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Résumé

Ce travail s’est basé sur I’extraction des huiles végétales des deux plantes (méthode de
presse a froid pour Pistacia lentiscus et extraction au soxhlet pour Myrtus Communis ). Une
pommade dermique a été formulée a base de ses deux huiles en utilisant la méthode de

mélange par fusion.

Une série d’analyses ont été effectué sur les deux huiles et sur la pommade formulée afin
de connaitre mieux leurs caractéristiques physicochimiques, et pour compléter leurs
caractérisations des ¢études biologiques sont venue compléter notre étude et cela afin de

montrer que cette dernieére posseéde une activité antibactérienne et antifongique efficace.

Mots clés . Pistacia Lentiscus, Myrtus communis, huiles, pommade, antibactérienne, activité
antifongique.
Abstract

This work was based on the extraction of vegetable oils from both plants (cold pressing
method for lentisk and Soxhlet extraction for myrtle). A hydrophobic ointment was

formulated based on its two oils using the fusion mixing method.

A series of analyses were carried out on the two oils and on the formulated ointment in
order to better understand their physicochemical characteristics, and to complete their
characterizations, biological studies were added to our study in order to show that the latter

has an effective antibacterial and antifungal activity.

Keywords: lentisk, Myrtle, oil, ointment, antibactacterial , antifungal activity.
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INTRODUCTION

Les végétaux constituent une fonction nutritionnelle, elles servaient d’alimentation aux
animaux et aux hommes peuplant la terre. Mais le plus important ’homme a recherché
dans son environnement de quoi soulager ses maux ou traiter ses maladies et il découvrit

que les plantes possedent une autre fonction qui est le pouvoir de guérison.

A travers les continents, les hommes ont su acquérir la connaissance des plantes et de
leurs propriétés thérapeutiques, ainsi les médecines traditionnelles (chinoise, indienne, sud-
américaine, africaine...) sont riches d’une expérience accumulée depuis les temps les plus

anciens.

L’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) estime qu'environ 80% des habitants de la
planéte ont recours aux médecines traditionnelles a base de plantes en tant que soins de

santé primaire [1-2].

En Afrique, plus de 50% de la population utilise la Médecine traditionnelle pour se
soigner. Cette utilisation largement répandue s’explique par 1’accessibilit¢ et Ila
disponibilité de cette médecine dans les pays en voie de développement d’une part, et la
nocivité des effets secondaires des médicaments de synthése d’autre part. D’ou
I’engouement actuellement noté pour I’étude, la valorisation et I’exploitation des richesses

de la dite médecine.

A l'origine, ces ressources étaient employées sous leur forme brute, puis au fil du temps,
les différents préparation d'extraits et de concentrés ont permis d'intensifier l'effet

médicinal des plantes [3].

Aujourd’hui, I’efficacité de la médecine « par les plantes » est reconnue et démontrée
scientifiquement. Ses bienfaits incontestables pour notre santé et sa dimension naturelle ont
permis a la phytothérapie d’entrer dans notre vie, elle est donc certainement la meilleure

approche pour prévenir mais aussi pour soigner la majorité¢ de nos maux du quotidien.

Actuellement, la population algérienne utilise un bon nombre de plantes médicinales

endémiques, on trouve parmi elles le Pistacia lentiscus et le Myrtus communis.

Pistacia lentiscus est un arbrisseau appartenant a la famille des Anacardiaceae [4], c’est
une espece médicinale qui se développe sur tout type de sol, dans 1’Algérie subhumide et

semi-aride. La vaste utilisation de cette plante de la pharmacopée arabe et européenne

-



depuis les anciens temps en médecine traditionnelle (soigner quelques irritations de la
peau, la chute de cheveux et certains malaises gastriques) est justifiée par sa richesse en

composants chimiques [5].

L’huile de lentisque est extraite a partir de bais cette espéce est tres utilisée, seul ou
additionnée a d’autres huiles ou composants dans la médecine traditionnelle pour le

traitement des blessures et briilures.

Myrtus communis, communément appelé Myrte, est un arbuste aromatique de la famille
des Myrtacées, répandu tout autour du bassin méditerranéen. L’huile de myrte est extraite
par les fruits de myrte, ces baies ont une longue histoire d’application. Elles sont utilisées
pour leurs effets positifs sur la sant¢ humaine, comme antiseptique, analgésique,

cardiotonique, diurétique, anti-inflammatoire, et antidiabétique [6].

Malgré leur large utilisation en médicine traditionnelle, peu de travaux scientifiques ont
été réalisés pour valoriser le lentisque pistachier et le myrte communs. Ceci, nous a poussé
a les incorporés dans une préparation galénique (pommade) afin d’améliorer leurs pouvoir

d’adsorption relativement faible sous forme brute.

D’autre part, Il nous paraissait donc intéressant d’explorer la piste d’une possible

synergie entre 1’huile de lentisque pistachier et I’huile de myrte commun.

Le but de notre travail est de démontrer qu’une association entre I’huile de pistacia

lentiscus et celle du myrtus communis pourrait potentialiser les effets antimicrobiens.

La présente étude est axée sur trois principaux objectifs :
1- L’extraction de I’huile de Myrtus communis a partir des baies.
2- Formulation d’une pommade a base des deux huiles végétales de Pistacia lentiscus
et Myrtus communis.

3- Détermination de I’activité antimicrobienne de la pommade.
Le mémoire est structuré en deux parties réparties en cinq chapitres :

1- La premiére partie présente 1’étude bibliographique subdivisée en trois chapitres:

» Chapitre I : Présente une étude caractéristique des familles et des genres des deux
especes de Pistacia lentiscus et Myrtus communis.

» Chapitre II: Présente une étude sur les huiles végétales et leurs méthodes

d’extraction.

-



» Chapitre III : Ce chapitre présente la forme pharmaceutique « Pommade ».

2- La seconde partie traite la phase expérimentale et comporte deux chapitres :
» Chapitre IV : Porte sur le matériel et les méthodes utilisés.

» Chapitre V : Est consacré a la description et la discussion des résultats obtenus.

Des références bibliographiques et des annexes viennent compléter le texte ¢laboré en
mémoire inauguré par une introduction générale et cloturé par une conclusion et les

perspectives.
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CHAPITRE I : ETUDE BOTANIQUE DES DEUX PLANTES PISTACIA
LENTISCUS ET MYRTUS COMMUNIS

I.1. Pistacia lentiscus

I.1.1. Descriptif de la plante

Le lentisque pistachier « Pistacia Lentiscus», couramment appelé «Edharw sl en
arabe local est une espece qui appartient a la famille des Anacardiacées qui comprend

environ 70 genres et plus de 600 especes [7].

Il pousse dans les garrigues et surtout les maquis des climats méditerranéens, c’est un

arbrisseau dioique thermophile de 1 a 3 meétres, a odeur résineuse forte (Fig. I.1) [8].

Figure 1.1 : Arbuste du Pistacia lentiscus.

Selon More et White il est caractérisé par (Fig 1.2):

e Une écorce rougeatre sur les jeunes branches et vire au gris avec le temps.

e Des branches tortueuses et pressées, forment une masse serrée.

e Des feuilles persistantes, coriaces et on trouve des pieds males et femelles distincts
(espece Dioique) qui fleurissent en grappes denses en mois de Mai.

e Des fleurs, unisexuées d’environ trois mm de large se présentent sous forme de
grappe, elles apparaissent au printemps et sont trés aromatiques (la distinction entre
les fleurs males et femelles peut se faire par rapport a leur couleur, vert jaunatre

pour les femelles et rouge foncé pour les males).




e Les fruits sont des petites drupes seches de 4mm de long d’abord rouges qui
deviennent noirs a maturation .Les baies sont essentiellement utilisées pour extraire
une huile de couleur verte dont nous verrons plus loin les différentes étapes de
fabrication.

e La résine est connue sous le nom de mastic, c’est le produit le plus connu de cette

plante ; il s’agit d’une substance aromatique et résineuse qui suinte du tronc et des

branches principales [9].

BRANCHES . FLEURS,GR'AINE;’FLEURS
L - FRUITS....

Figure 1.2 : Les parties essentielles du Pistacia lentiscus.

1.1.2. Dénomination international du Pistacia lentiscus

Tableau 1.1 : Noms vernaculaires de Pistacia lentiscus [10].

Langue Noms
Arabe Edharw 5=l Sareys
Francais Arbre au mastic, Pistachier lentisque,

Resringe, Lentisque d’Espagne

Anglais Mastic ou mastick tree
Espagnol Lentisco, Charneca comun
Allemand Mastix baum

Italien Lentischio, Sondrio




1.1.3. Taxonomie de Pistacia lentiscus

Tableau 1.2 : La systématique du Pistacia lentiscus [8].

Reégne PLANTAE
Classe MAGNOLIOPSIDA
Sous-classe ROSIDAE
Ordre SAPINDALES
Famille ANACARDIACEAE
Genre PISTACIA L. — pistache
Espece PISTACIA LENTISCUS L. — Arbre
de mastic

[.1.4. Répartition géographique de Pistacia lentiscus

Pistacia lentiscus est un arbrisseau que 1'on trouve en sites arides Asie et région

Meéditerranéenne de I’Europe et d'Afrique jusqu'aux Canaries [11].

On le retrouve sur tout type de sol, dans I'Algérie subhumide et semi-aride [12], Plus
précisément dans le bassin du Soummam en association avec le pin d'Alep, le chéne vert et

le chéne liege (Fig 1.3 ) [13].

g e
e

Figure 1.3 : La distribution géographique du Pistacia est démontrée par la couleur violette.

[14]

1.1.5 L’huile végétale de Pistacia lentiscus

L’huile de lentisque (elle contient 53% d’acide gras mono insaturé) est de couleur verte
foncée ; elle n’est enticrement liquide qu’a la température de 32 et 34 C°; au-dessous elle
laisse déposer une matiere blanche, susceptible de cristallisation, qui bientot envahit la

totalité de I’huile et la solidifie complétement [15].




Concernant la teneur en huile des différentes parties constitutives du fruit : la pulpe
montre la plus grande quantité d’huile, quelque soit le stade de maturité ; alors que la plus
faible teneur en huile est obtenue a partir des graines 4,37%,9,66% et 14,84%

respectivement pour les stades immatures, mirs ou trop mitrs [16].

Le rendement en huile varie de 11,95% (fruits non mires) a 45,97% (fruits trop mars) ;
une différence liée a une augmentation progressive de la teneur en huile des fruits de

Pistacia lentiscus au cours du processus de maturation du fruit.

Dans leurs études, Mezni et al ont trouvé comme principal acide gras 'acide oléique
avec plus de 56% du total des acides gras, suivie par l'acide palmitique et 1'acide linoléique

avec des taux respectifs de 27 et 16%.

Les acides gras insaturés (correspondant a I’acide oléique, l'acide linoléique et 1’acide
palmitique) représentent plus de 70% du total des acides gras. Le rapport entre acides gras

saturés / insaturés était presque 0,4[17].

La prédominance des acides gras mono insaturés et les teneurs élevées en acides gras

essentiels, attribuent une grande valeur alimentaire a cette huile [18].

1.1.6 Aspect pharmacologique et effet thérapeutique

Pistacia lentiscus occupe une place appréciable dans la médecine traditionnelle et
pharmaceutique. Les qualités thérapeutiques de cette espéce sont connues depuis l'antiquité
[19]. Il a plusieurs vertus dans le traitement des ulceres, I’hypertension, la toux, les maux

de gorge, I’eczéma, des calculs rénaux et la jaunisse [20].

La partie aérienne de Pistacia lentiscus est traditionnellement utilisée dans le traitement
de I'hypertension et possede un stimulant et propriétés diurétiques [21], aussi cette partie

posséde des propriétés antifongiques et antibactériennes appréciables [20 ,22].

Le mastic de Pistacia a été utilisé par les guérisseurs traditionnels pour le soulagement
des douleurs abdominales, des maux d'estomac, la dyspepsie et l'ulcere gastroduodénal
[23].

Aussi, le fruit du lentisque transformé en huile est utilis¢é comme un remede
d'application externe locale sous forme d’onguent pour soigner les brilures ou les douleurs

dorsales [24].

-



I.2. Myrtus communis

1.2.1. Descriptif de la plante

Le myrte commun « Myrtus communis », couramment appelé « Arrayhan g~z ! » en
arabe local est une espéce qui appartient a la famille des Myrtaceae, la huitiéme plus
grande famille de plantes a fleurs, en comptant plus de 140 genres et environ 5 600 especes

(Fig L.5).

Figure 1.4 : Photo de Myrtus communis.

Le myrte est un arbuste sempervirent de 1 a 3 meétres de haut caractériser par des
branches rougeatres qui sont trés ramifiées et ses petites feuilles d’un vert brillant sont
opposées, trés rapprochées, ovales-lancéolées aigués, entieres, coriacées, persistantes

mesurant 20-24 x 4-11 mm.

La floraison peut débuter a partir de mai- juin et s’étale jusqu’en aoit sous la forme de

fleurs blanches, odorantes, aux pétales d’un blanc éclatant ou taché de rose.

Les fleurs sont solitaires, jusqu’a 3 cm de diamétre, isolées a 1’aisselle des feuilles et

portées par de longs pédoncules.

Le fruit de Myrtus communis est une baie ovale (7-10 X 6-8 mm), et de couleur noir

bleuatre, quelque fois verte.

La pleine maturité¢ de ces fruits est atteinte au mois de novembre. Sous la peau bleu
foncé, la chair blanche est plus ou moins épaisse, parfois presque entierement résorbée, de

saveur apre, résineuse.

Le fruit est divisé intérieurement en trois loges qui renferment des graines nombreuses

courbées en croissant.




Les graines sont nombreuses avec des irrégularités de formes et de tailles. Elles sont

réniformes, luisantes, couleur ivoire (Fig 1.6) [25].

Figure 1.5: Les parties essentielles du Myrtus communis.

[.2.2. Dénomination internationale du Myrtus communis

Tableau 1.3: Noms vernaculaires de myrtus communis [26].

Langue Noms
Arabe Arrayhan, , A’as ,olsa )
Francais Herbe du Lagui, myrte commun.
Anglais Common myrtle, Greek myrtle, myrtle
Espagnol Arrayan, mirto, murta, murt.
Allemand Braut-Myrte, Brautmyrte, Gewohnliche Myrte.
Italien Mirtella , mirto , mortella .

1.2.3. Taxonomie du Myrtus communis

Selon (Grété), 1a taxonomie du Myrtus communis est donnée dans le tableau ci-dessous

Tableau 1.4 : La systématique du Myrte commun [27].

Reégne PLANTAE
Classe Dicotylédonae
Sous-classe ROSIDAE
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceaes
Genre Myrtus
Espéce Myrtus communis L




1.2.4. Répartition géographique de Myrtus communis

Le myrte est un représentant typique de la flore méditerranéenne, qui pousse dans les
foréts du pin et dans plusieurs régions situées a 600 m d’altitude [28]. Cette plante
aromatique, trés odorante, est également présente dans 1'Asie occidental, Amérique du Sud

et I'Australie (Fig 1.7) [29].

Il pousse sauvagement dans les régions coticres, les collines internes et les zones

foresti¢res du Nord de la Tunisie [30].

En Turquie, le myrte se trouve dans les foréts de pins et des rives, en particulier dans les
montagnes du Taurus, juste au-dessus de 500-600 m d’altitude [31].1 pousse spontanément

sur |'Atlas tellien et les régions cotieres d'Alger et de Constantine [32].
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Figure 1.6: Répartition géographique du Myrtus communis.

1.2.5. Les huiles végétales de Myrtus communis

Des ¢tudes sur I'analyse des acides gras des fruits de myrte ont montré que les acides
gras prédominants sont les acides : ol€ique, linoléique, palmitique et de l'acide stéarique
[33-34].

Selon Sedat Serce et al, I’analyse des acides gras a montré que les fruits du myrte
étudiés de la région méditerranéenne de la Turquie contenaient 14 acides gras. L'acide
oléique a été trouvé pour étre l'acide gras dominant (67,07%) suivi de 1’acide palmitique

(10,24%) et acide stéarique (8,19%) [35].

1.2.6. Aspect pharmacologique et effet thérapeutique

Le myrtus communis occupe une place importante dans I’histoire, il était réputé pour

son action antiseptique. Les feuilles du myrte commun ont été traditionnellement utilisées
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sous forme d’infusion, pour lutter contre les inflammations de la gorge et les douleurs

abdominales.

I est utilisé aussi pour lutter contre les bronchites et les dilatations bronchiques, les
catarrhes muco-purulentes des voies respiratoires et urinaires, la tuberculose pulmonaire, la

rhinorrhées, la sinusite, les otites, les diarrhées, les prostatites, et les hémorroides.

Il y a de nombreuses activités biologiques importantes de M. communis qui peuvent
étre sous-classifiées comme des effets biochimiques c'est-a-dire pharmacologiques, y
compris les effets anti-inflammatoires, antidiabétique, anti-muta génique, pro-apostolique
dans les cellules cancéreuses, antiathérogeéne, anti ischémique hépatique, aussi bien

qu'insecticide, et anti protozoaire.

En Algérie, les feuilles du myrtus communis sont utilisées comme remede contre les

affections des voies respiratoires.

Ses fruits sont aussi utilisés comme remede, consommés naturellement ou préparés sous

forme d’infusion [36].

Le myrte est considéré comme ¢€lément préventif contre les maladies liées au stress

oxydatif, pour sa richesse en composés phénoliques et en huiles essentielles [37].

Des études rapportées par Onal et al, ont montré que le myrte présente un grand

potentiel comme plante médicinale, ayant une activité hypoglycémique [38].
I.3. L’activité antimicrobienne du Pistacia lentiscus et le Myrtus communis

De nombreux auteurs ont rapporté que les extraits d’herbes ont des composés chimiques
capables d’avoir une activité antimicrobienne [39]. Les constituants des extraits sont actifs

contre une large gamme de bactéries levures et champignons.
L’activité antimicrobienne se divise en plusieurs types a savoir :

1- L’activité antibactérienne

Les plantes n’ont pas un systéme immunitaire proprement dit qui peut identifier
une infection spécifique, leur propriété antimicrobiennes sont généralement
efficaces contre une large gamme de micro-organisme. Ces propriétés sont utiles

pour les infections chez les humains [40-41].




2- L’activité antifongique

Le pouvoir antifongique des plantes aromatiques a été mis en évidence par de
nombreux auteurs contre les moisissures allergisantes [42].
Et contre les dermaphytes et les champignons pathogénes et opportunistes tels que

Candida albicans (levure).

Pour le lentisque pistachier, plusieurs études ont signalé que des parties aériennes de
Pistacia lentiscus posséde des propriétés antifongiques et antibactériennes appréciables

[20 ;22 ; 43].

Le myrte commun a des propriétés désinfectantes et antiseptiques [44], et plusieurs
¢tudes ont montré que le myrte commun posseéde des propriétés antimicrobiennes

remarquables [45-46].

Dans ce qui va suivre, I’activité antimicrobienne de ses deux plantes est abordée de

maniere plus approfondie.




CHAPITRE II : LES HUILES VEGETALES ET METHODES D’EXTRACTIONS

I1.1. Généralité sur les huiles végétales

Les corps gras sont des esters naturels, formés a partir d’acides gras et de glycérol.

C’est une classe essentielle de notre alimentation, comprenant les huiles et les graisses
qui s’accumulent dans certains tissus animaux et végétaux. Ce sont des biomolécules
caractérisées par leur insolubilit¢ dans I’eau et solubilité dans les solvants organiques

(éthers, hexane, benzeéne) et leur touché onctueux [47].
I1.2. Définition des huiles végétales

En général, les huiles végétales proviennent de la substance dure et ligneuse des
graines ou du noyau et se trouvent enfermées dans les cellules oléiféres sous forme de
petites gouttes.

Retrouvées dans I’enveloppe charnue du fruit, ces huiles sont présentes dans plusieurs
plantes notamment des fruits du palmier et de 1’olivier, du coprah, de 1’arachide, des fleurs
de tournesol, de colza ou encore du coton et du soja. Au-dela du secteur agro-alimentaire,
les huiles végétales sont utilisées dans différents domaines de 1’industrie tels que les

secteurs cosmétique, pharmaceutique ou chimique.

On les différencie généralement par leur point de fusion. En effet, les huiles sont des
corps gras liquides a la température de 15°C, alors que les graisses sont plus ou moins

solides a cette température [48].
I1.3. Composition chimique des huiles végétales

Les huiles végétales comme les huiles d’origine animale sont constituées de 98% de
triglycérides. Ces derniers sont des triesters d’acides gras et de glycérol. Cela ne signifie
pas que seuls les triglycérides composent les huiles, d’autres constituants mineurs sont
observés. Il s’agit entre autres, d’acides gras libres, de stérides ou de triglycérides partiels.
Les triglycérides dont 1’hydrolyse permet d’obtenir le glycérol et des acides gras, sont

souvent présents dans les huiles brutes ou raffinées [49].




11.3.1 Constituants majeurs

Les triglycérides représentent 90 a 99% de lipides simples apolaires, ce sont des triples

esters d’acide gras (AG) et de glycérol (FigIL.1) [50].

triglycérides

acide palmitique

(0]

glyeérel

| (0] acide alpha-linelénique
12 1

Figure I1.1 : Composition générale d’un triglycéride.

I1.3.1.1. Acide gras
Tous les acides gras (AG) sont constitués d’une chaine hydrocarbonée comprenant un
groupement méthyle (CHs-) a I'une de ses extrémités et un groupement carboxyle (-

COOH) a I’autre extrémité [51].

Ils se caractérisent par une structure spécifique sous forme de monoacides
carboxyliques possédant un nombre pair d’atome de carbone (de 10 a 40 atomes), une

chaine non ramifiée et non substituée et ils sont saturés ou non.

On parlera d’acides gras saturés lorsqu’il y a absence de double liaison dans la chaine
hydrocarbonée et sa formule est de type (C.H2,02) ; les acides gras sont dit insaturés
lorsqu’il 'y a présence d’une double liaison (mono-insaturés) ou de plusieurs

(polyinsaturés).

e Les trois acides gras prédominant sont :
1- L’acide oléique

L’acide oléique est le plus abondant des acides gras a chaine longue dans notre
organisme. On le symbolise par les nombres 18:1 pour indiquer qu’il a 18 carbones et
une liaison éthylénique. L’acide oléique est un acide gras insaturé, plus précisément

mono-insaturé, son nom vient de I’huile d’olive, mais il est abondant dans toutes les

huiles animales ou végétales.




2- L’acide palmitique

C’est un acide gras a chaine longue, le principal produit de la synthese des lipides
dans nos cellules. On le symbolise souvent par les nombres 16:0 pour indiquer qu’il a
16 carbones : c’est acide gras saturé. Son nom vient de I’huile de palme, mais il est
abondant dans toutes les graisses et huiles animales ou végétales.
3- L’acide linoléique

C’est un acide gras a chaine longue qu’on trouve dans les huiles végétales. On le
symbolise par les nombres 18:2 pour indiquer qu’il a 18 carbones et deux liaisons
éthyléniques : c’est un acide gras insaturé, et méme polyinsaturé. Son nom vient de

I’huile de lin, mais il est abondant dans toutes les huiles végétales [52].

11.3.2. Constituants mineurs

Les composants mineurs dans les huiles végétales représentent 1 a 5 %. Ils sont
constitués d’¢léments treés variés [53]. Ces composés, bien que mineurs quantitativement,

ils jouent un role nutritionnel de premiére importance.

Les composés mineurs sont constitués de deux fractions : la fraction insaponifiable et la
fraction soluble. Les tocophérols, stérols et caroténoides appartiennent a la fraction

insaponifiable car elle ne peut pas réagir avec une base pour donner du savon.

Les composés mineurs de la fraction soluble sont innombrables et sont responsables,
non seulement d’une partie des propriétés des huiles, mais également de leur gout et de
leur trouble. Parmi les constituants mineurs qui occupent une grande importance selon les

chercheurs ont trouvent les poly-phénols.
I1.4. Méthodes d’extractions des huiles végétales

Le procédé d’extraction est basé sur la différence de solubilités des composés d’un
mélange dans un solvant. Le mélange peut €tre solide ou liquide et le solvant liquide ou

fluide supercritique.

I existe plusieurs techniques d’extraction des produits de haute valeur ajoutée présents
dans les plantes. Ces techniques peuvent étre dites conventionnelles (utilisées depuis

longtemps) et nouvelles (développées plus récemment).




11.4.1. Techniques conventionnelles

I1.4.1.1. Extraction artisanale

La préparation traditionnelle de I’huile végétale nécessite de longues heures de travail
physique pénible et assuré par les femmes. Seule la collecte des fruits est une tache
familiale. Apres avoir une grande quantité de fruits matures. Un séchage de 7 jours ou non
du fruit est assuré, le broyage est réalis¢ dans un plan en terre ou dans des récipients de

cuisine. Un chauffage répété est appliqué durant ce procédé [54].

I1.4.1.2. Extraction par presse a froid
L'extraction de différentes huiles végétales de premiére pression a froid, avec une
presse, est encore une technique empirique puisqu'on agit sur des produits vivants d'une
grande diversité de genres et de qualités. Le principe de 1'extraction d'huile, qui est en fait
une séparation liquide/solide, doit remplir les conditions citées ci —dessous afin d’obtenir
une huile et un tourteau de qualité :
v Etre en capacité de presser des graines de différentes qualités ou maturité dont le
taux d'humidité peut varier. La machine doit donc avoir une certaine polyvalence.
v’ Assurer une pression progressive, controlée dans le temps, sans effet de trituration
qui aide a la libération de principes amers ou de phospholipides en grande quantité.
Pour la méme raison, limiter 1'élévation de la température consécutive a la pression.
v Assurer une certaine pression pour obtenir un taux d'extraction satisfaisant pour des

raisons de rentabilité [55].

I1.4.1.3. Extraction par Soxhlet

L’appareillage Soxhlet permet I’extraction aux solvants « en continu » d’espéces
chimiques contenues dans une matrice solide. L’échantillon, placé dans une cartouche
poreuse a l’intérieur de ’extracteur, est traversé par les vapeurs de solvant. Celles-ci
passent du ballon chauffé au tube adducteur puis se condensent dans le réfrigérant. Le
condensat s’accumule dans le corps de I’extracteur jusqu’a atteindre le sommet du siphon,
entrainant alors le retour du liquide dans le ballon. Au fil des cycles, le solvant s’enrichit
en substances extraites jusqu’a épuisement de 1’échantillon en substances d’intérét.Par
comparaison avec les macérations classiques, cette technique permet de réduire le temps
d’extraction, d’une part, et requiert nettement moins de solvant et d’échantillon pour une

efficacité d’extraction supérieure, d’autre part [56-57].




CHAPITRE III : LA FORME PHARMACEUTIQUE SEMI SOLIDE

II1.1. La peau

La peau est a I’'interface entre I’organisme et son environnement, elle représente
, ) ) . . . .
I’organe le plus important en poids, mais aussi, aprés la surface totale des alvéoles

pulmonaires, 1’organe le plus étalé en contact avec le milieu extérieur [58].

La peau est un organe a part entiere, qui remplit de nombreuses fonctions essentielles a

la vie de I’homme.

Les recherches effectuées durant les 20 derniéres années dans les domaines de la
dermatologie et de la biologie cutanée ont profondément enrichi les connaissances sur ses
mécanismes physiologiques et modifié la perception de cet organe. La peau est la premicre
ligne de défense vis-a-vis du monde extérieur mais permet en méme temps d’entretenir des
relations avec celui-ci. Son intégrité est nécessaire a la vie tant pour son incidence sur la

santé de I’individu que pour son bien-étre (Fig III.1).

Tige d’un follicule pileux (poil)

Epiderme
Surface de la peau

Derme
Muscle érecteur du poil

Glande sébacée;

Hypoderme

Réseau artériel

Figure II1.1: Structure de la peau
I11.2. Absorption cutanée

La voie cutanée est trés largement utilisée pour 1’administration de médicaments. En
effet, elle offre la possibilit¢ de pouvoir cibler les différentes couches de la peau
(administration percutanée) ou bien la voie sanguine pour une administration systémique
du principe actif (voie transcutanée). Le devenir du principe actif dans la peau dépend des

propriétés de celle-ci (intégrité, age...), mais aussi des caractéristiques physico-chimiques




du principe actif (taille, forme, structure et propriétés chimiques de la molécule), de la

forme galénique choisie et des excipients [59-61].

II1.3. Préparations semi-solides pour application cutanée

Les préparations semi-solides pour application cutanée sont formulées en vue d’une
libération locale ou transdermique de substances actives, ou pour leur action émolliente ou

Protectrice, elles présentent un aspect homogene.

Les préparations semi-solides pour application cutanée sont constituées d’un excipient,
simple ou compos¢, dans lequel sont habituellement dissous ou dispersés 1 ou plusieurs
substances actives. Selon sa composition, cet excipient peut avoir une influence sur

I’activité de la préparation.

Les excipients utilisés peuvent étre des substances d’origine naturelle ou synthétique, et
peuvent &tre monophasés ou multi phases et selon la nature de ’excipient, la préparation

peut avoir des propriétés hydrophiles ou hydrophobes.

La préparation peut également contenir d’autres excipients appropriés tels que des
agents antimicrobiens, des antioxydants, des agents stabilisants, des émulsifiants, des

¢épaississants et des agents de pénétration [62].

Plusieurs catégories de préparations semi-solides pour application cutanée peuvent étre

distinguées :
1. Les pommades (hydrophobes, absorbant I’eau, ou hydrophiles).
2. Les crémes hydrophobes ou hydrophiles.
3. Les gels hydrophobes ou hydrophiles.
4. Les pates.
5. Les cataplasmes [63].

Dans ce qui suit, I’accent est mis sur la forme semi-solide la plus connue a savoir, la

pommade.

I11.3.1. Les pommades

e Historique
La pommade tire de son nom de 1’'usage depuis le Moyen Age de pulpe de pomme de sa

composition, parmi les plus célébres : le cérat de Galien.




Leur succes tient au fait qu’ils sont faciles a fabriquer, il suffit d’un simple mélange dans
un mortier, les excipients les plus utilisés sont la cire blanche, 1’axonge, le suif puis la

vaseline et lanoline.

e Définition
Les pommades, d'aspect homogene, sont principalement composées d'une masse grasse
dans laquelle est dispersée et/ ou dissoute la mati¢re active [64]. Leurs fonctions

émollientes et protectrices dues a leur nature hautement occlusive sont importantes.

Elles préviennent la perte en eau de la surface, ce qui induit une augmentation de
I'hydratation de la peau et une augmentation significative de perméabilité du principe actif

[65].

Selon la nature chimique des matieres premicres, les pommades peuvent Etre
hydrophiles. Elles sont alors formées d'excipients miscibles a l'eau, se liquéfient a la

surface de la peau et sont aisément éliminées par lavage [66].

I11.3.2. Types de pommades

e Pommades hydrophobes ou lipophile

Les pommades hydrophobes ne peuvent absorber que de petites quantités d’eau. Les
excipients les plus communément employés pour la formulation de telles pommades sont
la paraffine solide, la paraffine liquide, la paraffine liquide 1égére, les huiles végétales, les

graisses animales, les glycérides synthétiques, les cires et les poly alkyl siloxanes liquides.

e Pommades absorbant 1’eau

Ces pommades peuvent absorber des quantités plus importantes d’eau et conduire par
conséquent a I’obtention d’émulsions eau-dans-huile ou huile-dans-eau selon la nature des
agents émulsifiants. Des agents émulsifiants eau-dans-huile tels que des alcools de graisse
de laine, des esters de sorbitan, des mono glycérides, des alcools gras, ou des agents
émulsifiants huile-dans-eau tels que des alcools gras sulfatés, des polysorbates, 1’éther
cétostéarylique de macrogol ou des esters d’acides gras et de macrogols peuvent étre

utilisés dans ce but. Les excipients utilisés sont ceux d’'une pommade hydrophobe.




e Pommades hydrophiles
Les pommades hydrophiles sont des préparations dont I’excipient est miscible a 1’eau.
Cet excipient est habituellement constitu¢é de mélanges de macrogols (polyéthyléne

glycols) liquides et solides. Il peut contenir des quantités appropriées d’eau [62].

I11.3.3. Procédé général de préparation des pommades

» Selon la pharmacopée frangaise, les pommades doivent étre homogeénes.

» 1l faut donc préparer un mélange onctueux facilement applicable dans lequel les
composants solubles ou insolubles sont parfaitement dispersés et non visibles a
I’application.

» D’une fagon générale la préparation des pommades s’effectue en deux temps :

» le mélange des excipients qui se fait le plus souvent en commengant par celui qui a
le point de fusion le plus ¢€levé, soit dans 1’ordre des quantités croissantes;
I’addition des principes actifs solides ou liquides qui s’effectue en fonction de leur
solubilité et de leur état solide insoluble ou liquide.

» La préparation des pommades s’effectue généralement par mélange par fusion [67].

111.3.3.1. Mélange par fusion

Fusion sur un bain-marie dans un mortier en acier (meilleure transmission de chaleur)
ou en porcelaine (moins d’interactions).

Les constituants sont chauffés a une température plus ¢levée que le point de fusion de
tous les matériaux, avant d'étre refroidis. Une agitation constante pendant le

refroidissement permet d'obtenir un produit plus homogene.

L'étape critique est le mode d'introduction du principe actif : si celui-ci est solide et
soluble, il est ajouté a la base encore liquide a une température aussi basse que possible,
c.a.d. il est dissous dans un excipient fondu .1l faut alors faire trés attention aux produits
volatils, au probleme de recristallisation apres refroidissement et a la stabilité des matieres

premicres a différentes températures.

Si le principe actif est insoluble, il s'agit de pulvériser la matiére premiére de fagon tres
fine dans la base d’excipients. Le PA liquide est ajouté, juste au moment de

I’épaississement de la pommade (Fig I11.4).
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Figure I11.2 : Logigramme de fabrication d’une pommade [68].
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CHAPITRE 1IV: MATERIELS ET METHODES

Le présent travail contribue a la valorisation de deux plantes médicinales endémiques
anciennement, utilisées en médecine traditionnelle "Pistacia lentiscus et Myrtus

communis". Afin de réaliser cette ¢tude, les objectifs suivants ont été fixés :

1- Caractérisation physico-chimique de I’huile végétale de Pistacia lentiscus.
2- L’analyse spectroscopique par I’'UV. Visible et Infrarouge des deux huiles.

3- La formulation d’'une pommade hydrophobe, avec une activité antimicrobienne.
IV.1. Matériels utilisés

IV.1 .1. Matiere végétale

Le pistacia lentiscus (Anacardiacées), est une plante spontanée trés connue en
Méditerranée. Elle a été extraite par la méthode mécanique (presse a froid) dans la région

de Médéa (Boughar).

Le myrtus communis (Myrtacées), est un gommage a feuilles persistantes, typique du
maquis méditerranéen, qui pousse spontanément dans beaucoup de pays tel que 1’Algérie.
Cette plante a ét¢ récoltée dans la période hivernale en décembre, dans la région de

Chenoua wilaya de Tipaza (Fig IV.1).

Myrte B Lentisque

Figure I'V.1 : L’origine géographique des deux plantes.




IV.1 .2. Produits chimiques utilisés

Tableau 4.1 : les produits utilisés.

Produit Marque Pureté (%)
Ether de pétrole 40-60 Panreac® 99
CH3(CH2).CH3 (Espagne)
Ethanol HONEYWELL® 96
C,HsOH (BRAZIL)
Méthanol SIGMA- >99,9
CH;OH ALDRICH®
(Allemagne)
Sulfate de sodium anhydre Panreac® 99
Na; SO4 (Espagne)
Ether di-éthylique Biochem® 96
C2H50C>Hs Chemopharma
(France)
Phénophtaléine Panreac® 99
H (Espagne)
Chloroforme Biochem® >99.9
CHCI3 Chemopharma
(France)
Acide acétique Applichem 99,5
CH3COOH Panreac®
Iodure de potassium Panreac® 99
KI (Espagne)
Thiosulfate de sodium Panreac® >99,9
NazS,03 (Espagne)
Amidon Panreac® /
CH,OH CH,OH (Espagne)
Acide chlorhydrique Biochem® 37
HCI/H,O Chemopharma
(France)




IV.1.3. Matiére biologique

L’activité antimicrobienne des pommades a été réalisée au niveau du laboratoire
d’hygiéne a Blida, vis-a-vis de deux souches bactériennes : Staphylococcus aureus ATCC
43300 (American Type Culture Collection) (Gram") et Escherichia coli ATCC 25922
(Gram), et une souche fongique : 1’ Aspergillus Niger 939N.

Ces microorganismes ont été choisis afin d’évaluer I’efficacité des deux huiles et

pommade étudiées, aussi a cause des dégats qui peuvent causer dans 1’organisme humain.

IV.1.4. Matériel utilisé dans la formulation

Tableau 4.2 : Appareillages utilisés.

Matériel Fabriquant

pH-métre HANNA HI 8424

Abbe Refraktometer Carl Zeiss 136355

Réfractométre (inkl. Thermometer)

Spectrophotometre & double faisceau

Spectrophotometre UV-VISIBLE Shimadzu UV-1800, controlée par un

micro-ordinateur avec une cellule de 10 mm

Spectrophotométre Infrarouge Shimadzu FTIR- 8900

Rhéometre Rhéometer (Physica MCR 302, Anton Paar,
GmbH, Germany) in a plate-plate type

Microscope optique Optika

IV .2. Méthodes utilisés

IV.2.1. Extraction de ’huile du Pistacia lentiscus

L’huile de lentisque a été achetée chez un herboriste a Médéa (Boughar), dont

I’extraction est faite par la méthode « presse a froid ».

Il s’agit d’'une méthode naturelle d’extraction d’huile, ou la matiére premicre est mise

sous haute pression et elle est extraite en une seule étape.




L’huile extraite par pression ne contient pas de résidus de solvants (chimiques); elle est

donc plus pure et propre, et présente une couleur et une saveur plus naturelle .

IV.2.2 Extraction de ’huile du myrtus communis

e Principe
L’extracteur Soxhlet permet le traitement des solides (matiere végétale) avec des
solvants en phase liquide ou partiellement vaporisés. Dans cette étude deux solvants

organiques ont ét¢ choisis : I’éther de pétrole et le méthanol (Fig IV.2).

Le choix de ces deux solvants s’appuie leurs polarités opposées permettant l'extraction
de différents types de composés (non polaire et polaire).Dans le but d’évaluer la capacité
d’extraction de ces deux solvants, les extractions ont été réalisées dans les mémes
conditions opératoires : une masse de maticre végétale «baies de myrte » de 100 g avec un

volume de solvant a 300 ml.

e Mode opératoire

» les fruits du myrte ont été cueillis et nettoyés manuellement.

» A Tl’aide du papier filtre, fabriquer des cartouches pour mettre 100g de baies
dedans.

» Introduire ensuite la cartouche dans 1’extracteur.

» Remplir le ballon mono-col avec 1’éther de pétrole et le mettre dans un bain marie
pour avoir un chauffage exothermique.

» Allumer le cryostat pour refroidir le réfrigérant et le laissé pendant quelques
minutes.

» Le bon fonctionnement du siphon nécessite un volume suffisant du solvant dans le
ballon.

» La vapeur qui provient du ballon chauffant contenant I’éther de pétrole (apolaire)
traverse cette derniére qui se condense apreés dans le réfrigérant, le condensat
s’accumule dans le corps de I’extracteur jusqu’a atteindre le sommet du siphon,
entrainant alors le retour du liquide dans le ballon.

» Au fil des cycles, le solvant s’enrichit en matiére extraite jusqu'a 1I’épuisement des
baies de myrtes de sa substance d’intérét.

» Cette extraction a durée 1heure et 30 minute pour 300g de baie.




Le mélange obtenu est incolore, car il contient majoritairement des composés

lipidiques, qui est traité par la suite avec du sulfate de sodium anhydre (Na:SO4) pour

¢éliminer toutes traces d’eau.

Réfrigérant
Cartouche
Siphon d’évacuation de contenant les baies
I’extrait du myrte

Ballon contenant

I’éther de pétrole

Cristallisoir remplit d’eau

Plaque chauffante

Figure IV.2 : Photo du Montage d’extraction avec Soxhlet.

IV.2.3. Elimination du solvant volatil

e Principe
L’évaporateur rotatif est basé sur 'abaissement du point d'ébullition avec la pression.

(Fig IV.3).

e Mode opératoire

» Placer la solution contenant 1’éther de pétrole a évaporer dans le ballon, le mettre
ensuite sous rotation.

» Ouvrir le robinet d'eau froide relier au réfrigérant.

» Fermer ensuite la vanne reliant le montage a la pression extérieure (vanne de
fermeture) et faire créer un vide a l'intérieur de 'appareillage a I'aide d'une trompe a
eau.

» Procéder a I'évaporation jusqu'a disparition compléte de 1’éther de pétrole.

» Ouvrir la vanne de fermeture pour remettre la pression atmosphérique a l'intérieur

du dispositif et en fin couper l'eau du réfrigérant de la trompe a eau.




Réfrigérant

Bain marie
Ballon de
récupération
Ballon 1
contenant
Pompe .
MV-+éther de
pétrole

Figure IV.3 : Photo de I’évaporateur rotatif.

Une fois cette étape terminée, récupérer 1’huile du myrtus communis et la mettre dans

un flacon en verre pour la conserver.

e C(Calcul du rendement d’extraction

Le rendement est le rapport entre le poids du ballon avant et aprés évaporation du

solvant et la prise d’essaie (baie du myrte).

1% =22 < 100 (1)
Po : poids du ballon vide (g).

Pi : poids du ballon aprés évaporation du solvant (g).

E : prise d’essaie(g).

La méme extraction par Soxhlet est refaite mais cette fois-ci avec un autre solvant qui
est le méthanol (polaire), dans ce cas un mélange coloré (marron) est obtenu ceci est due
a I’extraction des composés polaires, cette méthode est suivie d’une étape de
déshydrations, qui consiste a mettre le mélange dans des boites a pétries a une étuve a une
température qui ne dépasse pas les 60°C et les laisser pendant Sjours afin d’éliminer la

quantité¢ d’eau présente dans le mélange.

A la fin, un produit de couleur marron est obtenu avec une forte odeur et de consistance

semi-solide élastique appelé concrete, ce dernier est tres riche en acides gras.




IV.2.4. Caractérisation physico-chimique de ’huile de lentisque

Des analyses physiques et chimiques ont été effectuées sur 1’huile de pistacia lentiscus.

a. Caractérisation physique

a.1.Densité relative (20°C/eau a 20°C)

e Principe
La densité relative a 20°C par rapport a I’eau a 20°C d’une huile est le quotient de la
masse dans I’atmosphere d’un certain volume de cette huile a 20°C par la masse du méme

volume d’eau a 20°C [69]. Elle est mesurée a 1’aide d’un pycnométre.

Mode opératoire

Peser le pycnométre parfaitement propre et sec vide (MO).

Remplir le pycnometre d’eau distillée et le placer dans un bain-marie réglé a 20°C.
Attendre 1’équilibre de température.

Ajuster le niveau de I’eau au trait repére.

Sortir le pycnométre du bain-marie.

Le peser apres I’avoir trés bien essuyé (M1).

Le vider, et le sécher a une étuve.

Remplir le pycnometre d’huile et le remettre dans le bain-marie (20°C).

YV V.V V V V V V V

Refaire la méme opération, et le peser (M2) apres le faire sortir du bain-marie, sans
oublier de le bien essuyer.

e Expression des résultats :

_ (M2-MO0)
T (M1-MO0)

(M2-Mo0)
gy <A @)

Dt XA+ 0.0012(1 -

MO : Masse du pycnométre vide en grammes.
M1 : Masse du pycnométre plein d’eau en grammes.
M2 : Masse du pycnometre plein d’huile en grammes.

A : Densité de I’eau a une température t des mesures. (Dans notre cas A a 20°C = 0.99823).

a.2. Indice de réfraction

e Principe
Mesurage a l’aide d’un réfractometre convenable de 1’indice de réfraction de

I’échantillon liquide a une température constante.




e Mode opératoire

» Sur la section plane d’un prisme en verre, placer une goutte d’huile de lentisque.

» L’appareil est éclairé avec une source étendue donnant des rayons lumineux de
direction variée, focalisées au centre.

» Deux plages sont observés, 1'un est claire 1’autre est sombre. La limite de
séparation de ces deux plages permet de déterminer I’indice de réfraction de notre
huile.

e Expression des résultats :

n20C° = nT + (20 —T) * 0.00045 3)

n20C° : Indice de réfraction a 20°C.

nT : Indice de réfraction a T°.
b. Caractérisation chimiques

b.1.Acidité et indice d’acide

Acidité : Elle correspond a la teneur en pourcentage d’acide gras présent dans I’huile de
lentisque et représente un parameétre important dans 1’évaluation de sa qualité. Ce dosage
nous renseigne sur le degré d’altération de I’huile et d’estimer le taux d’acides gras libres

dans I’huile exprimée en acide oléique [70]. L acidité est mesurée selon la norme ISO [71].

Indice d’acide : Nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaires pour

neutraliser les acides gras libres présents dans 1 g de corps gras.

e Principe
Le principe repose sur la neutralisation des acides gras a 1’aide d’une solution

¢thanolique d’hydroxyde de potassium de normalité 0,1 mol/l pour donner des savons.

e Mode opératoire

» 2.5g d’huile de lentisque est dissoute dans 100ml du mélange éthanol /éther
diéthylique (V/V).

» Puis titré, en agitant, avec la solution d’hydroxyde de potassium KOH a 0 ,IN en
présence de 0,3ml de la solution de phénolphtaléine a 1% dans I’éthanol jusqu’au
virage de I’indicateur (coloration rose).

e Expression de I’acidité est comme suit :

VXCXM
10Xm

A% = (4)




V : est le volume en ml de la solution titrée de KOH utilisé.
C : est la concentration exacte, en moles /litre, de la solution titrée de KOH utilisé.
M : est le poids molaire, en g/mole, de 1’acide adopté pour I’expression du résultat (= 282).

m : est la prise d’essai en grammes.

e Expression de I’indice d’acide est égale a :

56,1xVxC
m

IA = (5)

56,1 : est la masse molaire, exprimée en grammes par mole, de I’hydroxyde de potassium.
V : est le volume, en millilitres, de la solution titrée d’hydroxyde de potassium utilisée.

C : est la concentration exacte, en moles par litre, de la solution titrée d’hydroxyde de
potassium utilisée.

m : est la masse, en grammes, de la prise d’essai.

b.2. Indice de peroxyde

e Principe

Cet indice donne la quantit¢ de peroxyde présente dans I’échantillon, cette derniére
étant exprimée en milliéquivalents d’oxygene actif contenu dans un kilogramme de
produit, oxydant I’iodure de potassium avec libération d’iode. En effet, cet indice nous
permet d’évaluer I’état de fraicheur de I’huile.

Le principe repose sur le titrage de I’iode libéré par une solution de thiosulfate de

sodium (Na2S203). L’indice de peroxyde est mesuré selon la norme ISO [72].

e Mode opératoire

» Dans une fiole jauge, Sg d’huile de lentisque sont pesés et mélangés avec 12ml de
chloroforme, le tout est agité.

» 18ml d’acide acétique ainsi que 1ml d’lodure de potassium (KI) sont ajoutés.

» Le mélange est agité pendant 1mnt et laissé reposer pendant Smnt a ’abri de la
lumicre et a une température de 15 a 25°C.

» 75ml d’eau distillée sont additionnés, suivi d’un titrage de I’iode libéré avec une
solution de thiosulfate de sodium (Na2S203) a 0,0IN , en agitant vigoureusement et
en employant la solution d’amidon (1g/100ml) comme indicateur jusqu’a
disparition de la couleur.

» Un essai a blanc est effectué simultanément.

e Expression de I’indice de peroxyde est comme suit :

#|



L’indice de peroxyde en milliéquivalent d’O2/kg est calculé selon I’équation :

(V=VO0)XN

IP (meqd’'02/Kg) = x 100 (6)

V : est le volume de thiosulfate de Na de 1’échantillon.
VO : est le volume requis pour titrer le blanc.
N : est le titre exact de thiosulfate de Na utilisé.

M : est la prise d’essai en grammes.

b.3. Indice de saponification

e Principe
C’est le nombre de milligrammes de KOH nécessaires pour neutraliser 1'acidité libre et
saponifier a chaud les esters de 1 g de lipide. Ebullition a reflux échantillon avec une
solution éthanolique d’hydroxyde de potassium, puis titrage de 1’exceés d’hydroxyde de

potassium, par une solution titrée d’acide chlorhydrique.
Pour déterminer I’indice de saponification, les normes ISO sont appliquées [73].

e Mode opératoire

» 2 g d’huile de lentisque sont pesés puis mis en solution dans 50ml de KOH
alcoolique dans un ballon Biichi de 250ml.

» Placer ensuite un réfrigérant sur le ballon.

» L’échantillon par la suite chauffé a 80° C pendant 1h 30mn pour étre sir que la
saponification soit compléte.

» Titrer I’échantillon aprés refroidissement du récipient, avec du HCI 0,5N jusqu’a
disparition compléte de la couleur rose.

» Dans les mémes conditions, un essai a blanc est effectué.

L’indice de saponification est calculé selon 1’équation :

IS [mg de KOH/g] = @ X 56.1 (7)

Vb : est le volume d’HCI1 0,5N requis pour titrer le blanc.
V : est le volume d’HCI 0,5N requis pour titrer 1’échantillon.
N : est la normalité de la solution d’HCI.

m: est la prise d’essai en grammes.

b.4. Indice d’ester




e Principe
L’indice d’Ester est la masse en milligramme de potasse requise pour la saponification a
chaud des esters contenus dans un gramme de corps gras. Il est calculé a partir de I’indice
d’acide (IA) et I’indice de saponification (IS). Il permet d’évaluer une éventuelle hydrolyse

des triglycérides [74].L’indice d’ester est calculé selon 1’équation suivante :
I[E =1S-1A (8)

IS: indice de saponification.

IA: indice d’acide.

IV.2.5. Les techniques d’analyses spectroscopiques

a. L’analyse UV-visible

La spectrophotométrie UV-visible est une technique analytique fondée sur 1’étude du
changement de I’intensité de la lumiére traversant une solution colorée, dans un domaine
d’application compris entre 200 et 800 nm, en effet pour pouvoir déterminer les

concentrations des substances absorbantes (Fig IV.6)[75].

Le résultat correspond a des spectres d’émission ou d’absorption [76], qui ressemble a
des courbes de variation d’absorption en fonction de la longueur d’onde, il est obtenu par
un spectrophotométre a une lumiére sensiblement monochromatique, ou le chromophore
est le site dont la structure de I’élément a étudier posséde I’aptitude a absorbé les photons
UV ou visible. 11 est caractérisé par la longueur d’onde la plus absorbée (Amax), et 1’aptitude

la plus importante a absorber les photons a cette longueur d’onde (Amax) [77].

e Mode opératoire

» La solution obtenue est versée dans une cuve destinée a étre placée dans le
spectroscope. Afin de ne pas fausser les mesures, la cuve et le solvant choisis ne
doivent pas absorber les rayonnements émis par le spectroscope.

» Les faces de la cuve placée dans le faisceau UV-visible doivent étre parfaitement
propres et exemptes de rayures. Elle peut étre nettoyée au moyen de papier joseph
(papier trés fin n’entrainant pas de micro-rayures). En versant le mélange dans la
cuve, il faut également s'assurer qu'aucune bulle ou impureté pouvant impacter le

rayonnement incident ne soit présentes.




» Le logiciel dédié a l'appareil permet de commander l'analyse voulue (longueur
d'onde, nombre de mesures) et restitue le résultat (spectre, valeurs d'absorbance...)

en quelques secondes.

b. Spectrométrie infrarouge a transformée de Fourrier

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourrier (FTIR), c’est une technique
d'analyse physico-chimique qui sonde les liaisons entre les noyaux atomiques et leurs
arrangements. Cette méthode permet d'accéder directement a 1'information moléculaire, a

la nature chimique et a l'organisation structurale des matériaux analysés [78].

Sous l'effet du rayonnement IR, les molécules de I'échantillon analysé vont subir des
changements d'état vibrationnel, a des fréquences de vibration caractéristiques de chaque
groupement moléculaire. Cette méthode d'analyse vibrationnelle est non destructrice,
qualitative et peut étre quantitative. Les spectrometres mesurent les nombres d'ondes (en
cm) et l'atténuation de 1'énergie de la radiation que 1'échantillon absorbe, permettant ainsi

une identification des groupements chimiques.

Dans le cadre de ce travail, la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)
est utilisée a fin de déterminer les groupements fonctionnels présent dans 1’huile de

lentisque, I’huile de myrte et la concréte du myrte a 1’aide d’un appareil (FTIR-8900).

e Mode opératoire

» Préparation de I’échantillon en pastille

L’¢échantillon (I’huile de myrte) est incorporé a un support qui n’absorbe pas dans
I’infrarouge, dans notre cas c’est le KBr (bromure de potassium), il est soluble dans I’eau,
I’alcool, la glycérine et 1égérement soluble dans I’éther, ce dernier est hygroscopique et
présente une bonne résistance aux chocs thermiques et mécaniques.
Un mélange homogeéne d’environ 100 mg de KBr et 1mg de I’huile de myrte (solide) est
préparé puis finement broyé. Il est déposé dans un moule, puis soumis a une treés forte
pression (10Pa) dans une presse hydraulique. Il est ensuite extrait du moule sous forme

d’une pastille.

» Acquisition des spectres d’adsorption FTIR




Le porte-échantillon contenant la pastille KBr/produit est placé dans le compartiment de
mesure de spectre sur le trajet du faisceau incident. Le signal enregistré par le détecteur du
spectre prend en compte 1’absorption du rayonnement IR par le produit a étudier.

Les spectres sont enregistrés en transmitance.

Le méme procédé a été refait pour 1’analyse de la concréte du myrte par contre pour
I’huile de lentisque, la pastille est préparé par le KBr, puis une goutte d’huile de lentisque

est disposée sur cette derni¢re vue que cette huile est liquide.

IV.2.5. Elaboration d’une pommade a base d’huile de Pistacia lentiscus et Myrtus
communis

Les deux huiles végétales extraites ont été utilisées pour la fabrication d’'une pommade
dont ’activité thérapeutique est antimicrobienne.

Les excipients utilisés dans cette pommade sont : la cire d’abeille, I’huile de paraftine,

I’huile de vaseline et les deux huiles végétales sont utilisés comme principe actif.

a. Composition des pommades

e Principe actif 1: Huile végétale du Pistacia lentiscus .

L’huile de lentisque est utilisée comme principe actif grace a son appartenance aux
diverses activités thérapeutiques. Les paramétres physico-chimiques de I’huile végétale de
Pistacia lentiscus ont réveles que 1’huile en question est un liquide visqueux, huileux, de
couleur verte, d’odeur et de saveur caractéristiques, insoluble dans I’eau, sa densité est de
0.910.

e Principe actif 2 : Huile végétale de myrte.

1. Huile de myrte

L’huile de myrtus communis est rarement utilisée pour son faible rendement, elle a été
obtenue par la méthode d’extraction par Soxhlet en utilisant I’éther de pétrole comme
solvant apolaire, elle est riche en acide gras polyinsaturés .I’huile a été conservé a I’abri de
la lumiére.

2. Concrete de myrte

La concrete de myrte a un rendement plus élevée par rapport a I’huile de myrte, elle a
¢été obtenue par la méthode d’extraction par Soxhlet en utilisant le méthanol comme
solvant polaire, elle est tres riche en acide gras saturés.

La concrete a été conservée dans des boites de pétries a I’abri de la lumicre.

e Excipient




Tableau 4.3 : Les différents excipients utilisés dans la pommade.

Matiére Propriété physico- Structure chimique Réle
premiére chimique
Aspect : Solide jaune 0

Solubilité : insoluble o D
Cire dans I’eau, soluble dans - (- 0=
d’abeille | I’alcool, I’éther et le Hﬂc CHW ! CH—t—CHW }10C 0+CH* ;mCHI CH’w Agent de texture
chloroforme. § Epaississant

T° fusion : 62-65°C 0
Indice d’acide : 17-21 ‘

(OB
ol

i

Aspect: Liquide
Huile de incolore.
Paraffine Solubilité : Insoluble

dans I’eau et 1’éthanol Base huileuse de la
Point de fusion :<-9 °C pommade
paraffines liquides ou

fluides (paraffinum

perliquidum), (n=8 a
19) dont la viscosité est
de 25 a 80 mPa.s .

Aspect : Liquide Base huileuse de la
Huile de incolore CoH2nCoHontz avec n>25+2 pommade
vaseline Solubilité : Insoluble
dans I’eau et 1’éthanol.
Point de fusion :
Aucune donnée.

b. Etape de pré formulation

La pré-formulation est une étape fondamentale, dans laquelle différents essais sont
effectuer afin d’obtenir la forme posologique optimale.
Pour le cas étudié, trois groupes de formulations ont été réalisés en utilisant deux types

de cires et de paraffines différentes.

» Formulation du premier groupe
Six formulations avec une quantité de 10 g ont été préparées a partir d’une cire
synthétique et une huile de paraffine commerciale (Isoffine) plus les huiles

végétales, et elles sont résumées dans le tableau (voir annexe 1).

» Formulation du deuxiéme groupe




Cinq formulations avec une quantité de 10g ont été préparées en utilisant cette
voici une cire d’abeille et une huile de paraffine naturelle plus les huiles végétales,
et elles sont résumées dans le tableau (voir annexe 2).
» Formulation du troisiéme groupe
Quatre formulations avec une quantité de 10g ont été préparées en utilisant
comme excipient supplémentaire I’huile de vaseline aux préparations précédentes,
et elles sont résumées dans le tableau (voir annexe 3).

Protocole de préparation de la pommade
» Dans un bain marie chauffé a des températures adéquates a celle de chacun des

e

composants a savoir (Tfusion cire=62°C),(Tfusion huile paraffine=30°C) , faire fondre la cire
d’abeille et I’huile de paraffine, et par la suite faire chauffé I’huile de lentisque.

» Dans un autre bain marie, mettre un mortier en porcelaine a chauffé a une
température ne dépassant pas les 50°C, mettre ensuite I’huile de paraffine lui et
ajouté la cire d’abeille, trituré le tout a 1’aide d’un pilon, et ajouté ensuite I’huile de
lentisque et concréte de myrte et mélangé bien le tout.

» Enlever le mortier du bain marie et poursuivre 1’opération de trituration jusqu'a
refroidissement du mélange et I’obtention d’une pommade homogene.

» Mettre les pommades obtenues dans des boites en verres fermé hermétiquement et

les conservés dans un endroit frais. [62]

d. Les analyses physicochimiques des pommades

Les pommades préparées subissent des analyses physicochimiques afin de déterminer
la meilleure formulation.

e Mesure du pH

Le pH des pommades a été déterminé a I’aide d’un pH-metre muni d’une électrode

congue pour les préparations semi solide.

e Analyse sensorielle des pommades

L’analyse est fondée sur un certain nombre de remarques notées sur une fiche proposée
aux personnes concernées. Les pommades formulées sont présentés dans de petites boites
en verre numérotés. On demande a chaque personne d’effectuer une appréciation
organoleptique (aspect, couleur) et aussi une appréciation sur le touché (texture et

sensation) et I’odeur (senteur).




e Test d’homogénéité
La vérification de ’homogénéité de la pommade s’est faite en disposant une petite
quantité¢ de pommade sur une lame a I’aide d’une spatule, et rabattre sur cette derniére la

lamelle en verre.

e Analyse microscopique
A fin de connaitre I’état microscopique des pommades réalisées, un microscope optique
(OPTIKA) a été utilisé.
» Placer la préparation microscopique contenant la pommade (avec lamelle orienté
vers le haut) dans le microscope.
» Ensuite , sélectionné 1’objectif le plus faible au dessus de la préparation en faisant
pivoter la tourelle , puis préparé la mise au point avec I’objectif le plus faible et

réalisé la mise au point on plagant 1’ceil sur 1’oculaire.

e Test de rhéologie

La rhéologie est la science qui €étudie les déformations et 1’écoulement de la maticre,
(sous l'effet d'une contrainte appliquée) [79].Dans notre cas, le test de rhéologie nous
permet de connaitre le comportement de nos pommades et de choisir celle qui a la

meilleure viscosité.

La méthode utilisé est fondée sur la mesure de 4 parameétres : la viscosité (1) qui est
exprimé en Pa .s, le taux de cisaillement (t), module perte (G’’) et module de conservation
(G’). L appareil utilisé est un rhéométre a contrainte et déformation imposés de marque
MCR 302 Anton Paar Physica (Anton Paar, GmbH, Germany) dans un systéme de mesure
de type plan-plan, avec ®=8mm a 20°C, en imposant une rampe de vitesse croissante de
0,001s" 2 1000s!. Les résultats expérimentaux sont traités par un logiciel Rheoplus US200
.Cette analyse a été réalisée au niveau du laboratoire de recherche 116 (Département des

génies de procédés).

e Mode opératoire

» Le rhéométre (MCR 302- Anton Paar) contrainte et déformation imposés est
connecté a un logiciel d’exploitation.

» Pour chaque essai, placer environ 0.5g de la pommade sur le plan inferieur
(stator), ensuite le plan supérieur (rotor) descend avec une rotation et coupe

I’excédent de 1’échantillon.




» Cette étape est suivie par la caractérisation du comportement rhéologique ou deux

courbes sont tracées :
- Courbe d’écoulement (viscosité en fonction de la contrainte de cisaillement).

- Courbe de viscoélasticité (représentant le module de conservation G’ et module de perte

G’ ’)'

» La température a été fixée a 20°C.

e. Evaluation de ’activité antimicrobienne des huiles

L’activité antibactérienne des huiles de Pistacia lentiscus et Myrtus Communis est
recherchée vis-a-vis de deux bactéries-tests, bactérie Gram positif : Staphylococcus aureus

ATCC 43300 et bactérie Gram négatif : Escherichia coli ATCC 25922.

L’activité antifongique des huiles de Pistacia lentiscus et Myrtus Communis est

recherché vis-a-vis d’un champignon : Aspergillus Niger 939N.
Evaluation de cette activité est faite selon la méthode décrite par Bouamara [80].

Un inoculum de chaque souche-test a été préparé a partir d’une culture pure et jeune
(agée de 18 heures) avec de I’eau physiologique stérile (9% de NaCl). Apres
homogénéisation, la densité cellulaire de chaque suspension a été ajustée par dilution dans
I’eau physiologique stérile et en comparaison avec la solution a 0,5 McFarland a une

longueur d’onde correspondante a chaque bactérie-test.

Cet inoculum ajusté devra contenir 108UFC/mL (unité formant colonie/mL) et ne doit
pas étre utilisé au de la de 15 minutes. Il sert a ensemencer par écouvillonnage des géloses
de Mueller Hinton (MH) pour les bactéries et des géloses de oxytetracycline-glucose-agar
OGA pour les champignons coulées dans des boites de Pétri sur une épaisseur d’environ

de 4 mm.

1) Méthode des puits

e Protocole expérimental

La technique qui a été utilisée consiste a réaliser des puits a I’aide des embouts stériles.
Ensuite, dans chaque puits 100 pL de chaque huile végétale (HV) sont introduites, sur un
tapis bactérien au tout début de sa croissance. La zone ou les bactéries n’ont pas pu se

développer a été mesurée. L’ensemencement a été effectué par écouvillonnage. A la




surface des géloses MH et OGA de chaque boite. Six boites ont été réalisées, chaque boite
contient 3 puits remplis avec 100uL de chaque HV. Les boites ont été incubées a 4°C
pendant 2 heures, puis a 37°C pendant 24 heures. Apres incubation le diametre d’inhibition

a été mesuré en millimetres.

f.  Evaluation de I’activité antimicrobienne de la pommade

La méthode de diffusion sur un milieu gélosé a été utilisée pour évaluer ’activité
antimicrobienne de pommade ¢laborée selon la méthode décrite par Benjelali et al [81].
La détermination de 1’activité antimicrobienne est faite que pour la formulation F3

ayant montré les meilleures caractéristiques.

L’activité antibactérienne de la pommade est recherchée vis-a-vis de deux bactéries-
tests. Bacterie Gram positif : Staphylococcus aureus ATCC 43 300 et bactérie Gram
négatif : Escherichia coli ATCC 25922.

L’activité antifongique de la pommade est recherchée vis-a-vis d’un champignon :
Aspergillus Niger 939N. 0,5 g de la pommade a été prélevé et dissout dans un tube stérile

contenant 5 ml de DMSO.

2) Méthode des disques

* Protocole expérimental

A TI’aide d’une pince stérile, prélever et imbiber des disques Wattman stériles avec
(10 pl) d’extraits de pommade a tester, puis la déposer sur les géloses (Mueller-Hinton
pour les bactéries , OGA pour les champignons) pré-ensemencées par les souches a
tester.

» Les boites de Pétri sont ensuite fermées et laissées a diffuser a température
ambiante et mises a I’étuve a 37 °C pendant 24 heures pour les bactéries et a 27 °C
pendant cinq jours pour les champignons.

» L’expérience a été répétée trois fois pour chaque microorganisme.

» La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition et peut étre
symbolisée par des signes d’apres la sensibilité des souches vis-a-vis de I’extrait

[82].
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CHAPITRE V : RESULTATS ET DISCUSSION

V .1. Cinétique d’extraction

V.1.1. Analyse ultra violet UV des extraits de myrte

e Par ’éther de pétrole

La (Figu V.1) ci-dessous représente les spectres d’absorption de I’extrait de myrte par
I’éther de pétrole pour chaque siphonage, dans chaque spectres il a été remarquée une
bande d’absorption importante a une longueur d’onde maximale 201nm pour les deux

premiers siphonages et 202 nm pour le troisieme siphonage.

Les absorbances augmentent avec le nombre de siphonage cela est due a I’augmentation
de la concentration des composés extrait du myrte. L.’absorbance devient constante lorsque

I’extrait est épuisé (Figure V.1).

1 Absorbance =f(3)
0.8
54 = siphonnage 3
506
2 = siphonnage 1
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204 siphonnage?2
0.2
A
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Longueur d'onde A ( nm)

Figure V.1 : Spectres d’absorption de 1’extrait de myrte par 1’éther de pétrole.
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Figure V.2 : Courbe de I’absorbance en fonction de nombre de siphonage.
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Concernant I’extraction du myrte par I’éther de pétrole chaque siphonage se fait en

10minutes.

e La cinétique d’extraction des composés extrait est représentée dans la figure

suivante :

o 1 Cinetique d'extraction
g€ 0.8

=

g 0.6

3

e 04

8
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Temps ( min)

Figure V.3 : Cinétique d’extraction de I’extrait de myrte par I’éther de pétrole.

Pour mieux expliquer la cinétique d’extraction (Fig V.3), nous avons calculé la
variation de ’absorbance par unité de temps dans les intervalles de temps : 0alOmin ;
10a20min, 10 a 30 min. Cette grandeur est proportionnelle au nombre de molécules
extraites par unité de temps, elle refléte la vitesse moyenne d’extraction dans chacun de ces

intervalles. Les valeurs de cette grandeur sont représentés dans le tableau suivant.

Tableau 5.1 : les variations des absorbances maximales par unité de temps.

Temps (min) Absorbance A 4A / AT
0 / /
10 0.341 0.0341
20 0.622 0.0281
30 0.817 0.0195

D’apres les valeurs du tableau, la vitesse moyenne d’extraction absorbante a la bande
201-202nm diminue considérablement pendant les 30 minutes. Nous déduisons que la
vitesse d’extraction est importante au début du contact des fruits de myrte avec le solvant
¢ther de pétrole, mais cette vitesse diminue au cours du temps. Ceci peut étre expliqué par
la diminution du gradient de concentration des composés organiques entre les fruits et

I’éther de pétrole.




e Par le méthanol

Les spectres d’absorption UV de I’extrait de myrte par le méthanol sont représentés
dans la (Fig V.4) .On remarque une bande d’absorption importante dans chaque spectre a
200,202 et 205 nm.les absorbances maximales correspondantes aux trois bandes,

augmentent avec le temps d’extraction.

Absorbance = f(})
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Figure V.4 : Spectres d’absorption de I’extrait de myrte par le méthanol.
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Figure V.5 : L’absorbance en fonction de nombre de siphonage

Concernant I’extraction du myrte par le méthanol chaque siphonage se fait en 30
minutes.

La cinétique d’extraction des composés extrait est représentée dans la figure suivante :
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Figure V.6 : Cinétique d’extraction de I’extrait de myrte par le méthanol.




Les valeurs de la variation de I’absorbance maximale par unit¢ de temps sont

représentées dans le tableau ci-dessous :

Tableau 5.2 : les variations des absorbances maximales par unité de temps.

Temps (min) Absorbance A 4A / AT
0 / /
30 0.45 0.15
60 1.443 0.0331
90 2.121 0.0226

D’apres les valeurs du tableau, les vitesses moyennes d’extraction des molécules
absorbantes aux bandes d’absorptions 200,202 et 205 diminuent au cours du temps, on
remarque que la variation de la vitesse est trés grande aprés 30min d’extraction puis elle

diminue rapidement.

En conclusions, nous déduisons que la vitesse de I’extraction est importante au contact,

mais cette vitesse diminue au cours du temps.

V.2. Le rendement d’extraction de I’huile de Myrtus communis

Le rendement d’extraction de 1’huile a été calculé par la relation précédente, et cela par

rapport aux 3 siphonages effectués :

V.2.1. solvant I’éther de pétrole

T1=19.70%.
T2=18.32%.
T3=15.65%.

Timoy=14 .55%

V.2.2. Solvant le méthanol

T1=54.02% N
T2=52%
T3=55.15%
T4=56.89% ;
T5=53.7%
T6=54.28% J

Tinoy=54.34%

Les résultats du taux d’extraction en utilisant le méthanol comme solvant sont assez

¢levés, en raison de leur contenance d’une grande quantité d’eau. Apres évaporation de la




quantité d’eau, le rendement final d’extraction de I’huile de myrte été calculé et qui est de
17%.

Selon les normes FAO, le taux de rendement d’extraction est généralement entre 6 et
18%, donc on peut conclure que les rendements trouvés sont en accord avec les normes

[83].
V.3. Caractérisation physico-chimiques de I’huile de lentisque

V.3.1. Caractérisations physiques

o Ladensité

La densit¢ ou masse volumique dépend de la température et de la composition
chimique de I'huile. Elle nous renseigne sur la nature de la composante en acides gras,
notamment de la longueur de la chaine, de la présence d’insaturation et de fonctionnalité

sur la chaine carbonée.

La densité retrouvée pour I’huile de lentisque est de 0,910

La valeur de la densité trouvée pour I’huile de lentisque est en accord a celles trouvées
par Maameri-Habibatni et Boukeloua et al qui sont respectivement de 0,910 et 0,920 [84-
85].

e [’indice de réfraction

L'indice de réfraction dépend comme la densité, de la composition chimique de I'huile
et de la température.
Il croit avec l'insaturation et la présence sur les chaines grasses de fonctions

secondaires.

Indice de réfraction mesuré pour 1'échantillon de I’huile est de n?°“’=1 .473

Ces valeurs sont en accord avec celles rapportées par Boukeloua et al concernant 1’huile

de lentisque qui est de 1.470 [85].

V.3.2. Caractérisations chimiques

e [’acidité et indice d’acide

Dans cette étude, I’acidité a été exprimée par rapport a I’acide oléique.

Acidité oléique de I’huile de lentisque est de 6.768 %




Cela signifie que le résultat obtenu pour I’huile de lentisque (6.768 %) reste conforme
aux normes du codex (6% pour une huile pressée a froid). Cette valeur d’acidité semble
inférieure a celles trouvées par Maameri Habibatni qui sont respectivement de 8,5% et 7%
pour les huiles des graines de lentisques des régions d’El Milia (Nord d’Algérie) et de
Skikda (Est de 1’ Algérie) respectivement. Cependant, elle est supérieure a celle trouvée par

Boukeloua et al qui est de 2,27 % pour I’huile de lentisque originaire de Skikda [84-85].

Indice d’acide de I’huile de lentisque est de 13.536

e Indice de peroxyde

L’indice de Peroxyde, nous révele les premiers degrés d’oxydation de [’huile

caractérisés par la présence de peroxydes ou hydro-peroxydes.

Cet indice est trés utile car il nous informe sur les conditions de conservation, des
méthodes d’extraction, et nous aide a apprécier les premicres étapes d’une détérioration

oxydative du produit [86-87].

Indice de peroxyde de I’huile est de 5,2 méq O2/kg

I1 a été démontré que les huiles fraiches ont un indice de peroxyde inférieur al10 méq
O2/kg d’huile caractéristique de la plupart des huiles conventionnelles (FAO) et considérée
comme témoignant d’un niveau d’oxydation acceptable [88].

L’indice de peroxyde trouvé dans le cas étudié est assez bas, ce qui nous permet de

conclure que I’huile étudiée n’a pas encore subi d’altération.

e Indice de saponification

La détermination de I’indice de saponification est importante, car il permet de
caractériser le poids moléculaire et la longueur moyenne des chaines grasses auxquelles il
est inversement proportionnel (plus le poids moléculaire de la longueur moyenne d’acides

gras est ¢levé, plus I’indice de saponification est faible).

Indice de saponification dans ce cas est de 1’ordre de 210. 37 mg de (KOH/ g d’huile)

Les résultats de 1’indice de saponification obtenus par Bouteldj et Kadjoudj, se
rapprochent de nos résultats a savoir (197.54, 212.3, 213.03 et 216.55). Par rapport aux

autres huiles végétales, I’indice de saponification de ’huile de lentisque semble étre plus




¢levé, ce qui pourrait indiquer la présence d’acide gras a chaine carbonée pas trop longues
[89].

e Indice d’ester

Etant donné qu’en terme de valeurs, I’indice d’ester est la différence entre 1’indice de

saponification et celui d’acide, on conclue qu’autant I’indice de saponification est élevé et

moins I’indice d’acide I’est, par conséquent I’indice d’ester est important.

Pour cet échantillon I’indice d’ester est de 196 .91

Et selon I’indice d’ester obtenus par Bouteldj et Kadjoudj, on constate que ce dernier se

rapproche considérablement de notre résultat (178.45, 194.68, 208.97 et 209.87) [89].

V.4. Analyse infrarouge de I’huile de lentisque et I’huile de myrte et la concréte

V.4.1. Analyse infrarouge par transformée de Fourier FTIR des huiles

L‘¢tude spectrale des huiles analysées par FTIR montre les différentes caractéristiques
et les ¢longations des bandes d‘absorption des différents groupes fonctionnels des

constituants dans ces huiles.

L’interprétation des spectres infrarouge nécessite de connaitre les bandes d’absorption.
Les résultats de I’analyse des huiles par FTIR sont consignés dans les spectres des

figures (Fig V.7, Fig V.8, Fig V.9).
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Figure V.7 : Spectre FTIR de 1°huile pure de Pistacia Lentiscus.
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Figure V.8 : Spectre FTIR de 1‘huile de myrtus communis.
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Figure V.9 : Spectre FTIR de la concréte de myrtus communis.

Les spectres TFIR pour I’huile de lentisque, I’huile de myrte ainsi que la
concréte de myrte sont caractérisés par la présence de plusieurs pics et bandes dans
la partie généralement exploitable entre 3600 et 1600 cm! et aussi dans la partie

représentant I’empreinte digitale de la molécule entre1600 et 400cm™-.

Une bande plus ou moins importante est localisé a 3409 cm! peut étre attribuée
aux traces d’eau contenu dans la mati¢re végétale. Cependant, en ensemble de pics

caractéristique du caractére organiques est situé entre 3006 et 2850 cm’!.




Le pic localisé & 3006 cmest caractéristique de la vibration de la liaison —C-H
d’un alcéne par contre les autres pics situé entre 2978-2850 cm™! sont attribués aux
vibrations des liaisons —C-H des groupements méthyles (CH3) et méthylénes (CH>).

Au niveau de la région intermédiaire, la présence de deux pics de faibles
intensités visible a 2366 et 2337 cm™! caractéristiques de la forme chélates. 1l est
intéressant de remarquer la présence d’un pic le plus important situé a 1745 cm’!
spécifique a la vibration de la fonction carbonyle —C=0O d’un ester.

Enfin il faut ajouter la confirmation de la présence d’un alcéne par la présence

d’un pic caractéristique de la liaison -C=C- d’un alcene.

V.5. Caractérisation des pommades obtenues

Pour déterminer la meilleure formulation, il a été décidé de prendre les 4 formulations
dont les excipients sont : la cire d’abeille et la paraffine pour les autres formulations ils
permettent de voir les différences entre chaque pommade et de choisir les meilleurs d’entre

elles.

V.5.1. Résultat du potentiel d’hydrogene (pH)
Les valeurs du pH des pommades élaborées sont enregistrées dans le Tableau ci-
dessous :

Tableau 5.3 : Résultats du pH des quatre pommades.

pommade 1 2 3 4

pH 4.40 4.34 4.52 5.14

Il a été remarqué que le pH des pommades est acide (4-5), cette acidité est reliée a
I’huile de lentisque puisque son pH est de 3.89 car les baies utilisés pour I’extraction

étaient non mures.

Selon EYANG ESSENG, Toutes les pommades sont conformes aux normes, car le pH est

proche de celle de la peau qui est de (4.2-5.8) [90].

V.5.2. L’homogénéité
Les pommades obtenues ont toutes une bonne homogénéité (répartition régulicre,

absence de bulle d’aire, s’étalent facilement).




V.5.3. L’analyse sensorielle

Cette analyse été basée sur 1’appréciation de 20 personnes concernant 1’état de nos
pommades, le tableau (voir Annexe 4) résume les avis les plus répondus sur les 4

formulations retenues.

Remarque :

Pour toutes les personnes, les quatre pommades ont le méme aspect et une odeur
identique, pour 1’aspect les pommades sont brillantes, de couleurs marron et avec une trés
forte odeur de lentisque. La consistance et la sensation sont résumées dans le tableau (voir

Annexe 4).

V.5.4. Mesure de la viscosité
Apres avoir effectué 1’analyse rhéologique sur les différentes pommades deux courbes

sont obtenues (Fig V.11, Fig V.12)
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Figure V.11 : Courbe d’écoulement des quatre pommades, la viscosité (1) en fonction du
taux de cisaillement (y).
Les résultats de la viscosité des cinq pommades ¢laborées sont représentés sur la
Figure V.11, ce graphes indique que les pommades étudié¢es ont un comportement dit «
rhéofluidifiant » appelé également pseudo plastique , ces pommades sont caractérisées par

la diminution de leur viscosit¢ apparente(na), avec l’accroissement de la vitesse de

déformation (¥), ce comportement est trés répondus et tel que : les polyméres & longue

chaine en solution ou a I’état fondu , les colles et les pattes a papier [91].
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module de perte G’> des pommades en fonction de la tension %.

Dans cette étude, deux facteurs important reliés par un module complexe G* sont pris
en considération, il s’agit de G' appel¢ Module de conservation et correspond a 1'énergie
¢lastique emmagasinée pendant I'expérience (unité : Pa), et G" appelé Module de perte
qui caractérise 1'énergie dissipée sous forme de frottements visqueux pendant I'expérience
(unité : Pa). Plus la région entre ces deux module G’ et G*” est faible plus la pommade est

de qualité.

En se basant sur les résultats des Figure V.11 et Figure V.12 obtenues , la pommade
finale( la pommade N° 3) a été choisie , elle se démarque par rapport aux autres par sa
faible viscosité lorsque le taux de cisaillement est a son maximum , ce qui signifie que
cette pommade a un bon pouvoir de pénétration et cela est affirmé par les résultat des deux

modules car la différence entre ces derniers est tres faible ce qui valide ce choix.

V.5.5. L analyse microscopique

Une observation au microscope optique a été réalisée pour essayer de caractériser la

structure des quatre pommades formulées, les images obtenues sont illustrées ci-aprés :




Figure V.13: Images microscopiques des quatre pommades.

Ces images montrent la présence d’une phase huileuse (pommade monophasique) et
cela revient a la contenance des pommades a des composés hydrophobes (les deux huiles
végétales ainsi que la paraffine liquide).

Cette phases est composée de gouttelettes dans les tailles sont presque identiques dans
les quatre pommades, d’autre cristaux sont apparues avec des formes irrégulicres,

toutefois la raison de leurs apparitions reste inconnue.

V.6. La formulation finale de l1a pommade
Apres toutes les analyses effectuées sur les pommades pré formulées, une pommade
s’est démarquée par rapport aux autres, ¢’est la pommade numéro trois (F3).

Cette dernicre répond aux normes demandés, et elle est caractérisée par :

dépasse les
10*Pa.s

viscosité
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peau.

Figure V.14 : Les caractéristiques de la pommade finale (F3).
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V.7. Evaluation de I’activité antimicrobienne

V.7.1. L’huile de lentisque

Concernant I’huile de lentisque, le produit naturel étudié n’a montré aucun effet
antibactérien sur les souches testées. Sachant, que le potentiel antibactérien de différents
produits issus de Pistacia lentiscus a ét¢é mis en évidence par plusieurs études.

Cet effet antibactérien a concerné la résine, les feuilles, et leurs huiles essentielles.

Figure V.15 : Effet de ’'H.V des fruits de lentisque sur la croissance de Staphylococcus

aurcus.

Figure V.16: Effet de ’H.V des fruits de lentisque sur la croissance d’Escherichia coli.

Les résultats de 1’activité antifongique ont révélé aussi I’inefficacité de 1’huile de
lentisque contre la souche testée. les résultats obtenus sont en accord avec ceux rapportés

par Charrouf et Guillaum [92] et Bouamara et Haddad [80].

Figure V.17 : Effet de ’'H.V des fruits de lentisque sur la croissance d’ Aspergillus Niger.

e




Pour les effets antibactériens de 1’huile fixe, une étude semblable a celle présentée dans
ce travail a été réalisée par Mezni et al [17]. Ces derniers ont testé l'effet antibactérien in
vitro de I’huile de lentisque contre deux souches aérobies: Salmonella typhimurium (NCTC
6017) et Escherichia coli (ATCC8739) et une bactérie anaérobie Clostridium perfringens
(MG 109).

L’effet antibactérien n’a été observé que pour la bactérie Gram positive C. perfringens
avec des zones d'inhibitions variant entre 8 et 13 mm, en fonction du procédé d'extraction

et le site de récolte des fruits utilisés pour 1’obtention de 1’huile.

Une autre étude réalisée par Bouamara et Haddad sur 1’évaluation les activités
biologiques de quelque huiles végétales parmi eux I’huile de lentisque, il apparait que les
huiles végétales (HVs) étudiées n’ont aucun effet inhibiteur sur I’ensemble des souches
testées sauf I’huile de lentisque, ce dernier laisse voir une petite zone d’inhibition

(diametre: 1 mm) vis-a-vis Staphylococcus aureus [80].

La faible teneur en composés phénoliques trouvée dans 1’huile fixe de lentisque étudiée
est probablement responsable de leur inefficacité, beaucoup de chercheurs ont trouvé qu’il
existe une corrélation positive entre le contenu en composés phénoliques et l'activité

antimicrobienne [17].

Malgré 1’absence de résultats significatifs dans cette étude, il faut noter que I’huile de
lentisque renferme des composés présentant des effets antibactériens prouvés tels les

phénols et les acides gras.

Cependant ces constituants sont comme la plupart des molécules antibactériennes
produites par les plantes, présentent une faible activité antibiotique par rapport aux

antibiotiques communs produits par les bactéries et les champignons [93].

V.7.2. L’huile de myrte

Concernant myrtus communis, cette concreéte a révélée une intéressante activé
antibactérienne vis-a-vis de Staphylococcus aureus et d’Escherichia coli (Fig V.18, Fig

V.19).




Figure V.19 : L’effet de la concrete de myrte sur la croissance d’Escherichia coli.

En revanche aucune activité antifongique n’a été observée pour 1’huile concréte de

myrte (Fig V.20).

Figure V.20: Effet de la concrete des fruits de myrte sur la croissance d’Aspergillus Niger.

D’apres les résultats obtenus, le classement de la sensibilité des deux bactéries est

mentionné sur le tableau ci-dessous.

e




Tableau 5.4 : Zone d’inhibition en mm provoqué par la concrete de myrte commun.

L’huile Staph.aureus E.coli
Concrete de myrte 26 mm 31mm
Catégorisation des sensible Extrémement

souches sensible

Les résultats obtenus montrent que I’activité antibactérienne est en fonction de la
bactérie cible. Il s’est avéré que les deux bactéries testées ont été sensibles vis-a-vis de la

concrete de myrte mais Escherichia coli était plus sensible que Staphylococcus aureus.

Plusieurs travaux mettent en évidence la grande sensibilité des bactéries Gram positif
par rapport aux bactéries Gram négatif qui peut s’attribuer a la différence dans les couches
externes des bactéries Gram négatif par rapport aux bactéries Gram+ [94-96], mais cela n’a
pas été observé dans ce travail.

Malheureusement, Peu de travaux ont été réalisés sur ’huile végétale de myrtus

communis, les travaux antérieurs ont été basés sur les huiles essentielles de cette plante.

Vue la rareté d’études qui ont investigué le potentiel antibactérien de cette huile, il est
nécessaire d’approfondir nos connaissance en conduisant des études supplémentaires, en

utilisant : d’autre souches bactériennes.

V.8. Evaluation de I’activité antimicrobienne de La pommade

Les diametres d’inhibition provoqués par la pommade sont présentés sur les Figures

(Fig V.21, Fig V.22) ci-dessous

Figure V.21 : Effet de la pommade sur la croissance de Staphylococcus aureus

d’Escherichia coli.




Aucun effet antifongique n’a été observé pour la pommade (Fig V.22).

Figure V.22 : L’effet de 1a pommade sur la croissance d’aspergillus Niger.

Le classement de la sensibilité des deux bactéries est mentionné sur le tableau suivant :

Tableau 5.5 : Zone d’inhibition en mm provoqué par la pommade.

Bactérie Staph.aureus E.coli
pommade I1mm 12mm
Catégorisation des sensible sensible
souches

Le diametre de disque de 6mm est inclue dans les résultats. Les résultats de ’activité
antibactérienne révelent que la pommade exerce un large spectre d’activité en agissant sur
les bactéries Gram positif (staphylococcus aureus ATCC 43 300) et négatif (Escherichia
coli ATCC 25922), avec un degré de sensibilité, sans pour autant présenter d’activité

antifongique.

Les zones d’inhibition provoquées par la pommade sont petites par rapport a celles
provoquées par les deux huiles, ceci est di a la faible quantité en principe actif présente

dans la pommade.




CONCLUSION

Plusieurs recherches scientifiques ont montré un grand intérét sur I’exploitation des
huiles végétales des plantes dans le domaine pharmaceutique, ¢’est pour cette raison notre
présent travail s’est basé sur 1’étude des huiles végétales des deux plantes, poussant a
’état spontanée : Pistacia lentiscus et le Myrtus communis et cela afin de connaitre leurs
efficacités antimicrobienne lorsqu’elles sont préparées sous la forme pharmaceutique

« pommade ».

Deux méthodes d’extraction ont été effectuées afin d’extraire les deux huiles végétales,
pour le Pistacia lentiscus une presse a froid a été utilisé afin d’obtenir une huile pure avec
moins de résidus, et pour le myrte le dispositif soxhlet a été utilisé et un rendement de
14% et de 17% a été obtenue lorsque I’éther de pétrole le méthanol ont été utilisés

respectivement.

Des analyses physico-chimiques ont été réalisées sur I’huile de lentisque, les différentes
valeurs des caractéristiques physico-chimiques se divisent en 2 groupes: ceux qui rendent
compte de la qualité¢ de I’huile (densité, indice de réfraction, indice de saponification), et
ceux qui rendent compte de 1’altération de I’huile (indice d’acidité, acidité et indice de
peroxyde) les résultats obtenues sont conforme aux normes, cela signifie que notre huile
est de qualité. Aucune analyse n’a été faite sur I’huile de myrte et cela revient au faible
rendement obtenu.

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourrier a été effectuer sur les huiles
végétales de lentisque et de myrte, afin de connaitre les différents groupements
fonctionnels présent dans les deux huiles, les groupements prédominant dans nos huiles

sont le groupement acide, alcool, cétone, alcéne, ester.

Une pommade a 10% été formulé en utilisant comme principe actif ’huile de
lentisque a 5% et la concréte de myrte a 5% , cette derniere possede un effet antibactérien
efficace et cela a été prouvé apres avoir réalisé une série d’analyses biologiques sur les
deux souches bactériennes (Staphylococcus aureus , E coli) . L’effet inhibiteur observé
sur les Staphylococcus aureus et les E .coli serait d’un grand intérét (31mm et 26mm de
zones d’inhibitions) car ces especes sont naturellement résistantes a de nombreux

antibiotiques et extraits de plantes.




PERSPECTIVES

Comme perspectives, il serait intéressant de revoir la méthode d’extraction du Myrtus
communis pour avoir un meilleur rendement, approfondir 1’étude sur le myrtus communis

car il a plusieurs effets thérapeutiques puissants comme 1’effet anticancéreux.

Faire des analyses supplémentaire tel que: la Chromatographie en phase liquide a
haute performance (HPLC), la chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectroscopie de masse (CPG/SM).

Utiliser ces deux huiles végétales sous d’autre formes pharmaceutiques comme les
crémes dermiques ou oculaires et revoir la méthode de formulation en utilisant le mode

six. Il est préférable aussi de faire des tests in-vivo.

Ces deux huiles peuvent étre exploitées dans le milieu industriel, car elles sont

abondantes dans la nature (disponibilité).
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ANNEXE

Annexe 1 : Les essais de pré-formulation (groupe 1).

et essais 2éme 3 éme 4émé 5 émé 6émé
(placebo)

Cire
synthétique | 3 3 4 4 4 4
(2

Huile de
paraffine |7 6 5 5 5 5
commercial

(€9)

Huile de
lentisque 1 1 0.5 0.8 0.5

(2

L’huile du
myrtus 0.5 0.2
communis

(€9)

Concréte de 0.5
myrte (g)

Annexe 2 : Les essais de pré-formulation (groupe 2).

Nombre

s ess ai S 1 er 2éme 3 éme 4éme Sémé
essais
coOmposes
Cire d’abeille

(2) 3 4 35 35 35

Huile de
paraffine 6 5 5.5 5.5 5.5

pure (g)




Huile de
lentisque

(2

0.8

0.5

L’huile du
myrtus
comminus

(9]

0.2

Concrete de

myrte (g)

0.5

Annexe 3 : Les essais de pré-formulation (groupe 3).

ombre d’essais

composes

1 essais

2éme

3 éme

4éme

Cire d’abeille
(2

3.5

3.5

Huile de paraftine
pure (g)

3.5

Huile de lentisque

(2

0.5

0.5

L’huile du myrtus
comminus

(2

Concréte de
myrte(g)

0.5

0.5

L’huile de vaseline

(2

5.5

5.5




Annexe 4 : Analyse sensorielle des quatre pommades.

mulation

Perso

F1

F2

F3

F4

P1

La pommade est
lisse et onctueuse,
mais seéche trop

rapidement sur

la peau.

La pommade est
huileuse, pénétre
mal dans la peau

(laisse un film

gras).

La pommade est
lisse et onctueuse,
pénetre
rapidement dans
la peau (agréable
au touché et

hydratante).

La pommade est
trés huileuse,
pénétre trés mal
dans la peau (film

gras sur la peau).

P2

La pommade est
lisse et onctueuse
hydrate mal la
peau (séche trop

vite)

La pommade est
lisse et
onctueuse mais
elle pénetre
difficilement
dans la peau

(s’absorbe mal).

La pommade est
lisse et onctueuse,
elle s’adhére bien
a la peau (bonne
hydratation et trés
agréable au

touché).

La pommade est
collante tres
huileuse, pénétre
difficilement dans
la peau
(désagréable au

touché).

P3

La pommade est
lisse et onctueuse
mais elle séche
trop vite (pas trés

hydratante).

La pommade est
lisse et
onctueuse mais
elle ne pénétre
pas facilement

dans la peau.

La pommade est
lisse et onctueuse,
s’adheére bien a la
peau, hydratante
et agréable au

touchée.

La pommade est
trés grasse
(huileuse),
pénétration
difficile avec une
sensation

désagréable.

P4

La pommade est
lisse et onctueuse,
s’étale bien et
séche rapidement

sur la peau.

La pommade est
lisse et
onctueuse, la
peau ne
I’absorbe pas

facilement.

La pommade est
lisse et onctueuse,
s’étale bien, elle
pénétre
rapidement dans
la peau
(hydratante et

agréable touchée

La pommade est
trés huileuse, reste
sur la peau et elle
est désagréable au

touché.




P5

La pommade est
lisse et onctueuse
mais séche trop
rapidement sur

la peau

La pommade est
lisse et
onctueuse mais
elle ne pénétre
pas facilement

dans la peau

La pommade est
lisse et onctueuse,
elle s’adhére bien
a la peau (bonne
hydratation et trés
agréable au

touché).

La pommade est
trés grasse
(huileuse),
pénétration

difficile avec une

sensation

désagréable.




