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RESUME

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de composés volatils, principalement des
monoterpenes, sesquiterpenes et phénols, qui leur conférent une large gamme de propriétés
pharmacologiques. Leur richesse chimique et leur diversité structurale expliquent la variété de leurs
effets biologiques. Bien que ces résultats soient prometteurs, des validations cliniques restent
nécessaires pour confirmer leur efficacité et leur sécurité.

L’objectif assigné a notre travail consiste a évaluer, in vitro, le pouvoir antimicrobien de 1’huile
essentielle et de déterminer, in vivo, ses propriétés toxicologiques. En aromatogramme, 1’huile
essentielle a présenté une activité particulieérement marquée sur Candida albicans, avec un diamétre de
zone d’inhibition important. Une activité inhibitrice modérée est notée contre Staphylococcus et
Klebsiella. En microatmosphére, le champignon unicellulaire Candida demeure le germe le plus
sensible avec une zone d’inhibition significative.

Des préparations dermocosmétiques ont été¢ formulées a base d’huile essentielle. Le controle de leur
qualité microbiologique, chimique et rhéologique s’est avéré en conformité avec la réglementation en
vigueur.

Au final, les résultats obtenus laissent entrevoir, €éventuellement, de nouvelles perspectives
d’application dermocosmétique des huiles essentielles et extraits naturels comme un bioactif naturel
dans des préparations galéniques a visée thérapeutique. En perspective, il serait utile d’explorer les
vertus thérapeutiques des huiles sur un large spectre de souches fongiques, ou encore de tester leur

efficacité sur des modeles animaux.

Mots-clés : Huiles essentielles ; Produits naturels ; Candida ; Préparations dermocosmétiques ;

Toxicité dermique.
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ABSTRACT

Plant-derived essential oils and aromatic waters (hydrosols) are complex mixtures of volatile
compounds, mainly monoterpenes, sesquiterpenes, and phenols, which confer a wide range of
pharmacological properties. Their chemical richness and structural diversity explain the variety of their
biological effects. Although these results are promising, further clinical validation is still required to
confirm their efficacy and safety.

The aim of this study was to evaluate, in vitro, the antimicrobial potential of the essential oil and to
determine its toxicological properties in vivo. In disc diffusion method, the essential oil exhibited a
particularly strong activity against Candida, with a large inhibition zone. A moderate inhibitory activity
was observed against Staphylococcus and Klebsiella.

In microatmosphere test (disc volatilization method), the unicellular fungus Candida remained the
most sensitive microorganism, showing a significant inhibition zone, in comparison with other
microbial strains.

Dermocosmetic preparations were formulated using the essential oil. The assessment of their
microbiological, chemical, and rheological quality proved to be in accordance with current regulatory
standards.

Overall, the results obtained suggest potential new dermocosmetic applications of essential oils and
natural extracts as natural bioactive agents in therapeutic formulations. Future perspectives include
exploring the therapeutic properties of essential oils against a broader spectrum of fungal strains and

testing their efficacy in animal models.

Keywords: Essential oils; Natural products; Candida; Dermocosmetic preparations; Dermal and

cutaneous toxicity.
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INTRODUCTION

L’utilisation massive et parfois inappropriée de certains médicaments tels que les antibiotiques et anti-
inflammatoires non-stéroidiens (AINS) dans le traitement des infections et des maladies inflammatoires
a engendré plusieurs problématiques majeures de santé publique. (Mobarki et al., 2019 ; Baquer et al.,
2021 ; Nardulli et al., 2022). Au-dela de cette antibiorésistance, les antibiotiques exposent aussi a de
nombreux effets indésirables tels que les troubles digestifs, et les atteintes hépatiques ou rénales (Dumas

et al., 2008 ; Muller et al., 2015 ; Rusu et al., 2023).

D’un autre c6té, I’usage chronique des AINS est associ¢ a de nombreux effets indésirables, notamment
des 1ésions gastriques, des troubles rénaux, des risques cardiovasculaires. Chez certains patients, ces

traitements sont contre-indiqués, ce qui restreint considérablement les options disponibles (Marsico et

al., 2017 ; Sohail et al., 2023).

Face a cette problématique liée a I’émergence des bactéries multirésistantes (BMR) ou encore les effets
indésirables des AINS, la recherche scientifique actuelle s’oriente, de plus en plus, vers 1’exploration
d’alternatives naturelles, notamment les plantes aromatiques et médicinales et leurs distillats
aromatiques, tels que les huiles essentielles (HE) qui sont douées de nombreux vertus thérapeutiques
(anti-infectieuses, antioxydantes, analgésiques, anticancéreuses et anti-inflammatoires) (Dhifi et al.,

2016 ; Osaili et al., 2023 ; Hassid et al., 2025).

Ainsi, I'intégration des HE dans les soins dermocosmétiques représente une voie prometteuse car ces
essences pourraient servir de base a de nouvelles générations de traitements a visée curative, préventive
ou adjuvante, notamment dans les pathologies infectieuses (Sarkic et Stappen, 2018 ; Sharmeen et al.,
2021). A cet effet, leur emploi nécessite des études cliniques rigoureuses, ainsi qu’une évaluation

toxicologique sérieuse.

L’objectif assigné a notre travail consiste a étudier, in vitro, le pouvoir antimicrobien de 1’huile
essentielle distillée a travers I'utilisation de deux méthodes complémentaires (aromatogramme et
microatmosphere). En outre, des préparations dermocosmétiques ont ét€ préparées, suivies par un

controle de la qualité microbiologique, toxicologique et de leur comportement chimique.



Chapitre 1
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Description et répartition géographique

Elle appartient a la famille des Lamiacées. Son nom latin fait référence aux propriétés thérapeitiques qui
lui ont été attribuées au fil du temps. C’est une plante aromatique, vivace, avec une base ligneuse et
ramifiée. C’est une plante originaire d’Asie centrale et du sud de I’Europe. Elle peut atteindre 80 cm de
hauteur. Elle pousse en terrains calcaires, secs et arides des régions méditerranéennes. Ses feuilles sont
d’un vert blanchatre (a cause d’un revétement de poils laineux) et opposées. Les fleurs, d un bleu violacé,

sont grandes, groupées en laches €pis terminaux.

Des trichomes glandulaires simples et multicellulaires sont présents des deux cotés des feuilles. La
floraison a lieu entre Juin et Aot et donne naissance a des fleurs de couleur blanc-violet. On la retrouve
principalement sous forme d’huile essentielle (HE), mais on peut aussi trouver les sommités fleuries
séchées qui peuvent étre consommeées en tisane ou en infusion (A¢imovic et al., 2018 ; Kacaniova et al.,

2023).

Figure 1.1. Illustration de la partie aérienne.



Elle est originaire du sud de 1'Europe et est cultivée dans le monde entier, comme plante ornementale,
industrielle et productrice d'HE. Elle est répartie dans les régions tempérées et subtropicales, notamment
dans le bassin méditerranéen et en Europe centrale. Commercialement, elle est cultivée a grande échelle
en Russie, en Bulgarie, en France et au Maroc, avec une production mondiale annuelle d'environ 150

tonnes d'HE (Levaya et al., 2025).

1.2. Huile essentielle et composition chimique

Elle est bien connue pour son HE de haute qualité, largement utilisée dans les industries de la parfumerie
comme source de parfum avec une note rafraichissante et durable. L’huile essentielle est obtenue par
distillation a la vapeur d’eau des sommités fleuries. La plante comme I’HE ont une odeur puissante et
épicée. La couleur de I’HE peut varier de I’incolore au jaune brun (Peana et Moretti, 2002 ; A¢imovic et

al., 2018).

La composition biochimique est susceptible d’évoluer en fonction des conditions de production et de la
qualité de I’huile. Le composant majoritaire de ’HE est I’acétate de linalyle, un ester terpénique, qui
peut représenter plus de 60% du total des principes actifs. D’autres monoterpénes alcooliques sont aussi

présents tels que le linalol (aux alentours de 20%) et I’a-terpinéol (moins de 5%).

Dans des proportions beaucoup plus faibles, on retrouve, dans I’HE, le germacréne et le sclaréol (Luca

et al., 2023 ; Kacaniova et al., 2023 ; Levaya et al., 2025).

Tableau 1.1. Etude comparative de la composition chimique de I’huile essentielle distillée classés par

pays d'origine (Levaya et al., 2025).

Composant Teneur (%)
Iran Ouzbékistan Lituanie Pologne Slovaquie

Linalool 26,2 - - - 20,6
Acétate de 20,5 4,7 - - 49,1

linalyle

Myrcéne 1,85 - - - 0,6
Spathulénol — 2,5 1,5 — -
a-terpinéol - 2,5 0,8 - 4.9

p-caryophylléne - - - - 5,1




0
OH
Linalool Acétate de linalyle a-Terpinéol
=
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Figure 1.2. Structure chimique des composés caractéristiques de I’huile essentielle.

Les compositions d’HE d'Ouzbékistan, d'Iran, d'Inde, de Bulgarie, du Tadjikistan, de Slovaquie, de
Géorgie et d'lItalie étaient évidemment liées a un chimiotype riche en linalol/acétate de linalyle.
Cependant, en HE de Lituanie et la Pologne, linalol et acétate de linalyle n'ont pas été détectés, ces

composés ¢étaient donc évidemment liés a des chémotypes différents (tableau 1.1).

1.3. Vertus thérapeutiques
L'activité biologique est attribuée a son capacité a synthétiser divers métabolites qui présentent divers

effets pharmacologiques.

1.3.1. Réduction du syndrome prémenstruel
L’administration pendant 2 mois chez des femmes souffrant de syndrome prémenstruel permettait de
réduire de facon significative les symptomes physiques et psychologiques du syndrome prémenstruel de

fagon comparative au groupe placebo (Abdnezhad et al., 2019).

1.3.2. Effet sur les symptomes de la ménopause

Des études se sont intéressées dans la prise en charge des symptomes de la ménopause. Une étude récente
(Wilfried et al., 2021) a mis en évidence que 1’utilisation chez des femmes ménopausées permettait de
réduire de fagon significative les symptomes de la ménopause en particulier les bouffées de chaleur.
D’autres études menées chez des femmes ménopausées ont confirmé qu’elle permettait d’améliorer
certains symptomes tels que la fatigue, les bouffées de chaleur, les sueurs nocturnes, les palpitations, les
douleurs musculaires et articulaires, la dépression, 1'anxiété et les troubles du sommeil et le désir sexuel

(Bommer et al., 2011 ; Maggini et al., 2023).



1.3.3. Pouvoir antibactérien et antifongique

Plusieurs études se sont intéressées aux effets antibactériens. L’étude publiée dans la revue « Microbial
pathogenesis » (Wijesundara et al., 2018) a mis en évidence I’effet antibactérien de ’HE sur des souches
de Streptococcus pyogenes responsables de nombreuses infections chez I’homme. L’HE et son extrait
hydro-alcoolique a ainsi fait 1’objet de plusieurs études ayant confirmé des effets bactéricides et
bactériostatiques contre différents types de bactéries a Gram positive et négative, telles que Bacillus
cereus, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus epidermidis (Cui et al., 2015 ;

Ben Akacha et al., 2023 ; Speranza et al., 2023).

Concernant ’effet antifongique, 1’étude de De Oliveira (2019) a confirmé les effets antifongiques d’un
extrait sur des souches de Candida ssp. D’autres études ont confirmé 1’effet antifongique de I’HE sur
différentes souches de champignons telles que Candida albicans, C. glabrata, C. krusei et C.
parapsilosis (Hristova et al., 2013 ; Kii¢iik et al., 2019). Une étude scientifique (Ahangari et al., 2019)
a démontré que son utilisation seule ou en association avec le clotrimazole en application locale (un

comprimé vaginal - 7 jours) était un traitement efficace de la candidose vulvovaginale.

1.3.4. Effet hypoglycémiant et hypolipémiant

Plusieurs études se sont intéressées aux effets hypoglycémiants et hypolipémiants que ce soit chez des
volontaires sains ou chez des patients ayant un diabéte de type 2. Ces études ont démontré que
I’administration (extrait hydro-alcoolique, infusion), pendant plusieurs semaines (2 a 3 mois), permettait
d’améliorer les parametres métaboliques du diabéte (diminution de la glycémie et du taux
d’hémoglobine glyquée, et du bilan lipidique (baisse des taux de cholestérol total, de LDL-cholestérol,
de triglycérides) (Kianbakht et Dabaghian, 2013 ; Guetat et al., 2025).

1.3.5. Effet antitumoral
L'activité anticancéreuse potentielle a été étudiée a la fois in vitro (sur plusieurs types de cellules
cancéreuses) et in vivo chez I’animal (modé¢les de cancer induits chez 1’animal) (Loizzo et al., 2014 ;

Jiang et al., 2016).

1.3.6. Effet anti-inflammatoire et antalgique

Une étude contre placebo a démontré les effets antalgiques et anti-inflammatoires d’un spray appliquée
localement lors d’un épisode de pharyngite aigue d’origine virale (Hubbert et al., 2006). Une autre étude
publiée en 2011 a montré qu’un extrait hydro-alcoolique permettait de mieux controler la douleur
neuropathique liée a une neuropathie périphérique induite par des traitements de chimiothérapie a base

de vincristine sur un mode¢le induit chez la souris (Abad et al., 2011).



1.3.7. Effet antioxydant

Plusieurs travaux se sont intéressés aux effets antioxydants (Jasicka-Misiak et al., 2018 ; Yiicel et
Ozdemir, 2023). Une étude a montré que ’administration d’extrait chez des rats (ajout dans leur eau de
boisson) permettait d’augmenter la résistance des hépatocytes (cellules hépatiques) au stress oxydatif
(Lima et al., 2005). L’ Agence européenne du médicament considére comme « traditionnel » son usage
dans « le traitement symptomatique des petits problémes digestifs (briilures d’estomac, ballonnements)
et, en application locale, dans celui des inflammations de la bouche, de la gorge et de la peau ». L’ Agence
recommande de limiter le traitement & deux semaines (usage interne) ou une semaine (applications
locales). La Coordination scientifique européenne en phytothérapie (ESCR) reconnait son usage dans le
traitement « des inflammations et des infections buccales telles que les stomatites et les gingivites »

(ESCR, 2003 ; EFSA, 2024).

1.4. Toxicité et effets indésirables

L'HE contient de la thujone, une substance abortive et neurotoxique. Pour cette raison, son utilisation
est interdite aux femmes enceintes, mais aussi aux personnes souffrant d'épilepsie (Pelkonen et al.,
2013). L'article rapporte deux cas cliniques de convulsions généralisées chez un nouveau-né et un enfant
de 5 ans, survenus apres une ingestion accidentelle d’huile. Elle contient des substances telles que le
thujone, le camphre et le cinéole, qui sont reconnues pour leur potentiel epileptogéne. La toxicité de
cette huile peut survenir méme apres une ingestion unique, en particulier chez les nourrissons et les
jeunes enfants, qui sont plus vulnérables aux effets nocifs de ces composés (Halicioglu et al., 2011). Elle
est aussi chez ’enfant, en cas d’allergie connue. L’HE contient certaines molécules pouvant étre

I’origine de réactions et de rougeurs cutanées (Mayer et al., 2011 ; Nacaroglu et al., 2018).



Chapitre 2
MATERIEL ET METHODES

Nous avons effectué notre stage pratique dans différents laboratoires pour une durée de temps estimée a
5 mois. Nos différentes expérimentations ont été effectuées dans plusieurs laboratoires hospitaliers et

industriels.

2. Matériel

2.1. Huile essentielle testée

L’huile essentielle a été fournie par une société de production des huiles aromatique et hydrolats au
niveau de la région de Blida. L’extraction de I’huile aromatique a été faite a échelle industrielle (alambic)
de la partie aérienne récoltés. Ces huiles ont été conservées dans des flacons stériles et teintés a

température ambiante.

2.2. Souches microbiennes
Nous avons utilis€¢ plusieurs souches bactériennes, Gram-négatif et Gram-positif provenant des
prélevements purulents au niveau de 1’hdpital. Aussi, une souche fongique Candida albicans a été

utilisée (origine urinaire).

2.3. Animaux de laboratoire

L’expérimentation animale a ét¢é menée sur des lapins albinos néo-zélandais qui ont été utilisés pour
¢valuer le potentiel d'irritation cutanée des préparations cosmétiques. Tous ces animaux de laboratoire
ont été stabulés dans des cages a une température ambiante avec un régime alimentaire de granulés, de

I’eau de manieére ad-libitum.

2.4. Milieux de culture et produits chimiques
Les deux milieux de culture utilisés sont la gélose Muller-Hinton (MH) pour les bactéries et la gélose
Sabouraud-chloramphénicol pour la levure C. albicans. Aussi, nous avons utilisé plusieurs antibiotiques

comme controle positif.



2.2. Méthodes

2.2.1. Evaluation des propriétés antimicrobiennes par aromatogramme

Cette technique est basée sur le pouvoir migratoire de I’HE sur un milieu solide (Pibiri, 2006 ; Tyagi et
Mali, 2011). Nous avons utilisé des disques stériles (9 mm de diamétre) imprégnés d’une quantité précise
en huiles. Par la suite, le disque est déposé au centre d’un milieu gélosé préalablement ensemencé par la
souche microbienne (figure 2.1). A noter que la densité optique de la suspension microbienne n’a pas été
mesurée (non disponibilit¢ du densimétre). Les boites Pétri ont été incubées a température adéquate
(37°C/24h pour les bactéries et 25°C/48h pour la levure). A la sortie de I’étuve, I’absence de la croissance
microbienne se traduit par I’apparition d’un halo translucide autour du disque et dont le diametre de la

zone d’inhibition (DZI) sera mesuré et exprimé en millimétres.
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Figure 2.1. Réalisation de I’aromatogramme in vitro.

2.2.2. Evaluation des propriétés antimicrobiennes in vifro par microatmosphére

Nous avons adopté cette technique dans le but de vérifier les propriétés inhibitrices de la phase volatile
(Pibiri, 2006 ; Tyagi et Malik, 2011). La différence entre cette technique et I’aromatogramme réside dans
la position du disque imprégné qui sera déposé au centre du couvercle de la boite (figure 2.2). La
préparation de I’inoculum, I’ensemencement, I’incubation et la lecture des résultats ont été réalisés de la

méme manicre que 1’aromatogramme.



Figure 2.2. Incubation des boites Pétri a température adéquate.

2.2.3. Préparations galéniques dermocosmétiques

2.2.3.1. Préparation d’une émulsion hydrophile

L’objectif assigné a cette étude sera la mise au point d’une formule galénique topique adaptée a I’huile
aromatique. A cet effet, nous avons opté pour deux types de formes galéniques a savoir une émulsion
hydrophile. Ce choix a été orienté par la meilleure disponibilité des bioactifs qu’offre ces formules

(Klusiewicz et Fonteneau, 2008 ; Martini, 2011).

La formulation dermique débute par la préparation de la phase aqueuse. Dans un bécher, nous avons
introduit 1’eau distillé qui sera portée a une température de 70 °C, sous agitation. Nous avons dissous les

composants hydrosolubles, sous agitation.

En parallele, nous avons préparé la phase grasse dans un second bécher. Ces ingrédients sont chauffés a
environ 70 °C pour les faire fondre complétement. Une fois la phase grasse liquide et homogene, nous
avons ajouté I’huile d’amande douce, qui sert d’agent adoucissant. Lorsque les deux phases atteignent
une température similaire, on procede a I’émulsion, en versant lentement la phase aqueuse dans la phase

grasse fondue, sous agitation. L’émulsion se forme rapidement.

Une fois I’émulsion est refroidie, nous ajustons le pH de la préparation, ce qui permet également de
stabiliser la viscosité finale. L’huile aromatique a été incorporée goutte a goutte sous agitation lente,

suivie par I’introduction du conservateur afin d’assurer la stabilité microbiologique du produit fini.
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Figure 2.3. Etapes de la préparation de la forme dermique a base d’huile essentielle.

2.2.3.2. Préparation d’un onguent

Nous avons préparé la phase grasse qui constitue la base de la texture. Les agents de consistance et les
émulsifiants a savoir ont été introduits dans un bécher, suivis par 1’huile végétale (adoucissant). Ce
mélange est chauffé au bain-marie a environ 70 °C jusqu’a ce que les composants solides soient
totalement fondus et que I’ensemble forme une phase huileuse homogene. En paralléle, nous avons
préparé une phase aqueuse légere. Elle sera ajoutée a chaud a la phase huileuse pour former une émulsion
épaisse. Lorsque les deux phases sont a température équivalente, la glycérine est incorporée lentement

a la phase grasse fondue, sous agitation continue. Enfin, 1’huile aromatique a été¢ incorporée goutte a

goutte sous agitation lente.

2.2.3.3. Controle de la qualité des préparations cosmétiques

- Evaluation de la qualité microbiologique

L’évaluation de la qualité microbiologique des cosmétiques constitue une étape incontournable dans le
controle de sécurité et de conformité des produits destinés a 1’application cutanée. En effet, la
contamination microbienne peut compromettre non seulement la stabilit¢é physicochimique des
formulations, mais également leur innocuité pour le consommateur.

La présence de bactéries pathogenes ou de levures et moisissures peut entrainer des infections cutanées,
des irritations ou encore altérer les propriétés sensorielles et 1’efficacité du produit.
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L’objectif de ce contrdle est d’apporter les moyens de vérifier que les préparations dermocosmétiques
répondent aux exigences microbiologiques spécifiées par les normes en vigueur (ISO, 2014). Les
analyses réalisées se résument en la recherche et le dénombrement des germes aérobies viables totaux et

la recherche des champignons.

- Mesure du pH

L’acidité de la préparation formulée est trés importante étant donné que cette dernicre est destinée a étre
appliquée sur la peau. La mesure du pH a été effectué a ’aide d’un pH meétre de type Hanna®. Cet
instrument est équipé d’une électrode spécifique pour la mesure du pH de la préparation topique

dermique.

- Détermination du comportement rhéologique par test d’écoulement
La procédure se résume a mesurer la viscosité apparente n (Pa.s) en variant la vitesse de cisaillement ()

de 0,001 a2 1000 s\

2.2.4. Détermination du pouvoir toxicologiques des préparations topiques

2.2.4.1. Test d’irritation cutanée primaire chez le lapin

Le test d'irritation cutanée primaire chez le lapin a été mené conformément a la Ligne Directrice 404
(OCDE, 2015), en utilisant des lapins albinos adultes (race New Zealand), pesant entre 2,5 et 3 kg. Ce
test consiste en une série d'étapes visant a évaluer la sécurité du produit sur la peau. L’irritation cutanée
se mesure a I’aide d’un test cutané pratiqué sur la peau scarifiée et sur la peau intacte de lapin. Les lapins
sont épilés et rasés I’avant-veille de 1’épreuve (figure 2.4). L’ensemble du tronc est recouvert d’une
bande. Apres cette période, le patch est retiré, et les lapins sont observés apres 1h, puis a des intervalles
de 24, 48 et 72 heures pour évaluer les signes d'irritation, tels que la rougeur, 'cedéme, et d'autres
réactions cutanées. L’indice d’irritation primaire (IIP) a ensuite été déterminé pour classer le potentiel
irritant du produit selon les critéres définis dans les réglementations internationales. Les observations

sont faites selon I’échelle numérique rapportée dans le tableau 2.1.

Tableau 2.1. Echelle numérique pour le calcul de I’indice d’irritation primaire cutané¢ (OCDE, 2015).

Erythéme Score Résultats
Absence 0 Non irritant
Léger 1 Légerement irritant
Visible 2 Irritant
Important 3 Tres irritant
Grave 4
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Figure 2.4. Test d’irritation cutané primaire chez le lapin.

2.2.4.2. Détermination du pouvoir irritant par HET-CAM

Le test HET-CAM (Hen's Egg Test on Chorioallantoic Membrane) est une méthode in ovo utilisée pour
¢valuer le potentiel irritant des substances chimiques. C’est est une méthode rapide, économique et
relativement simple pour évaluer le potentiel irritant des substances, offrant une alternative intéressante
aux tests sur animausx, en particulier pour le dépistage des irritants séveres. Ce test exploite la membrane
chorioallantoique (CAM) d'un ceuf de poule fécondé, qui est riche en vaisseaux sanguins. La procédure
implique l'application directe de la substance testée sur la CAM et I'observation des réactions vasculaires

telles que I'hémorragie, la coagulation et I’hyperémie (Steiling et al., 1999).
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Figure 2.5. Etapes du test HET-CAM pour la détermination du pouvoir irritant.

Pour commencer, des ceufs embryonnés de 9 a 10 jours d’incubation sont sélectionnés et désinfectés
soigneusement. A 1’aide d’un scalpel stérile, une fenétre est découpée dans la coquille au niveau de la
chambre a air pour exposer la CAM sans I’endommager (figure 2.6). Chaque type de réaction est

chronométré a partir de 1’application de la substance (Tableau 2.2).
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Ces phénomenes observés ne sont pas retenus en fonction de leur intensité mais en fonction de leur
présence. Ces réactions sont notées sur une échelle de temps définie. Ces temps sont ensuite convertis
en un score d’irritation cumulatif.

La notation maximum est 21. Le score final permet de classer la substance comme non irritante,

légérement, modérément ou fortement irritante (Tableau 2.2.).

Tableau 2.2. Notation en fonction du temps et expression des résultats (Steiling et al., 1999).

Phénoméne Score Notation (N) Classification
Hyperémie 5 N<l1 Pratiquement non irritant
3
1
Hémorragie 7 I<N<S5 Faiblement irritant
5
3
Coagulation 9 5<N<9 Modérément irritant.
7
5
9<N Irritant.
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Chapitre 3
RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Pouvoir antimicrobien de I’huile essentielle in vitro

La figure présente les résultats de 1’activité antimicrobienne de 1’huile aromatique évaluée, dans un
premier temps, par la technique d’aromatogramme (diffusion en milieu gélos¢) contre plusieurs souches
microbiennes, en utilisant trois volumes différents d’huile essentielle. L'efficacité est mesurée par le

diameétre des zones d'inhibition en millimétres.

Les résultats montrent une activité antimicrobienne variable selon la souche et le volume utilisé. L huile
végétale présente une activité particulierement marquée contre Candida albicans, avec une zone
d’inhibition supérieure a 40 mm, et une différence hautement significative avec les autres espéces
bactériennes testées. Une activité modérée est observée contre les autres especes bactériennes telles que
le staphylocoque doré ou la bactérie multirésistante Klebsiella, avec des diameétres de zone d’inhibition

ne dépassant pas 21 mm.

En revanche, une faible activité inhibitrice est notée contre E. coli avec des diamétres d’inhibition
n’excédant pas 10 mm, sans différence significative entre les volumes testés. Globalement, I’essence
végétale démontre une efficacité anti-candidosique remarquable et une activité antibactérienne plus

sélective, plus marquée sur le staphylocoque doré que sur les Gram négatives.

En ce qui concerne les résultats de l'activité antimicrobienne de I'huile aromatique évaluée par la
technique de microatmosphere (diffusion en phase vapeur), I’huile a démontré une efficacité
antimicrobienne plus marquée en phase vapeur qu’en milieu gélosé. L'effet est fortement dose-

dépendant, avec une augmentation des diametres d’inhibition a mesure que le volume augmente.

Parmi les souches testées, C. albicans montre la plus grande sensibilité (figure 3.1), avec une zone
d’inhibition importante et significative. Cette activité est statistiquement trés significative, ce qui
confirme une forte efficacité antifongique de 1’huile végétale en phase vapeur. M. morganii a été aussi
inhibée modérément. Toutefois, les différences pour Klebsiella et Staphylocoque doré ne sont pas

statistiquement significatives, malgré une certaine croissance des zones.
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Figure 3.1. Exemples de résultats de I’activité antimicrobienne de 1’huile essentielles en

aromatogramme et microatmosphere.

En résumé, I’HE a montré une efficacité antifongique notable contre C. albicans, une levure opportuniste
fréquemment impliquée dans les infections cutanées, buccales, génitales et systémiques. Plusieurs
études, in vitro et in vivo, ont démontré son potentiel en tant qu’agent antifongique naturel, grace a ses
composés bioactifs aux propriétés fongicides (Badiee et al., 2012 ; Sookto et al., 2013 ; Hristova et al.,

2013 ; Kacaniova et al., 2023).

En revanche, des résultats contradictoires ont été publiés dans 1’étude menée par Mandra et al. (2016)
qui ont rapport¢ que ’HE présentait une faible activité anti-candidosique avec une CMI élevée.
L’activité antimicrobienne des HE, peut présenter des résultats variables selon les études, avec parfois

des contradictions apparentes entre les niveaux d'efficacité observés.
Concernant le mécanisme d’action antifongique, L’HE exerce une action inhibitrice contre C. albicans

a travers plusieurs modes complémentaires ciblant la structure, la fonction et le métabolisme de la levure

(Bona et al., 2016 ; Nazzaro et al., 2017).
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3.2. Qualité physico-chimique et microbiologique des préparations dermocosmétiques

La gamme de pH des préparations cosmétiques est de 5,5, et est compatibles avec le pH physiologique
de la peau qui est légerement acide, compris entre 4,5 et 6. Cette acidité naturelle, connue sous le nom
de film hydrolipidique ou film acide protecteur, joue un role essentiel dans la protection de la peau contre
les agressions microbiennes, les infections et la déshydratation. Idéalement, ces produits doivent avoir

un pH proche de celui de la peau afin de ne pas perturber la barriére cutanée.

L’analyse microbiologique a révélé un taux de contamination bactérienne et fongique nulle. Les
préparations dermocosmétiques sont déclarées conformes aux normes et exigences microbiologiques de
la norme ISO 17516 (2014). Cette stabilité microbiologique est due principalement a la présence d’un
conservateur, le benzoate de sodium, qui permet ainsi de garantir la sécurit¢ d’emploi des produits
cosmétiques la tout au long de la durée de vie, évitant la dégradation des ingrédients (Giiven, 2014 ;

Poddgbniak et al., 2024).

L’¢évaluation microbiologique s’appuie sur des normes internationales, notamment les référentiels ISO
17516 et les pharmacopées (européenne, américaine, japonaise), qui fixent des seuils limites en termes
de charge microbienne et définissent les micro-organismes a rechercher. Le respect de ces exigences
garantit non seulement la conformité réglementaire, mais aussi la confiance des utilisateurs vis-a-vis de

la sécurité et de la qualité du produit cosmétique.

La qualité microbiologique dépend également de bonnes pratiques de fabrication et d’hygiéne (BPF).
Une maitrise rigoureuse de I’environnement de production, de la qualité des matieres premieres et des

conditions de conditionnement contribue a réduire significativement le risque de contamination.

3.3. Comportement rhéologique par test d’écoulement a I’équilibre

Le comportement rhéologique des préparations cosmétiques constitue un parametre essentiel pour
¢valuer leur qualité, leur stabilité et leur acceptabilité par le consommateur. Le test d’écoulement a
I’équilibre permet de déterminer la relation entre la contrainte de cisaillement appliquée et la vitesse de
cisaillement induite.

Ce test met en évidence la nature newtonienne ou non-newtonienne de la formulation, ainsi que la

présence éventuelle d’un seuil d’écoulement.

L’objectif de ce test est de caractériser le comportement rhéologique des préparations topiques qui sont

en écoulement variable afin de déterminer leur modéle rhéologique.
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Le comportement montre une courbe de viscosité en fonction de la contrainte de cisaillement (ou de la
vitesse de cisaillement). La courbe d’écoulement de la préparation topique présente une allure typique
d’un comportement non-newtonien. Aux faibles vitesses de cisaillement, le comportement la viscosité
augmenet légérément aux vitesses de cisaillement de 10 s, Au-dela d’une certaine valeur de vitesse
de cisaillement, la viscosité diminue jusqu’au 0.1 Pa.s. Le comportement de la préparation dermique a

base I’huile végétale est globalement non newtonien.

Du point de vue formulation, ce comportement est souvent li¢ a la présence d’agents structurants
amphiphiles, tels que les alcools gras, les émulsifiants non ioniques et les corps gras comme [’huile
végétale, qui forment un réseau structuré en phase continue. Ce réseau se fragilise sous contrainte mais
se reconstitue ensuite, permettant a la préparation de conserver sa forme apres application sans couler

(Ribeiro et al., 2004).

Ainsi, ’analyse du comportement rhéologique a 1’équilibre ne se limite pas a une caractérisation
physique, mais constitue un outil de prédiction de la performance d’une préparation cosmétique. Un
profil rhéologique adapté garantit a la fois une bonne stabilité¢ du produit, une facilité d utilisation et une

perception sensorielle favorable chez I’utilisateur final.

3.4. Détermination du pouvoir irritant des préparations dermocosmétiques

3.4.1. Indice d’irritation primaire cutané (test de Draize)

Le test de Draize constitue la méthode de référence traditionnelle pour I’évaluation du potentiel irritant
de formulations dermocosmétiques. Il consiste a appliquer le produit testé sur une zone déterminée de
la peau rasée d’animaux de laboratoire, généralement des lapins, afin d’observer les réactions cutanées
locales. Ce protocole permet de calculer I’indice d’irritation primaire cutané (IIPC), qui refléte la sévérité

des réponses inflammatoires provoquées par la préparation.

Dans le cas des préparations dermocosmétiques a base d’huiles essentielles, ce test est essentiel car ces
substances contiennent des composés bioactifs pouvant présenter un risque d’irritation cutanée. Le calcul
de I'IIPC fournit donc une garantie supplémentaire quant a la sécurité d’emploi des formulations
développées. Les résultats obtenus orientent par ailleurs les ajustements de concentration en huiles
essentielles et la sélection d’excipients adoucissants afin d’optimiser la tolérance cutanée du produit

final.
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Le test d’irritation primaire cutanée chez le lapin est un protocole classique d’évaluation toxicologique
permettant de déterminer la tolérance cutanée d’un produit appliqué sur la peau. Dans le cas présent, les
préparations topiques testées ont obtenu une notation du score IIP nul, témoignant de I’absence de toute
réaction érythémateuse (rougeur) ou cedémateuse (gonflement). Ce résultat indique que ces préparations
topiques ne provoquent aucune irritation visible (figure 3.2) sur la peau des animaux testés, et sont donc

classées comme non irritantes.

L’absence de réaction inflammatoire ou irritative montre que les formules cosmétiques sont dermo-
compatibles a la concentration utilisée. Bien que certaines huiles soient connues pour leur potentiel
irritant lorsqu'elles sont utilisées a forte dose ou sur une peau sensible (Wojtunik-Kulesza, 2022 ; Soni
et al., 2023), leur intégration dans une formulation cosmétique bien équilibrée (pH adapté, base
émolliente, concentration faible) peut atténuer, voire éliminer, leur effet nocif. Le score nul confirme
donc que ces produits sont susceptibles d’étre bien tolérés chez I'humain, en particulier pour un usage

topique.

Zone scarifiée apres 72h d’application

Figure 3.2. Résultats du test de Draize (irritation cutanée chez le lapin) aprés 72h d’application.

Bien que le test d’irritation chez le lapin fournisse des résultats reproductibles, il présente des limitations
¢thiques et biologiques ; les réactions cutanées du lapin ne sont pas toujours extrapolables a 1’humain,
car leur peau est plus fine et plus sensible. De plus, I’expérimentation animale est de plus en plus
encadrée, notamment en Europe par le Reéglement (CE) n°1223/2009 interdisant les tests sur animaux
pour les cosmétiques. Cela justifie I’intérét croissant pour des tests alternatifs comme HET-CAM, ou in

vitro sur kératinocytes humains (Filaire et al., 2022).
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3.4.2. Détermination du pouvoir irritant des préparations dermiques

Le test HET-CAM (Hen’s Egg Test on the Chorioallantoic Membrane) est une méthode alternative
largement utilisée pour évaluer le potentiel irritant de substances appliquées sur la peau ou les
muqueuses. Ce test repose sur I'utilisation de la membrane chorioallantoidienne d’embryons de poulet,
qui présente une forte vascularisation et constitue un modele sensible pour détecter les réactions
irritatives. Contrairement aux tests in vivo sur les animaux, la méthode HET-CAM est considérée comme
plus éthique et respectueuse du bien-étre animal, puisqu’elle permet de limiter les expérimentations

douloureuses.

Dans le cadre de 1’évaluation de préparations dermiques a base d’huiles essentielles, le test HET-CAM
se révele particulierement pertinent. En effet, les huiles essentielles, riches en composés volatils et
bioactifs, peuvent induire des réactions d’irritation cutanée, allant de simples rougeurs a des 1ésions plus

séveres.

L’application des formulations testées sur la membrane chorioallantoidienne permet d’observer en temps
réel les réactions vasculaires telles que les hémorragies, les coagulations ou les phénoménes de lyse

vasculaire. Ces observations sont ensuite quantifiées a 1’aide d’un score d’irritation standardisé.

Les résultats obtenus par HET-CAM permettent de classer les préparations dermiques selon leur
potentiel irritant : non irritant, légerement irritant, modérément irritant ou fortement irritant. Ce
classement facilite la sélection des formulations dermocosmétiques les plus slres et les mieux tolérées

par la peau.

Tableau 3.1. Résultats du HET-CAM des préparations topiques testées.

Phénomeéne observé Normes Classification
Aucun N<1 Non irritant
Aucun N<1 Non irritant
Hyperémie 1 <N<5 Faiblement irritante
Coagulation 9<N Irritant
Hémorragie
Hémorragie 9<N [rritant
Hyperémie

Aucun N<1 Non irritant
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Le test HET-CAM repose sur I’observation des effets d’une substance appliquée sur la membrane
chorioallantoidienne trés vascularisée de I’embryon de poulet. Les résultats de ce test sont consignés

dans le tableau 3.1.

Lors de l'application des préparations dermiques contenant 1’huile essentielle, aucune réaction

inflammatoire ou vasculaire significative n'a été observée dans les cinq minutes suivant 1’application.

Cela se traduit par un score HET-CAM nul, ce qui classe le produit comme non irritant selon les critéres
standards (score < 1). Ce résultat suggere que les formulations sont bien tolérées au niveau tissulaire et

qu'elles ne présentent pas de danger immédiat pour la peau ou les muqueuses, malgré la présence d’HE.

En revanche, l'application d'une solution soude, reconnue pour ses propriétés caustiques, ou encore le
tensio-actif, ont entrainé¢ l'apparition rapide de phénomenes tels que I’hémorragie, la coagulation et
I’hyperémie des vaisseaux de la CAM, dans les 30 premieres secondes suivant I’application. Cette

réponse intense conduit a un score HET-CAM ¢élevé, ce qui les classe comme irritants séveres.

Dans le domaine des cosmétiques, le test HET-CAM s’est imposé comme une méthode alternative aux
tests d’irritation cutanée ou oculaire chez I’animal, notamment apres les interdictions progressives de
I’expérimentation animale en Europe. Il est utile pour évaluer la tolérance des formulations. Il permet
de détecter précocement des formulations susceptibles d’entrainer des réactions inflammatoires locales,

ce qui est crucial pour garantir la sécurité des produits avant mise sur le marché (Pimentel et al., 2023).
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CONCLUSION

Eu égard de I’importance, sans cesse grandissante, des essences aromatiques distillées dans plantes a
parfum en général, il nous a semblé nécessaire de leur consacrer cette étude pour vérifier les activités
antimicrobienne (in vitro) pour ¢éventuelle intégration dans [D’arsenal dermocosmétique ou

parapharmaceutique.

Globalement et en utilisant la technique de diffusion en milieu gélosé, I’huile a présenté une efficacité
anti-candidosique ¢levée et une activité antibactérienne sélective, plus marquée sur les bactéries Gram
positives que sur les Gram négatives. En phase vapeur, cette huile s’est révélée particulierement efficace

toujours sur la levure Candida albicans et certaines bactéries Gram négatives.

Cette technique semble donc favoriser la volatilisation des composés actifs de I’huile aromatique,
augmentant son efficacité antimicrobienne comparativement a la diffusion en milieu gélosé. Ces
résultats soulignent I’intérét potentiel de 1’usage en diffusion atmosphérique des essences végétales pour

des applications antimicrobiennes, notamment en désinfection de 1’air ou de surfaces confinées.

Plusieurs préparation dermocosmétiques, a base d’huile essentielle, ont été préparées. La détermination
du pouvoir irritant de ces préparations a été réalisée in vivo (test de Draize) et in ovo (HET-CAM). Les
résultats obtenus ont démontré que ces formulations topiques ne provoquent aucune réaction indésirable
visible et sont donc classées comme non irritantes, témoignant de leur dermo-compatibilité a la

concentration utilisée.

Comme perspectives, il serait intéressant de combiner 1’utilisation des métabolites terpéniques avec des
antibiotiques et des anti-inflammatoires non stéroidiens. C’est 1a une nouvelle stratégie pour limiter les
effets indésirables inhérents aux médicaments synthétiques ou encore pour surmonter le probleme de

I’antibiorésistance.

Pour améliorer la compréhension des mécanismes d’action pharmacologiques, un travail plus
approfondi, impliquant les molécules actives des huiles, devra étre entrepris. D’autres formulations
galéniques (micro- et nano-émulsions) peuvent étre préparées pour tester leur stabilité et efficacité dans

les affections cutanées in vivo et in vitro (culture cellulaire).
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