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RESUME

Les huiles aromatiques présentent un large spectre d’activités pharmacologiques liées a la
richesse et a la diversité de leurs composés bioactifs. De nombreuses huiles aromatiques
possédent des propriétés antimicrobiennes, antifongiques, analgésiques et antioxydantes, ce
qui justifie leur utilisation traditionnelle et moderne en aromathérapie et en cosmétologie. Ces
activités biologiques sont le plus souvent attribuées a des molécules majoritaires terpéniques,
qui interagissent avec les membranes cellulaires et modulent divers meécanismes
physiologiques.

Une utilisation sécurisée repose sur la connaissance précise de leur composition chimique,
'application de doses appropriées, et le respect des contre-indications liées a certains
groupes de population.

Notre travail s’est axé sur I'évaluation des propriétés de I'extrait aromatique distillé d’une
plante a parfum. Le pouvoir antibactérien a été évalué, in vitro, en utilisant deux techniques
complémentaires. En aromatogramme, 'huile a présenté une inhibition totale sur la souche
de référence Staphylococcus, et une activité modérée a forte a été également observée
contre d’autres espéces.

En microatmosphére, 'espéce a Gram-positive a été fortement inhibée par les vapeurs de
I'huile aromatique.

En ce qui concerne les préparations dermocosmétiques préparées, leur analyse
toxicologique s’est révélée satisfaisante, avec absence de toute irritation. Et d’un point de vue
rhéologique, ces formulations ont un comportement qui obéit aux fluides non newtoniens. Au
final, I'utilisation des produits aromatiques naturels, distillés des plantes médicinales, comme
bioactif dans les cosméceutiques, demeure une option pleinement justifiée, mais nécessite,

au préalable, des études toxicologiques approfondies.

Mots-clés : Préparations phytopharmaceutiques; Huiles aromatiques; Composés

terpéniques ; Distillats aromatiques.



ABSTRACT

Aromatic oils exhibit a wide spectrum of pharmacological activities, owing to the richness and
diversity of their bioactive compounds. Many aromatic oils possess antimicrobial, antifungal,
analgesic, and antioxidant properties, which justify their traditional and modern applications
in aromatherapy and cosmetology. These biological activities are most often attributed to
major terpenic molecules, which interact with cellular membranes and modulate various

physiological mechanisms.

Safe use requires precise knowledge of their chemical composition, the application of

appropriate doses, and adherence to contraindications concerning certain population groups.

Our work focused on the evaluation of the properties of the essential oil distilled from a
fragrant plant. The antibacterial activity of the essential oil was assessed in vitro using two

complementary techniques.

In aromatogram testing, the essential oil sample showed complete inhibition against the
reference Staphylococcus strain, and moderate to strong activity was also observed against
other species. In the microatmosphere test, the Gram-positive species was strongly inhibited

by the vapors of the aromatic oil.

Regarding the prepared dermocosmetic formulations, their toxicological analysis was
satisfactory, showing no signs of skin or ocular irritation. From a rheological perspective,
these formulations exhibited non-Newtonian fluid behavior. In conclusion, the use of plant-
derived oils and aromatic distillates from medicinal plants as bioactive agents in
cosmeceuticals remains a fully justified option, but requires, beforehand, thorough

toxicological studies.

Keywords: Phytopharmaceutical preparations; Aromatic oils; Terpenic compounds;

Aromatic distillates.



ua.:':l.o

3 Grglon dasdll LLSye £aiiy Wiy dadyell &slgll datddl (o Guly b &yjlaall agll yelad
8IS Baliang Lo cbyhaill 83Lae by Suall Balbas (aSlas & yaall gl oo dodall kel
Azl odn G55 Lo Wley . Jaezilly Hskaalb 2l § Coddlly Sudaill (laninel )y A1 oY)
O Calise Jaady dghsdl &) ao Jelah (@l dudy)l Aol byl Jl derglgnd!
A g geundl]

pLAYNY cdusliadl Ol y2dl Badaly cASlaSIl LGS dauds ddyan Cllaiy g3l odg) (el Jleaswsdl 0o
Al Dbl (aag Aol Jlesiwdl glgay

LSl Boliaall ddladll quits 03 U39 .5 ylae LS e laiall G lasll coll yailas euis e bles 355
ool Sslaall il bl cpliegilag VI Hlasl (28 . ileSe (S plasuiwl usall § coll Idg)
Aogaiall OlgSell (e danzye AN G Bkl

3giall Ol gSall) plyad azgell g9l Jasds o3 5 ¢ (microatmosphere) sl 921 Hlas (3 b
Slaall codll 8y5ul dlalgy Lgele St (dnadl

2o udyh 7L duad! Lghdlos yglbl Wi (8 el dduazeill-Bolanl Ol pasmiucalb Blay Logd Lol
e Blgadd s Byl GLSH 0ds gl gyl Ll 09 e o Sl g6 T Ol
Agisel

Aail JalgaS ddall UL 10 8yladell & ylaall lalsuiuedlg duwludl 9ol Jloaiunl (B cplisdl 39
Adors Lo Ol Bruwn bty aiSU (Bl 17 0 fls 419 1-ddaenidl Ol pasius! (3 Gous

Auyhae Oldade {4y OLSye (dylac gs) (g 9SleyBgiud Wl sasie tdustidall OIS



Table des Matieres

Résumé

Abstract

asle

Liste des Tableaux
Liste des Figures

Liste des Abréviations

Introduction ------------mmm o 1
Chapitre 1 = SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE -----------—oooomom 2
1.1. Aspect géneéral et localisation ------------==----===--—mmmmm o 2
1.2. Composition chimique et métabolites secondaires--------------------------como—- 3
1.3. Propriétés pharmacologiques -----------===--———- - 5
1.3.1. Propriétés antibactériennes ------------------=---—mmmm 5
1.3.2. Activités anti-inflammatoires, antinociceptives et cicatrisantes -------------- 5
1.3.3. Activité antivirale----------------cmmm e 6
1.4. Toxicité et précautions d’emploi-------------------mmmmmmmmmm e 6
Chapitre 2 = MATERIEL ET METHODES -~ 8
2.1. Matériel -—--------mmrrm e 8
2.1.1. Huile testée -—------mmmmmmmmmmmrm e 8
2.1.2. Souches microbienNnes --------==----=mmmmm 8
2.1.3. Animaux de laboratoire -------------—- - 8
2.1.4. Milieux de culture et produits chimiques --------------=---------mmmmm - 9
2.2. Méthodes -----------------riirri oo 9
2.2.1. Etude de l'activité antibactérienne par diffusion (aromatogramme) --------- 9
2.2.2. Etude de l'activité antimicrobienne par microatmosphére ------------------- 10
2.2.3. Préparation des formes phytopharmaceutiques----------------------------———- 11
2.2.3.1. Préparation a base d’huile aromatique ---------------=---=----mmmmmm 11
2.2.3.2. Préparation d’'une forme topique ------------==---=---mmmmm 12
2.2.3.4. Préparation d'un gel--------------------—r 14
2.2.4. Etude comportement rhéologique par test d’écoulement --------------------- 15

2.2.5. Etude de toxicité des préparations phytopharmaceutiques ------------------ 15



2.2.5.1. Evaluation de l'irritation cutanée des phytopharmaceutiques ------------ 15

Chapitre 3 = RESULTATS ET DISCUSSION ----------------mmmmmmmmmmm oo 19
3.1. Pouvoir antimicrobien de ’huile in vitro -------------=-------—ommmom 19
3.2. Etude du comportement rhéologique des préparation topiques --------------- 22
3.3. Test de Draize pour la détermination de l'indice d’irritation primaire -------- 23
3.4. Test d’irritation par technique HET-CAM------------- oo 24
Conclusion --------------oommrm e e s 25

Références bibliographiques ---------—--————- oo 26



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1.1. Constituants chimiques et principaux métabolites secondaires ....... 4
Tableau 2.1. Informations sur les lapins utilisées pour l’évaluation du pouvoir
0> e Telo) (o] =4 (o | b NPT PPPP 9

Tableau 3.1. Activité antibactérienne de Phuile. ...ooueiiiiiiiiii e 19

LISTE DES FIGURES

Figure 1.1. Aspect général et botanique de la plante aromatique.......................... 3
Figure 1.2. Structure des composés caracteériStiqUes. ......coeuvireniiiiieiirineinninenennnn. 4

Figure 2.1. Technique de diffusion en milieu gélosé (test d’aromatogramme) de

PeXErait i VITIO. .oueinin e eae 10
Figure 2.2. Préparation de la forme phytopharmaceutique...........c....c.coevevenan.n. 12
Figure 2.3. Préparation d’une forme topique a base d’extrait aromatique. .......... 13
Figure 2.4. Préparation d’un gel a base d’un extrait aromatique naturel. ........... 14
Figure 2.5. Rhéomeétre MCR 302 pour le test d’écoulement. ............c.ccoeieiiinnen. 15
Figure 2.6. Réalisation du test de Draize (irritation) chez ’'animal in vivo........... 16

Figure 2.7. Test HET-CAM pour l’évaluation du pouvoir irritant des préparations
100] o110 | & 1< T PPN 18
Figure 3.1. Exemples de résultats de lactivité antimicrobienne in vitro en
aromatogramme et microatmoSPRETe. .....c.ouiiuiiiiiiiiii e 21

Figure 3.2. Résultats du test de Draize aprés 24h d’application. .........c.c............ 24



LISTE DES ABREVIATIONS

AINS Anti-inflammatoire non stéroidien
ATCC American Type Culture Collection
CMB Concentration minimale bactéricide
CMI Concentration minimale inhibitrice
DZI Diameétre de zone d’inhibition

EO Essential oil

HET-CAM Hen's Egg Test — Chorioallantoic Membrane

i.p. Intra-péritonéale

IL Interleukine

MH Gélose Muller-Hinton

NaOH Hydroxyde de sodium

NO Monoxyde d'azote

OCDE Organisation de Coopération et de Développement Economiques

uv Ultra-violets



INTRODUCTION

L’utilisation des plantes aromatiques et meédicinales, et de leurs distillats
aromatiques ou métabolites terpéniques dans les formulations cosmétiques, connait
un essor considérable et un engouement remarquable. Ce regain d’intérét s’explique
par la volonté des consommateurs de se tourner vers des produits plus naturels,
une alternative a la chimie de synthése (Sarkic et Stappen, 2018 ; Sharmeen et al.,

2021).

Dans les soins cosmétiques classiques, les plantes médicinales et les distillats
aromatiques sont utilisées pour soigner la peau, renforcer I’hydratation, ou apaiser
les irritations. Des extraits végétaux sont souvent associés a des huiles végétales
pour renforcer l’activité pharmacologique, tout en respectant la sensibilité cutanée

(Shaaban, 2023 ; Orchard et van Vuuren, 2017).

De par leur mécanisme d’action, ces huiles agissent via différents mécanismes,
comme par exemple l'inhibition de la croissance microbienne (effet antiseptique),
modulation de l'inflammation par l'inhibition de médiateurs inflammatoires (Pérez

et al., 2011 ; Saad et al., 2013 ; Sharifi-Rad et al., 2017)

En paralléle, la valorisation des huiles végétales aromatiques dans les formes
phytopharmaceutiques et cosméceutiques nécessite une évaluation rigoureuse de
leur innocuité et de leur stabilité, en particulier lorsqu’elles sont destinées a un
usage topique (Couic-Marinier, 2018 ; Avenel-Audran, 2019 ; Tahri et al., 2024). 1l
est donc fondamental de mener des études toxicologiques approfondies, a la fois in

vitro et in vivo, afin de mieux comprendre leur comportement biologique.

A cet effet, notre travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation de l'huile distillée
d’'une plante a parfum comme bioactif naturel dans des préparations
phytopharmaceutiques, et ce a travers Iévaluation de ses propriétés
antibactériennes (in vitro). Aussi des préparations pharmaceutiques ont été

formulées a base de cette huile.



Chapitre 1
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Aspect général et localisation

Prés de 7 000 espéces appartenant a plus de 230 genres sont répertoriées dans la
famille des Lamiaceae. Parmi ces espéces, le genre Satureja englobe plus de 200
especes d'herbes ou d'arbustes différents, largement répandus dans la région
méditerranéenne, en Asie et dans certaines régions des Etats-Unis (Zarshenas et

Krenn, 2015 ; Jafari et al., 2016).

Cette plante aromatique, de la famille des lamiacées, est une espéce herbacée qui
croit en touffes fleuries rose pale a pourpre (Fig. 1.1-a), sur les pentes ensoleillées
aux sols calcaires. La plante est originaire des régions au climat tempéré notamment

le Sud de ’Europe et 'Afrique du Nord.

C'est un sous-arbrisseau de 15-40 cm, vert, a tiges ascendantes ou dressées, a
rameaux raides, dressés, trés feuillés. Ses petites feuilles étroites (Fig. 1.1-c),
oblongues, coriaces et pointues dégagent un arome fort et épicé, trés appréciées en

cuisine.

En été, apparaissent a l'aisselle des feuilles, de petites fleurs blanchatres, ou roses-
pale qui attirent les abeilles (Fig. 1.1-d). Elles s’utilisent comme condiment pour
rehausser de nombreux plats et pour faciliter la digestion (Ghedira et Goetz, 2019 ;

Laurain-Mattar et al., 2023).

Elle préfere les sols calcaires, bien drainés et pas trop riches, mais elle peut pousser
dans tous types de sols, excepté les sols humides en hiver, qui provoquent un

pourrissement du systéme racinaire (Acimovic et al., 2022).



[c] Rameaux feuillés

Figure 1.1. Aspect général et botanique de la plante aromatique

(Ghedira et Goetz, 2019).

1.2. Composition chimique et métabolites secondaires
L’huile aromatique est issue de la distillation des sommités fleuries et de la partie
aérienne. D’autres espéces peuvent étre cultivées dont on tire également un extrait

aromatique a partir de ses sommités fleuries.

Les deux extraits peuvent étre utilisées pour les mémes indications étant donné

leurs compositions proches (Mirjana et Nada, 2004 ; Tepe et Cilkiz, 2016).



L’huile aromatique est riche en composés phénoliques, carvacrol (59%) et thymol
(20%) (Serrano et al., 2011]. Pourtant, sa composition en ses composants majeurs
est variable. Une forte variabilité du profil chimique est observée (Ghedira et Goetz,

2019 ; A¢imovic et al., 2022).

Les principaux constituants chimiques et métabolites secondaires de cette espéce

aromatique sont présentés dans le tableau 1.1 et sur la figure 1.2.

Tableau 1.1. Constituants chimiques et principaux métabolites secondaires

(Ghedira et Goetz, 2019).

Familles Constituants chimiques principaux
chimiques
Huile Chémotypes  a carvacrol, parfois athymol, carbures

monoterpéniques (thujénes, a- et y-terpinénes).
Acides-phénols  Acides quinique, protocatéchique, rosmarinique (0,2 a 1,3 %),
caféique et chlorogénique
Flavonoides Apigénine, quercétine, lutéoline, kaempférol, apigénine-7-O-3-
D-rutinoside, linarine (acacétine-7-O-rutinoside) isomeres 1 et

2, trihydroxy-triméthoxyflavone, dihydroxy-triméthoxyflavone.

OH HO \/
H.C CH H.C CH HO

3 3 3 3 OH

Thymol Carvacrol Acide chlorogénique
OH

CH,
HO

(0] OMe

OH O

Linarine = Acacétine 7-O-rutinoside

Figure 1.2. Structure des composés caractéristiques (Ghedira et Goetz, 2019).
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1.3. Propriétés pharmacologiques
1.3.1. Propriétés antibactériennes
Ce qui fait la particularité de cette plantes aromatique, c’est sa concentration
majoritaire en carvacrol (phénols monoterpénoides), qui lui confére sa propriéte
antibactérienne. Des études confirment ses propriétés anti-infectieuses. Elle est
utilisée dans le cas d'infections de la sphére digestive (gastro-entérite), d'infections

gynécologiques et pulmonaires.

Elle a une composition majoritaire en phénols, principalement du carvacrol (Ghedira
et Goetz, 2019 ; Laurain-Mattar et al., 2023). Les phénols ont par ailleurs un effet
immunostimulant qui confére une action supplémentaire pour enrayer les infections

et éviter les surinfections.

En raison de la riche quantité d'huile végétale, différentes espéeces ont été évaluées
pour leur pouvoir antimicrobien. En utilisant un test de diffusion sur disque, 1'huile
a démontré une activité contre Pseudomonas en comparaison avec l'érythromycine.
En utilisant la méthode de dilution, la concentration minimale inhibitrice (CMI) était

de 31 pg/mL (Pirbalouti er Dadfar, 2013).

Dans une autre étude utilisant des méthodes de diffusion sur disque et de dilution
en gélose, l'activité antimicrobienne de l'huile contre 10 isolats cliniques
d'Helicobacter a été observée. L'huile a présenté de puissants effets inhibiteurs

(Falsafi et al., 2015).

Par ailleurs, l'activité antibactérienne de l'extrait aromatique et son potentiel
d'inhibition du biofilm ont été évalués sur deux souches de Salmonella typhimurium

(Miladi et al., 2016).

1.3.2. Activités anti-inflammatoires, antinociceptives et cicatrisantes

Les extraits hydroalcooliques et polyphénoliques ont été évalués pour d'éventuelles
activités anti-inflammatoires et analgésiques. Le prétraitement avec ces extraits a
diminué les contractions abdominales et 1'cedéme de la patte induits par 1'acide

acétique (Hajhashemi et al., 2012).



Pour évaluer les effets thérapeutiques dans l'inflammation parodontale, une étude
a révélé que l'extrait de la plante peut réduire le rapport bactéries vivantes/mortes

(Zeidan-Chulia et al., 2015).

Une autre étude a confirmé les activités antinociceptives de l'extrait d'éthanolique
en utilisant différents tests.

Concernant les tests de contraction de la queue et de plaque chauffante, l'extrait
(100 mg/kg ; ip) a démontreé un effet analgésique 15 minutes apres l'injection (Saberi

et al., 2013).

De plus, il a été révélé que cette espéce posséde des effets protecteurs chez les
patients atteints de stomatite aphteuse. Dans un essai clinique randomisé controlé
par placebo, ’huile (groupe A) et 'extrait hydroalcoolique (groupe B) ont été évalués,
en comparaison avec un placebo. Le temps moyen d'élimination de la douleur dans
les deux groupes a montré des différences significatives par rapport au placebo

(Ghazanfari et al., 20006).

1.3.3. Activité antivirale
Parmi plusieurs espéces de ce genre, seule quelques espéces botaniques ont
présenté une activité antivirale selon le modéle de cytopathogénicité induite par le

virus de I'immunodéficience humaine 1 (VIH1) (Yamasaki et al., 1998).

Cette transcription est nécessaire a « 'implantation » et a la multiplication du virus.
L’acide rosmarinique aurait un effet synergique avec un médicament inhibiteur de
I'enzyme intégrase, d’ou lintérét d’effectuer davantage d’études sur cet extrait

(Suksawat et Panichayupakaranant, 2022).

1.4. Toxicité et précautions d’emploi

Elle ne doit jamais étre utilisée pure sur la peau. En cas de bralure ou de projection
accidentelle, il convient de rincer a l'aide d’'une huile végétale, en insistant bien au
niveau du cul-de-sac conjonctival si les yeux sont concernés. Elle ne doit pas étre

utilisée par les femmes enceintes (Vostinaru et al., 2020 ; Soni et al., 2023).



Certains composés naturels contenus dans cette huile aromatique peuvent
présenter un risque d'allergie chez certaines personnes sensibles lorsque I'HE est
incorporée dans une composition cosmeétique (selon le 7éme Amendement de la
Directive Européenne relative aux produits cosmétiques (2003/15/CE)) : linalol,

limoneéne, géraniol (Union Européenne, 2003).



Chapitre 2
MATERIEL ET METHODES

Au cours de notre stage pratique, nous avons eu l'opportunité de travailler au sein
de plusieurs laboratoires. Les travaux de formulation dermocosmétique ont été
menés dans la société de production des cosmétiques bio. L’étude des propriétés
rhéologiques des préparations topiques a été réalisée au laboratoire de rhéologie du
département de chimie. L’évaluation des propriétés antibactériennes de l'extrait
aromatique a été effectuée au laboratoire de microbiologie de ’hopital de Blida.

Par ailleurs, les tests d’irritation cutanée in ovo ont été réalisés au laboratoire de

toxicologie.

2.1. Matériel

2.1.1. Huile testée

L’extrait aromatique provient d'une distillerie locale située a Blida. Cette huile
aromatique est conservée dans des flacons stériles et teintés a température
ambiante pour limiter les phénomeénes d’oxydation ou d’altération chimique et de

contamination microbienne.

2.1.2. Souches microbiennes
Les Souches bactériennes utilisées sont fournies par le laboratoire de microbiologie.
Certaines espéces sont de référence, origine ATCC (American type culture collection)

alors que d’autres isolats sont isolés cliniquement des prélévements.

2.1.3. Animaux de laboratoire
En ce qui concerne l’évaluation des propriétés toxicologiques in vivo, nous avons
utilisés des lapins pour le pouvoir toxicologique des préparations phyto-

pharmaceutiques (Tableau 2.1).



Tableau 2.1. Informations sur les lapins utilisées pour 1’évaluation du pouvoir

toxicologique.
Race des lapins Albinos
Nom scientifique Oryctolagus Cuniculus
Souche New Zealand White
Poids (g) 2880 - 3000
Sexe Males et femelles.
Nourriture Granulés
Boisson Eau de robinet

Température ambiante 18 - 28 °C

2.1.4. Milieux de culture et produits chimiques

Les milieux de culture utilisés sont la gélose Muller-Hinton (MH) pour les bactéries.
Aussi, nous avons utilisé plusieurs antibiotiques comme contréle positif, a savoir
céfoxitine (30), teicoplanine (30 ug), Acide fusidique (10 ug), imipenéme (10 ug),

céfazoline (30 ug), ciprofloxacine (10 ug), céfotaxime (10 pg) et amoxicilline (30 ug).

2.2. Méthodes

2.2.1. Etude de l'activité antibactérienne de I’huile par diffusion en milieu
gélosé (aromatogramme)

L’évaluation du pouvoir antimicrobien de l’huile aromatique est menée selon la
méthode de diffusion en milieu gélosé, appelée aussi aromatogramme (Dobre et al.,
2011 ; Ignatiuk et al., 2023). Cette technique est similaire a celle de 'antibiogramme

(figure 2.1) utilisée en microbiologie.

L’aromatogramme constitue une méthode qualitative et semi-quantitative largement

utilisée pour évaluer l'activité antibactérienne des huiles.

Cette méthode présente 'avantage d’étre simple, rapide et adaptée a I’évaluation
comparative de plusieurs huiles aromatiques ou fractions volatiles contre différentes
souches bactériennes. Elle permet également de mettre en évidence la variabilité de
la sensibilité microbienne, notamment entre bactéries Gram-positives et Gram-

négatives.



Des milieux Mueller-Hinton ensemencés avec des souches bactériennes ont recu des
disques de papier filtre imprégnés de différentes quantités d’extrait aromatique, afin
d’analyser une éventuelle relation dose-effet. Aprés incubation a 37 °C pendant 24
heures, les diameétres des zones d’inhibition ont été mesurés pour évaluer 'efficacité

inhibitrice de 1’huile.

et

-
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Préparation du milieu de culture

dans des boites Pétri.

D

el

Figure 2.1. Technique de diffusion en milieu gélosé (test d’aromatogramme) de

Pextrait in vitro.

2.2.2. Etude de l'activité antimicrobienne par microatmosphére (phase vapeur)
L’étude de l’activité antibactérienne de l’extrait aromatique par la méthode de
microatmospheére repose sur la diffusion de ses composés volatils dans l'espace clos

d’une boite de Pétri (Dobre et al., 2011 ; Ignatiuk et al., 2023).
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La méthode de la microatmosphére, également appelée test en phase vapeur,
constitue une approche alternative et complémentaire a 'aromatogramme classique
pour I’évaluation de ’activité antimicrobienne.

Ce test repose sur la volatilité des composés aromatiques et sur leur capacité a
inhiber la croissance microbienne dans l’espace gazeux au-dessus du milieu de
culture. Il permet ainsi d’évaluer l’efficacité des huiles sous forme de vapeurs,
reproduisant des conditions d’utilisation proches de celles rencontrées dans certains
contextes d’aromathérapie, de conservation alimentaire ou de formulations

cosmeétiques.

Apres ensemencement du milieu Mueller-Hinton avec une suspension bactérienne,
un disque imprégné de différents volumes d’extrait végétal est fixé sur l'intérieur du
couvercle, sans contact avec la gélose. L’activité est évaluée par mesure des zones

d’inhibition (mm) formées autour des colonies.

L’évaluation de l’activité antimicrobienne par microatmosphére constitue un outil
efficace et complémentaire aux meéthodes classiques. Elle permet de mieux
comprendre le role des composés volatils dans 'action antimicrobienne des huiles
et ouvre des perspectives intéressantes pour leur application dans les domaines

pharmaceutique, cosmétique et agroalimentaire.

2.2.3. Préparation des formes phytopharmaceutiques

2.2.3.1. Préparation a base d’huile aromatique

Il s’agit d'une forme semi-solide obtenue par mélange d'une phase grasse et, selon
la formule, d'une faible proportion de phase aqueuse. Cette formule galénique,
traditionnellement représentée par le « cérat de Galien », est largement utilisée
comme base protectrice et émolliente. L’incorporation des extraits aromatiques
naturels permet d’associer les propriétés nourrissantes et protectrices du tissu
cutané de la base cire-huile aux activités biologiques spécifiques des composés

aromatiques.
Pour la préparation de cette forme, nous avons commencé par peser avec précision

les différentes matiéres grasses, a savoir les beurres et les cires, les émulsifiants et

la lanoline.
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Pesée des ingrédients

Refroidissement et conditionnement
Figure 2.2. Préparation de la forme phytopharmaceutique a base d’huile

aromatique.

Dans un bain-marie, nous avons fondu lentement tous ces ingrédients jusqu’a
l'obtention d'une phase homogéne (figure 2.2). Une fois le mélange fondu et bien
uniforme, nous avons retiré le récipient du bain-marie puis nous avons ajouté
progressivement les huiles végétales telles que ’huile d’amande, ’huile aromatique
et la vitamine E (antioxydant), tout en remuant doucement pour éviter I'introduction
d’air. Lorsque le mélange commence a tiédir, il est versé dans un pot stérile et

hermétique, puis laissé a température ambiante pour se solidifier.
2.2.3.2. Préparation d’une forme topique

La préparation d’une forme topique commence par la séparation des ingrédients en

deux phases, grasse et aqueuse, selon les étapes illustrées dans la figure 2.3.
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Préparation de la phase aqueuse

4

Test du pH de la forme

Figure 2.3. Préparation d’une forme topique a base d’extrait aromatique naturel.

Dans la phase grasse, nous avons introduit successivement un émulsifiant, de
lanoline, et d’huile d’amande végétale. Ce mélange est chauffé au bain-marie a 70 °C
jusqu’a fonte compléte et homogénéisation des corps gras. En paralléle, la phase
aqueuse est préparée en chauffant, a la méme température, un mélange d’eau

distillée.

Lorsque les deux phases sont a température équivalente, la phase aqueuse est
lentement versée dans la phase grasse sous agitation constante pour former la forme
topique. L’agitation est maintenue jusqu’au début du refroidissement de la
préparation, afin de stabiliser la texture. Enfin, nous avons additionné les
ingrédients thermosensibles tels que ’huile aromatique, le conservateur.

L’agitation est poursuivie jusqu’a complet refroidissement pour obtenir une forme

homogeéne.
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2.2.3.4. Préparation d’un gel

La préparation du gel (figure 2.4) commence par la pesée précise de tous les
ingrédients. Dans un premier bécher, nous avons préparé la base gélifiante. Le
meélange est ensuite mixé énergiquement jusqu’a obtention d’un gel homogéne, lisse
et sans grumeaux.

Dans un second bécher, nous avons rassemblé les composants hydrosolubles tels
que l'eau distillée, et le conservateur. Par la suite, nous avons incorporé le mélange
dans le bécher contenant la phase aqueuse (eau et extraits) en remuant doucement
jusqu’a formation d'un gel uniforme.

Ensuite, T’huile végétale est ajoutée goutte a goutte au gel tout en mélangeant
délicatement, afin d'assurer une bonne dispersion sans déstabiliser la texture.

Enfin, le gel obtenu est transvasé dans un pot stérilisé et hermétique.

“

-

“
-

Mélange des deux phases

aqueuse et gélifiante

Conditionnement dans un pot

Figure 2.4. Préparation d’un gel a base d’un extrait aromatique naturel.
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2.2.4. Etude comportement rhéologique par test d’écoulement

Les tests d'écoulement sont essentiels pour déterminer la viscosité d'un fluide en
fonction de la contrainte qu'il subit, appelée taux de cisaillement. Ils révélent
comment le fluide se comporte dans diverses conditions. La procédure du test
consiste a mesurer la viscosité apparente (en Pa.s) des préparations
phytopharmaceutiques tout en faisant varier le taux de cisaillement (y) sur une plage
étendue. Le résultat de cette analyse est un profil rhéologique qui montre 1'évolution
de la viscosité apparente. Pour réaliser ce test, nous utilisons un rhéomeétre MCR
302 (figure 2.5).

Figure 2.5. Rhéomeétre MCR 302 pour le test d’écoulement.

2.2.5. Etude de toxicité des préparations phytopharmaceutiques

2.2.5.1. Evaluation de l'irritation cutanée des produits phytopharmaceutiques
chez le lapin

Pour déterminer 1Indice d'Irritation Primaire (IIP) des préparations
phytopharmaceutiques, nous avons suivi un protocole standardisé chez le lapin
(figure 2.6) (OCDE, 2015).

Environ 24 heures avant l'application des produits, nous avons pesé les lapins et
soigneusement rasé leur dos et leurs flancs sur une surface d'environ 14 x 14 cm.
Cette étape a €té réalisée avec la plus grande précaution pour éviter toute irritation
ou blessure cutaneée.

Le jour de l'essai, nous avons créeé des scarifications superficielles (sans saignement)

sur le flanc droit de chaque animal a 'aide d'un vaccinostyle.
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Ces scarifications consistaient en trois lignes paralléles d'environ 2,5 cm de long,
espacées de 0,5 cm.

Les pansements ont été retirés et les résidus de produit nettoyés délicatement a
l'eau. Les observations cliniques et les lectures ont été effectuées 4 heures apres

l'application, puis a 24, 48 et 72 heures.

Les réactions inflammatoires locales ont été notées sur les zones incisées et non
incisées. Pour chaque parametre, une échelle de scores allant de 0 a 4 a été utilisée

pour évaluer la sévérité de la réaction. L'IIPC est calculé selon la formule :

Somme scores d’irritation
IIPC =

Nombre total des sites testés

Si le résultat de IIP < 0,5 : produit non irritant.

Lorsque les scores d'érythéme et d'cedéme sont nuls, le produit est considéré comme
non irritant. Cela signifie qu'il n'a provoqué aucune réaction visible sur la peau, ce

qui est idéal pour les applications cutanées.

/
Z '
7> A -
Y
3 Scarifications paralléles

Figure 2.6. Réalisation du test de Draize (irritation cutanée) chez 'animal (lapin) in

Vivo.
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2.2.5.2. Evaluation du potentiel irritant des préparations topiques par la
méthode HET-CAM

Pour déterminer le pouvoir irritant des préparations phytopharmaceutiques
topiques a base d'huile aromatique, nous avons utilisé la méthode HET-CAM (Hen's

Egg Test — Chorioallantoic Membrane) (De Silva et al., 1992 ; Steiling et al., 1999).

Le test de la membrane chorioallantoique de 1'ccuf de poule (HET-CAM) est devenu
une méthode in vitro de référence pour 1'évaluation du potentiel irritant oculaire et,
par extension, 1'évaluation de la tolérance des préparations topiques. Développé
comme une alternative éthique et efficace au test de Draize sur lapin, il utilise la
membrane chorioallantoique (CAM) d'ceufs de poule embryonnés, une structure trés
vascularisée qui présente des caractéristiques et une réactivité similaires a celles de
la conjonctive et de l'iris de I'ceil. L'objectif principal de ce protocole est de prédire le
risque d'irritation pour les formulations, notamment les formulations dermiques ou

les produits cosmétiques.

Le HET-CAM se distingue ainsi comme un outil de pré-screening rapide, simple et
relativement peu couteux, permettant aux fabricants de formuler des produits plus
surs deés les premiéres étapes de développement et de répondre aux exigences
réglementaires qui promeuvent activement les méthodes alternatives a

I'expérimentation animale.

Cette technique repose sur l'observation des effets vasculaires que les produits
provoquent sur la membrane chorioallantoique (CAM). Dans un premier temps, les

ceufs fécondés sont mis en incubation dans une étuve a 37 °C pendant 10 jours.

Quatre ceufs sont utilisés par produit testé. Avec une pince, une petite fenétre est
découpée dans la coquille pour exposer la membrane CAM. Celle-ci est d'abord
humidifiée avec de l'eau physiologique, puis la fine membrane recouvrant la CAM

est délicatement retirée pour une meilleure exposition.
A laide d'une micropipette réglable, 300 uL de chaque préparation liquide sont
délicatement déposés sur la membrane CAM afin de la recouvrir entiérement (figure

2.7).
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Apres 22 secondes, la membrane est rincée avec de 1'eau physiologique pour stopper
I'action du produit.
Apreés les observations, l'embryon est euthanasié par injection de chlorure de

potassium (KCI).

Découpe de la coquille

pour exposer la CAM.

Observation minutée des
altérations vasculaires
Figure 2.7. Test HET-CAM pour I’évaluation du pouvoir irritant des préparations

topiques.
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Chapitre 3
RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Pouvoir antimicrobien de I’huile in vitro

L'évaluation du pouvoir antimicrobien des huiles constitue un axe majeur de la
recherche, notamment face a l'émergence croissante de souches bactériennes
multirésistantes.

Cette évaluation est classiquement réalisée in vitro via plusieurs méthodes, qui, bien
que non standardisées internationalement, s'inspirent des protocoles utilisés pour
les antibiotiques. La technique la plus courante est 'aromatogramme, équivalent de
I'antibiogramme par diffusion sur milieu gélosé (généralement Mueller-Hinton pour

les bactéries).

L’¢tude des propriétés antimicrobiennes de ’huile aromatique a été réalisée sur des

souches microbiennes de référence et des souches isolées cliniquement.

Les résultats de cette étude antimicrobienne sont rapportés dans le tableau 3.1.,

pour les deux techniques testées, 'aromatogramme la microatmosphere.

Tableau 3.1. Activité antibactérienne de ’huile aromatique.

Aromatogramme Microatmospheére

Volume huile

Souches bactériennes

Diameétre de zone d’inhibition (DZI, mm)

Staphylococcus epidermidis IT IT IT 31 57 66
(ATCC)

Salmonella typhimurium 15 13 68 - - -
(ATCC)

Proteus mirabilis 14 26 49 9 22 36

(-) Absence d’inhibition ; ATCC = American type culture collection ; IT = inhibition

totale.
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L’é¢tude montre que l’activité antibactérienne de ’essence aromatique varie selon la

technique utilisée, la souche bactérienne testée, et le volume appliqué.

En technique d’aromatogramme, l’huile a montré une forte efficacité contre S.
epidermidis (ATCC), avec une zone d’inhibition totale, quel que soit le volume utilisé
(figure 3.1), suggérant une grande sensibilité de cette souche. Une activité modérée
a forte est également observée contre P. mirabilis, avec une nette amélioration de
l'effet inhibiteur lorsque le volume de l’huile végétale augmente, indiquant une

relation dose-dépendante. Pour S. typhimurium, l’effet est irrégulier.

Par la méthode de microatmospheére, qui évalue la diffusion en phase vapeur, nous
avons constaté que, contrairement a la technique précédente, une activité
remarquable est également notée contre le S. epidermidis, avec une efficacité
croissante en fonction du volume. En revanche, la bactérie Gram-négatif S.
typhimurium demeure totalement insensible a I’action inhibitrice de la phase vapeur
de T’huile. Un effet dose-dépendant a été aussi noté pour les deux souches Gram-
négatif avec des diameétres des zones d’inhibition qui augmentent mm pour P.

mirabilis.

Contrairement a l'aromatogramme classique (diffusion sur disque) ou l'effet est da
a la fois a la diffusion dans le milieu gélosé et a la phase vapeur, la micro-atmospheére
isole spécifiquement l'action de la fraction volatile. Cette méthode est cruciale pour
les huiles riches en monoterpénes trés volatils, car elle simule des conditions
d'utilisation réelles ou l'effet est recherché par voie aérienne ou dans des
environnements confinés, comme la conservation alimentaire ou l'assainissement
de l'air. Toutefois, l'absence de zone d'inhibition ne signifie pas une inefficacité

totale, mais plutot une faible activité de la phase vapeur a la concentration testée.

L'évaluation in vitro des huiles présente des défis méthodologiques uniques,
principalement dus a leurs propriétés physico-chimiques, a savoir leur faible
solubilité dans l'eau et leur haute volatilité. Dans les méthodes de diffusion sur
disque (aromatogramme), la nature hydrophobe de l'huile aromatique peut limiter
sa diffusion efficace dans le milieu gélosé, conduisant parfois a une sous-estimation

de son pouvoir réel.
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De plus, la volatilité des composés peut entrainer une perte de concentration
pendant l'incubation, impactant la fiabilité des résultats quantitatifs. Pour pallier le
probléme de la solubilité dans les méthodes en milieu liquide (CMI/CMB), des agents
émulsifiants ou dispersants sont utilisés, mais il est crucial de s'assurer que 1'agent
lui-méme (comme le DMSO) n'ait aucune activité antimicrobienne propre ou qu'il
n'interfére pas avec l'activité de I'HE, en incluant des témoins négatifs appropriés.
Ces considérations sont essentielles pour garantir des résultats précis et

interprétables.

N
i

-

A c
S. epidermidis (ATCC) (Aromatogramme)

&g
‘

4

S. epidermidis ATCC (Microatmospheére)
Figure 3.1. Exemples de résultats de l’activité antimicrobienne in vitro en

aromatogramme et microatmospheére.

L’huile aromatique est largement reconnue pour son puissant effet antibactérien, en
particulier contre les bactéries a Gram positif. Cette activité a été démontrée a
travers différentes méthodes in vitro, notamment par technique de diffusion en
milieu gélosé.
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Les résultats obtenus par cette méthode réveélent une forte sensibilité de
Staphylococcus epidermidis a l'huile végétale, avec des zones d’inhibition
significatives, souvent supérieures a celles observées avec certaines souches de
bactéries a Gram négatif (Marin et al., 2012 ; Nedorostova et al., 2011 : Santos et

al., 2019).

Elle est aussi efficace dans l'inhibition des bactéries multi-résistantes telles que le
S. aureus résistant a la méticilline (Nedorostova et al., 2011). L'efficacité de 1'huile
est principalement due a la synergie de ses composés phénoliques majoritaires. Ces
monoterpénes phénoliques représentent souvent plus de 70-80% de la composition
totale de l'huile. Ces composés lipophiles peuvent s'insérer dans la bicouche
lipidique de la membrane cellulaire bactérienne et entrainer une augmentation de
la perméabilité de la membrane, perturbant ainsi son intégrité et sa fonction (Xu et

al., 2008 ; Kachur et Suntres, 2020 ; Hajibonabi et al., 2023).

En microatmospheére, des travaux scientifiques ont démontré que les vapeurs des
huiles aromatiques possédent une activité inhibitrice marquée sur la croissance de
bactéries Gram-positives. Cette technique permet de mettre en évidence la capacité

de ’huile a agir a distance, en créant un environnement toxique pour les bactéries.

Dans certaines études, les zones d’inhibition observées en phase vapeur sont
comparables voire supérieures a celles en phase solide, suggérant une excellente
volatilité et une capacité de pénétration des membranes bactériennes par les
composés actifs présents dans ’air ambiant (Hashemi et al., 2022 ; Acs et al., 2018 ;

Reyes-Jurado et al., 2020).

3.2. Etude du comportement rhéologique des préparation topiques

Un controdle rhéologique précis permet aux formulateurs de garantir que le produit
ne se séparera pas en phases (synéreése ou crémage) au fil du temps (stabilité), et
qu'il présentera les caractéristiques d'étalement, d'adhérence et de pénétration
attendues par le consommateur. La mesure de la viscosité apparente en fonction de
la contrainte de cisaillement (ou vitesse de cisaillement) est 1'outil principal pour

cette caractérisation.
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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.

Le tracé obtenu montre qu’a faible vitesse de cisaillement, la viscosité est trés élevée
(> 10* Pas) ce qui signifie que la créme est épaisse et stable. Le tracé montre que la
viscosité des préparations topiques diminue progressivement avec 'augmentation
de la vitesse de cisaillement, typique d'un comportement non newtonien de type
pseudo-plastique.

Autrement dit, la créme devient moins visqueuse lorsque la force de cisaillement
augmente, ce qui est un comportement typique des formulations cosmétiques. Ce
type de profil est recherché en dermocosmeétique car il refléte une bonne applicabilité

cutanée (Coussot et Grossiord, 2002).

3.3. Test de Draize pour la détermination de I’indice d’irritation primaire

Le Test de Draize était historiquement la méthode standard pour évaluer l'indice
d'irritation primaire cutané des substances chimiques et des produits finis, y
compris les préparations dermocosmétiques. Ce test in vivo visait a déterminer le
potentiel d'une substance a provoquer des lésions ou des réactions inflammatoires

sur la peau (irritation cutanée) ou les yeux (irritation oculaire).

L’évaluation de lindice d’irritation primaire (IP) cutanée chez le lapin (Figure 3.2) a
été réalisée afin d’estimer la tolérance dermique des préparations dermiques
formulées a base d’huile végétale. Le test a été effectué sur deux lapins selon le
protocole standardisé de scarification et d’application topique sur peau scarifiée et
non scarifiée, avec une observation des signes d’érythéme et d’cedéme a différents
temps (4 h, 24 h, 48 h et 72 h). Les résultats obtenus ont révélé un indice d’irritation

primaire total quasi-nul.

Selon les critéres d'interprétation, un indice inférieur ou égal a 0,5 correspond a un
produit classé comme "non irritant" pour la peau. Ces résultats indiquent que les
préparations phyto-pharmaceutiques sont bien tolérées par la peau, suggérant au
passage une bonne innocuité cutanée des formulations a la concentration utilisée.
Cette tolérance favorable appuie l'utilisation topique sécurisée des formes
galéniques dermiques formulées a base d’huile en usage dermocosmétique ou

thérapeutique local.
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(Apres 24h)

Figure 3.2. Résultats du test de Draize aprés 24h d’application.

3.4. Test d’irritation par technique HET-CAM
Le Test Hémorragie Chorioallantoique de 1'CEuf de Poule Embryonnée (HET-CAM,
pour Hens Egg Test-Chorioallantoic Membrane) est une méthode alternative in vitro
largement utilisée pour évaluer le potentiel irritant des ingrédients et des
formulations cosmétiques et dermocosmeétiques.
Le test HET-CAM utilise la membrane chorioallantoique (CAM) d'un ceuf de poule
embryonnée (aprés 9 a 11 jours d'incubation). Cette membrane, richement
vascularisée, constitue un modeéle biologique pertinent car elle réagit aux irritants
chimiques par des phénomeénes vasculaires et inflammatoires similaires a ceux
observés sur la conjonctive de 1'ceil.
Développé en réponse aux critiques éthiques et scientifiques du test de Draize
oculaire sur lapin, le HET-CAM permet de classer les substances selon leur sévérité
irritante (non irritant, légérement irritant, irritant ou fortement irritant), sans
recourir a l'expérimentation animale sur des espéces mammiferes. Il est
particulierement pertinent pour les produits destinés a étre utilisés prés des yeux
(mascaras, ombres a paupieres, cremes contour des yeux), mais peut également
pour le cérat, indiquant 1'absence totale de réaction vasculaire (aucune hémorragie,
coagulation ou hyperémie) observée sur la membrane CAM.
Le témoin positif, a induit une notation supérieure a 10, traduisant une irritation
sévere avec 'apparition des trois phénomeénes vasculaires. L’eau physiologique, en
tant que témoin négatif, a également obtenu une notation de O, confirmant la validite
du test. Nos résultats démontrent que les préparations topiques ne présentent de
pouvoir irritant oculaire significatif selon le test HET-CAM. Elles sont donc classées
comme non irritantes, ce qui appuie leur sécurité d’utilisation pour une application
topique.
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Les résultats obtenus dans le HET-CAM sont particuliérement encourageants
compte tenu de la présence de composés phénoliques qui sont connus pour leurs
effets antimicrobiens puissants mais parfois irritants a forte concentration (Lorenzi
et al., 1995 ; Can Baser 2008). Leur incorporation dans une formulation dermique
bien équilibrée, comprenant des excipients émollients et apaisants (comme le beurre
de karité, les huiles végétales ou la lanoline), pourrait expliquer la neutralisation de

leur potentiel agressif et la bonne tolérance cutanée observée.
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Conclusion

L’utilisation des huiles aromatiques dans les formulations cosmétiques connait un
essor remarquable, principalement alimenté par la tendance forte a la naturalité et
le désir des consommateurs d'utiliser des produits percus comme plus "sains" et

"authentiques".

Les huiles aromatiques, extraits concentrés et volatils de plantes aromatiques, sont
considérées comme des ingrédients de choix pour remplacer les parfums et certains
actifs de synthése. Leur origine végétale et leur mode d'extraction (souvent par
distillation a la vapeur ou expression a froid, sans solvant chimique) s'alignent

parfaitement avec les critéres de la cosmétique biologique et naturelle.

Cet engouement ne se limite pas a l'odeur mais repose aussi sur la richesse de leur
composition en molécules actives, qui conférent aux produits finis un double
bénéfice, a la fois sensoriel et fonctionnel. Ces huiles concentrent une grande variété

de composés bioactifs leur conférant des vertus médicinales multiples.

Le pouvoir antibactérien a été évalué, in vitro, en utilisant deux techniques
complémentaires. En aromatogramme, lextrait aromatique exerce un effet
inhibiteur variable selon la souche bactérienne testée et la dose utilisée. Cette huile

a inhibée totalement le Staphylococcus.

Plusieurs préparations dermocosmeétiques ont été préparées et analysées, d’un point
de vue rhéologique, a travers le test d’écoulement a ’équilibre. Le tracé a montré que

ces formulations obéissent a un comportement non newtonien.

En perspectives et pour garantir la sécurité d’emploi et lefficacité de nos
formulations cosmétiques naturelles, plusieurs analyses doivent encore étre
approfondies. Il est essentiel de réaliser des tests toxicologiques complets tels que
I’é¢tude de sensibilisation, la phototoxicité et cytotoxicité sur des modéles in vitro

(comme les reconstructions épidermiques) et in vivo.
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