurer les ingrédients de la phase aqueuse : HD du lentisque pistachier ou eau
déminéralisée

Mettre les ingrédients dans un autre récipient et chauffer doucement jusqu’a 75°C.

Retirer les deux phases de la plaque chauffante.

2. Mélange des deux phases

Verser progressivement la phase aqueuse dans la phase huileuse.
M¢élanger avec un fouet.
Laisser refroidir dans un bain de glace.
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3. Ajout des HEs et des conservateurs
e Ajouter I’'HE du lentisque pistachier dans les formulations correspondantes et le
conservateur lorsque le mélange passe en dessous des 40°C,
e Transférer les produits finis (formulations F1, F2, F3 et F4) dans des emballages
appropriés.

Figure 11.6 : Crémes F1, F2, F3 et F4, respectivement.

11.6.1.3. Conservation

Chacune des quatre crémes formulées (F1, F2, F3 et F4) a été versée dans deux récipients
distincts : I’'un d’eux a été conservé a température ambiante alors que I’autre a été mis au
réfrigérateur.

11.6.2. Etude de stabilité

L'objectif des études de stabilité est de découvrir comment un produit ou une substance active
se modifie dans des conditions données (température, humidité de I'air, lumiére) pendant une
période déterminée. Les résultats détermineront entre autres la durée de vie et les conditions de
stockage recommandées d'une substance donnée. L’étude de stabilité peut s’opérer par le suivi
des caractéristiques organoleptiques et des propriétés physicochimiques.

Les quatre formulations élaborées (conservées a température ambiante et mises au réfrigérateur)
ont été suivies durant 28 jours depuis le jour de leurs préparations en analysant leurs propriétés
organoleptiques et physicochimiques par les paramétres énumérés ci-dessous.

11.6.2.1. Propriétés organoleptiques

Les propriétés organoleptiques regroupent tout ce qui est perceptible par les sens : aspect,
couleur, odeur et toucher. L'examen macroscopique concerne également la recherche d'une
opacité ou d'une texture particuliére.

11.6.2.2. Potentiel d’hydrogéne (pH)

Le pH des émulsions a ét¢ mesuré a l'aide du papier pH.
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11.6.2.3. Centrifugation

Les essais de centrifugation des quatre crémes formulées, au cours du temps, se sont opérés au
niveau du laboratoire microbiologique qui se trouve au niveau de I’Etablissement Public
Hospitalier de Thénia (Wilaya de Boumerdes) a 1’aide d’une centrifugeuse de la marque
HERMLE (Figure I1.7). Cette derniére permet de séparer des éléments cellulaires, solides ou
semi-solides, d'éléments liquides. C’est aussi un moyen d’observer la résistance des émulsions
a la centrifugation et d’évaluer ainsi leurs stabilités.

Figure I1.7 : Centrifugeuse de la marque HERMLE.
Mode opératoire

e Prendre quatre tubes secs et propres adaptés a la centrifugeuse.

e Remplir la moitié de chacun de ces tubes par une des quatre formulations.
e Allumer la centrifugeuse et la régler a 5000 tour/min pendant 10min.

e Introduire les tubes remplis dans la centrifugeuse.

e Appuyer sur le bouton « Start ».

e Enlever les tubes lorsque la centrifugeuse d’arréte.

e Noter les observations constatées.

11.6.2.4. Sens de I’émulsion

Le sens de 1’émulsion pour les quatre formulations préparées a été déterminé par le test au
colorant. Cette méthode repose sur le fait qu'une goutte de colorant hydrophile ou lipophile
mélangée a une goutte d’émulsion se dissout ou non dans sa phase externe de fagcon homogene
ou non. Le colorant utilis¢ dans ce travail est le bleu de méthyléne qui est un colorant
hydrophile.
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11.6.2.5. Test d’irritation

Le test d’irritation, de chacune des quatre formulations, a ét¢ effectué sur les avant-bras de dix
(10) volontaires dont les ages sont compris entre 18 et 70 ans.

Mode opératoire

¢ Rincer et bien essuyer I’intérieur de I’avant-bras du volontaire.

e Marquer une zone pour chaque formulation sur la surface intérieure de 1’avant-bras.

e Appliquer une noisette de chacune des crémes sur sa zone spécifiée a 1’aide d’une
spatule en mouvement circulaire en massant doucement jusqu’a pénétration.

e Attendre 24h.

e Examiner la peau et noter toutes imperfections ou signes d’irritation.

I1.7. Evaluation de Pactivité antimicrobienne des huiles essentielles, de
I’hydrolat et des formulations

Cette partie consiste a évaluer 1’activité antimicrobienne des HE 2020 et HE 2008, et de I’'HD
sur quatre souches de bactérie, d’une part, et celle des quatre crémes préparées sur trois souches
bactériennes, d’autre part. L’évaluation de 1’activité antibactériennes des formulations F1, F2,
F3 et F4 ont était effectuée chaque semaine pendant 28jours.

Cette partie du travail a été effectuée au sein du laboratoire central de biologie clinique (unités
de microbiologie et de bactériologie) de 1’Etablissement Public Hospitalier de Bologhine IBN
ZIRI (Wilaya d’ Alger).

I1.7.1. Antibioaromatogramme

La méthode utilisée pour étudier l'interaction entre les HEs et I’HD, et les especes
microbiennes, et I’interaction entre les formulations et les espéces microbiennes sont basées sur
la diffusion de des HEs et des émulsions dans des milieux de culture, respectivement, pour
inhiber la croissance de souches pathogénes.

I1.7.2. Matieres biologiques

Les souches utilisées dans ce travail proviennent de la collection ATCC (American type culture
collection). Il s’agit de 3 bactéries et une levure, et dont la sensibilité aux antibiotiques est
déterminée par le test d’antibiogramme, qui est décrits dans le Tableau I1.2 ci-dessous.
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Tableau I1.2 : Nature et origine des différentes souches pathogénes utilisées.

Escherichia coli ATCC 25922 Négatif Bactérie
Staphylococcus ATCC 25923 Positif Bactérie
aureus
Pseudomonas ATCC 27853 Négatif Bactérie
aeruginosa

Condidaalbicans ATCC10231 \ Levure

I1.7.3. Mode opératoire

Pour effectuer le test de I’aromatogramme pour les HEs et les formulations, nous avons réalisé
les étapes suivantes :

1. Milieux de culture

e Couler la gélose Muller Hinton (MH) dans des boites de pétri sur une épaisseur de 4
mm pour les bactéries et la gélose de Sabouraud (SAB) pour la levure.

e Les géloses doivent étre séchées avant 1'emploi.
2. Préparation de I'inoculum

e A partir d'une culture pure de 18 a 24 h sur un milieu d'isolement approprie, racler a
I’aide d'une pipette Pasteur quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

e Bien décharger la pipette dans 10 ml d'eau physiologique stérile a 0,9% Na Cl.

e Bien homogénéiser la suspension bactérienne.

3. Ensemencement

e Tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum.

e L'essorer en le pressant fermement contre la paroi interne du tube, afin de décharger au
maximum.

e Frotter I'écouvillon sut la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas, en stries
serrées.

e Répéter l'opération 2 fois, en tournant la boite de 60 degrés a chaque fois, sans oublier
de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme.

¢ Finir I’ensemencement en passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.

e Dans le cas ou l'on ensemence plusieurs boites de Petri, Il faut recharger 1'écouvillon a
chaque fois.
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4. Application des disques

Préparer les disques :

v Des disques stériles de 6mm de diamétre ont été imprégnés d’HEs du lentisque
pistachier (HE 2020 et HE 2008) et d’HD, respectivement.

v Des disques stériles de 6mm de diamétre ont été imprégnés, respectivement, des
différentes formulations.

Mettre les disques d’antibiotiques de méme diameétre (i.e. 6mm) qui vont servir de
référence.

Presser chaque disque a I'aide d’une pince bactériologique stérile et ne pas déplacer les
disques apres application.

5. Incubation

La durée d’incubation recommandée pour les bactéries est de 24 h a 37°C et pour la
levure elle est 72 h a 25°C.

6. Lecture

Mesurer avec précision les diamétres des zones d'inhibition a l'aide d'un pied a coulisse.

Comparer les résultats obtenus, aux valeurs critiques figurant dans les tables de lecture
correspondantes et classer la bactérie ou la levure dans 1'une des catégories : résistante
(R), sensible (S), trés sensible (TS) ou extrémement sensible (ES) (Tableau I1.3).

Tableau I1.3 : Transcription des diamétres d’inhibition des disques imprégnés [42].

<8 = Résistant
9-14 + Sensible
15-19 ++ Trés sensible

>20 +++ Extrémement sensible
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II1.1. Essais effectués sur le matériel végétal
II1.1.1. Teneur en humidité et en matiere seche

Le Tableau II1.1 ci-dessous montre la teneur en en humidité et en matiére séche du lentisque
pistachier cueilli en janvier 2020.

Tableau IIL.1: Teneur en humidité, en matiére séche des rameaux feuillés du lentisque pistachier
récoltés et rendement d’extraction de ’HE 2020.

7,98% 92,02% 0,033%

Les PAM destinées a 1’extraction des HEs ne doivent pas contenir une quantit¢ d’humidité
supérieure a la valeur standard de 17% [43]. Les résultats d'analyses montrent que la teneur en
humidité et maticre seéche des rameaux feuillés du lentisque pistachier sont de 7,98% et de
90,02%, respectivement. Le taux d’humidité dans le matériel végétal étudié est compris dans
I’intervalle standard.

II1.1.2. Rendement d’extraction

Le rendement en HE 2020 est trés faible. Il est de I’ordre de 0,033 % (Tableau I11.1). Cependant,
le rendement d’HE 2008 est de 0,06% qui supérieur a celui de HE 2020. Cette différence
pourrait étre due aux conditions climatiques.

Les résultats des rendements d’extraction obtenus corroborent avec ceux trouvés par Taleb-
Toudert Karima [44] (0,02%) et par Bares [45] (0,082 %) qui ont obtenus des HEs par
hydrodistillation des feuilles du lentisque pistachier.

I1L.2. Caractéristiques organoleptiques et propriétés physico-chimiques des
HEs et de I'HD du lentisque pistachier

Les caractéristiques organoleptiques et les propriétés physicochimiques de HE 2008, HE 2020
et de HD 2020 du lentisque pistachier sont regroupées dans le Tableau I11.2 suivant :
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Tableau I11.2 : Caractéristiques organoleptiques et propriétés physicochimiques des HEs et de 'HD
du lentisque pistachier.

(mg de KOH/g
d’HE)

Liquide mobile Liquide mobile et Liquide mobile et limpide
limpide
7
Aspect
Couleur Jaune moutarde Jaune pale Transparent
Odeur Aromatique, puissante et Aromatique, trés Terreuse, verte
herbacée puissante et herbacée
pH 4 5 5
Densité relative a 0,63 0,90 0,98
20 °C
Miscibilité a Non-miscible Non-miscible /
I’éthanol a 96%
Indice de 1,4881 1,4778 1,333
réfraction
Indice d’acide 5,020 3,055 /

II1.2.1 Caractéres organoleptiques

Les HEs 2008 et 2020 étudiées sont des liquides jaune moutarde et jaunes pales, respectivement.
Alors que ’'HD 2020 est transparent. HE 2020 et HD 2020 sont limpides contrairement a HE
2008. HE 2008 et HE 2020 dégagent des odeurs aromatiques et herbacées tel que 1’odeur de

41




Chapitre I11I : Résultats et discussions

HE 2020 est plus puissante que celle de HE 2008. L’HD 2020, quant a elle dégage une odeur
terreuse verte.

Selon Beghlal et al [30], I’HE de la variété algérienne du lentisque pistachier est liquide et est
caractérisée par un aspect limpide, une couleur jaunatre foncée et une forte odeur aromatique.
Ce qui est en accord avec les observations obtenues pour HE 2008 et HE 2020 étudiées sauf
pour la couleur d’HE 2020 qui est dans notre cas jaune pale.

Selon Xavier Fernandez [18], I’HD du lentisque pistachier est de couleur jaune pale et dégage
une odeur terreuse verte ce qui est en accord avec I’HD 2020 sauf pour la couleur qui est
transparente dans notre cas.

II1.2.2. Propriétés physico-chimiques
I11.2.2.1. Potentiel d’hydrogéne (pH)

Les pH approximatifs de HE 2008, HE 2020 et HD 2020 sont 4, 5 et 5, respectivement (Tableau
I11.2). Les échantillons étudiés sont donc acides (pH < 7). Il convient de souligner que le pH
joue un rdle déterminant au cours des réactions chimiques et peut influencer les propriétés
stabilisatrices d'une HE (effets antioxydant et effet antimicrobien) [46].

I11.2.2.2. Densité relative 20°C

La détermination de la densité d’une HE nous renseigne sur sa pureté. Elle dépond de la
composition chimique des HEs. En effet, plus la densité est faible plus I’HE est riche en
monoterpenes [47].

Le Tableau III.2 montre que la densité relative de I’HE 2020 est égale a 0,90. Celle-ci est
supérieure de celle de I'HE 2008 qui est de 0,63. Ceci suppose que I’HE 2008 est plus riche en
monoterpenes que I’HE 2020.

La densité relative de I’HE 2020 est similaire a celle de I’HE des fruits du lentisque pistachier
étudiée par Amara et al (0,911) [27].

La densité relative de I’HD 2020 est de 0,98. Cette valeur est proche de celle de 1’eau qui égale
a 1. Ce résultat s’explique par la richesse de I’HD en eau. Aucun résultat dans la littérature,
concernant la densité relative de I’HD du lentisque pistachier, n’a été trouvé. C’est pourquoi, il
n’a pas été possible de faire une comparaison avec le résultat obtenu.

I11.2.2.3. Miscibilité a I’éthanol

Le Tableau II1.2 indique que I’HE 2008 et ’'HE 2020 sont non-miscibles a I’éthanol pour un
volume de chaque HE et de 10 volumes d’éthanol, respectivement.

111.2.2.4. Indice de réfraction

L’indice de réfraction varie essentiellement avec la teneur en monoterpénes. En effet, une forte
teneur en monoterpénes donnera un indice élevé [48].

Les indices de réfraction de I’HE 2008 et I’HE 2020 sont, respectivement, 1,4881 et 1,4778
(Tableau II1.2). Ceci suppose que I’HE 2008 est plus riche en monoterpénes que I’HE 2020.
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Ces résultats sont tres proches de 1’indice de réfraction trouvé par Beghlal et al [30] pour I’'HE
des feuilles du lentisque pistachier (1,43).

L'indice de réfraction de I’HD 2020 est de 1,333 (Tableau II1.2). Aucun résultat concernant
l'indice de réfraction des HDs du lentisque pistachier n'a été trouvé dans la littérature.

I11.2.2.5. Indice d’acide

L’indice d’acide indique la susceptibilit¢ de 1’huile a subir des alternations, notamment
I’oxydation, et il caractérise la pureté et la stabilité de ces huiles [49]. De plus, plus la valeur
d’indice d’acide est grande, plus la teneur en acides libres est importante [48].

Dans notre étude I’indice d'acide de I’'HE 2020 (3,055 mg de KOH/g d’HE) est inférieur a celui
de I’HE 2008 (5,020 mg de KOH/g d’HE) (Tableau I11.2). Ceci signifie que 'HE 2008 contient
une plus forte quantité d'acide libres que I’HE 2020.

Les indices d’acide des HEs de feuille du lentisque pistachier trouvé par Beghlal et al [29] (2,25
mg de KOH/g d’HE) et des fruits du lentisque pistachier mesuré par Amara et al [27] (1,70 mg
de KOH/g d’HE) sont inférieurs a ceux de nos HEs (HE 2008 et HE 2020).

L’indice d'acide de I’'HE 2008 est supérieur a celui de ’HE 2020. L’indice d’acide de ’'HE
2020 est inférieure et ’'HE 2008 est supérieur au maximum admis par le CODEX STAN [50]
respectivement, qui préconise des valeurs inférieures a 4 mg de KOH/g d’huile pour les huiles

végétales. Ces résultats montrent une bonne conservation de I’HE 2020 est un début d’altération
de I’HE 2008.

I11.3. Activité antimicrobienne des huiles essentielles et de I’hydrolat

Les résultats de [I’antibioaromagramme testés sur les souches d’Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans sont illustrés dans la
Figure III.1 et récapitulés dans le Tableau II1.3.

HD 2020 HE 2008 et HE 2020

Figure I1I1.1: Effets de HE 2008, HE 2020 et de I’HD 2020 sur les quatre souches (A,a : Escherichia coli ; B,b :
Pseudomonas aeruginosa ; C,c : Staphylococcus aureus ;D,d : Candida albicans).
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Tableau IIL.3 : Moyennes des diamétres des zones d’inhibition des différentes souches (en mm)
cultivées en présence de HE 2008, HE 2020 et HD 2020, respectivement.

Escherichia Staphylococcus Pseudomonas Candida
coli aureus aeruginosa albicans
HE 2008 6 13 6 0
HE 2020 6 13,33 6 0
HD 2020 6 6 6 0
IPM; 32 / /
AMXs 16 / /
(0):6 / 17,3 /
GENj / 33,3 /
Antibiotiques
TCCs-10 / / 25
CL1o / / 22,3

IPMs : Imipenéme ; AMXas : Amoxicilline ; OXs : Oxacilline ; GEN1o : Gentamicine ; TCC7s.19 : Ticarcilline +
acide clavulanique ; CLjg : Colistine.

Les souches a Gram (-) (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) et Candida albicans se
sont caractérisées par une résistance selon le Tableau I1.4 car les diametres d’inhibition (D)
pour HE 2008 et HE 2020 sont inférieurs & 8 mm. Par contre, la souche a Gram (+)
(Staphylococcus aureus), selon le Tableau I1.4 est sensible (D= 13 mm). Nous pouvons déduire
que les souches a Gram (-) sont moins sensibles aux HEs du lentisque pistachier étudiées.

Nos résultats concordent avec ceux obtenus par Benhammou et Atik Bekkara [51] qui ont noté
que les bactéries Gram (+) sont plus sensibles a I’HE des feuilles du lentisque pistachier que
les bactéries Gram (-). Bares et Belabiod [45] montrent aussi que I’HE des feuilles du lentisque
pistachier a une activité bactériostatique, dont les zones d’inhibition sont de 0 mm, 8 mm et 11
mm pour Pseudomonas aeruginosaet, Escherichia coli et Staphylococcus aureus,
respectivement. Selon Magiatis et al [5], l'activité antibactérienne de I’HE du lentisque
pistachier peut étre attribuée aux composés majoritaires comme 1'a-pine€ne.

Le Tableau III.3 montre que les diamétres d’inhibition pour I’HD 2020 a 6 mm pour
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus, alors que le diamétre est
nul (D= 0mm) pour Candida albicans. Donc, les quatre souches étudiées sont caractérisées par
une résistance selon le Tableau I1.4, vis-a-vis de I’HD 2020. Aucun travail antérieur concernant
I’activité antimicrobienne de I’HD du lentisque pistachier, permettant de faire la comparaison
avec nos résultats, n'a été trouvé.

D’aprés les résultats obtenus les HEs et ’HD du lentisque pistachier ont le méme effet
antimicrobien contre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans.
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Comparativement, I’HE 2020 a un effet un peu plus sensible que celle d’HE 2008 contre
Staphylococcus aureus.

D’autre part, d’apres le Tableau I11.3, les antibiotiques utilisés comme référence sont actifs sur
leurs souches respectives et ont des diameétres supérieurs a ceux des HEs et de I’HD des rameaux
feuillés du lentisque pistachier étudiés.

En conclusion, les effets antibactériens les plus importants ont été enregistrés pour les huiles
HE 2008 et HE 2020 sur Staphylococcus aureus.

I11.4. Etude de stabilité des crémes décongestionnantes formulées

Les résultats regroupés dans cette partie du travail ont ét€¢ obtenus suite a un suivi des quatre
formulations (F1, F2, F3 et F4) pendant 28 jours.

I11.4.1. Caractéres organoleptiques et observations macroscopiques

Les propriétés organoleptiques et les observations macroscopiques, au cours du temps, des
quatre formulations élaborées, conservées a température ambiante et dans le réfrigérateur, sont
récapitulées dans le Tableau I11.4 ci-apres.
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Tableau II1.4 : Caractéristiques organoleptiques et observations macroscopiques des 04 formulations au cours du temps.

F1  SS B I HM 0 D NC F 6
Fraiche F2  SS \ B \ T \ HM \ 0 \ D \ NC \ F \ 5
F3  SS \ \ H \ HM \ 0 \ D \ NC \ F \ 6
F4  SS \ JP \ H \ HM \ 0 \ D \ NC \ F \ 5,5 \
FI SS SS B B I I HM HM O O D D NC NC F F 5 5 - -
sy F2 S8 S5 B B T T HM HM O O D D NC NC F F 6 5 - -
F3 SS SS B B H H HM HM O O D D NC NC F F 6 5 - -
F4 SS SS J J H H HM HM O O D D NC NC F F 5 5 - -
FI SS SS B B I I HM HM O O D D NC NC F F 55 5 - -
Tjours F2  SS SS B B T T HM HM O O D D NC NC F F 6 5 - -
F3 SS SS B B H H HM HM O O D D NC NC F F 6 6 - -
F4 SS SS J J H H HM HM O O D D NC NC F F | 55 | 6 - -
FI SS SS B B I I HM HM O O D D NC NC F F 6 5 - -
. F2 SS SS B B T T HM HM O O D D NC NC F F 6 5 - -
14 jours
F3 SS SS B B H H HM HM O O D D NC NC F F 55 55 . -
F4 SS SS J J H H HM HM O O D D NC NC F F 6 5 - -
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F1 SS SS B B I I HM = HM O O D D NC NC F F 6 6 - -
21 jours = F2 SS SS B B T T HM HM O (6] D D NC NC F F 5,5 6 -
F3 SS SS B B H H HM = HM O O D D NC NC F F 6 6 - -
F4 SS SS JP JP H H HM HM O (6] D D NC NC F F 6 6 - -
F1 SS SS B B I I HM = HM O O D D NC NC F F 5 5 - -
28 jours  F2 SS SS B B T T HM HM O (6] D D NC NC F F 5 5 - -
F3 SS SS B B H H HM = HM O O D D NC NC F F 6 5,5 - -
F4 SS SS JP JP H H HM  HM O (6} D D NC NC F F 6 5.3 - -

F1 : témoin ; F2 : créme a base de I’HD ; F3 : créme a base de HE 2020 ; F4 : créme a base de HE 2008 ; SS : semi-solide ; B : blanche ; JP : jaune pale ; I: inodore ; T :
terreuse ; H : herbacée ; HM : homogeéne ; O : onctueuse ; D : doux ; NC : non-collante ; F : facile ; - : pas de déphasage ; T° amb : température ambiante ; T° réf : température
du réfrigérateur.
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Les résultats du Tableau I11.4 ont montré que toutes les crémes fraichement formulées F1, F2,
F3 et F4 étaient homogenes avec des apparences semi-solides et des textures onctueuses. Les
quatre formulations avec des touchés doux et non collants lors de leurs applications sur la peau.
Aussi, les crémes étaient faciles a éliminer par lavage a 1’eau. Les paramétres précédemment
cités n’ont subi aucun changement au cours du temps (28 jours) et aux deux températures de
conservation.

Les émulsions fraichement préparées F1, F2 et F3 sont caractérisées par une couleur blanche
alors que F4 est de couleur jaune pale qui provient de ’'HE 2008. Les crémes F3 et F4 sont
caractérisées par l’odeur du lentisque pistachier (herbacée). F2 a une odeur terreuse
contrairement a F1 (témoin) qui est inodore. Ces crémes maintiennent ces caractéristiques
organoleptiques pendant toute la période d'étude et pour les deux températures (ambiante et
réfrigérateur), par conséquent aucun changement n'a ét¢ détecté.

Le pH est un paramétre important en ce qui concerne l'efficacité de la créme et il peut étre utilisé
comme indicateur de la stabilité d’une formulation. Tous les échantillons étudiés (F1, F2, F3 et
F4) au cours du temps et pour les deux conditions de température de stockage (Tableau I111.4)
ont des pH qui varient entre 5 et 6. Ces derniers sont proches du pH cutané.

Les tests de centrifugations subies par les quatre crémes formulées pendant la période d’étude
permettent, en effet, d'accélérer le vieillissement des échantillons et d’évaluer leurs stabilités
respectives. Les résultats indiquées dans le Tableau I11.4 et I’exemple illustré sur la Figure II1.2
montrent que les crémes étudiées n’ont subi aucun déphasage et sont restées stables.

F1F2F3F4
%

-

Figure I11.2 : Exemple de résultats des essais de centrifugation pour les quatre crémes formulées.

111.4.2. Sens de I’émulsion

Le test au bleu de méthyleéne a révélé une coloration homogéne sur toute la quantité testée
d’émulsions, a I’échelle macroscopique (Figure II1.3). Ces observations indiquent que les
quatre émulsions étudiées sont de types H/E.
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Figure I11.3 : Images macroscopiques du test de bleu de
méthyléne de F1, F2, F3 et F4, respectivement.

111.4.3. Test d’irritation

Le test d’irritation des quatre crémes est appliqué sur ’avant-bras de dix (10) volontaires dont les
ages sont compris entre 18 et 70 ans. Les résultats sont détaillés dans le Tableau II1.5 ci-dessous.

Tableau II1.5 : Résultats du test d’irritation des émulsions formulées.

Aucune irritation
remarquée

01

Aucune irritation
remarquée

02
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Aucune irritation
03 remarquée
Aucune irritation
04 remarquée
05 Aucune irritation
remarquée
Aucune irritation
06 remarquée
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Aucune irritation

07 «
remarquée
Aucune irritation
08 remarquée
Aucune irritation
09 remarquée
10 Aucune irritation

remarquée




Chapitre I1I : Résultats et discussions

Le test d'irritation des quatre formulations a été réalisé pour évaluer I’apparition éventuelle
d'effets secondaires sur la peau. Les résultats obtenus (Tableau III.5) montrent que les
formulations F1, F2, F3 et F4 n’ont provoqué aucune réaction allergique sur la peau des dix
volontaires. Aucune irritation, aucun érythéme ni cedéme n’ont été observés. Ainsi, les résultats
du test d'irritation des quatre émulsions formulées montre qu'elles sont sans danger pour la peau.

111.4.4. Activité antibactérienne des émulsions formulées

Le Tableau II1.5 et la Figure I11.4 résume et illustre, respectivement, les résultats obtenus apres
'évaluation de l'activité¢ antibactérienne des quatre émulsions formulées sur les souches
bactériennes, aux deux températures étudiées (apres 28 jours de conservation).

Figure II1.4 : Effets des quatres formulations sur les trois bactéries (A : Escherichia coli ; B :
Staphylococcus aureus ; C : Pseudomonas aeruginosa) aux températures ambiante (T° amb) et du
réfrigérateur (T° réf).
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Tableau IIL.6 : Moyennes des diameétres des zones d’inhibition des différentes bactéries (en mm)
cultivées en présence des quatre formulations.

T° amb T° réf T° amb T° réf T° amb TC réf

F1 10 9 6 6 6 10
F2 11 10 12 11 6 11
F3 12 9 6 10 6 10
F4 10 10 11 6 6 6
CIPs 33 33 29 29 35 37
AMX>s 13 17 / / / /
TCCrs.10 / / / / 26 24
0Xs / / 18 18 / /

F1 : témoin ; F2 : créme a base de I’HD ; F3 : créme a base de HE 2020 ; F4 : créme a base de HE 2008 ; CIPs :
Ciprofloxacine ; AMXas : Amoxicilline ; OXs : Oxacilline ; TCC7s.10 : Ticarcilline + acide clavulanique ;
T° amb : température ambiante ; T° réf : température du réfrigérateur.

Le Tableau II1.5 montre qu’a température ambiante F3 est le plus efficace sur Escherichia coli
avec un diametre d’inhibition de 12 mm, suivi par F2 avec un diamétre d’inhibition de 11 mm
et enfin F1 et F4 avec des diamétres de 10 mm. F2 est le plus actif sur Staphylococcus aureus
(diameétre d’inhibition 12 mm) suivi par F4 (diamétres d’inhibition 11 mm). Par contre F1 et F3
sont moins efficace sur cette bactérie avec le méme diamétres d’inhibition de 6 mm. En ce qui
concerne la souche bactérienne Pseudomonas aeruginosa, les diamétres d’inhibition sont les
mémes pour les quatre formulations (6 mm).

Les activités antibactériennes des quatre formulations stockées au réfrigérateur ne suivent pas
la méme tendance que celle des formulations conservées a température ambiante. En effet, le
Tableau II1.5 indique qu’a température basse F4 et F2 sont les plus efficaces sur Escherichia
coli avec le méme diameétre d’inhibition de 10 mm, suivi par F3 et F1 avec le diamétre
d’inhibition de 9 mm pour chacune d’elles. F2 est le plus actif sur Staphylococcus aureus
(diamétre d’inhibition 11 mm) suivi par F3 (diameétres d’inhibition 10 mm). Par contre F1 et F4
sont moins efficace sur cette bactérie avec le méme diamétres d’inhibition de 6 mm. En ce qui
concerne Pseudomonas aeruginosa le diameétre d’inhibition le plus important a été enregistré
pour F2 (11 mm) suivi par F3 et F1 qui ont eu le méme diamétres (10 mm) puis F4 avec un
diametres d’inhibition de 6 mm.

Le Tableau II1.5 montre aussi que les antibiotiques utilisés comme référence ont des effets sur
leurs souches bactériennes respectives et sont plus actifs que les quatre émulsions formulées.

En conclusion, les effets antibactériens des formulations dans lesquels I’HD 2020, I’HE 2020
et ’HE 2008 (F2, F3 et F4, respectivement) ont étaient valorisés sont supérieurs ou égales a la
formulation témoin F1.
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Conclusion et perspectives

Ce mémoire a pour objectif la valorisation des ressources végétales par 1’extraction, la
caractérisation et la valorisation d’HE et d’HD de rameaux feuillés du lentisque pistachier.

Apres avoir extrait ’'HE et ’HD du lentisque pistachier (i.e. HE 2020 et HD 2020), a I’échelle
industrielle, plusieurs étapes ont été nécessaires pour les caractériser et comparer I’HE obtenue
avec une HE ayant subi le méme type d’extraction datant de 2008 (HE 2008). Nous nous
sommes penchées, dans ce travail, aux propriétés organoleptiques, aux caractéristiques physico-
chimiques et a I’activité antimicrobiennes des HEs et de I’HD, respectivement. Suite a cela et
sous la lumiere d’une étude bibliographique détaillée, nous avons valorisé chacune des deux
HEs et ’'HD précédemment caractérisés dans la formulation de trois crémes dermiques
décongestionnantes. Une formulation sans HE ni HD a également été élaborée pour servir de
référence. L’étude de stabilité¢ de chacune des quatre émulsions a été établie chaque semaine
pendant 28 jours par le suivi des caractéristiques organoleptiques et macroscopiques, et du
potentiel d’hydrogeéne (pH). La partie expérimentale s’est terminée par la mesure des activités
antimicrobiennes des deux HEs, de I’HD et des quatre crémes formulées.

Il ressort de notre travail un certains nombres de résultats que nous pouvons citer comme suit :

¢ Lateneur en eau des rameaux feuillés du lentisque pistachier est de 7,98%.

% L’extraction de I’HE 2020 par entrainement a vapeur donne un rendement de 0,033%
qu’est inférieur a celui de I’HE 2008 0,06%.

¢ L’évaluation du caractére organoleptique a révélé que I’HE 2020 est un liquide mobile
limpide de couleur jaune pale avec une odeur aromatique, trés puissante et herbacée. L’HE
2008, quant a elle, est un liquide mobile a jaune moutarde avec une odeur Aromatique
puissante et herbacée. L’HD 2020 expose une apparence liquide mobile limpide avec une
couleur transparente et une odeur terreuse verte.

¢ Les résultats des analyses physico-chimiques ont indiqué, dans leur globalité, que les
HE 2008 et HE 2020 sont en accord avec la littérature. Les propriétés physicochimiques
de I’HD 2020 montre sa richesse en eau.

% Le suivi des quatre émulsions, qui se sont révélées de type H/E, au cours du temps a
relevé une stabilité globale des formulations a 1’échelle macroscopique et physico-
chimique.

% Le test d'irritation des formulations préparées montre qu'elles sont sans danger pour la
peau.

+ Selon I’antibiogramme, qui a été mis au point dans le but de comparer 1’effet des
antibiotiques par rapport a celui de I’HE 2020, I’'HE 2008, I’HD et les quatre émulsions,
il a été remarqué que les souches utilisées sont plus sensibles a I’ATB qu’aux HEs, HD
et émulsions formulées. Les effets antibactériens les plus importants ont été enregistrés
pour les huiles HE 2008 et HE 2020 sur Staphylococcus aureus. Les activités
antibactériennes des quatre formulations stockées au réfrigérateur ne suivent pas la
méme tendance que celle des formulations conservées a température ambiante. Les
effets antibactériens des formulations dans lesquels I’HD 2020, I’HE 2020 et ’'HE 2008
ont étaient valorisés sont supérieurs ou égales a la formulation témoin.



Conclusion et perspectives

Les travaux que nous avons menés ont abouti aux résultats que nous venons de discuter. Ainsi
nous insisterons sur certains points qui nous paraissent importants a poursuivre :

e Déterminer les compositions chimiques de I’HE 2008, ’'HE 2020 et de I’'HD 2020 par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM) et ce
afin de comparer leurs compositions chimiques respectives.

e Etudier les activités antioxydantes des HEs, de ’HD et des quatre émulsions formulées.

e Elargir la gamme d’espéces bactérienne testées aussi bien sur les HEs et ’HD que sur
les formulations.
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Résumé

Notre étude s’inscrit dans un cadre de contribution a la valorisation d’une plante aromatique et médicinale,
le lentisque pistachier (Pistacia lentiscus L) qui est cultivé a Bouderbala (Wilaya de Bouira), via I’extraction
et la caractérisation de son huile essentielle et hydrolat ainsi que la valorisation de ces extraits dans la
formulation de cremes décongestionnantes avec étude de leurs stabilités, dans un premier temps. L’activité
antimicrobienne des huiles essentiels, de I’hydrolat et des formulations a également été évaluée dans un
second temps. Une huile essentielle du lentisque pistachier datant de 2008 a été caractérisés et valorisée afin
de la comparer avec celle extraite.

Les propriétés organoleptiques et les caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles ont été
similaires dans leur globalité et en accord avec la littérature cependant 1’hydrolat du lentisque pistachier a été
peu étudié. Les formulations élaborées se sont révélées stables tout au long de la période d’étude.

L’activité antimicrobiennes des huiles essentielles et hydrolat sur quatre souches bactériennes pathogénes
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans), par la technique
d’antibioaromatogramme, s’est révélée non négligeable et s’est caractérisée par une action bactériostatique
contre les bactéries gram positives. Les activités antibactériennes, des formulations dans lesquelles les huiles
essentielles et I’hydrolat ont étaient valorisés, sont supérieures ou égales a la formulation témoin.

Mots clés : Huile essentielle, hydrolat, lentisque pistachier, rameaux feuillés, extraction, caractérisation,
valorisation, créme décongestionnante, étude de stabilité, activité antimicrobienne.

Abstract

Our study is part of a contribution to the valorisation of an aromatic and medicinal plant, pistachio lentisk
(Pistacia lentiscus L) which is cultivated in Bouderbala (Wilaya of Bouira), via the extraction and
characterization of its essential oil and hydrosol, in one hand, and the valorisation of these extracts in the
formulation of decongestant creams with studying their stability, on the other hand. The antimicrobial activity
of essential oils, hydrosol and formulations was also evaluated. Essential oil of pistachio lentisk dating from
2008 has been also characterised and valorised in order to compare it with essential oil extracted.

The organoleptic properties and the physicochemical characteristics of essential oils were generally similar
and in agreement with the literature. However, pistachio lentisk hydrosol has been little studied. The
formulations developed were found to be stable throughout the study period.

The antimicrobial activity of essential oils and hydrosol on four pathogenic microbial strains (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans), evaluated by the
antibioaromatogram technique, has been shown to be significant and characterized by a bacteriostatic action
against gram positive bacteria. The antibacterial activities of the formulations in which essential oils and
hydrosol were valorised, were greater than or equal to the control formulations.

Keywords: Essential oil, hydrosol, pistachio lentisk, leafy twigs, extraction, characterisation, valorisation,
decongestant cream, stability study, antimicrobial activity.
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