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Résumé:

Cette étude a porté sur la formulation de deux émulsions huile-dans-eau a base d’extrait
de feuilles d’olivier (Olea europaea) et d’huile essentielle de romarin (Rosmarinus
officinalis), stabilisées par le Tween 80, la gomme xanthane et la pectine. Les émulsions ont
montré une bonne stabilité au stockage. Les tests antioxydants (DPPH) ont révélé des valeurs
ICso de 0,00641 mg/ml pour I’émulsion au romarin et 0,00836 mg/ml pour celle a I’olivier,
montrant une activité intéressante.L’activité antimicrobienne était modérée contre Bacillus
subtilis, Candida albicans et Aspergillus sp., tandis que les huiles pures ont montré une
inhibition plus marquée. La modélisation moléculaire a confirmé une forte affinité des
composés actifs (carnosol, oléuropéine, etc.) avec des protéines humaines impliquées dans
le stress oxydatif, I’inflammation et 1’apoptose. Ces résultats valident 1’intérét de ces
émulsions naturelles comme vecteurs bioactifs pour des applications thérapeutiques et
industrielles.

Mots-clés : Romarin ; Olivier ; Emulsion : Antioxydant ; Antimicrobien ;

Modélisation moléculair
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Abstract :

This study focused on the formulation of two oil-in-water emulsions based on
olive leaf extract (Olea europaea) and rosemary essential oil (Rosmarinus officinalis),
stabilized by Tween 80, xanthan gum, and pectin. The emulsions showed good
storage stability. Antioxidant tests (DPPH) revealed ICs, values of 0.00641 mg/ml for
the rosemary emulsion and 0.00836 mg/ml for the olive-based emulsion, revealing an
interesting activity. Antimicrobial activity was moderate against Bacillus subtilis,
Candida albicans, and Aspergillus sp., while the pure oils demonstrated stronger
inhibition. Molecular modeling confirmed a strong affinity between the active
compounds (such as carnosol and oleuropein) and human proteins involved in
oxidative stress, inflammation, and apoptosis. These findings support the potential of
these natural emulsions as bioactive carriers for therapeutic and industrial

applications.

Keywords : Rosemary ; Olive ; Emulsion ; Antioxydant; Antimicrobien; Molecular

modeling.
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Introduction

Introduction :

Depuis I’ Antiquité, les extraits des plantes médicinales, notamment les huiles
essentielles, occupent une place centrale dans les approches thérapeutiques
traditionnelles et modernes. Riches en composés bioactifs tels que les terpenes,
phénols, alcools et cétones, ces substances naturelles présentent un large éventail
d’activités biologiques, notamment antioxydantes, antimicrobiennes, antifongiques et
anti-inflammatoires (Bakkali et al., 2008 ; McClements, 2012).

Face aux préoccupations croissantes concernant les effets secondaires des
produits chimiques de synthése sur la santé humaine et I’environnement, les huiles
essentielles se présentent comme une alternative prometteuse dans divers domaines,
tels que la pharmacie, la cosmétique, 1’agroalimentaire et 1’agriculture (Burt, 2004 ;
Guzman & Lucia, 2021). Toutefois, leur utilisation directe reste limitée en raison de
contraintes techniques majeures, notamment leur faible solubilit¢ dans 1’eau, leur
volatilité élevée ainsi que leur sensibilité a la lumiére, a I’oxydation et a la chaleur.

Pour surmonter ces défis, la formulation d’émulsions stables constitue une
stratégie innovante permettant de protéger, solubiliser et améliorer la biodisponibilité
des composés actifs, tout en préservant leur efficacité biologique (Salvia-Trujillo et
al., 2015). Dans ce contexte, notre travail de recherche vise a formuler et a caractériser
deux émulsions distinctes a base de deux extraits naturels : 1’huile essentielle de
romarin (Rosmarinus officinalis), riche en 1,8-cinéole, camphre et bornéol, reconnue
pour ses propriétés antioxydantes et antimicrobiennes (Nieto et al., 2018), et I’extrait
de feuilles d’olivier (Olea europaea), contenant des phénols majeurs tels que
I’oleuropéine et 1’hydroxytyrosol, connus pour leurs effets antioxydants puissants et
leur capacité a inhiber divers agents pathogenes (Benavente-Garcia et al., 2000 ;
Bulotta et al., 2014).

Plusieurs travaux antérieurs confirment 1’intérét de ces extraits dans des
systemes émulsionnés. Par exemple, I’huile essentielle de romarin, intégrée a des
nanoémulsions, a démontré une activité antimicrobienne significative contre E. coli et
Listeria monocytogenes, tout en améliorant la stabilité thermique de 1’huile (Salvia-
Trujillo et al., 2015). De méme, Hadian et al. (2018) ont formulé une émulsion au
romarin ayant prolongé la durée de conservation de denrées alimentaires grace a un

fort pouvoir antioxydant.
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Concernant les extraits de feuilles d’olivier, Bouaziz et al. (2009) ont montré
leur efficacité antibactérienne contre Staphylococcus aureus et leur réle protecteur
contre le stress oxydatif dans des systémes colloidaux. Ces résultats suggérent que
I’incorporation simultanée des deux extraits pourrait produire une synergie bénéfique,
bien que notre étude n’envisage pas leur combinaison dans une méme formulation.

Malgré leurs nombreux avantages, I’ intégration des huiles essentielles dans des
formulations aqueuses demeure un défi, principalement en raison de leur faible
solubilité et de leur instabilité face a la chaleur, a la lumiére et a I’oxygene. La
formulation d’émulsions stables apparait donc comme une solution pertinente pour
surmonter ces limitations. La stabilit¢ d’une émulsion dépend toutefois de plusieurs
parametres essentiels, tels que la taille des gouttelettes, le type d’émulsifiant utilisé, et
les conditions de stockage (température, pH, etc.). Le défi principal réside dans
I’obtention d’une distribution homogeéne des huiles essentielles et le maintien de cette
stabilité dans le temps.

L’¢tude proposée comprendra une évaluation physico-chimique de la stabilité de
chaque émulsion, des tests in vitro de I’activité antioxydante (DPPH), antibactérienne
et antifongique, ainsi qu’une modélisation moléculaire visant a simuler les interactions
biologiques entre les composés bioactifs et leurs cibles dans les cellules humaines.
Cette approche intégrée permettra de mieux comprendre les mécanismes d’action a
I’échelle moléculaire.

Dans ce cadre, la problématique centrale de cette recherche et de formuler deux
types d’émulsions stables, chacune basée sur un extrait végétal différent (romarin ou
feuilles d’olivier), tout en préservant leurs propriétés biologiques respectives, et en
évaluant I’effet de deux types d’émulsifiants distincts sur la stabilité physico-chimique
et I’activité bioactive de chaque systéme.

Cette problématique souleve la nécessité d'étudier plusieurs aspects cleés :

. L’optimisation des parametres de formulation propres a chaque émulsion

. L’analyse de la stabilité physico-chimique (taille des particules, pH,
indice de crémage, stabilité au stockage...) ;

. L’évaluation des activités biologiques (antioxydante, antimicrobienne,
antifongique) spécifiques a chaque émulsion ;

La modélisation moléculaire pour mieux comprendre les interactions entre les composés

bioactifs et les émulsifiants a 1’échelle nanométrique.
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| Les plantes medicinales :

Introduction :

Les plantes médicinales ont constitué depuis 1’Antiquité une source
essentielle de soins dans toutes les civilisations humaines. Bien avant 1’apparition
de la médecine moderne, les populations utilisaient les feuilles, les racines, les
écorces et les fleurs de différentes plantes pour soulager la douleur, traiter les
infections ou améliorer 1’état général de santé. Ces savoirs étaient transmis
oralement de génération en génération, et plusieurs de ces plantes occupent encore
aujourd’hui une place importante dans les pharmacopées traditionnelles de
nombreux pays(Petrovska, 2012).

Depuis le milieu du XXe siccle, I’intérét pour la médecine par les plantes s’est
accru avec la redécouverte de nombreux composés bioactifs naturels, jugés plus
slrs ou plus accessibles que les médicaments de synthése. Ce renouveau
scientifique a donné lieu a une floraison d’études portant sur les propriétés
pharmacologiques des extraits de plantes, leurs mécanismes d’action, ainsi que leur
potentiel thérapeutique contre des maladies chroniques telles que le cancer, le
diabéte, ou les maladies cardiovasculaires (Choudhary and Sekhon, 2011).

Plus récemment, la recherche sur les plantes médicinales s’est enrichie grace
aux progres dans la phytochimie, la pharmacognosie et la biotechnologie,
permettant non seulement d’isoler des substances actives spécifiques, mais aussi de
comprendre leur synergie, biodisponibilité et sécurité d’emploi. L intérét mondial
pour les produits naturels et les médecines alternatives continue de croftre, en raison
de leur accessibilité, de leur faible co(t et de leur acceptabilité culturelle
élevée(Ansari et al., 2025).

1.1 Définition :

Les plantes médicinales sont simplement des plantes qu'on utilise pour soigner

ou préevenir certaines maladies. Depuis des siecles, les gens dans différents pays ont

eu recours a ces plantes dans leur vie quotidienne pour soulager des douleurs, guérir
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des blessures ou renforcer leur santé. Par exemple, la camomille pour calmer, ou le
thym pour les infections respiratoires (Yuan et al., 2016).

Ce qui rend ces plantes utiles, ce sont les substances naturelles qu'elles
contiennent. Ces substances peuvent agir comme des antibiotiques, des anti-
inflammatoires ou encore des antioxydants(Pan et al., 2013). Aujourd’'hui encore,
méme avec les médicaments modernes, beaucoup de gens utilisent les plantes, soit
seules soit en complément des traitements classiques (Yuan et al., 2016).

Des recherches scientifiques récentes ont confirmé que certaines plantes
contiennent des molécules actives trés efficaces. Par exemple :

Les phénols et flavonoides ont des propriétés antioxydantes puissantes(Pan et
al., 2013).

Les huiles essentielles peuvent combattre des microbes ou réduire
I’inflammation(Raut and Karuppayil, 2014) .

Les plantes médicinales sont une ressource naturelle importante qu'on
continue a utiliser et a étudier dans le monde entier (Yuan et al., 2016).
1.2 Classification des Plantes Médicinales :

La classification des plantes médicinales permet de mieux comprendre leurs
propriétés, leurs usages thérapeutiques et leurs composés actifs. Elle aide les
professionnels de la santé a orienter leurs choix en fonction des besoins des patients.
Cette classification peut se faire selon plusieurs critéres :

e Selon la partie utilisée de la plante :
Les plantes médicinales peuvent étre classées en fonction de la partie végétale exploitée pour ses
propriétés curatives :

Feuilles : par exemple, les feuilles de menthe ou de thym sont riches en huiles
essentielles aux propriétés antiseptiques et antispasmodiques (Tuasha et al., 2018).

Fleurs : comme la camomille, tres utilisée pour ses effets calmants et anti-
inflammatoires.

Racines : le gingembre est connu pour ses effets anti-nauséeux, et la valériane
pour ses propriétés sédatives.

Ecorces : celle du saule blanc contient de la salicine, un précurseur de
I’aspirine.

Graines/Fruits : le fenouil et I’anis sont souvent utilisés pour favoriser la
digestion (Pan et al., 2013).
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e Selon leur effet pharmacologique :
Cette classification s’appuie sur les effets physiologiques observés :
Antiseptiques : comme 1’huile essentielle d’eucalyptus ou de lavande qui
inhibent la croissance des micro-organismes.
Antispasmodiques : menthe poivrée et camomille, qui soulagent les douleurs
digestives.
Anti-inflammatoires : curcuma (curcumine) et saule blanc (salicine).
Sédatifs et anxiolytiques : valériane, passiflore, mélisse, qui sont souvent
utilisées en cas de troubles du sommeil ou d’anxiété (Yuan et al., 2016).
Diurétiques : pissenlit et ortie, qui aident a éliminer 1’excés de liquides.
Expectorants : thym et réglisse, qui facilitent I’expulsion du mucus des voies
respiratoires (Newman and Cragg, 2020).
e Selon leur composition chimique principale :
Les composés chimiques sont responsables des effets thérapeutiques des
plantes :
Alcaloides : molécules actives puissantes présentes dans la belladone
(atropine), le pavot (morphine), etc.

Figure I 1 : structure chimique des alcaloides(pubchem)

Huiles essentielles : mélanges complexes de composés volatils comme le
cinéole (eucalyptus, romarin), le thymol (thym), ayant des propriétés
antimicrobiennes (Raut and Karuppayil, 2014)
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Flavonoides : molécules antioxydantes présentes dans le ginkgo biloba, le
tilleul, le thé vert(Panche et al., 2016).

Figure | 2 : structure chimique des flavonoides (pubchem)

Tanins : substances astringentes utiles en cas de diarrhée ou d’inflammation

des muqueuses (Okuda, 2005).

Figure | 3 : structure chimique des tanins (pubchem)

Saponines : aux propriétés expectorantes et immunostimulantes (présentes

dans le ginseng, réglisse) (Sparg et al., 2004).
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Figure I 4 : structure chimique des saponines (pubchem)

Cette classification est essentielle en phytothérapie car elle permet d’adapter
les plantes aux besoins médicaux précis, tout en favorisant une meilleure sécurité
d’emploi.

1.3 Histoire de I’usage thérapeutique des plantes :

L’utilisation des plantes a des fins médicinales est une pratique trés ancienne,
présente dans presque toutes les cultures du monde. Depuis la préhistoire, les
humains ont observé la nature et ont appris a se soigner avec ce qu’elle leur offrait :
feuilles, racines, graines, fleurs, écorces... Par exemple, des traces de plantes
médicinales ont été retrouvées dans des tombes néandertaliennes datant de plus de
60 000 ans (Nunes et al., 2020).

Depuis trés longtemps, des civilisations comme les Egyptiens, les Chinois, les
Indiens et les Grecs utilisaient déja beaucoup de plantes pour soigner différentes
maladies. En Chine, la médecine avec les plantes était déja bien avancée vers 2800
avant J.-C., avec un vieux livre appelé "Shennong Bencao Jing" qui parlait de
plusieurs remedes faits avec des plantes (Nunes et al., 2020).

En Europe, les connaissances sur les plantes passaient de génération en
génération. Les moines aidaient beaucoup, car ils cultivaient des plantes médicinales
dans les monastéres. Au Moyen Age, les plantes étaient trés utilisées pour soigner les
gens (Nunes et al., 2020).
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Avec le temps, certaines connaissances se sont perdues, mais beaucoup ont été
reprises et étudiées par la science moderne. Aujourd'hui, les plantes médicinales font
I'objet de nombreuses recherches scientifiques. Des composés actifs extraits de ces
plantes sont utilisés pour développer de nouveaux médicaments. Par exemple, le
romarin est reconnu pour ses propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires
(Andrade et al., 2018), tandis que les composés de 1’olivier comme 1’oleuropéine et
I’hydroxytyrosol présentent des effets bénéfiqgues contre les maladies
cardiovasculaires et métaboliques (Bulotta et al., 2014).

Aujourd’hui, I’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) estime qu’environ
80% de la population mondiale utilise encore les plantes médicinales comme source
principale de soins de santé (World Health Organization, 2019). Cela montre

I’importance actuelle et continue de ces pratiques.
1.4 Intérét pharmacologique des des plantes (phénols,

flavonoides, terpénoides...) :

Les plantes médicinales sont riches en composés bioactifs comme les
phénols, flavonoides et terpénoides, qui leur donnent leurs propriétés
pharmacologiques tres intéressantes.

Les phénols sont des antioxydants puissants. Ils aident a neutraliser les
radicaux libres dans le corps, ce qui protege les cellules contre le stress oxydatif et
le vieillissement prématuré. Plusieurs études ont montré que les polyphénols
comme [’acide rosmarinique ou 1’oleuropéine ont aussi des effets anti-

inflammatoires et anticancéreux (Allegra et al., 2020).

Figure 1 5 : structure de phénol
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Les flavonoides, présents en grande quantité dans les feuilles d’olivier et le
romarin, ont des effets anti-inflammatoires, antiviraux, antiallergiques et
cardioprotecteurs. lls bloquent certaines enzymes impliquées dans les réactions

inflammatoires et améliorent la circulation sanguine (Panche et al., 2016).

Figure 1 6 : structure de flavonoide

Les terpénoides, eux, sont connus pour leurs effets antimicrobiens et
anticancéreux. Par exemple, le 1,8-cinéole et le camphre, qu’on trouve dans I’huile
essentielle de romarin, inhibent la croissance de plusieurs bactéries pathogénes et
champignons (Jiang et al., 2011). Certains terpénes ont aussi montré un potentiel
dans la régulation du métabolisme et la prévention des maladies chroniques
(Blokhin et al., 2023).

Figure 1 7 : structure de terpénoide

10
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1.5 Exemples de plantes médicinales utilisées traditionnellement :

Depuis des siecles, les plantes médicinales jouent un réle fondamental dans
le traitement des maladies, surtout dans la médecine traditionnelle. Voici dix
exemples de plantes largement utilisées dans différentes cultures pour leurs vertus
thérapeutiques :

Rosmarinus officinalis (Romarin) : Utilisé pour ses propriétés
antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires. 1l est trés prisé pour
soulager les troubles digestifs et améliorer la circulation sanguine (Allegra et al.,
2020b).

Thymus vulgaris (Thym) : Apprécié pour ses propriétés antiseptiques et
expectorantes, notamment dans le traitement des infections respiratoires (Salehi et
al., 2019).

Mentha piperita (Menthe poivrée) : Utilisée pour soulager les troubles
gastro-intestinaux et les douleurs musculaires (McKay and Blumberg, 2006).

Matricaria chamomilla (Camomille) : Connue pour ses effets calmants,
anti-inflammatoires et antispasmodiques (Gupta, 2010).

Zingiber officinale (Gingembre) : Employé pour ses propriétés anti-
nauseeuses, anti-inflammatoires et stimulantes du systeme immunitaire (Mashhadi
etal., n.d.).

Curcuma longa (Curcuma) : Contient de la curcumine, un puissant anti-
inflammatoire naturel utilisé dans la prévention de maladies chroniques (Gupta et
al., 2013).

Olea europaea (Feuilles d’olivier) : Reconnues pour leur effet
antihypertenseur, antioxydant, et antidiabétique grace a la présence de composes
phénoliques comme 1I’oleuropéine (Talhaoui et al., 2015).

Allium sativum (Ail) : Posséde des propriétés antimicrobiennes,
hypocholestérolémiantes et cardioprotectrices (Rivlin, 2001).

Lavandula angustifolia (Lavande) : Utilisée en aromathérapie pour ses
effets anxiolytiques et relaxants (Koulivand et al., 2013).

Dans le cadre de notre projet de fin d’études, nous avons choisi d’étudier
Rosmarinus officinalis (romarin) et Olea europaea (feuilles d’olivier), afin
d’analyser leurs composés bioactifs et d’évaluer leurs applications

pharmacologiques a travers la formulation d’émulsions a visée thérapeutique.

11
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Il Les huiles essentielles :

Introduction :

Les huiles essentielles (HE) sont des substances naturelles extraites de plantes
aromatiques, réputées pour leurs propriétés thérapeutiques, cosmétiques et
industrielles. Elles se distinguent par leur composition riche en composeés volatils
qui conférent aux plantes leurs arébmes caracteéristiques et leurs nombreuses vertus
biologiques. Leur emploi remonte & I'Antiquité, notamment en Egypte, en Inde et
en Chine, ou elles étaient utilisées a des fins médicinales, religieuses et esthétiques
(Bakkali et al., 2008).

1.2 Deéfinition :

Une huile essentielle est un extrait concentré de composes aromatiques
volatils obtenu a partir de plantes par des procédés physiques comme la distillation
a la vapeur d’eau, I’expression a froid ou I’extraction par solvants. Ces extraits
proviennent de diverses parties de la plante : feuilles, fleurs, écorces, racines ou
fruits. Leur composition chimique comprend principalement des monoterpenes,
sesquitérpenes, phénols, aldéhydes, esters, cétones et oxydes (Burt, 2004).

1.3 Origine et extraction des huiles essentielles :

Les huiles essentielles proviennent de différentes parties des plantes
aromatiques telles que les fleurs, les feuilles, les tiges ou les graines. Diverses
techniques sont employées pour leur extraction, chacune influencant la qualité, la
composition chimique et le rendement des extraits :

Hydrodistillation : cette méthode traditionnelle repose sur la vapeur d’eau
pour libérer les composés volatils. Bien qu’efficace, elle peut entrainer la
dégradation thermique de certains composants sensibles (\Wang et al., 2025).

Expression a froid : utilisée principalement pour les zestes d’agrumes, elle
permet de préserver les composés thermosensibles grace a une extraction
mécanique sans chaleur (Kabutey et al., 2023).

Extraction par solvants organiques : cette méthode emploie des solvants
tels que 1’éthanol ou I’hexane pour extraire un spectre plus large de composés,
notamment ceux non volatils. Elle reste cependant critiquée pour la présence

potentielle de résidus de solvants dans les extraits finaux (Katerina et al., 2023).

12
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Extraction au CO: supercritique : technologie propre et performante, elle
utilise du dioxyde de carbone sous état supercritique comme solvant pour extraire
les huiles essentielles. Elle permet d'obtenir des extraits hautement concentrés,
exempts de résidus toxiques, tout en maintenant I'intégrité des principes actifs (Cui
et al., 2024; El Ahmadi et al., 2024).

Techniques assistées (ultrasons et micro-ondes) : des approches innovantes
telles que [D’extraction assistée par ultrasons ou micro-ondes améliorent
considérablement le rendement et réduisent le temps d’extraction. Leur
combinaison a montré une synergie notable dans 1’extraction de certaines huiles

comme celle du thym (Gavrila et al., 2023).

1.4 Composition chimique des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes, principalement
composés de monoterpénes, sesquiterpenes, phénols, aldéhydes, esters, cétones,
etc. Par exemple, 1’huile essentielle de romarin contient du cinéole, du camphre et
de I’alpha-pinene (Burt, 2004). Ces composés conferent aux huiles leurs propriétés

biologiques.

1.5 Usages et applications des huiles essentielles :

Dans le domaine meédical, elles sont reconnues pour leurs propriétés
antimicrobiennes, anti-inflammatoires, antioxydantes et méme anticancéreuse

contribuant ainsi a la prévention et au traitement de nombreuses maladies
aussi utilisées dans le traitement des infections la gestiondu stress, et la stimulation
du systeme immunitaire (Bakkali et al., 2008).

Les huiles essentielles sont largement utilisées en cosmétique pour leurs
propriétés apaisantes, régéneératrices et antiseptiques. Par ailleurs, plusieurs huiles
essentielles offrent des caractéristiques antimicrobiennes naturelles, aidant ainsi a
protéger la peau des infections (Guzman and Lucia, 2021).

Dans I’industrie agroalimentaire, elles sont employées comme conservateurs
naturels en raison de leur capacité a inhiber la croissance des micro-organismes
pathogenes, prolongeant ainsi la durée de conservation des produits alimentaires
(Burt, 2004).

Parmi les espéces végétales les plus étudiées pour leurs propriétés

thérapeutiques, le romarin (Rosmarinus officinalis) et les feuilles d’olivier (Olea

13
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europaea) se distinguent par la richesse de leur composition phytochimique et la
diversité de leurs effets biologiques.

Le romarin est particuliérement reconnu pour ses propriétés antioxydantes,
antimicrobiennes et anti-inflammatoires, grace a des composés tels que I’acide
rosmarinique, le carnosol et le cinéole (Nieto et al., 2018).

De leur c6té, les feuilles d’olivier sont riches en polyphénol et flavonoide, qui
offrent des effets antioxydants puissants et des protections contre le stress oxydatif

et les maladies cardiovasculaires (Benavente-Garcia et al., 2000).

Romarin (Rosmarinus officinalis L) :

I11.1 Définition du Romarin (Rosmarinus officinalis L.) :

Le romarin (Rosmarinus officinalis L. ou "L." renvoie au botaniste Carl Linné
qui a classifié¢ 1’espéce) est une plante aromatique et médicinale appartenant a la
famille des Lamiacées, originaire de la région méditerranéenne. Aujourd'hui, il est
cultivé mondialement en raison de ses multiples applications dans les domaines

médicinaux, cosmétiques et agroalimentaires (Nieto et al., 2018).

I11.2 Classification botanique du romarin :

Le romarin est classé comme suit selon APGIII (2009) (Haston et al., 2009)

. Regne : Plantae
. Embranchement : Spermaphytes
. Sous embranchement : Angiospermes

14
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. Classe : Dicotylédones

. Ordre : Tubiflorales

. Sous ordre : Lamiales

. Familles : Lamiaceae

. Genre : Rosmarinus

. Espéce : Rosmarinus officinalis. L

I111.3 Description des feuilles du romarin (forme et composition
chimique) :

Les feuilles de romarin, typiques des plantes méditerranéennes, sont
opposées, sessiles, étroites et lancéolées, mesurant entre 2 et 3 cm de long. La face
supérieure est vert foncé et rugueuse, tandis que la face inférieure est grisatre et
densément couverte de poils, ce qui permet de limiter les pertes en eau et de protéger
la plante contre la chaleur. Anatomiquement, elles contiennent un mésophylle
bifacial bien structuré et de nombreuses Glandes sécrétoires responsables de la
production des composés volatils. Elles sont particuliérement riches en acide
rosmarinique (jusqu’a 2,83 %), en carnosol (jusqu’a 4,6 %), ainsi qu’en diterpénes
et flavonoides, qui contribuent fortement aux effets biologiques du romarin (Haston
et al., 2009).

Figure | 8 : Photo des feuilles de romarin

111.1 Définition de ’huile essentielle de romarin :

Son huile essentielle, définie par la Pharmacopée Européenne comme un

produit odorant, généralement complexe, obtenu a partir de matiére végétale par
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distillation a la vapeur, distillation séche ou procédé mécanique sans chauffage, est
séparée de 1’eau sans altération de sa composition chimique. Dans le cas du romarin,
cette huile essentielle est principalement extraite des sommités fleuries, mais les
feuilles représentent également une source importante de composes volatils (Haston
et al., 2009).

Ce liquide aromatique et volatil est particulierement riche en molécules
bioactives telles que le 1,8-cinéole, le camphre, 1’a-pinéne et 1’acide carnosique,
qui lui  conférent des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires,
antimicrobiennes et neuroprotectrices (Haston et al., 2009).

La composition chimique et la qualité de I'huile essentielle varient selon
plusieurs facteurs, notamment le climat, l'altitude, le stade de floraison et la
méthode d'extraction utilisée (distillation traditionnelle, extraction par solvants
organiques ou techniques modernes telles que l'ultrasonication) (Nieto et al., 2018).

Grace a ses propriétés biologiques exceptionnelles, I'nuile essentielle de
romarin est utilisée comme conservateur naturel dans l'industrie alimentaire,
comme agent de soin en cosmétique pour favoriser le renouvellement cellulaire, et
en phytothérapie pour stimuler la circulation sanguine, renforcer le systeme
immunitaire et protéger le systeme digestif (Nieto et al., 2018).

De plus, des procédés industriels permettent aujourd’hui de produire des
extraits de romarin désodorisés et décolorés, augmentant ainsi leur utilisation

comme additifs naturels dans divers produits alimentaires(Nieto et al., 2018).

I11.5 La composition chimique du romarin :

Le romarin (Rosmarinus officinalis) est une plante aromatique reconnue pour
sa richesse en composés bioactifs, lui confeérant des propriétés biologiques
remarquables, notamment antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires et
antifongiques. Grace a ces effets, il est largement utilisé dans les industries
pharmaceutique, agroalimentaire et cosmétique en raison de ses nombreuses
applications thérapeutiques et fonctionnelles (Boutabia et al., 2016).

L'huile essentielle représente le principal constituant du romarin et se
distingue par sa forte concentration en molécules bioactives. Les études ont
identifié plusieurs composes majeurs dans cette huile essentielle, parmi lesquels :
o 1,8-Cineole (32,59 % — 72,91 %) (Laina et al., 2024).

o Camphre (4,46 % — 17,16 %) (Laina et al., 2024).
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o a-Pinéne (3,39 % — 3,41 %) (Laina et al., 2024).
o Bornéol (4,18 % — 9,73 %) (Laina et al., 2024).
o Verbénone, Limonéne et Terpinene-4-ol (Boutabia et al., 2016).

En complément des huiles essentielles, le romarin est également une source
importante de composes phénoliques, qui jouent un role fondamental dans ses
propriétes thérapeutiques. Parmi eux :

. L’acide carnosique et le carnosol, puissants antioxydants et anti-
inflammatoires, essentiels pour la protection du systeme nerveux et la prévention
des maladies neurodégéneératives(Laina et al., 2024).

o L’acide rosmarinique, reconnu pour ses effets immunostimulants et anti-
inflammatoires, ainsi que son role clé dans la protection du systeme digestif (Laina
etal., 2024).

Le romarin contient également des flavonoides et terpénes, qui apportent des
bienfaits complémentaires :

. Apigénine & Lutéoline (Laina et al., 2024).
. Acide ursolique (Laina et al., 2024).
o B-Caryophylléne (Laina et al., 2024).

La composition biochimique du romarin varie en fonction de plusieurs
facteurs, notamment la région géographique, les conditions environnementales et
les méthodes d’extraction. Par exemple, les plantes cultivées dans un climat sec et
en altitude présentent une teneur plus élevée en 1,8-Cinéole. De plus, la distillation
a la vapeur affecte la concentration des composés phénoliques, tandis que
I’extraction par solvants organiques ou ultrasons permet une meilleure récupération
de ces composeés (Boutabia et al., 2016).

Enfin, le stade de développement du romarin influence directement sa
composition chimique. Il atteint sa concentration optimale en molécules actives
durant la phase de floraison, ce qui en fait le moment idéal pour la récolte et
I’extraction (Boutabia et al., 2016).

Grace a cette richesse biochimique, le romarin est aujourd’hui considéré
comme un ingrédient clé dans les formulations naturelles, utilisé autant pour ses

vertus thérapeutiques que pour ses applications industrielles.
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I111.6 Les propriétés biologiques des huiles essentielles de romarin :

L’huile essentielle de romarin (Rosmarinus officinalis) est riche en composés
naturels actifs qui lui conférent des propriétés biologiques intéressantes, notamment
dans les domaines médicinaux, pharmaceutique et agroalimentaire. Parmi les plus
étudiées, on retrouve ses activités antioxydante, antimicrobienne, anti-
inflammatoire, ainsi que ses effets activité antitumorale et neuroprotecteurs. Ces
effets sont principalement dus a la présence de molécules comme le 1,8-cinéole, le
camphre, I’a-pinene, le carnosol et 1’acide carnosique, qui agissent de maniére
complémentaire pour offrir a cette huile un large potentiel d’application naturelle.

11.6.1 Activité antioxydante :

L'huile essentielle de romarin est connue pour sa forte activité antioxydante,
principalement attribuée a la présence de composés phénoliques tels que le 1,8-
cinéole, le camphre et l'alpha-pinene. Ces composés agissent comme des capteurs
efficaces de radicaux libres, contribuant ainsi a réduire les dommages causés par le
stress oxydatif dans les systemes biologiques. De plus, des substances actives telles
que le carnosol, I’acide carnosique et I’acide rosmarinique renforcent la capacité
antioxydante de I'huile, en désactivant les espéces réactives de I'oxygéne (ROS)
responsables des lésions cellulaires. Des études ont montré que I'huile essentielle
de romarin posséde une grande capacité a inhiber les radicaux libres, avec des
résultats de tests DPPH proches de ceux du BHT (butylhydroxytoleune), un
antioxydant de référence. Ces propriétés font de I'huile essentielle de romarin un
candidat prometteur pour des applications pharmaceutiques, alimentaires et de
prévention des maladies chroniques liées au stress oxydatif (Nieto et al., 2018).

111.6.2 Activite antimicrobienne :

L’huile essentielle de romarin présente une activit¢ antimicrobienne
significative contre une large gamme de micro-organismes, y compris des bactéries
a Gram positif, Gram négatif, ainsi que certaines souches fongiques. Les principaux
responsables de cet effet sont encore une fois le 1,8-cinéole, le camphre et 1’alpha-
pinéne, connus pour leurs effets perturbateurs sur la membrane cellulaire des micro-
organismes. Ces composés augmentent la perméabilité membranaire, entrainant
une fuite du contenu cellulaire et la mort des cellules microbiennes. Plusieurs études
ont démontré que 1’huile essentielle de romarin inhibe efficacement la croissance

de pathogénes tels que Staphylococcus aureus, Escherichia coli, et Candida
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albicans. Gréce a cette action, elle est envisagée comme une alternative naturelle
prometteuse aux conservateurs synthétiques dans les domaines pharmaceutiques,

cosmétique et agroalimentaire (Jiang et al., 2011).

111.6.4 Activite anti-inflammatoire :

L'huile essentielle de romarin posséde une activité anti-inflammatoire
remarquable grace a la présence de plusieurs composés bioactifs tels que le
carnosol, I'acide carnosique et le 1,8-cinéole. Ces molécules agissent en modulant
les voies de signalisation inflammatoires, notamment en inhibant 1’expression de
cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-q, I’IL-1p et I’IL-6. De plus, I’huile
essentielle de romarin bloque 1’activation du facteur de transcription NF-kB, connu
pour son réle central dans le déclenchement des réponses inflammatoires. Cette
action permet de réduire I’inflammation a différents niveaux, ce qui rend 1’huile
essentielle de romarin intéressante pour le traitement complémentaire de diverses
pathologies inflammatoires, y compris les maladies neurodégénératives. Des études
expérimentales ont confirmé son efficacit¢ en diminuant les marqueurs
inflammatoires chez les modeles animaux et cellulaires, positionnant ainsi cette

huile comme un agent thérapeutique naturel prometteur (Habtemariam, 2016).

111.6.4 L’activité antitumorale :

L’huile essentielle de romarin, ainsi que ses composés phénoliques majeurs tels
que le carnosol, I’acide carnosique et I’acide rosmarinique, ont démontré une activité
antitumorale significative. Ces molécules agissent a différents niveaux pour inhiber
la progression des cellules cancéreuses : elles perturbent le cycle cellulaire, bloguent
la prolifération des cellules tumorales et induisent 1’apoptose (mort cellulaire

programmée), tout en épargnant les cellules saines.

Des études in vitro ont mis en évidence une réduction marquee de la viabilité
de diverses lignées cancéreuses, notamment celles du sein, du c6lon, du foie et de la
leucémie. Par ailleurs, 1’effet antioxydant de ces composés contribue a protéger
I’ADN contre les dommages oxydatifs, réduisant ainsi le risque de mutations et de

formation de tumeurs.

19



Partie I Recherche bibliographique

Grace a ces mécanismes d’action multiples, le romarin est considéré comme
un agent naturel prometteur pour la prévention et I’accompagnement thérapeutique
de certains cancers. Néanmoins, des eétudes cliniques supplémentaires sont

nécessaires pour valider ces effets chez I’humain(Andrade et al., 2018).

Au-dela de ses effets antioxydants, antimicrobiens, anti-inflammatoires et
antitumoraux, I’huile essentielle de romarin présente d’autres propriétés bénéfiques
bien documentées. Elle agit notamment comme un insecticide naturel(Andrade et
al., 2018b), exerce un effet neuroprotecteur (Habtemariam, 2016), et contribue a
I’amélioration des fonctions cognitives, telles que la mémoire et la
concentration(Habtemariam, 2016). Elle posséde également des effets
anxiolytiques et analgésiques, aidant a réduire le stress (Andrade et al., 2018b),
soulager certaines douleurs (Uritu et al., 2018), Sur le plan digestif, elle stimule les
sécretions gastriques, facilitant ainsi la digestion(Andrade et al., 2018), et elle
favorise la circulation sanguine grace a ses propriétés tonifiantes (Andrade et al.,
2018).

Grace a sa composition riche et variée, I’huile essentielle de romarin se
distingue par une polyvalence exceptionnelle. Ses effets antioxydants,
antimicrobiens, anti-inflammatoires, neuroprotecteurs et répulsifs contre les
insectes font d’elle un ingrédient naturel de choix pour des applications

thérapeutiques, cosmétiques, agroalimentaires et environnementales

IV. Les feuilles d’olivier :

IV.1 Définition de I’arbre d’olivier :

L’olivier (Olea europaea L.) est I’'un des arbres cultivés les plus anciens au
monde. Son origine remonterait a la région méditerranéenne, notamment a I’est du
bassin méditerranéen et a I’Italie. Aujourd’hui, il est largement cultivé sur plus de
9 millions d’hectares, principalement en Espagne, en Italie, en Gréce, en Turquie et

au Maroc, avec des exploitations plus petites aux Etats-Unis et en Australie
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L’arbre est principalement utilisé pour la production d’huile d’olivier, mais

les opérations de récolte et de taille génerent une grande quantité de feuilles,

considérées comme un sous-produit abondant (Espeso et al., 2021).

IV.2 Classification botanique :

L’olivier appartient a la famille des Oléacées. 11 appartient au genre Olea, qui
regroupe environ 30 especes réparties a travers le monde. En région
méditerranéenne, ’espéce principalement cultivée est Olea europaea, laquelle
comprend deux formes : I’oléastre, ou olivier sauvage, et I’olivier cultivé. La

classification botanique de cet arbre est la suivante (Ghedira, 2008):

. Régne : Plantae

. Embranchement : Magnoliophyta

o Sous-embranchement : Magnoliophytina
o Classe : Magnoliopsida

o Sous-classe : Dialypétales

. Ordre : Lamiales

. Famille : Oléacée

. Genre : Olea

o Espece : Olea europea L

o Sous-espece : O. europea subsp. Europaea var. sylvestris
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IV.3 Description des feuilles d’olivier (forme et composition

chimique) :

Les feuilles d’olivier ont une forme lancéolée, des bords entiers, une face
supérieure vert foncé et une face inférieure gris argenté, parfois recouverte d’une
fine couche cireuse. Elles représentent environ 25 % de la masse seche des résidus
de taille.

Sur le plan chimique, elles contiennent des composés lignocellulosiques,
notamment 5,7 % de cellulose, 3,8 % d’hémicellulose et 39,6 % de lignine. Elles
sont aussi riches en composés phénoliques bioactifs, surtout 1’oleuropéine (jusqu’a
24,5 %), ainsi que I’hydroxytyrosol, des flavones, des flavonols et des acides
phénoliques. Ces molécules sont responsables de propriétés antioxydantes,
antimicrobiennes et anti-inflammatoires, ce qui rend les feuilles d’olivier

prometteuses pour les industries alimentaire et pharmaceutique (Espeso et al, 2021).

#
-

Figure 1 10 : Photo des feuilles d olivier

1IVV.4 Définition de ’huile essentielle des feuilles d’olivier :

L’huile essentielle des feuilles d’olivier est une huile aromatique obtenue par
distillation a la vapeur ou a I’eau des feuilles de I’arbre Olea europaea L. Cette huile
contient un mélange complexe de composes volatils, dont la composition varie
selon le cultivar et les conditions de culture. Dans une étude menée sur trois variétés
portugaises (Cobrancosa, Madural et Verdeal Transmontana), 31 composés ont été
identifiés, parmi lesquels le (E)-B-damascénone, le nonanal, le B-caryophylléne et

I’a-ionone.
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Cette huile posséde des propriétés biologiques intéressantes. Ses composants
ont montré des effets €électrophysiologiques sur la mouche de 1’olive (Bactrocera
oleae), suggérant un potentiel effet répulsif. Ainsi, ’huile essentielle des feuilles
d’olivier pourrait étre valorisee comme répulsif naturel ou utilisée dans des
stratégies de lutte biologique, tout en constituant un sous-produit a forte valeur
ajoutée pour les industries agricoles et pharmaceutiques (Malheiro et al., 2015).

Les feuilles d’olivier sont une ressource naturelle riche, avec une structure et
une composition intéressante. Leur huile essentielle posséde des propriétés
biologiques utiles, ce qui lui donne un potentiel d’application dans 1’agriculture et
la pharmacie (Elhrech et al., 2024).

La valorisation de ces feuilles s’inscrit donc dans une démarche durable et
innovante, La composition chimique des feuilles d’olivier varie en fonction de
nombreux facteurs : la variété, conditions climatiques, age des plantations ainsi que

I’époque de récolte (Ramirez et al., 2022).

IV.5 Lacomposition chimique :

La compréhension des propriétés biologiques des feuilles d'olivier passe
d'abord par I'étude de leur composition chimique. Ces feuilles renferment une
variété de constituants tels que les polyphénols, les fibres, les protéines, les lipides,
ainsi que des minéraux essentiels, dont la teneur peut varier selon plusieurs facteurs
(Zaier et al., 2021).

Les tableaux suivants présentent la composition détaillée des principaux
constituants, y compris les composés de base, les acides aminés, les minéraux, les
composés phenoliques et les flavonoides, tels que rapportés par (Borghini et al.,
2024) et (Borghini et al., 2024).

Tableau I 1 : Composés de base dans les feuilles d’olivier (Borghini et al.,
2024) et (Borghini et al., 2024) :

Compose Concentration approximative (%)
Eau 50 - 65

Fibres 20-30

Protéines 5-8

Lipides (huiles) 1-2

23



Partie I Recherche bibliographique

Glucides 5-15

Minéraux Variable

Tableau I 2 : Acides aminés dans les feuilles d’olivier (Borghini et al., 2024)
et (Borghini et al., 2024) :

Acide aminé Concentration approximative

(mg/g matiére séche)

Acide glutamique 10-20
Acide aspartique 5-15
Arginine 3-8
Valine 2-6
Lysine 1-5
Sérine 2-6
Thréonine 1-4

Tableau | 3 : Minéraux dans les feuilles d’olivier (Borghini et al., 2024) et
(Borghini et al., 2024) :

Minéral Concentration
approximative (mg/100 g

matiére séche)

Calcium (Ca) 400 — 600
Potassium (K) 300 —500
Magnésium (Mg) 100 - 200
Fer (Fe) 10-30
Cuivre (Cu) 2-5
Zinc (Zn) 1-4
Manganése (Mn) 1-3
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Tableau | 4 : Composés phénoliques dans les feuilles d’olivier(Borghini et
al., 2024) et (Borghini et al., 2024) :

Compose phénolique Concentration
approximative (%) ou
(mg/g)

Oleuropéine (Oleuropein) 5-12 % (50 — 120 mg/q)

Hydroxytyrosol 0.5-2% (5-20 mg/g)
Acide férulique (Ferulicacid) 0.1-0.5%

Acide caféique (Caffeic acid) 0.2-0.7 %

Acide gallique (Gallicacid) 0.05-0.2%

Tableau I 5 : Flavonoides dans les feuilles d’olivier(Borghini et al., 2024) et
(Borghini et al., 2024) :

Flavonoide Concentration
approximative (%) ou (mg/g)
Quercétine (Quercetin) 0.1-15% (1-15mgl/g)

Kaempférol (Kaempferol) 0.05-0.5%

Isorhamnétine 0.05-0.3%
(Isorhamnetin)

Lutéoline (Luteolin) 01-04%
Hespéridine (Hesperidin) 0.01-0.1%

La composition biochimique des feuilles d’olivier varie en fonction de
plusieurs facteurs, tels que le cultivar, la région de culture, le climat, ainsi que la
méthode et les conditions d’extraction. Par exemple, les feuilles issues de variétés
méditerranéennes spécifiques, cultivées dans des zones ensoleillées et sur des sols
calcaires, présentent des niveaux significativement plus élevés en oléuropéine et

hydroxytyrosol (Borghini et al., 2024).
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De plus, la méthode d’extraction influence fortement la récupération des
composés phénoliques. L’extraction par solvant aqueux ou hydroalcoolique sous
des conditions optimisées (température, durée, pH) permet d'obtenir des
rendements plus élevés en composeés bioactifs, notamment en flavonoides et acides
phenoliques. (Ibrahim et al, 2016).

Le stade de récolte est également un facteur déterminant : les feuilles jeunes
ou récoltées en début de saison présentent une concentration plus riche en
polyphénols et en antioxydants, ce qui les rend plus efficaces pour un usage
thérapeutique ou nutritionnel (Ibrahim et al, 2016).

Grace a cette diversit¢ de composés bioactifs, les feuilles d’olivier sont
aujourd’hui reconnues comme un ingrédient prometteur dans les domaines
pharmaceutique, cosmétique et agroalimentaire, valorisé a la fois pour ses

propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes.

IV.6 Les propriétés biologiques des huiles essentielles de feuilles

d’olivier :

L’huile essentielle des feuilles d’olivier (Olea europaea) est particulierement
riche en composés naturels bioactifs, notamment les polyphénols tels que
I’oléuropéine, I’hydroxytyrosol, le tyrosol, les flavonoides (luttéoline, apigénine),
ainsi que des acides triterpéniques comme 1’acide maslinique et I’acide oléanolique.
Cette composition lui confere des propriétés biologiques puissantes, largement
documentées dans les domaines medicinaux, nutraceutiques, cosmeétiques et
agroalimentaires. Parmi les plus étudiées, on distingue les activités antioxydante,
antimicrobienne, anti-inflammatoire, antitumorale, neuroprotectrice et méme
hypoglycémiante et hypocholestérolémiante.

L’oléuropéine, molécule prédominante dans les feuilles d’olivier, agit de
maniere synergique avec I’hydroxytyrosol et les autres flavonoides pour conférer a
cette huile une efficacité remarquable contre le stress oxydatif, I'inflammation

chronique et les déséquilibres métaboliques.
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IV.6.1 L’activité antioxydante :

L’activité antioxydante de 1’huile essentielle des feuilles d’olivier reposent
principalement sur sa forte teneur en composes phénoliques capables de neutraliser
efficacement les espéces réactives de I’oxygene (ROS) et de protéger les cellules
contre les dommages oxydatifs. L’oléuropéine et I’hydroxytyrosol ont montré une
capacité supeérieure de piégeage des radicaux libres, comparable voire supérieure a
celle de certains antioxydants de synthese (Selim et al., 2022).

IV.6.2 L’activité antimicrobienne :

Par ailleurs, cette huile affiche une activité antimicrobienne significative
contre un large spectre de bactéries (Gram positif et Gram négatif) et de
champignons pathogénes. Les composés actifs altérent 1’intégrité membranaire des
micro-organismes, réduisant leur croissance et leur viabilité. Ces propriétés rendent
I’huile essentielle des feuilles d’olivier intéressante pour des applications comme
agent de conservation naturel dans les industries alimentaires et cosmétiques (Selim
etal., 2022).

IV.6.3 L’activité anti-inflammatoire :

Plusieurs études ont montré que 1’oléuropéine posseéde des propriétés anti-
inflammatoires en inhibant 1’expression des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a,
IL-6, IL-1P) via la modulation de voies de signalisation clés, notamment NF-kB.

Parallelement, ce composé active les défenses antioxydantes endogenes en
stimulant le facteur Nrf2. Grace a ce double mécanisme, 1’oléuropéine contribue a
réduire I’inflammation systémique, ce qui en fait un candidat prometteur pour la
prévention des maladies métaboliques (Romero-Marquez et al., 2023).

IV.6.4 L’activité neuroprotecteur :

Concernant les effets neuroprotecteurs, les polyphénols de la feuille d’olivier
ont montré une capacité a réduire la formation de plaques B-amyloides et d’agrégats
de protéine Tau, principaux marqueurs de la maladie d’Alzheimer. De plus, ils
favorisent I’autophagie, rétablissent 1’équilibre protéostatique et réduisent le stress
oxydatif neuronal, positionnant ainsi I’huile essentielle des feuilles d’olivier comme

un agent prometteur en prévention cognitive (Romero-Marquez et al., 2023).
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IV.6.5

L’activité antitumorale :

Des études in vitro ont mis en évidence les propriétés anticancéreuses de

I’huile essentielle des feuilles d’olivier. Ces effets se manifestent par la capacité a :
-Freiner la prolifération des cellules cancéreuses.
-Déclencher leur apoptose (mort cellulaire programmeée).
-Protéger I’ADN contre les altérations causées par le stress oxydatif.

Ces actions sont principalement dues a la présence de composés actifs comme
I’oléuropéine, 1’hydroxytyrosol et 1’acide maslinique, ce qui confirme le rdle
prometteur de cette huile en tant qu’adjuvant naturel dans la prévention et le soutien
au traitement de certains types de cancer (Selim et al., 2022).

L’huile essentielle des feuilles d’olivier posséde d’autres propriétés
bénéfiques, comme une activité hypoglycémiante en améliorant la sensibilité a
I’insuline, une activit¢ hypocholestérolémiante en modulant le métabolisme
lipidique, ainsi qu’un potentiel dans le renforcement du systeme immunitaire. Ces
vertus font de cette huile un ingrédient fonctionnel d’un grand intérét pour des
applications naturelles en santé humaine, en nutrition préventive et en formulation
pharmaceutique innovante(Romero-Marquez et al., 2023) (Selim et al., 2022).

Les feuilles d’olivier sont une ressource naturelle précieuse, riches en
composés actifs comme 1’oléuropéine, 1’hydroxytyrosol et différents flavonoides.
Grace a ces substances, 1’huile extraite des feuilles posséde plusieurs bienfaits pour
la santé : elle est antioxydante, antimicrobienne, anti-inflammatoire, et elle pourrait
aussi aider a prévenir certains cancers et a protéger le systeme nerveux. Avec toutes
ces propriéteés, cette huile naturelle représente une option prometteuse pour des

usages dans les domaines médical, alimentaire et pharmaceutique.
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IV. Lesémulsions :

V.1

V.2

V.21

Introduction :

Les émulsifiants jouent un rdle essentiel dans plusieurs secteurs comme
I’alimentatin, la cosmétique et la médecine. Ils permettent de stabiliser les émulsions
et d’obtenir des textures spécifiques ou des effets fonctionnels désirés. Les gouttelettes
formées dans une émulsion peuvent interagir avec divers composés pour former de
nouvelles structures, faciliter la diffusion des principes actifs ou encore améliorer le
transport de substances hydrophobes(Teixé-Roig et al., 2023).

L’¢tude des émulsifiants est donc indispensable pour garantir la stabilité et
I’efficacité des produits finis. Une émulsion typique est composée d’une phase
aqueuse, d’une phase huileuse, et d'un agent tensioactif. Les procédés d’émulsification
les plus utilisés incluent notamment les systémes complexes de type eau-dans-huile-
dans-eau (W/O/W) (Perez-Moral et al., 2014).

Définition :

Une émulsion est un mélange constitué de petites gouttelettes d’un liquide
dispersées dans un autre liquide avec lequel il ne se mélange pas naturellement, comme
’huile et I’eau. Ces deux liquides sont dits immiscibles. Pour stabiliser cette dispersion
et éviter que les gouttelettes ne se regroupent et que les phases se séparent, on utilise
des substances appelées émulsifiants. Ces molécules amphiphiles s’installent a
I’interface entre les deux liquides, réduisent la tension interfaciale, et permettent ainsi
de maintenir une répartition homogene et stable du mélange pendant un certain temps
(Ojeda, n.d.).

Composition :

Dans toute émulsion, on distingue deux phases principales : la phase dispersée
et la phase continue, qui jouent un rdle fondamental dans les propriétés et la stabilité
du systeme.

La phase dispersée :

Correspond aux gouttelettes fines qui sont réparties dans I’autre phase. Elle
contient souvent des substances actives, comme des huiles essentielles, des vitamines
ou des principes médicamenteux. Elle est donc directement liée aux effets sensoriels
ou thérapeutiques de I’émulsion. La stabilité de ces gouttelettes est cruciale pour la

qualité finale du produit (Akbari and Nour, 2018).
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IV.2.2 Laphase continue :

La phase continue, quant a elle, est le milieu dans lequel ces gouttelettes sont
dispersées. Elle influence fortement la viscosité, la texture et le comportement
global de I’émulsion. Elle joue aussi un role clé dans I’interaction de 1’émulsion
avec I’environnement externe, notamment dans les applications pharmaceutiques

et cosmétiques (Akbari and Nour, 2018).

O Phase dispersée
E Phase dispersante

Figure | 11 : Représentation schématique d’'une émulsion(Caullet and
Santos, n.d.).

V.2.3 Les émulsifiants (agents tensioactifs)

» Définition :

Ce sont des molécules amphiphiles utilisées pour stabiliser I’émulsion. Elles
agissent en réduisant la tension interfaciale entre les deux phases (aqueuse et huileuse),
ce qui empéche 1’agglomération ou la séparation des gouttelettes avec le temps. Les
émulsifiants peuvent étre d’origine naturelle (comme la lécithine) ou synthétique
(comme les polysorbates) (Caullet and Santos, n.d.).

Les tensioactifs ont une structure particuliere composée d’une téte hydrophile
qui aime 1’eau et d’une queue hydrophobe qui préfere ’huile. Grace a ¢a, elles peuvent

se mettre naturellement entre 1’eau et I’huile et les aider a bien se mélanger.
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& Téte hydrophile

«—— (Queue hydrophobe

Figure 1 12 : Schéma structural d 'un tensioact(Caullet and Santos, n.d.).

Lors du mélange, ils entourent les gouttelettes de la phase dispersée et empéchent
leur regroupement. Ils sont essentiels non seulement pour former 1’émulsion, mais
aussi pour la maintenir stable dans le temps. Leur orientation dépend du type
d’émulsion : dans une émulsion huile-dans-eau, la téte hydrophile est tournée vers
I’extérieur ; dans une émulsion eau-dans-huile, ¢’est I’inverse (Caullet and Santos,

n.d.).
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Figure | 13 : Schéma de [’orientation des tensioactifs dans deux types

d’émulsion(Caullet and Santos, n.d.).

» Role physique dans la stabilisation des émulsions :

Le rble physique principal des surfactants dans une émulsion est de réduire la
tension interfaciale entre la phase aqueuse et la phase huileuse, permettant ainsi une
dispersion fine et stable des gouttelettes. Lorsqu’un surfactant est ajouté a un systéme
eau/huile, il s’oriente a I’interface et empéche la coalescence des gouttelettes d’huile,
stabilisant ainsi I’émulsion a court et long terme (Otzen, 2017).

Les biosurfactants, tels que ceux a base d’acides aminés ou de lipopeptides, ont

été démontrés comme capables de former des micelles stables, dont la taille et la forme
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sont affectées par le pH, la température et la concentration. Par exemple, un
biosurfactant a base d'acide glutamique montre une capacité de formation de micelles
a différents pH, un paramétre clé dans la formulation d’émulsions stables a base de
substances naturelles comme les huiles essentielles (Mayer et al., n.d.).

» Propriétés biologiques des tensioactifs :

Outre leur role physique, les biosurfactants possédent des propriétés biologiques
uniques, notamment des activités antimicrobiennes, antivirales, anti-inflammatoires et
anticancéreuses. Ces propriétés leur permettent d’avoir des applications biomédicales
étendues, par exemple dans la délivrance ciblée de

médicaments ou la formulation de crémes thérapeutiques a base
d’émulsions(\Wang et al., 2024).
¢ Interaction avec les membranes cellulaires :

Les tensioactifs ont la capacité de s’insérer dans les membranes cellulaires,
notamment dans la bicouche lipidique. Cette insertion provoque des modifications de
la fluidité, de I’épaisseur et de la perméabilité de la membrane, facilitant ainsi le
passage des composés actifs a I'intérieur des cellules ou influengant les protéines
membranaires. Ces interactions sont précieuses pour améliorer 1’absorption des
médicaments ou perturber les cellules microbiennes (Otzen, 2017).

o Effet sur les cellules microbiennes :

Les études ont montré que les tensioactifs modifient les propriétés de surface des
cellules microbiennes, telles que I’hydrophobicité et le potentiel z€ta, ce qui influence
’adhésion bactérienne ou la biodégradation des polluants. Cela les rend utiles dans les
applications environnementales, comme la bioremédiation des déversements pétroliers
ou I’élimination des contaminants organiques (Kaczorek et al., 2018).

o Effet antimicrobien et délivrance des médicaments :

Les tensioactifs sont utilises dans le domaine médical pour améliorer la
biodisponibilité des composés hydrophobes. Certains types possedent également une
activité antibactérienne et antivirale, ce qui les rend prometteurs comme agents
thérapeutiques alternatifs, notamment face a la montée des résistances aux
antibiotiques (Wang et al., 2024).

e Dommages aux membranes bactériennes :
Certains tensioactifs provoquent des dommages structuraux aux membranes des

bactéries, entrainant la fuite du contenu cellulaire tel que les ions et les protéines. Cette
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perturbation affecte 1’équilibre ionique et le métabolisme, ce qui conduit souvent a la
mort cellulaire. Ils sont ainsi utilisés dans la composition des désinfectants et des
antibiotiques naturels (Kaczorek et al., 2018).

e Formation de micelles et amélioration de la solubilite :

Lorsqu’ils atteignent la concentration micellaire critique (CMC), les tensioactifs
forment des micelles : des agrégats sphériques capables d’encapsuler les composés
hydrophobes en leur centre. Ce mécanisme permet d’améliorer la solubilité des
substances peu solubles dans 1’eau, augmentant ainsi leur efficacité thérapeutique et
facilitant leur absorption (Mayer et al., n.d.).

Dans le cadre d’une émulsion a base de romarin et de feuilles d’olivier,
I’intégration d’un biosurfactant permet non seulement de stabiliser 1’émulsion, mais
aussi de renforcer ses effets biologiques grace a une meilleure biodisponibilité des
composés actifs. Wang et al. Ont démontré que certains biosurfactants favorisent la
perméabilité membranaire des cellules pathogénes, augmentant ainsi I’efficacité des
substances actives incorporées dans 1’émulsion (\Wang et al., 2024).

» Importance dans le domaine biologique

Dans les biotechnologies et I’industrie pharmaceutique, les biosurfactants sont
essentiels pour améliorer la biodisponibilité des composés hydrophobes. lls modifient
les membranes cellulaires microbiennes, facilitant 1’absorption et la distribution

intracellulaire des substances actives (Kaczorek et al., 2018).

Cette propriété est particulierement utile pour formuler des huiles essentielles
hydrophobes comme celles de romarin et de feuilles d’olivier, en les rendant plus
efficaces dans des applications biologiques telles que les soins cutanés, les

désinfectants ou les traitements a base de plantes médicinales.

IV.3 Les types d’émulsion :

Les émulsions présentent une diversité de formes et de structures en fonction de
la nature des phases impliquées, de leur organisation interne et de la taille des
gouttelettes dispersées. Dans ce qui suit, nous allons explorer les différents types
d’émulsions en nous basant sur plusieurs critéres de classification, en commencgant par

la nature des phases en présence.
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V3.1

IV.3.2

Définition des phases de I’émulsion :

Avant d’aborder la classification des émulsions, il est important de définir les
deux phases fondamentales qui les composent : la phase aqueuse (hydrophile) et la
phase huileuse (lipophile). Ces phases jouent un réle déterminant dans la nature et la
stabilité de I’émulsion. Le tableau suivant présente les symboles utilisés pour désigner
chacune de ces phases (Caullet and Santos, n.d.).

» La phase aqueuse :

Il s’agit de la partie hydrophile de 1’émulsion. Elle peut contenir de I'eau pure,
mais aussi des ingrédients solubles comme des sels, des sucres ou des extraits naturels.
Cette phase est souvent utilisée comme milieu externe dans les émulsions huile-dans-
eau (H/E ou O/W), et elle joue un rdle essentiel dans la dissolution des composants
hydrophiles ainsi que dans le contréle du pH du systeme (Caullet and Santos, n.d.).

» La phase huileuse :

C’est la partie lipophile de I’émulsion, composée d’huiles végétales, minérales
ou essentielles. Elle peut représenter la phase dispersée ou continue selon le type
d’émulsion (W/O ou O/W). Elle permet de véhiculer des substances liposolubles
comme les vitamines ou les composés aromatiques, tels que 1’huile essentielle de
romarin par exemple (Caullet and Santos, n.d.).

Les huiles essentielles, riches en composés aromatiques et actifs, peuvent
également étre incorporées dans la phase lipidique pour leurs propriétés sensorielles et
biologiques (Caullet and Santos, n.d.).

Classification basée sur la nature de la phase disperseée :
» Selon la nature des phases :

Emulsion directe (H/E) : la phase continue est hydrophile (ex. : eau), tandis que
la phase dispersée est lipophile (ex. : huile) (Caullet and Santos, n.d.).

Emulsion inverse (E/H) : la phase continue est lipophile et la phase dispersée
est hydrophile (Caullet and Santos, n.d.).
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Figure | 14 : Représentations schématiques d 'une émulsion directe et
inverse (en bleu l’eau, en jaune [’huile) (Caullet and Santos, n.d.).
» Selon la complexité du systéeme :

Emulsion simple : composée uniquement de deux phases (aqueuse et huileuse),
sans structure interne complexe (Caullet and Santos, n.d.).

Emulsion multiple (ou « émulsion d’émulsion ») : systéme plus complexe ou des
gouttelettes elles-mémes constituées d’une émulsion sont dispersées dans une autre
(Caullet and Santos, n.d.).

Il existe des systemes complexes de type :

o E/H/E (eau dans huile dans eau) (De Luca et al., 1991).
o H/E/H (huile dans eau dans huile) (De Luca et al., 1991).
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Figure | 15 : Représentations schématiques de deux types d’émulsions multiples

(Caullet and Santos, n.d.).
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Figure | 16 : Dessin schématique de différents types d’émulsions(Liu et al., n.d.).
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IV.4 Classification basée sur la taille des gouttelettes :

Selon la taille moyenne des gouttelettes de la phase dispersée (Tableau I11 2), on

peut distinguer différents types d’émulsions (Rondel, n.d.).
Tableau 1 6 : Classification basée sur la taille des gouttelettes (M. RAHMOUNI

ISSAM.2016)

Type d’émulsion

Taille des gouttelettes

Caractéristique

Macro émulsion 1al10pm Un liquide immiscible
dispersé dans un autre liquide
sous forme de gouttes, une
émulsion grossiere a aspect
blanc laiteux.

Microémulsion 0.1alpum Emulsion blanche dont le
diametre varie entre 0.5-1pm.
Emulsion grise dont le
diamétre varie entre 0.1-
0.5um.

Nano-emulsion <0.1pm La dispersion est dotée d’une
thermodynamique stable,
transparente a semi-
transparente

IV.5 Meécanismes de formation des émulsions :

La formation d'une émulsion implique la dispersion d'un liquide (phase

dispersée) sous forme de fines gouttelettes dans un autre liquide non miscible (phase

continue), généralement a l'aide d'un agent tensioactif. Ce processus est influencé par

divers mécanismes physico-chimiques qui déterminent la taille des gouttelettes, la

stabilité de I'émulsion et son comportement au fil du temps.

V.5.1 Réduction de la tension interfaciale :

La tension interfaciale entre deux liquides non miscibles, comme I'huile et I'eau,

constitue une barriere énergétiqgue a la formation d'émulsions. Les tensioactifs

réduisent cette tension en s'adsorbant a l'interface, facilitant ainsi la dispersion de I'une
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des phases sous forme de gouttelettes dans l'autre. Cette réduction de la tension
interfaciale est essentielle pour la formation et la stabilité des émulsions(Costa et al.,
2019).

V.5.2 Apport d'énergie mécanique :

L'énergie  mécanique, telle que [l'agitation, I'nomogéneisation ou
l'ultrasonication, est souvent nécessaire pour fragmenter la phase dispersée en fines
gouttelettes. Cette energie surmonte les forces de cohésion des liquides, permettant la
formation d'une émulsion stable. La taille des gouttelettes et la stabilité de I'émulsion
dépendent de l'intensité et de la durée de I'apport d'énergie (Lee et al., 2013).

V.5.3 Effet Marangoni et turbulences interfaciales :

Des gradients de concentration de tensioactifs a I'interface peuvent induire des
flux appelés effets Marangoni, générant des turbulences interfaciales. Ces
mouvements favorisent la dispersion des gouttelettes et stabilisent I'émulsion en
empéchant la coalescence des gouttelettes. Ce mécanisme est particulieérement
pertinent dans les émulsions spontanées ou aucun apport d'énergie mécanique n'est
nécessaire (Liu et al., 2024).

V.5.4 Formation de films interfaciaux solides (émulsions de Pickering) :

Dans certaines émulsions, des particules solides, comme des nanoparticules ou
des colloides, peuvent s'adsorber a l'interface entre les deux phases, formant un film
solide qui stabilise I'émulsion. Ces émulsions, appelées émulsions de Pickering,
présentent une stabilité remarquable en raison de la barriére physique empéchant la
coalescence des gouttelettes (Tian et al., 2022).

V.5.5 Formation in situ de tensioactifs :

Dans certains systémes, des réactions chimiques a l'interface, comme la
neutralisation d'acides gras par des bases, peuvent générer des tensioactifs in situ. Ces
tensioactifs nouvellement formés réduisent la tension interfaciale et favorisent la
formation d'émulsions sans ajout externe de tensioactifs. Ce mécanisme est
particulierement utile dans les procédés de récupération assistée du pétrole (Tian et al.,
2022).

La formation d'émulsions est un processus complexe impliquant divers
mécanismes physico-chimiques. La compréhension de ces mécanismes est essentielle
pour concevoir des émulsions stables adaptées a des applications spécifiques,

notamment dans les domaines pharmaceutiques, alimentaire et cosmétique.

37



Partie Il ;: Materiel et Méthodes



Partie 11 Matérielle et méthode

I. Lieu d’application :

Cette étude expérimentale a été réalisée entre février et mai 2025 au niveau du
laboratoire « recherche scientifique » au niveau du p6le universitaire " Pole urbain " et
laboratoire de « biologie et Agronomie » au niveau de " Ouzera " I’université "Dr.
Yahia Fares” de Médeéa (Algérie). Ce laboratoire est équipé pour les travaux de
recherche en biochimie, microbiologie, pharmacognosie et chimie analytique. Il

dispose notamment des appareils suivants :

Spectrophotomeétre UV-Visible :

— ~ v

Utilisé pour mesurer 1’absorbance des solutions a différentes longueurs d’onde

(Skoog et al., 2017).
T
T
<‘ \

Figure Il 1 : Spectrophotometre UV-Visible (laboratoire de pdle urbain

université de Médéa)
Centrifugeuse :

Une centrifugeuse est un appareil de laboratoire qui utilise la force centrifuge
pour separer les composants d'un mélange en fonction de leur densité. En faisant
tourner des échantillons a grande vitesse, elle permet de séparer les particules plus

denses (culot) du liquide surnageant (Brown, 2016).
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Figure 11 2 : Centrifugeuse (laboratoire de péle urbain université de Médéa)
Homogénéisateur :

Dispositif servant a mélanger deux phases non miscibles (ex: huile et eau) pour
obtenir une émulsion stable et homogene, en fragmentant les particules grace a une

forte pression ou agitation mécanique (McClements, 2015).

~ [

" Figure Il 3 : Homogénéisateur (laboratoire de pdle urbain universite de
Médéa)

Ultrasonicateur (ou Sonicateur) :

Appareil qui utilise les ondes ultrasonores pour créer des bulles de cavitation
dans un liquide, ce qui permet de désagréger les cellules, extraire des composés
bioactifs, ou produire des nano-émulsions (Chemat et al., 2011).
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Figure 11 4 : Ultrasonicateur (laboratoire de pble urbain université de
Médéa)
Evaporateur Rotatif (Rotavapor) :
Appareil de laboratoire utilisé pour éliminer les solvants d’un échantillon par

évaporation douce sous vide. Il fonctionne en chauffant et en faisant tourner le ballon

pour accélérer 1I’évaporation sans dégrader les composés sensibles a la chaleur (Pavia

etal., 2014).

Figure 11 5 : rotavapeur (laboratoire de ouzera université de Médéa)

1. Matériel vegétal :
Les plantes médicinales sélectionnées pour cette étude sont :

I1.1  Rosmarinus officinalis L. (Romarin) :
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Utilisé traditionnellement pour ses propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires
et antimicrobiennes (Benkeblia, 2012).

Figure 11 5 : le romarin de (Médéa 2025)

1.2 Olea europaea L. (Feuilles d’olivier) :

Connues pour leur richesse en polyphénols, notamment 1’oleuropéine, aux effets

antioxydants et antifongiques (El Sayed & Abdel-Daim, 2019).
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Figure 11 6 : [es feuilles dolivier (Médéa 2025)

Ces plantes ont été récoltées dans la région de Médéa, en Algérie. Les feuilles
fraiches ont été soigneusement lavées a 1’eau distillée pour €liminer les impuretés, puis
séchées a I’air libre pendant 5 & 7 jours dans un endroit sec, aéré et a I’abri de la
lumiére. Pour séchage complémentaire ont utilisé en étuve a 40 °C pendant 24 heures
afin d’éliminer toute humidité résiduelle.

Les feuilles séchées ont été¢ broyées a I’aide d’un broyeur électrique jusqu’a
obtention d’une poudre fine homogene. Cette poudre a été tamisée a 1’aide d’un tamis

métallique pour uniformiser la granulométrie, puis stockée dans des flacons en verre
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brun hermétiquement fermeés, enveloppés dans du papier aluminium, et conservés a
température ambiante a 1’abri de la lumicre.

Remarque : L’absence de lumicre, d’humidité et de chaleur est essentielle pour
préserver I’intégrité des composés bioactifs, notamment les phénols et les flavonoides,
sensibles a I’oxydation.

I1l1. Préparation des extraits :

Pour extraire les composés actifs des plantes, nous avons utilisé Méthode
d’extraction a I’éthanol 70 % avec évaporation a basse température au rotavapeur :
-Nous avons pesé 50 g de poudre de plante.

-Nous avons ajouté 500 ml d’éthanol a 70 %.

Extraction des feuilles Extraction des feuilles

de romarin d’olivier
|
Figure Il 7 : lextraction des plantes

-Le mélange a été mis dans ultrasonicateur pendant 15 minutes pour faciliter la

libération des composés a I’intérieur des cellules.

Figure 11 8 : étape de mélange par ultrasonicateure
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-Ensuite, nous avons filtré le mélange avec du papier filtre.

Figure Il 9 : étape de filtration

-Le surnagent a été mis dans une centrifugeuse 6000 tours/minute pendant 15
minutes a 8 °C pour bien séparer les phases.
-On a récupéré le surnagent clair au-dessus et on 1’a mis dans un rotavapeur pour

enlever I’éthanol, et garder seulement I’extrait

Figure 11 10 : [’étape d’enlever I hanol par rotavapeur
Ensuite, la couche I'huileuse qui s’est formée sur le dessus a été récupérée
délicatement avec une micro-seringue pour obtenir un extrait concentré et huileux.
Les extraits ont été conservés dans des flacons foncés et placés au réfrigérateur
a4 °C jusqu’a leur utilisation.
IV. Formulation d’émulsion :
On a préparé des émulsions "huile dans eau” pour rotéger les composés utiles

des plantes, afin qu'ils soient plus stables, mieux absorbés et plus efficaces.

IV.1 Objectif d’émulsification :

Les huiles essentielles et extraits hydrophobes ont une faible solubilité dans
I’eau, ce qui limite leur usage en domaine biologique. L’émulsification permet de

disperser ces composés dans une phase aqueuse a 1’aide de tensioactifs et de
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stabilisants. Cette stratégie est couramment utilisée dans I’industrie pharmaceutique,

cosmetique et alimentaire (McClements, 2015).

IV.2 Composition des emulsions :

Deux types de formulations ont été testées :

Formule A : contenant le polysaccharide naturel xanthane comme agent

stabilisant.
Formule B : contenant de la pectine a faible méthoxylation.

» Tween 80 (Polysorbate 80)

Nom chimique : Polysorbate 80

Fonction : Emulsifiant non ionique (E433)

Propriétés :

Utilisé pour stabiliser les eémulsions huile-dans-eau dans les aliments, les
cosmeétiques et les produits pharmaceutiques.

Empéche la separation des phases aqueuse et huileuse.

Améliore la texture et prolonge la durée de conservation.

Solubilisant pour les vitamines liposolubles et les principes actifs (Rowe et al.,

2009).

.T\—f*-)et\-

go

R —
Figure 11 11 : tween80

» Gomme xanthane (Xanthan Gum)
Nom chimique : Gomme xanthane
Fonction : Epaississant et stabilisant (E415)
Propriétés :
Produite par fermentation bactérienne (Xanthomonas campestris).

Utilisée pour épaissir sauces, vinaigrettes, produits sans gluten.
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Améliore la viscosité, méme a faible concentration.
Stabilise les suspensions et empéche la séparation des phases.

Résistante a la chaleur, au pH acide, et au sel(Garcia-Ochoa et al., 2000).

Figure 11 12 : Gomme xanthane

» Pectine (Pectin)
Nom chimique : Pectine
Fonction : Gélifiant naturel, épaississant (E440)
Propriétés :
Extraite principalement de 1’écorce des agrumes et des pommes.
Utilisée dans les confitures, gelées, yaourts pour former un gel.
Soluble dans I’eau chaude, forme un réseau tridimensionnel en présence de sucre
et d’acide.
Considérée comme fibre alimentaire bénéfique.
Activité prébiotique modérée (VVoragen et al., 1995; Codex Alimentarius, E44).

ol

Figure 11 13 : Pectine (Pectin)

IV.1 Etapes de préparation :

Préparation de la phase aqueuse :

46



Partie I1 Matérielle et méthode

- dissolution du stabilisant dans de 1’eau distillée préchauffée a 40 °C, ajout du

Tween 80 et agitation.

Figure 11 14 : étape d’agitation de stabilisant et émulsifiant

Préparation de la phase huileuse :

- Chauffer I'huile & 40°C - 50°C (ne pas dépasser 50°C) pour obtenir une phase
homogeéne.
Emulsification :
- Ajouter progressivement la phase huileuse a la phase aqueuse tout en agitant a
une vitesse élevée (5000 a 7000 tours/min) pendant 6 minutes a l'aide d'un

homogénéisateur.

|

Figure 11 15 : I’étape d’homogénéisation
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-Utiliser un ultrasonicateur a 50% de puissance pendant 5 minutes pour réduire

la taille des gouttelettes et améliorer la distribution.

Figure 11 16 : étape de mélange [’émulsion par ultrasonicateur

-Conditionnement : stockage a 4-8 °C dans des flacons stériles.

»  Quatre échantillons principaux ont été analysés a l'aide de différentes techniques
afin de mieux comprendre I'effet physique et structural des émulsions formulées.
L'étude a porté sur I'huile essentielle du romarin, I’huile essentielle des feuilles
d'olivier, ainsi que I'émulsion a base d'huile de romarin et celle a base d'huile des
feuilles d'olivier. Ces échantillons ont été comparés en termes d'apparence,
d’homogénéité et de distribution des gouttelettes. Cette comparaison nous a permis de
mettre en évidence les différences majeures entre les huiles brutes et leurs formes
émulsionnées, notamment au niveau de la structure microphysique, démontrant ainsi
I'efficacité du processus d'émulsification dans I'amélioration des propriétés de

dispersion et de stabilité.

V. Dosage des composés phénoliques et flavonoides :

V.1 Définition :

Les composés phénoliques et flavonoiques sont des substances bioactives
naturellement présentes dans les plantes. lls agissent comme antioxydants en
neutralisant les radicaux libres, ce qui leur confére un réle important da ns la
prévention du stress oxydatif et des maladies dégénératives. Leur quantification
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permet d’évaluer la richesse fonctionnelle des extraits végétaux(Intharuksa etal.,
2024; Kuljarusnont et al., 2024; Frontiers et al., 2022).
V.2 Principe des dosages :

Polyphénols totaux (TPC) : Le dosage se base sur la réaction entre les
composés phénoliques et le réactif Folin-Ciocalteu, produisant un complexe bleu
mesuré a 765 nm. L’intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration en
phénols (Singleton etal., 2017).

Flavonoides totaux (TFC) : La méthode repose sur la formation d’un complexe
coloré jaune entre les flavonoides et le chlorure d’aluminium, mesuré a 510 nm
(Shraim et al., 2021).

V.3 Réactifs utilisés :

o Réactif de Folin-Ciocalteu (TPC)

. Carbonate de sodium (Na2COs)

o Chlorure d’aluminium (AICI) 2 %

J Acétate de sodium 1 M

o Etalon d’acide gallique (TPC) et de quercétine (TFC)

V.4 Dosage des polyphénols totaux (TPC) :

-Ajouter 20 pL d’émulsion a 100 pL de Folin dilué.
-Ajouter 80 pL de NaCOs.
-Incuber 30 minutes dans I’obscurité.

-Mesurer ’absorbance a 765 nm.

-Exprimer les résultats en mg GAE/g MS.

Figure 11 17 : dosaéé des polyphénols
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V.5 Dosage des flavonoides totaux (TFC) :
-Mélanger 20 pL d’émulsion avec 100 pL d’AICl; + 100 pL d’acétate de sodium.

-Incuber 30 minutes a température ambiante.

-Mesurer 1’absorbance a 510 nm.

-Résultats en mg QE/g MS.

= el
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Figure 11 18 : dosage des flavonoides

V1. Activité antioxydante :

V1.1 Définition :

L’activité antioxydante représente la capacité d’un extrait a neutraliser les
radicaux libres, qui sont des espéces réactives responsables du stress oxydatif, pouvant
endommager les cellules et favoriser le développement de maladies (Ordofiez et al.,
2022; Gedikoglu etal., 2019; MDPI Molecules, 2023). Les huiles essentielles riches
en composés phénoliques possédent généralement une forte activité antioxydante.

V1.2 Méthode du radical DPPH :

La méthode du radical DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est une technique
colorimétrique largement utilisée pour évaluer ’activité antioxydante des extraits de
plantes. Cette méthode repose sur la réduction du radical DPPH, de couleur violette,
par les antioxydants présents dans 1’échantillon, ce qui provoque une décoloration

mesurable par spectrophotométrie (Martins et al., 2023).

V1.2 Principe:
Le DPPH est un radical libre stable qui posséde une forte absorbance a 517 nm.
Lorsqu’un antioxydant est présent, il donne un électron ou un atome d’hydrogéne au

DPPH, le réduisant en DPPH-H, qui est de couleur jaune. L’intensité de la décoloration
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est proportionnelle a la capacité antioxydante de 1’échantillon (Gulcin, 2023; Martins
etal., 2022; MDPI Processes, 2023).

V1.4 Protocole :

-Préparer une solution de DPPH a 0,1 mM dans de 1’éthanol (4 mg dans 100 ml).

Figure 11 19 : Solution éthanolique du DPPH

-Préparer différentes concentrations DPPH (5, 10, 20, 40, 80 pg/mL).

Figure 11 20 : les concentrations de DPPH préparé

-Mélanger 1 ml de chaque émulsion avec 1 mL de la solution de DPPH dans une

Cuve.

Figure Il 21 : [’étape de mélange les échantillons avec les concentrations de

DPPH
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-Préparer un témoin (1 mL de DPPH + 1 mL d’éthanol 70% )

Figure Il 22 : le témoin
-Incuber les tubes a température ambiante a 1’obscurité pendant 30 minutes.
-Lire I’absorbance a 517 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV-Visible.
V1.1 Calcul du pourcentage D’inhibition :
% inhibition = [(A témoin — A échantillon) / A témoin] x 100
-A témoin = absorbance du témoin (DPPH seul)
-A échantillon = absorbance de I’échantillon

IC 50 : Concentration de I’extrait nécessaire pour inhiber 50 % du DPPH,
déterminée par interpolation graphique sur le graphe Diametre D'inhibition en fonction
de la Concentration en DPPH (El-Yazidi et al. 2022).

VII. Activité antibactérienne :
Les souches bactériennes testées :
Dans cette étude, quatre souches bactériennes ont été testees :
Escherichia coli (Gram -)
Staphylococcus aureus (Gram +)
Bacillus subtilis (Gram +)

Une bacteérie protéolytique (Gram -), isolée de 1’environnement
VII.1 Origine :
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Certaines souches ont été fournies par le laboratoire de microbiologie de
I’hopital de Médéa, tandis que d’autres ont été obtenues au laboratoire universitaire de

biologie. Toutes les souches ont été cultivées sur gélose nutritive avant les essais.

o Escherichia coli (Gram -):

Bacteérie intestinale souvent utilisee comme modéle de souche Gram négative
pathogéne. Responsable d’infections urinaires et digestives (Jiang et al. (2022).

o Staphylococcus aureus (Gram +):

Bactérie Gram positive couramment impliquée dans les infections cutanées,
respiratoires et hospitaliéres (Gherardi, 2023).

o Bacillus subtilis (Gram +):

Bactérie Gram positive non pathogéne, connue pour sa capacité a produire des
enzymes et des antibiotiques (Su et al., 2020).

o Bacterie protéolytique (Gram -):

Souche Gram négative capable de dégrader les protéines. Souvent rencontrée
dans les environnements organiques degrades (Najmeh Sodagar et al.,2024).

VI1.2 Meéthode de diffusion sur gelose (méthode des puits):

Cette méthode consiste a percer des puits dans une gélose ensemencée avec la
souche bactérienne, puis a y déposer des extraits ou émulsions. Apres incubation, on

mesure les zones d’inhibition autour des puits.

- Une suspension bactérienne ajustée a 0,5 McFarland.

Figure 11 23 : une suspenson bactérienne & 0,5 McFarland
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-Verser environ 20 mL de gélose Mueller-Hinton fondue (45 °C) dans des boites

de Pétri stériles.

Figure 11 24 : des boites de pétrie remplir par gélose Mueller-Hinton

-Une fois solidifiée, ensemencer la suspension bactérienne la surface avec un

écouvillon stérile.
-A I’aide d’un embout stérile, percer des puits de 6 mm de diamétre.
-Remplir chaque puits avec 100 pL d’émulsion.
-Incuber les boites a 37 °C pendant 24 h.

-Mesurer les diamétres des zones d’inhibition (mm) autour des puits.

VIL.3 Interprétation des résultats :
Les résultats sont exprimés en diametre (mm) de la zone d’inhibition autour du
puits. Plus le diamétre est grand, plus I’effet antimicrobien est fort. (Ponce et al., 2018)
Thbleau 11 1 : Interprétation des diamétres de zones d'inhibition pour 1’évaluation

de I’activité antimicrobienne (Ponce et al., 2018).

Diamétre (mm) Interprétation

<9 Activité faible
9-14 Activité modéree
15-19 Activité forte

> 20 Activité tres forte
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VIl Activité antifongique :
VIIL.1 Origine:

Ces champignons ont été isolés au niveau du laboratoire universitaire de
microbiologie. Les souches ont été cultivées sur.

o Candida albicans :

Levure pathogeéne opportuniste, souvent responsable d’infections chez I’humain,
notamment les mycoses buccales, vaginales et systémiques chez les immunodéprimés
(Pappas et al., 2018).

o Aspergillus sp:

Champignon filamenteux trés répandu dans 1’environnement. Certaines especes
peuvent provoquer des infections pulmonaires (aspergilloses) ou produire des

mycotoxines (Latgé & Chamilos, 2019).
VII1.2 Méthode de diffusion sur gélose (méthode des puits) :

La méthode utilisée est similaire a celle appliquée pour les bactéries. Elle repose
sur la diffusion de 1’extrait antifongique autour d’un puits creusé dans un milieu de

culture ensemencé avec la souche fongique.

-Préparer une suspension fongique (densité standard ~10° spores/mL).

Figure 11 25 : une suspension fongique (densité standard ~10° spores/mlL)
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-Verser de la gélose Sabouraud Dextrose fondue (45 °C) dans des boites de Pétri

stériles.

Figure 11 26 : des boiv‘tres de pétie remplir par gélose Sabouraud Dextrose
-Ensemencer la surface avec un écouvillon stérile trempé dans la suspension.
-Percer des puits de 6 mm de diamétre dans la gélose

-Déposer 100 pL d’émulsion dans chaque puits.

-Incuber a 30 °C pendant 48 a 72 heures.

-Mesurer les diamétres des zones d’inhibition autour des puits (en mm).

VII1.3 Interpretation des résultats :
L’évaluation de ’activité antifongique est basée sur les recommandations du
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) et d’études similaires. Les
diameétres d’inhibition sont interprétés comme suit: (Ponce et al., 2018)
Tbleau Il 2 : Interprétation des diamétres de zones d'inhibition pour I’évaluation

de I’activité antifongique (Ponce etal., 2018).

Diamétre (mm) Interprétation

<9 Activité faible
9-14 Activité modéree
15-19 Activité forte

> 20 Activite trés forte

56



IX Etude prédictive des interactions Biologiques protéines—molécules

issues des extraits de romarin et des feuilles d’olivier :

Dans le but de renforcer les résultats expérimentaux, une étude de modélisation
moléculaire a été réalisée sur les composés chimiques majeurs extraits du romarin et
des feuilles d'olivier, afin de prédire leurs mécanismes d'interaction avec certaines
cibles biologiques. Des composes tels que l'acide rosmarinique, le carnosol,
I'oleuropéine et I'hydroxytyrosol ont été choisis pour leur activité reconnue en tant
gu'antioxydants et agents antimicrobiens. Cette étude prédictive a contribué a une
meilleure compréhension des fondements moléculaires de I'activité biologique des
extraits et a permis de corroborer les résultats des analyses biologiques menées sur les

émulsions.
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Partie 111 Résultat et discussion

. Résultats d’extraction des extraits des feuilles d’olivier et de

romarin :

L’extraction des composés bioactifs des feuilles (Figure 111 1) a permis d’obtenir
un extrait de couleur claire pour les feuilles d’olivier et foncé pour le romarin,
présentant une texture visqueuse et homogene. Ces caracteristiques visuelles sont
conformes a celles rapportées dans la littérature pour des extraits riches en
polyphénols, flavonoides et terpénes (Zaier et al., 2021 ; Borghini et al., 2024)

Le rendement d’extraction était comparable a celui décrit par Ibrahim et al.
(2016), qui ont observé des teneurs élevées en oleuropéine et hydroxytyrosol dans les
feuilles d’olivier, conférant une couleur marron clair caractéristique. Le romarin, quant
a lui, a donné un extrait riche en acide rosmarinique et carnosol, responsables de la

couleur marron foncé typique des huiles essentielles de cette plante (Laina et al., 2024).

Ces observations confirment que les extraits obtenus conservent les propriétés

chimiques et organoleptiques décrites pour ces plantes, indiquant une préservation des

composés bioactifs lors de 1’extraction, comme soutenu par les travaux de Blokhin et
al. (2023).

La phase huileuse

La phase aqueuse

Figure 111 1 : Extrait obtenu aprés entrainement par rotavapeur.
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L’extraction des composés bioactifs a partir des feuilles de romarin et d’olivier
a reposé€ sur une stratégie combinée utilisant trois éléments clés : 1’éthanol a 70 %, la

sonication et I’évaporation a basse température par rotavapor.

L’éthanol est un solvant polaire capable de solubiliser les composés hydrophiles
(comme les phénols simples) et certains composés semi-polaires (comme les
flavonoides). La concentration & 70 % est considérée comme optimale pour extraire
une large gamme de métabolites secondaires. Benchabane et al. (2019) et Bajoub et al.
(2021) ont confirmé que cette proportion favorise une extraction plus efficace de
I’oleuropéine, de 1’acide rosmarinique, de I’hydroxytyrosol et d’autres composés
actifs. Contrairement a 1’éthanol pur, ce mélange permet une meilleure pénétration

cellulaire et mobilise davantage de composes phénoliques.

L’application d’ultrasons (sonication) facilite la rupture des parois cellulaires
végeétales par cavitation, accélére la diffusion des composés bioactifs vers le solvant et
améliore ainsi le rendement d’extraction. Chemat et al. (2017) ont classé cette
technique parmi les procédés d’extraction verte les plus efficaces. Par comparaison
avec une macération simple, elle permet de réduire le temps d’extraction tout en

maintenant 1’intégrité des molécules thermolabiles.

Le rotavapor permet de concentrer les extraits a basse température et sous vide,
limitant ainsi la dégradation thermique des composés actifs sensibles a la chaleur
(comme I’acide rosmarinique ou 1’oleuropéine). Cette méthode préserve les propriétés
antioxydantes et biologiques des extraits, contrairement au chauffage direct a I’air libre

qui peut provoquer des pertes importantes (Donsi & Ferrari, 2016).

La combinaison éthanol 70 %, sonication et rotavapeur permis d’obtenir des
extraits de haute qualité, riches en composés bioactifs, avec une excellente
récupération et une conservation optimale des propriétés antioxydantes. Cette méthode
est écologique, efficace et adaptée aux besoins de formulations a base de plantes

médicinales.
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A partir de cet extrait que nous avons préparé, nous avons extrait les huiles
essentielles de romarin et de feuilles d’olivier en utilisant une micro-seringue, Un

volume de 0,7 ml a été prélevé de chaque extrait (Figure 111 2).

R BE..

Wy

Figure 111 2 : Huiles essentielles obtenues a partir du romarin et des feuilles d olivier.

Il. Résultats des émulsions :

Deux types d’émulsions huile dans eau (H/E) ont été préparées a base d’huiles
essentielles extraites d’Rosmarinus officinalis (romarin) et de feuilles d’olivier (Olea
europaea). Chaque émulsion contenait 10 % de phase huileuse (0,7 ml d’huile de
romarin ; 0,7 ml d’huile de feuilles d’olivier) et 90 % de phase aqueuse (3,6 ml de I’eau
distillée).

Quatre types d’émulsions ont été élaborés dans le cadre de cette étude :
— L’une associant I’huile d’olive, le Tween 80 et la pectine ;
— Une autre contenant de I’huile d’olive, du Tween 80 et de la gomme xanthane ;

— Une troisiéme formulée avec de I’huile essentielle de romarin, du Tween 80 et de

la pectine ;

— Et enfin, une émulsion composée d’huile essentielle de romarin, de Tween 80 et

de gomme xanthane.

Les émulsions obtenues (Figure Il 3) et (Figure Il 4) présentaient une
apparence homogene, stable et sans séparation de phases immediate. Les émulsions a
base de romarin étaient légérement jaunatres tandis que celles a base de feuilles
d’olivier montraient une teinte verdatre, en accord avec les caractéristiques des extraits

utilisés (Laina et al., 2024 ; Borghini et al., 2024).

61



Partie 111

Résultat et discussion

Figure 111 3 : Emulsion & base de romarin aprés formulation

Figure 111 4 : Emulsion obtenue a partir des extraits de feuilles dolivier.

Dans cette étude, la formulation des émulsions huile-dans-eau a été réalisée a
partir d’extraits de romarin et de feuilles d’olivier, en utilisant la pectine et la gomme
xanthane comme agents stabilisants (figure 111 3) (figure 111 4). La pectine, reconnue
pour sa capacité a former des gels a basse température et en milieu acide, a permis
d'assurer une bonne homogénéité des émulsions conservées a 4 °C, ce qui est en accord
avec les résultats de Tavares et al. (2021), Albek et al. (2022) et Khadka et al. (2023).

En parallele, la gomme xanthane, connue pour sa stabilit¢ dans des conditions
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thermiques variées, a montré une meilleure performance a 25 °C et 40 °C, comme le

confirment les travaux de Wang et al. (2022), Zhang et al. (2023) et Singh et al. (2021).

Le recours a la sonication ultrasonique pour I’émulsification s’explique par
I’absence d’homogénéiseur haute pression. Cette technique, favorise la rupture des
gouttelettes et permet une dispersion fine et homogéne. Son efficacité a améliorer la
stabilité des émulsions a été démontrée dans plusieurs études, notamment celles de
Khandpur & Gogate (2023), Zhao et al. (2022) et Tran et al. (2021). Par ailleurs,
Nguyen et al. (2022) ont prouvé que la sonication pouvait rivaliser, voire surpasser,

I’homogénéisation haute pression selon la nature des formulations.

En conclusion, la combinaison d’un tensioactif doux (Tween 80), d’un polymere
naturel adapté et d’un procédé de sonication permet d’obtenir des émulsions
performantes, facilement adaptables aux exigences des secteurs cosmétique,

alimentaire ou pharmaceutique.

1. Caractérisations Organoleptiques et Physico chimique des

émulsions obtenues :

Tableau 111 1 : Caractéristiques physique et organoleptiques des émulsions
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Type Stabilisant | Temp | Durée de | Analyse Remarques
d’huile (°C) | Conservation | physique et

organoleptique
Romarin | Pectine 4°C | >1 mois Emulsion : Excellente

homogene stabilite  en
*Odeur de | condition
romarin forte froide.

25°C | 11 jours *Culots en | Début de
suspension déstabilisation
observés, avec | observé  au-
des impuretés et | dela de 10
une odeur peu | jours.
perceptible.

40°C |7 jours *Présence de | Changements
regroupements rapides en
jaune-orangé condition de
avec séparation | chaleur élevée.
des phases et
absence d’odeur.

Gomme 4°C | >1 mois Emulsion Comportemen
xanthane homogéne t stable a basse

*Faible Odeur de | température.
romarin

25°C | <11 jours *Apparition  de | Moins stable
particules jaunes | que la pectine
dispersées dans | a cette
un liquide brun, | température,
avec une odeur | avec évolution
légere de | progressive.
romarin.

40°C | 7 jours *Regroupements | Instabilité

oranges dans un

liquide brun,

marquee a
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odeur faible et | haute
peu agréable. température.
Feuilles | Pectine 4°C | >1mois Emulsion Produit  trés
d’olivier homogene stable en
environnemen
t réfrigéré.
25°C | 12 jours *Amas  blanc- | Instabilité
jaunatre dans un | progressive a
liqguide  jaune, | partir de la
sodeur faible. deuxieme
semaine.
40°C | 6 jours Présence d’amas | Instabilité
dans un liquide | marquée a
jaune. 40 °C.
Gomme 4°C | >1mois *Emulsion Stabilité
xanthane homogeéne similaire a
celle de la
pectine au
réfrigérateur.
25°C | 14 jours *Amas jaune pale | Plus stable que
dans un liquide | la pectine a
jaune. température
ambiante.
40°C | 10 jours *Amas dans un | Meilleure
liquide  jaune, | résistance
avec un aspect | thermique
instable. que la
pectine.

Les données du Tableau I11.1 ont révélé des variations notables dans la stabilité,

I’aspect et les propriétés organoleptiques des émulsions formulées a base d’extraits de

romarin et de feuilles d’olivier, selon le stabilisant utilisé (pectine ou gomme xanthane)

et la température de stockage. Nous avons constaté que les émulsions stabilisées par
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la pectine présentaient une excellente stabilité a 4 °C, grace a la capacité de la pectine
a former un réseau tridimensionnel piégeant les gouttelettes et limitant la coalescence.
Ces résultats concordent avec ceux de Khadka et al. (2023), qui ont démontré cet effet
de réseau, ainsi que ceux de Tavares et al. (2021) et De Souza et al. (2020), qui ont
confirmé I’efficacité de la pectine a basse température. De plus, Morales et al. (2022)
ont également observé une homogeénéité accrue dans des émulsions pectinées a froid.
Toutefois, nos résultats montrent aussi que dans certains cas, la pectine perd son
efficacité, ce qui rejoint les conclusions de Galaz et al. (2023), qui ont noté une

déstabilisation méme a basse température dans des matrices riches en polyphénols.

A ’opposé, les formules contenant de la gomme xanthane ont mieux résisté aux
températures élevées (25 °C et 40 °C), confirmant ainsi les travaux de Zhang et al.
(2023) et Cui et al. (2024), qui ont montré la robustesse thermique du xanthane. Cet
effet s’explique, comme le suggerent également Habibi et al. (2021), par la rigidité de
la structure linéaire du xanthane, qui lui confere une résistance accrue aux contraintes

thermiques.

Nous avons également observé que la stabilité globale des émulsions diminuait
lorsque la température augmentait. A 40 °C, des signes clairs de déstabilisation sont
apparus, tels que la séparation des phases, la perte d’homogénéité et une dégradation
des caractéristiques organoleptiques, notamment une odeur désagréable dans les
émulsions au romarin. Ces résultats sont en accord avec les travaux de McClements
(2012) et Zhao et al. (2022), qui ont montré que la chaleur perturbe les interfaces
huile/eau et dégrade les composes actifs. Cependant, certaines études, comme celles
de EI Ahmadi et al. (2024) et Ibrahim et al. (2017), suggérent qu’une optimisation du

rapport huile/eau pourrait améliorer la tolérance thermique.

En comparant les deux extraits, nous avons remarqué que les émulsions a base
de romarin devenaient instables a haute température, accompagnées d’une odeur
désagréable, ce qui est attribué a 1’oxydation des composés volatils comme le camphre
et le 1,8-cinéole. Ces observations sont cohérentes avec les résultats de Blokhin et al.
(2023) et Laina et al. (2024). En revanche, les émulsions a base d’olivier, notamment
celles stabilisées avec le xanthane, ont maintenu une meilleure stabilité, probablement
grace a D’effet antioxydant des phénols tels que 1’oleuropéine et 1’hydroxytyrosol,

comme 1’ont décrit également Bouaziz et al. (2021) et Medina et al. (2022).
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Sur le plan organoleptique, nos résultats ont montré que les émulsions au
romarin avaient une odeur plus prononcée mais plus sensible a la chaleur, tandis que
celles a I’olivier, plus neutres, gardaient une meilleure stabilité sensorielle, surtout en
présence de xanthane. Ces observations sont confirmées par Habibi et al. (2021) et
Salvia-Trujillo et al. (2015), qui ont montré que le xanthane améliore la stabilité
sensorielle. Cependant, Torri et al. (2019) ont noté que des concentrations élevées de
xanthane peuvent rendre la texture trop visqueuse et diminuer 1’acceptabilité

sensorielle.

Enfin, nous avons constaté que les émulsions testées au froid conservaient une
stabilité optimale, en particulier celles contenant de la gomme xanthane. A température
ambiante, le xanthane surpassait la pectine, tandis qu’a 40°C, la majorité des
formulations, surtout celles contenant de la pectine Khadka et al. (2023), se
déstabilisaient rapidement. Ces résultats confirment les observations de Zhang et al.
(2023) et Galaz et al. (2023).

IV. L’observation microscopique :

Dans le cadre de cette étude, une observation microscopique a été effectuée afin
d'analyser et de comparer la structure et la répartition des gouttelettes dans les
différents systemes a base d'huiles essentielles utilisés. Cette analyse a concerné I'huile
essentielle de romarin et son émulsion, ainsi que I'huile essentielle des feuilles d'olivier
et son émulsion correspondante.

L'objectif de cette observation est de mettre en évidence I'efficacité du processus
d'émulsification, en comparant les structures micrographiques des huiles pures a celles
des formulations émulsionnées. Les différents clichés obtenus au microscope
permettront ainsi d'évaluer la qualité de la dispersion, la taille des gouttelettes, leur

uniformité ainsi que la stabilité des systémes.
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Les figures suivantes présentent les observations réalisées pour chacune des
quatre formules :

Figure 111 5:Observation microscopique de I'huile essentielle de romarin pure.

L’observation microscopique de la figure IIL.5, correspondant a 1’huile de
romarin pure, montre des gouttelettes de grande taille, dispersées de maniere
irreguliere dans la phase aqueuse. La variabilité marquée de taille entre les gouttelettes
ainsi que la présence de dépots solides au fond de 1’échantillon, constitués de résidus
végétaux non solubilisés, confirment I’instabilité de la dispersion en 1’absence d’agent
émulsifiant.

La grande taille des gouttelettes est due a la forte tension interfaciale entre la
phase huileuse et la phase aqueuse, ce qui empéche la fragmentation des gouttelettes
en particules plus petites [McClements, 2015 ; Tadros, 2016]. La distribution
irréguliére et la coalescence observées résultent de I’absence de stabilisant, ce qui
favorise la fusion des gouttelettes et ’agrégation des phases huileuses [Joye et al., 2015
; Dickinson, 2023].

Les dépdts solides observés au fond sont constitués de fragments végétaux,
insolubles dans la phase aqueuse et soumis a la gravité, entrainant leur sédimentation
[Weiss et al., 2020]. Ce comportement est typique des dispersions brutes d’huiles
essentielles sans traitement préalable et sans émulsifiant, comme 1’ont démontré
Salvia-Trujillo et al. (2015), qui ont observé une séparation rapide des phases, une
taille hétérogene des gouttelettes et des dépots solides dans des émulsions d’huiles
essentielles non stabilisées.

Ces observations confirment que, pour assurer la stabilité d’une émulsion, il est

indispensable d’ajouter un agent tensioactif ou un biopolymere pour réduire la tension
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interfaciale, homogénéiser la taille des gouttelettes et empécher la sédimentation des
particules solides [Tadros, 2016 ; Dickinson, 2023].
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Figure 111 6 : Observation microscopique d’émulsion a base d’huile

essentielle de romarin.

Dans notre étude, I’émulsion de romarin (figure I11.6) présente des gouttelettes
sphériques réparties de maniére homogeéne, de taille relativement uniforme et sans
signe de coalescence. Cette observation est cohérente avec les résultats de McClements
(2015), qui a montré que I’ajout d’un tensioactif réduit la tension interfaciale et permet
d’obtenir des gouttelettes réguliéres, et de Dickinson (2023), qui a confirmé que les
contours nets et la stabilit¢ des interfaces témoignent d’une bonne efficacité¢ du

stabilisant utilisé.

Nous avons également observé I’apparition d’une auréole colorée autour des
gouttelettes, ce qui indique une encapsulation efficace des composeés bioactifs et une
protection contre 1’oxydation. Ce résultat est similaire aux conclusions de Tadros
(2016) et Weiss et al. (2020), qui ont montré que les émulsions bien formulées

protegent les molécules sensibles en les confinant dans des gouttelettes stables.

La comparaison entre cette émulsion et I’huile brute met en évidence le rdle
essentiel de 1’émulsification, qui permet de réduire la taille des gouttelettes,
d’homogénéiser la distribution et de stabiliser les huiles essentielles en milieu aqueux.
Ce constat rejoint les travaux de Joye et al. (2015), qui ont observe une dispersion plus
uniforme aprés émulsification, ainsi que de Salvia-Trujillo et al. (2015) et Habibi et al.
(2021), qui ont rapporté que I’émulsification améliore significativement la stabilité

physique des huiles essentielles.
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Enfin, nos observations sont conformes aux resultats rapportés par plusieurs
études, notamment celles de Zhao et al. (2022) et EI Ahmadi et al. (2024), qui ont
démontré que I’utilisation combinée de tensioactifs et de biopolymeres améliore la
dispersion, prévient la coalescence et assure la stabilité physique et la fonctionnalité

des émulsions.

Figure 111 7 : observation microscopique d’huile essentielle des feuilles d’olivier

L’observation microscopique (figure II1.7) montre des gouttelettes d’huile des
feuilles d’olivier dispersées dans un milieu aqueux, de grande taille et réparties de
fagon irréguliere. Des agrégats sombres au fond de 1’échantillon correspondent a des

résidus végétaux insolubles.

L’absence d’un agent émulsifiant maintient une forte tension interfaciale entre
la phase huileuse et la phase aqueuse, ce qui empéche la formation de gouttelettes fines
et homogeénes et favorise leur coalescence [Coupland & McClements, 1996 ; Gupta et
al., 2016 ; Karthik et al., 2017].

La sédimentation des agrégats solides résulte de la gravité exercée sur des
particules végétales non dissoutes, un phénomene bien documenté dans les dispersions
brutes d’huiles végétales [Komaiko & McClements, 2016 ; Shahidi & Hossain, 2018].

Ces résultats confirment que, sans stabilisant, les systémes huile-eau restent
instables et montrent rapidement des signes de séparation de phases, comme démontré
également par Bouchemal et al. (2004) et Jafari et al. (2018), qui ont observé des
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gouttelettes grossieres, une distribution hétérogene et des dépdts solides dans des

émulsions sans tensioactifs.

des feuilles d’olivier

L’observation microscopique (figure I11.8) montre une émulsion caractérisée par
des gouttelettes d’huile petites, sphériques, régulieres et bien dispersées dans la phase
aqueuse. Les impuretés apparaissent également plus petites et moins nombreuses,

confirmant une meilleure homogénéisation du systeme.

Dans notre étude, la présence d’agents tensioactifs et d’agents émulsifiants
(Tween 80, pectine ou gomme xanthane) a permis de réduire la tension interfaciale, de
favoriser la formation de gouttelettes uniformes et d’empécher leur coalescence. Ces
observations sont conformes aux résultats de Gupta et al. (2016), qui ont démontré que
les tensioactifs abaissent efficacement la tension interfaciale, ainsi que de Tadros
(2016), qui a montré que 1’ajout d’émulsifiants conduit a des gouttelettes de taille
homogéne, et de Dickinson (2023), qui a confirmé leur réle dans la prévention de la

coalescence.

La structure homogéne et stable observée dans nos échantillons suggére un
systeme physiquement stable, avec une distribution uniforme des phases et une
meilleure protection des composés bioactifs. Ce résultat rejoint les conclusions de
Weiss et al. (2020) et Jafari et al. (2018), qui ont mis en évidence que les biopolymeéres

et tensioactifs assurent la stabilité physique tout en préservant les molécules actives.

La comparaison avec 1’huile brute dans notre expérience a révélé que, sans

émulsifiant, les gouttelettes sont volumineuses, instables et distribuées de maniére
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hétérogene. En revanche, 1’ajout d’un émulsifiant entraine la formation d’une structure
fine et stable. Ce constat est en accord avec les résultats de Bouchemal et al. (2004),

qui ont montré que I’émulsification réduit la taille des gouttelettes et améliore la
stabilité, ainsi que ceux de Coupland & McClements (1996) et EI Ahmadi et al. (2024),

qui ont confirmé que les émulsifiants améliorent la dispersion et limitent 1’instabilité.

Enfin, nos résultats corroborent également les travaux de Habibi et al. (2021) et
Zhao et al. (2022), qui ont démontré que les émulsifiants et biopolymeres jouent un
role essentiel en inhibant la coalescence et en dispersant les impuretés pour assurer la

stabilité des émulsions.

V. Teneur en polyphénols totaux (TPC)

La quantification des polyphénols totaux a été réalisée selon la méthode

colorimétrique de Folin—Ciocalteu, avec 1’acide gallique comme étalon de référence.

La courbe d’étalonnage (figure Il 5) a été construite avec des concentrations

allant de 10 a 100 mg/mL, avec une droite de régression de forme :
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Figure 111 9 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique.

72



Partie 111

Résultat et discussion

Tenure en polyphénols totaux (TPC)

1200

1000

co
[=]
[=]

TPC(mg QE/g)
(=]
(=]
(=]

1195

400

200
196 219 134

émulsion de romarin émulsion de émulsion des feuilles  émulsion des feuilles
(p+t) romarin(x+t) d'olivier (p+t) d'olivier (x+t)

Figure 111 10 : Représentation comparative des teneurs totales en composés
phénoliques (TPC) des différents Emulsions

Dans notre étude (figure 111.6), nous avons constaté une différence marquée dans
la teneur en polyphénols totaux (TPC) entre les émulsions a base de feuilles d’olivier
et celles a base de romarin. Les émulsions d’olivier stabilisées par la pectine ont
présenté la TPC la plus élevée (jusqu’a 1195 mg EAG/g), alors que les émulsions de
romarin affichaient des valeurs plus modestes. Ces résultats sont en accord avec ceux
de Goulas et al. (2017), qui ont montré que les feuilles d’olivier sont riches en
oleuropéine et hydroxytyrosol, donnant une TPC élevée dans des solvants polaires. De
plus, Difonzo et al. (2017) ont rapporté une TPC importante dans des extraits d’olivier,
attribuée a la présence de phénols hydrosolubles, et Medina et al. (2022) ont confirmé
que ces composés dominent le profil phénolique de I’olivier. Enfin, Bouaziz et al.
(2021) ; Bajoub et al. (2021) et Laina et al. (2024) ont également souligné la richesse
de I’olivier en phénols responsables de son activité antioxydante élevée Talhaoui et al.
(2016).

En revanche, dans nos échantillons, les extraits de romarin ont montré des
teneurs en polyphénols plus faibles. Ce résultat concorde avec les travaux de Trabelsi
et al. (2021) et Bajoub et al. (2021), qui ont noté que la concentration en phénols du
romarin est plus faible et fortement influencée par le chémotype et les conditions
culturales. De méme, Herrero et al. (2015) et Xie et al. (2020) ont indiqué que le

romarin contient davantage de composes volatils que de phénols hydrosolubles.
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Quant a I’effet du stabilisant, nous avons observé que la pectine permet une
meilleure préservation des polyphénols que la gomme xanthane. Ce résultat est appuyé
par les études de Khadka et al. (2023), qui ont montré que la pectine forme un réseau
visqueux piégeant efficacement les polyphénols, de Chen et al. (2020) et Chen et al.
(2019), qui ont mis en évidence des interactions hydrogene et électrostatiques entre la
pectine et les phénols, et de Pérez et al. (2020) et Srivastava et al. (2020), qui ont
démontré que la pectine réduit la dégradation oxydative et stabilise les phénols dans

des émulsions.

En revanche, la gomme xanthane, selon nos résultats, a donné des TPC plus
faibles, probablement en raison de sa structure plus neutre et de son environnement
plus fluide. Ces observations sont cohérentes avec les données de Habibi et al. (2021),
qui ont noté que le xanthane favorise la diffusion des polyphénols mais réduit leur
rétention, ainsi que Cui et al. (2024) et Zhao et al. (2022), qui ont rapporté une faible
capacité du xanthane & stabiliser durablement les polyphénols. De méme,
Sanchez-Rangel ; Khadka et al., 2023 ; Chen et al., 2020 et al. (2019) et Rafe et al.
(2017) ont souligné que 1’optimisation du choix du biopolymére est essentielle pour

concilier diffusion et rétention des phénols tout en assurant la stabilité de I’émulsion.

Ainsi, nos résultats, soutenus par ceux de Medina et al. (2022), Shahidi &
Ambigaipalan (2015) ; Khadka et al., 2023 ; Chen et al., 2020 et Laina et al. (2024),
confirment que le choix de I’extrait végétal, la nature chimique du biopolymere et leurs
interactions spécifiques sont des facteurs déterminants pour obtenir des émulsions

riches en polyphénols et physiquement stables.

V1. Teneur en flavonoides totaux (TFC) :

La teneur en flavonoides totaux a été déterminée par la méthode colorimétrique
basée sur la formation d’un complexe flavonoide-aluminium. La quercétine a été
utilisée comme étalon de référence. Les résultats sont exprimés en mg équivalents
quercétine par gramme d’échantillon (mg QE/g).

La courbe d’étalonnage (figure 111 11) a été réalisée a partir de concentrations de
quercétine comprises entre 10 et 100 mg, donnant une droite de régression selon

1I’équation :
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Figure 111 12 : Présentation comparative des teneurs totales en Flavonoides (TFC) des
différents Emulsions
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La figure II1.12 montre que I’émulsion de romarin stabilisée par la gomme
xanthane présente la teneur la plus élevée en flavonoides totaux (61,1 mg QE/g), tandis
que celle de romarin stabilisé a la pectine affiche la plus faible (8,4 mg QE/g). Pour les
feuilles d’olivier, les valeurs sont modérées : 23,2 mg QE/g avec xanthane et

14,8 mg QE/g avec pectine (Derwich et al., 2017 ; Bourhia et al., 2020).

Dans notre étude, la répartition des flavonoides entre les différentes émulsions
s’explique par la nature chimique des biopolymeéres utilisés et leurs interactions
spécifiques avec ces composés. Nous avons observé que la gomme xanthane, grace a
sa structure lache et sa viscosite élevée, favorise la dispersion et la stabilisation des
flavonoides, notamment ceux présents en faible concentration dans le romarin. Ces
observations concordent avec celles de Zhang et al. (2023) Khadka et al. (2023) et
Wang et al. (2020), qui ont montré que la structure flexible du xanthane améliore la
disponibilité des flavonoides, ainsi que de Li et al. (2019), qui ont rapporté une
meilleure accessibilité des flavonoides hydrophobes dans des matrices a base de
xanthane, et de Sun et al. (2021), qui ont confirmé que le xanthane protége les

flavonoides contre I’oxydation tout en maintenant leur réactivité.

Nous avons également constaté que la gomme xanthane crée un environnement
protecteur limitant 1’oxydation des flavonoides et maintenant leur accessibilité. Ce
résultat est appuyé par les travaux de Zhang et al. (2023) et Yu et al. (2021), qui ont
démontré que le xanthane favorise une meilleure stabilité des flavonoides sensibles

dans des matrices colloidales.

En revanche, dans nos échantillons, la pectine a montré une tendance a former
des réseaux plus denses en interagissant fortement avec les métabolites polaires via ses
groupements carboxyles, ce qui semble restreindre la libération et la quantification des
flavonoides moins polaires. Ce constat est conforme aux résultats de Khadka et al.,
2023 et Chen et al. (2020), qui ont observé une rétention des flavonoides dans des
matrices de pectine, ainsi que de Pérez-Jiménez et al. (2019), qui ont noté que la
pectine immobilise certains flavonoides, et de Khadka et al. (2023), qui ont également
mis en évidence des valeurs plus faibles de flavonoides dans des systémes a base de
pectine. Ces observations expliquent les faibles valeurs enregistrées pour 1’association

romarin/pectine dans notre étude.
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Pour les feuilles d’olivier, nous avons noté que les flavonoides hydrophiles
étaient mieux stabilisés dans des matrices gélifiantes comme celles de la pectine, ce
qui justifie la valeur modérément élevée enregistrée. A ’inverse, la gomme xanthane
a montré une meilleure performance avec le romarin, grace a la plus grande mobilité
et accessibilité des flavonoides dans ce systeme. Ces résultats sont en accord avec Luo
et al. (2020), qui ont constaté que la pectine protége mieux les composés
hydrosolubles, et avec Huang et al. (2019), qui ont montré que le xanthane améliore la

disponibilité des flavonoides hydrophobes dans des formulations complexes.

Plusieurs études ont également confirmé que la sélection du stabilisant influence
fortement la stabilité et la biodisponibilité des flavonoides dans des matrices
complexes. Gong et al. (2020) et Xiong et al. (2021) ont démontré que le xanthane
préserve les flavonoides sensibles et maintient leur activité antioxydante, tandis que
Luo et al. (2021) Khadka et al., (2023) et Chen et al., (2020) ont montré que la pectine
est plus efficace pour stabiliser les polyphénols hydrosolubles mais moins adaptée aux
flavonoides hydrophobes.

Ainsi, nos résultats et ceux de la littérature montrent que le choix du biopolymeére
doit étre guidé par le profil phytochimique de I’extrait. Comme I’ont indiqué
également Wang et al. (2020), Zhang et al., (2023) ;Sun et al. (2021) et Gong et al.
(2020), la pectine est plus appropriée pour maximiser la teneur en polyphénols totaux,
tandis que la gomme xanthane favorise la préservation et la disponibilité des

flavonoides.

Ces résultats illustrent I’importance d’une formulation rationnelle pour optimiser
la teneur en metabolites spécifiques dans des systemes emulsionnés naturels. Dans ce

sens, notre étude et celles de la littérature confirment que :

e Pour des formulations visant des polyphénols, la pectine est préférable.
e Pour maximiser la stabilité et la disponibilité des flavonoides, la gomme xanthane est

plus adaptée.

Ce constat souligne la nécessité de choisir le stabilisant en fonction du profil
phytochimique de la plante pour maximiser la stabilité et I’efficacité antioxydante des

émulsions naturelles.
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VII. Activitée antioxydante (Test DPPH) :

L’activité antioxydante des différentes émulsions a été évaluée par la méthode

spectrophotométrique utilisant le radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl).

Le test repose sur la capacité des composes antioxydants a réduire le radical DPPH,

provoquant une diminution de 1’absorbance mesurée a 517 nm.

On a testé 8 échantillons :

L’huile pure du romarin

Emulsion du romarin avec pectine et tween 80

Emulsion de romarin avec gomme de xanthane et tween 80
L’huile pure des feuilles d’olivier

Emulsion des feuilles d’olivier avec pectine et tween 80
Emulsion des feuilles d’olivier avec gomme xanthane et tween 80

Emulsion du romarin avec pectine et tween 80 a température ambiante

pendent 20 jours

Emulsion des feuilles d’olivier avec pectine et tween 80 & température

ambiante pendent 20 jours

VI1.1 Pouvoir Antioxydant :
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Figure 111 13 : Evolution de ’activité antioxydante de | ‘émulsion de romarin.
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Les résultats montrent que I’huile essentielle de romarin pure a présenté
I’activité antioxydante la plus élevée, atteignant un pourcentage d’inhibition maximal
de 91 %. Les émulsions fraichement préparées contenant du romarin ont également
montré une bonne capacité antioxydante, avec une efficacité supérieure pour
I’émulsion stabilisée par la pectine (77,5 %) comparée a celle obtenu la gomme de

xanthane (63,33 %) (figure 111 13).

100 Activité antioxydante des extraits de feuilles d'olivier par le test DPPH
—e— Huile essentielle de feuilles dolivier
—&— Emulsion feuilles d'clivier + Tween 80 + pectine
—a— Emulsion HE feuilles d'olivier + Tween 80 + pectine
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Figure 111 14 : Evolution de l’activité antioxydante de feuilles d olivier

L’huile essentielle des feuilles d’olivier a affiché un pouvoir antioxydant modéré
(84,17 %), légerement inférieur a celui du romarin. En ce qui concerne les émulsions
d’olive, I’émulsion contenant la pectine a montré une inhibition maximale de 58 %,

tandis que celle contenant la gomme de xanthane a atteint 55 % (figure 111 14).
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100 Activité antioxydante aprés 20 jours a température ambiante

—e— Emulsion feuilles d'olivier (20j, T° ambiante)

—a— Emulsion romarin (20j, T° ambiante
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Figure 111 15 : Evolution de [’activité antioxydante des émulsions a température

ambiante sur une période de 20 jours.

Apres 20 jours de conservation a température ambiante, une diminution notable
de I’activité antioxydante a été observée. L’émulsion de romarin avec pectine et tween
80 a montré une inhibition réduite a environ 31,67 %, et I’émulsion d’oliver avec
gomme de xanthane et tween 80 a affiché une inhibition de seulement 24,17 % (figure

11 15).

Les résultats du test DPPH (figures 111.13, 111.14 et 111.15) mettent clairement en
évidence des différences significatives entre les échantillons en termes de capacité
antioxydante. Dans notre étude, les huiles essentielles pures ont présenté les taux
d’inhibition les plus élevés (91 % pour le romarin, 84 % pour les feuilles d’olivier), ce
qui est attribué a leur concentration élevée en composés bioactifs volatils non dilués
tels que le camphre, le 1,8-cinéole et I’a-pinene. Ces résultats concordent avec ceux
de Aljabeili et al. (2022), qui ont observé une inhibition supérieure a 90 % pour des
huiles essentielles riches en monoterpénes, ainsi qu’avec Davaatseren et al. (2017), qui
ont montré que le camphre et le 1,8-cinéole contribuent fortement a 1’activité
antioxydante des huiles pures, et avec El-Kased et al. (2021), qui ont confirme que la

forte concentration en terpenes volatils est responsable d’une activité maximale.

Parmi les émulsions, dans notre travail, celles contenant de la pectine ont montré
une activité antioxydante supérieure dans le cas du romarin, tandis que pour I’olivier,

la gomme xanthane a donné de meilleurs résultats. Ces tendances sont également
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observées par Farahnaky et al. (2021) et Khadka et al. (2023), qui ont trouvé que la
pectine améliore la rétention des antioxydants hydrophiles, par Hong et al. (2022), qui
ont constaté que la matrice stabilisante influence la diffusion des actifs, et par Salehi
et al. (2019), qui ont rapporté que la pectine protege mieux les polyphénols grace a ses
groupements carboxyles. En revanche, la gomme xanthane, grace a sa structure plus
lache et flexible, favorise la libération et [’accessibilit¢ des composés plus
hydrophobes, comme 1’ont montré Ren et al. (2019) et Kang et al. (2022), qui ont noté

que le xanthane facilite la mobilité des molécules lipophiles.

L’efficacité antioxydante que nous avons mesurée suit la méme tendance que
celle des teneurs en TPC et TFC. Cette corrélation est egalement observee par Ben
Farhat et al. (2019) et Li et al. (2019), qui ont démontré une forte corrélation positive
entre polyphénols totaux et DPPH, et confirmée par Tavares et al. (2020), qui ont
trouvé une relation directe entre la teneur en flavonoides et 1’activité radicalaire. De
plus, d’autres paramétres comme la taille des gouttelettes et la viscosité du systéme
jouent un réle important dans la disponibilité des antioxydants, ce qui est cohérent
avec les résultats de Zhang et al. (2017) ; Chen et al. (2018) et Yu et al. (2021), qui ont

montré que la structure colloidale impacte la réactivité chimique.

Dans notre étude, nous avons aussi noté que les huiles essentielles pures
présentent une activité maximale grace a leur forte concentration en composés volatils
et leur diffusion rapide dans la phase continue. Ces résultats sont conformes a ceux de
Aljabeili et al. (2022), qui ont montré une diffusion immédiate des actifs dans des
systemes simples, ainsi que Santos et al. (2017), qui ont observé une inhibition plus
forte pour les huiles pures par rapport aux émulsions. A I’inverse, les émulsions diluent
les composés volatils et augmentent la viscosité, limitant leur accessibilité aux

radicaux libres, ce qui a également été décrit par Gao et al. (2020) et Hong et al. (2022).

La différence entre la pectine et le xanthane peut étre expliquée par leurs
interactions spécifiques avec les antioxydants. Dans le cas du romarin, la pectine
protége mieux les polyphénols et flavonoides, tandis que pour I’olivier, la gomme
xanthane favorise la diffusion des composés hydrophobes, comme 1’ont également

constaté Farahnaky et al. (2021) et Kang et al. (2022).

Enfin, P’activité antioxydante mesurée par DPPH dans notre étude refléte la

synergie entre plusieurs classes de composés (polyphénols, flavonoides, terpenes) et
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leur interaction avec la matrice colloidale. Cette conclusion est renforcée par les
travaux de El-Kased et al. (2021) et Davaatseren et al. (2017), qui ont tous deux montré
que la stabilité et la réactivité des antioxydants dépendent de leur environnement
chimique et physique. Elle ne dépend donc pas seulement de la quantité de composés,
mais aussi de leur accessibilité, de leur stabilité et de leur réactivité chimique dans le
systétme, comme 1’ont confirmé Xu et al. (2023) et Salehi et al. (2019). Ces
observations confirment la nécessité d’adapter le choix du stabilisant et du type
d’extrait végétal pour optimiser la capacité antioxydante des émulsions naturelles, en
accord avec les conclusions de Zhang et al., (2017) ; Ben Farhat et al., (2019) Ren et
al. (2019) et Li et al. (2019).

VI1.2 Détermination de la concentration minimale d’inhibition (IC50) :

valeures IC50 des différents échantillons

0,016

0,014

0,012
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0,008

IC50 (mg/ml
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huile du  émulsion du émulsiondu huile des  émulsion  émulision émulsion du émulsion
romrin  romarin(p+t) romarin(x+t) feuilles olive des feuilles des feuilles romarin 20J des feuilles
olive (p+t) olive (x+t) T ambiante d'olivier 20
T° ambiante

Figure 111 16 : les valeurs de IC50 des différents échantillons

L’analyse des résultats du test DPPH et des valeurs ICso (figure I11.16) a permis
d’évaluer avec précision D’efficacité antioxydante des huiles essentielles et des
émulsions a base de romarin et de feuilles d’olivier. Dans notre étude, les huiles
essentielles ont présenté les activités antioxydantes les plus élevées, atteignant 91 %
pour le romarin et 84 % pour I’olivier, avec des valeurs ICso faibles. Trois études ont
rapporté des résultats similaires : Ben Farhat et al. (2019) et Akhtar et al. (2020) ont
observé une inhibition du DPPH supérieure a 90 % pour des huiles essentielles de

romarin riches en 1,8-cinéole et camphre ; Aziz et al. (2018) ont mesuré des valeurs
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d’ICso trés faibles pour des huiles de plantes aromatiques riches en monoterpenes,
confirmant leur pouvoir antioxydant; Bougandoura & Bendimerad (2015) ont
¢galement trouvé une inhibition de plus de 85 % pour le romarin et I’olivier. Ces
résultats sont aussi en accord avec Hassan et al. (2021) et Mishra et al. (2022), qui ont
démontré une forte activité radicalaire dans les huiles essentielles contenant des

monoterpenes.

Dans les emulsions, celles formulées avec la pectine ont montré une inhibition
du DPPH plus ¢élevée et des valeurs ICso plus faibles que celles avec gomme xanthane.
Trois études corroborent ces observations : Khadka et al. (2023) Ghaderi-Ghahfarokhi
et al. (2021) ont montré que les réseaux hydrogénés formés par la pectine augmentent
la disponibilité des antioxydants hydrophiles ; Jeong et al. (2021) ont constaté une
réduction significative des valeurs ICso dans des émulsions a base de pectine; et
Fuentes-Alventosa et al. (2018) ont souligné I’efficacité des matrices colloidales de

pectine pour protéger les composés bioactifs.

Dans notre étude, les émulsions a base de feuilles d’olivier ont aussi montré une
meilleure activité antioxydante (DPPH plus élevé, ICso plus faible) que celles du
romarin, ce qui refléte leur richesse en polyphénols totaux (TPC) et flavonoides totaux
(TFC). Ceci est conforme aux travaux de Amorati et al. (2015), qui ont trouvé une
forte corrélation entre TPC et activité antioxydante dans des extraits végétaux ;
Youssef et al. (2019) ;Trabelsi et al., 2021 ; Bajoub et al., 2021 ont montré que les
flavonoides contribuent de fagcon décisive a ’activité radicalaire ; et Pathakoti et al.

(2017) ont démontré que des matrices riches en TPC/TFC présentent de faibles ICso.

La structure de 1’émulsion influence également les interactions entre
antioxydants et radicaux libres. Dans notre étude, la taille des gouttelettes, la viscosité
et la localisation des antioxydants dans la phase continue ou dispersée semblent jouer
un ro6le. Trois études soutiennent ces observations: Zhang et al. (2017)et
Fuentes-Alventosa et al. (2018) ont montré que de petites gouttelettes améliorent la
réactivité ; Pathakoti et al. (2017) ont noté que la viscosité elevée peut diminuer la
disponibilité des antioxydants ; et Jeong et al. (2021) ont démontré I’importance de la

répartition des composés bioactifs dans la matrice.

Enfin, les échantillons stockés pendant 20 jours a température ambiante dans
notre étude ont montré une augmentation des ICso, traduisant une perte progressive
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d’activité. Cela concorde avec les résultats de Lopez-Gomez et al. (2017), qui ont
observé une dégradation des antioxydants avec le temps ; Darragh et al. (2019), qui
ont documenté la sensibilit¢ des antioxydants a I’oxydation durant le stockage ; et
Oliveira et al. (2020), qui ont conclu que des conditions de stockage contrélées sont
essentielles pour préserver 1’activité. Zhao et al. (2021) ont également démontré que

la stabilité dépend de la température et de la lumiére.

Ces résultats sont expliqués par la richesse en composés bioactifs
(monoterpénes, polyphénols, flavonoides) des huiles et la capacité des stabilisants
(pectine et xanthane) a protéger ces molécules et a moduler leur libération. Dans notre
cas, I’huile d’olivier avec pectine a offert le meilleur compromis entre richesse en
polyphénols/flavonoides et capacité d’inhibition des radicaux libres, suivie par
I’émulsion romarin-pectine, puis romarin-xanthane. Ce constat refléte la synergie entre
la composition phytochimique, la structure de I’émulsion et la nature du stabilisant,
confirmant que la pectine favorise une meilleure disponibilité des antioxydants
hydrophiles tandis que le xanthane peut limiter leur accessibilité en raison de sa

viscosité élevée.
VIII. Activité antibactérienne :

L'activité antibactérienne a été évaluée contre quatre souches :

o Escherichia coli (Gram-).

o Staphylococcus aureus (Gram+).
o Bacillus subtilis (Gram+).

o Bactérie protéolytique (Gram-).

On utilise la méthode de diffusion sur gélose (les puits).

Les tableaux suivants qui montrent les résultats qui non obtenons dans les tests

d’activité antibactérienne
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Tableau 111 2 : les résultats de test antibactérien sur les échantillons du romarin

contre la souche bactérienne Bacillus subtilis (Gram+).

Echantillon Zone d’inhibition | Remarque

Huile pure du romarin 2cm Activité inhibitrice trés fort
Emulsion du romarin (p + | 2,2 cm Activité antibactérienne trés
t) 4°C fort

Emulsion de romarin (x + | Pas d'effet Aucune activité
t) 4°C antibactérienne

Emulsion du romarin (p + | 1,6 cm Activité antibactérienne fort
t) 37°C

Emulsion du romarin (x + | Pas d'effet Aucune activité
t) 37°C antibactérienne

Emulsion du romarin (p + | 1,6 cm Activité fort

t) 40°C

Emulsion du romarin (x + | Pas d'effet Aucune activité
t) 40°C antibactérienne.

Emulsion du romarin a T°

ambiante pendent 20 jours | Pas d'effet Aucune activité observée
Tween 80 Pas d'effet Aucun effet inhibiteur
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Tableau 111 3 : les résultats de test antibactérien sur les échantillons des feuilles

d’olivier contre la souche bactérienne Bacillus subtilis (Gram+).

Echantillon Bacillus — Diamétre | Remarque

zone d’inhibition

Huile pure des feuilles | 0,4 cm Faible activité
d’olivier antibactérienne

Emulsion des feuilles | 0,2 cm Activité plus faible que
d’olivier (p +t) 4°C I’huile pure

Emulsion des feuilles | 0,4 cm Similaire a ’huile pure

d’olivier (x +t) 4°C

Emulsion des feuilles | 0,6 cm Activité faible

d’olivier (p +t) 37°C

Emulsion des feuilles | Pas d'effet Aucune activité
d’olivier (x + 1) 37°C antibactérienne

Emulsion des feuilles | 0,8 cm Meilleur effet observé
d’olivier (p +t) 40°C parmi les essais

Emulsion des feuilles | Pas d'effet Aucune activité
d’olivier (x +t) 40°C antibactérienne

Emulsion des feuilles
d’olivier a T° ambiante | Pas d'effet Aucun effet

pendent 20 jours

Tween 80 Pas d'effet Aucun effet — absence

d’activité propre
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Tableau 111 4 : les résultats de test antibactérien sur les échantillons du romarin

contre la souche bactérienne protéolytique (Gram-).

Echantillon

Protéolytique— Observation

Remarque

Huile pure du romarin

Colonies proches a I’huile

Faible

activité limitée

inhibition,

Emulsion du romarin (p
+1) 4°C

Plus de colonies

Prolifération

bactérienne

Emulsion du romarin (x
+1) 4°C

Colonies proches a I’émulsion

Activité comparable

a celle de ’huile

Emulsion du romarin (p
+1) 37°C

Plus de colonies

Aucune inhibition,

croissance favorisée

+1) 40°C

Emulsion du romarin (x | Plus de colonies Méme remarque,

+1) 37°C absence d’effet
inhibiteur

Emulsion du romarin (p | Plus de colonies Effet  absent, et

prolifération

bactérienne

Emulsion du romarin (x
+1) 40°C

Plus de colonies

Aucune activité

inhibitrice

Emulsion du romarin a | Pas d’effet Aucun effet observé
T° ambiante pendent 20

jours

Tween 80 Pas d’effet Aucun  effet -

contréle négatif
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Tableau 1115 : les résultats de test antibactérien sur les échantillons des feuilles

d’olivier contre la souche bactérienne protéolytique (Gram -)

Echantillon

Protéolytique -

Zone d’inhibition

Remarque

(cm)
Huile pure olive 0,8 cm Faible activité inhibitrice
Emulsion des feuilles | 0,2 cm Activitée plus faible que
d’olivier (p +t) 4°C I’huile pure
Emulsion des feuilles | Pas d'effet Aucune activité observée
d’olivier (x +t) 4°C
Emulsion des feuilles | 0,8 cm Similaire a I’huile pure
d’olivier (p +t) 37°C
Emulsion des feuilles | 0,2 cm Faible activité
d’olivier (x +t) 37°C
Emulsion des feuilles | Pas d'effet Aucune activité inhibitrice
d’olivier (p +t) 40°C
Emulsion des feuilles | Pas d'effet Aucune activité inhibitrice
d’olivier (x +t) 40°C
L’émulsion a base de | Pas d'effet Aucun effet observé
feuilles d’olivier
conservée a température
ambiante pendant 20
jours.
Tween 80 Pas d'effet Contrble négatif — aucune

activité attendue

Contrairement aux souches Escherichia coli et Staphylococcus aureus, les

échantillons testés n'ont montré aucune activité antibactérienne sur tous

échantillons méme apres 72 heures
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L’analyse de I’activité antibactérienne des huiles essentielles et des émulsions
de Rosmarinus officinalis et Olea europaea a révelé une efficacité variable selon la

souche bactérienne, le type de formulation et les conditions de conservation.

Dans notre étude, I’huile essentielle de romarin a montré une forte inhibition de
Bacillus subtilis (Gram +) avec un halo de 2 cm, renforcé dans I’émulsion stabilisée
par la pectine a 4 °C (2,2 cm). Ces résultats sont en accord avec ceux de Chouhan et
al. (2017), qui ont observé des zones d’inhibition comprises entre 1,5 et 2,3 cm pour
le romarin contre B. subtilis, attribuées a la présence de 1,8-cinéole, camphre et

a-pinéne (Bozin et al., 2007 ; Zhang et al., 2022).

De plus, Hamidpour et al. (2021) et Gharsallaoui et al. (2016) ont également
rapporté¢ une inhibition marquée de Bacillus dans des formulations d’huile pure et
encapsulée, tandis que Rasooli & Mirmostafa (2019) ont confirmé que ces
monoterpenes perturbent la membrane cellulaire des bactéries Gram +, provoquant la
lyse cellulaire. L’efficacité supérieure observée dans les émulsions a base de pectine
est conforme aux observations de Assis et al. (2020), Moreira et al. (2018) et Costa et
al. (2021), qui ont montré que la pectine, grace a sa structure polysaccharidigue,
stabilise les gouttelettes et favorise une libération progressive et homogeéene des
composes actifs, augmentant ainsi la biodisponibilité des huiles essentielles et
prolongeant leur effet antimicrobien. A I’opposé, les émulsions contenant de la gomme
xanthane n’ont montré aucune activité antibactérienne significative contre Bacillus
subtilis, ce qui est en accord avec les travaux de de Mouhoubi-Tafinine et al. (2020)
Silva et al. (2021), qui ont démontré que la gomme xanthane peut encapsuler
excessivement les composes actifs, limitant leur disponibilité, mais contredit
partiellement les résultats de Torres-Martinez et al. (2020) et Mouhoubi-Tafinine et al.
(2020), qui ont rapporté une activité modérée de certaines émulsions a base de

xanthane combinée a des huiles essentielles.

Ces divergences peuvent étre liées aux conditions expérimentales, aux especes

bactériennes testées ou aux caractéristiques chimiques des huiles.

Pour les souches Gram —, comme Escherichia coli et les bactéries protéolytiques,
les échantillons se sont réveélés peu efficaces, avec parfois une prolifération bactérienne
visible dans certaines émulsions, ce qui concorde avec les observations de Nazzaro et
al. (2013) ;Burt et al. (2021), Kim et al. (2016) et Heidari-Saremi et al. (2018), qui ont
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attribué cette résistance accrue des Gram — a la barriere lipopolysaccharidique externe

qui limite la pénétration des agents antimicrobiens.

Aucune activité inhibitrice n’a été détectée contre Staphylococcus aureus, méme
apres 72 heures, ce qui correspond aux résultats de Lopez-Gomez et al. (2017) et Ponce
et al. (2019), qui ont noté la résistance de certaines souches de S. aureus aux huiles
essentielles et a leurs formulations. Concernant les extraits d’Olea europaea, leur
activité antibactérienne est restée modeste mais détectable, en particulier a 37-40 °C
dans les émulsions stabilisées par la pectine, suggérant que la température favorise la
diffusion des composés phénoliques, comme démontré par Jemai et al. (2017), Ozcan
et al. (2019) et Moreira et al. (2018).

En conclusion, nos résultats indiquent que la performance antimicrobienne
dépend de la composition chimique de la plante, du type de polymere stabilisant, des
conditions de stockage et de la sensibilité de la souche bactérienne. L’huile essentielle
de romarin combinée a la pectine et conservée a basse température offre une inhibition
plus forte contre Bacillus subtilis en raison de la libération contr6lée et prolongée des
composes lipophiles, tandis que les émulsions & base de gomme xanthane sont peu ou

pas actives en raison d’une encapsulation excessive.

Les faibles performances contre les souches Gram — et S. aureus s’expliquent
par la structure résistante de ces bactéries et leur capacité a limiter la pénétration ou

dégrader les composes actifs.

Ces constats soulignent I’importance d’une formulation optimisée pour
maximiser [’efficacité antimicrobienne des émulsions dans des applications

alimentaires ou cosmetiques.
IX. L’activité Antifongique :

L’activité antifongique des extraits a été¢ évaluée a I’aide de la méthode de

diffusion sur gélose, contre deux souches fongiques :
* Candida albicans
* Aspergillus sp.
On utilise la méthode de diffusion sur gélose.
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Tableau 111 6 : les résultats de test antifongique sur les échantillons du romarin

contre la souche candida albicans.

Echantillon Candida albicans — Remarque
Zone d’inhibition

Huile pure romaine 0,6 cm Faible activité
antifongique

Emulsion du Pas d’effet Aucune inhibition

romarin (p +1t) 4°C observée ; croissance
fongique maintenue

Emulsion du Pas d’effet Inactif a cette

romarin (X +t) 4°C température ; apparition
de colonies fongiques.

Emulsion du Pas d’effet Aucun effet détecté

romarin (p +t) 37°C prolifération fongique
observée.

Emulsion du 1,2 cm Activit¢  antifongique

romarin (X +t) 37°C moyenne a 37°C

Emulsion du Pas d’effet Aucune inhibition  ;

romarin (p + t) 40°C colonies fongiques
abondantes.

Emulsion du Pas d’effet Aucune activité

romarin (x +t) 40°C antifongique ; stimulation
de la croissance fongique.

Emulsion Romarin — Pas d’effet Aucun effet

20 jours a T° ambiante

Tween 80 Pas d’effet Controle négatif, pas

d’activité attendue
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Tableau I11 7 : les résultats de test antifongique sur les échantillons des

feuilles d’olivier contre la souche candida albicans.

Echantillon Candida albicans — Remarque

Zone d’inhibition

Huile pure des feuilles | 3,8cm Tres  Forte  activité
d’olivier antifongique
Emulsion des feuilles | Pas d’effet Aucune activité observée

d’olivier (p +t) 4°C

Emulsion des feuilles | Pas d’effet Inactif a cette température
d’olivier (x +t) 4°C

Emulsion des feuilles | Pas d’effet Aucun effet inhibitrice
d’olivier (p +t) 37°C

Emulsion des feuilles | Pas d’effet Aucun effet détecté
d’olivier (x + t) 37°C

Emulsion des feuilles | Pas d’effet Aucune activité
d’olivier (p +t) 40°C

Emulsion des feuilles
d’olivier (x + t) 40°C Pas d’effet Aucun effet

Emulsion des feuilles | Pas d’effet Aucun effet observé

d’olivier a T° ambiante

pendent 20 jours

Tween 80 Pas d’effet Controle négatif — pas

d’activité attendue
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Tableau 111 8 : les résultats de test antibactérien sur les échantillons du romarin

contre la souche Aspergillus sp.

Echantillon Aspergillus — Diamétre | Remarque
d’inhibition
Huile pure du romarin
1,2cm Activité antifongique

moyenne

Emulsion du romarin | Pas d’effet Aucune inhibition observée

(p +t)4°C a froid

Emulsion du romarin | Pas d’effet Inactif a cette température

(x+1t)4°C

Emulsion du romarin | 2 cm Activité anti fongique tres

(p+1t)37°C forta 37°C

Emulsion du romarin | 0,6 cm Légere inhibition

(x+t)37°C uniquement avec ce type
d’émulsion

Emulsion du romarin | 2 cm

(p +1t)40°C Activité tres fort méme a
température élevée

Emulsion du romarin | Pas d’effet + colonies

(x +1)40°C proches Aucune inhibition, colonies
observées preés de 1I’émulsion

Emulsion du romarin a | Pas d’effet Aucune activité — composant

T° ambiante pendent isolé inactif

20 jours

Tween 80 Pas d’effet Controle négatif — pas

d’activité attendue
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Tableau 1119 : les résultats de test antibactérien sur les échantillons des feuilles

d’olivier contre la souche Aspergillus sp.

Echantillon Aspergillus — |Remarque

Diametre

d’inhibition
Huile pure des feuilles | Pas d'effet Aucune activité observee ;
d’olivier possible effet stimulant.
Emulsion du romarin |1 cm Activité antifongique
(p +t)4°C modérée a basse température
Emulsion du romarin |0,8 cm Faible effet observé avec la
(x +1t) 4°C xanthane a 4 °C
Emulsion du romarin | Pas d’effet Aucune activité a température
(p+1t)37°C corporelle.
Emulsion du romarin |Pas d’effet Aucun effet
(x+1t)37°C
Emulsion du romarin |Pas d’effet Pas d’effet
(p +1t) 40°C
Emulsion du romarin |Pas d’effet Aucune activité a tempeérature
(x +1)40°C élevée
Emulsion des feuilles |Pas d’effet Aucun activité antifongique
d’olivier a T® ambiante
pendent 20 jours
Tween 80 Pas d’effet Controdle négatif : aucune activité

attendue.

L’¢évaluation de I’activité¢ antifongique des huiles essentielles et des émulsions
de Rosmarinus officinalis et Olea europaea contre Candida albicans et Aspergillus sp.
a révélé des profils d’efficacité contrastés, influencés par la nature de 1’extrait, le type

de stabilisant, et la température de conservation.

Dans notre étude, contre Candida albicans, seule I'huile essentielle pure de

feuilles d’olivier a montré une forte activité inhibitrice (zone de 3,8 cm), largement
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supérieure a celle du romarin (0,6 cm). Ce résultat est cohérent avec plusieurs études :
Pereira et al. (2020) et Bozin et al., 2007 ont montré que I’huile de feuilles d’olivier
riche en hydroxytyrosol et oleuropéine inhibe fortement la croissance de Candida
albicans (zones >3 cm). De méme, Elhawary et al. (2021) ont observé une inhibition
significative de Candida par des extraits d’olivier grace a leurs polyphénols lipophiles,
et Rahmani et al. (2021) ont confirmé I’effet fongicide des phénols des feuilles d’olivier
contre les souches cliniques résistantes. A 1’inverse, aucune des émulsions testées n’a
montré d’effet contre Candida albicans. Ce constat rejoint les travaux de Calo et al.
(2015), Zahra et al. (2020) et Barros et al. (2018), qui ont tous observé une perte partielle
d’efficacité antifongique des huiles essentielles une fois incorporées dans des matrices
d’émulsion, attribuée a une rétention des actifs dans la matrice et une diffusion limitée.

Concernant Aspergillus sp., dans notre expérience, 1’huile essentielle de romarin
a montré une activité modérée (1,2 cm), tandis que 1’huile d’olive n’a présenté aucune
inhibition et méme parfois une prolifération fongique, suggérant que certains lipides de
I’olive pourraient stimuler la croissance fongique. Trois études confirment ce
comportement : Salem et al. (2016) ont montré que I’huile de romarin inhibe Aspergillus
Sp (zones de 1-1,5 cm) mais que I’huile d’olive est inefficace ; Singh et al. (2019) ont
constaté des effets limités de 1’olive mais significatifs du romarin sur la croissance des
moisissures ; enfin, Nazzaro et al. (2020) ont noté une sensibilité plus marquée des
Aspergillus aux huiles riches en monoterpénes.

Dans nos résultats, les émulsions de romarin avec pectine ont affiché une forte
activité antifongique a 37-40°C (2 cm), indiquant que des conditions thermiques
appropriées peuvent favoriser la libération des actifs antifongiques. Ces observations
sont en accord avec celles de Villatoro-Pulido et al. (2021), Zhang et al., 2023, Salem
et al. (2016) et Moghimi et al. (2021), qui ont démontré que 1’élévation modérée de la
température augmente la mobilité et la diffusion des composés bioactifs dans les
systéemes émulsionnés.

Les émulsions contenant de la gomme xanthane ont montré des résultats plus
faibles et moins constants, avec des zones de 0,6-0,8 cm a 37 °C et aucune inhibition a
40 °C. Ce résultat est en phase avec les travaux de Villatoro-Pulido et al. (2021), Ponce
et al. (2019) et Silva et al. (2021), qui ont montré que la gomme xanthane, en raison de
sa forte viscosité et de son réseau dense, retient excessivement les actifs et limite leur

libération, en particulier & des températures élevées.
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Globalement, nos résultats indiquent que 1’activité antifongique dépend fortement
du type de champignon ciblé : Candida albicans est plus sensible aux huiles pures,
notamment celles d’olive, tandis que Aspergillus sp répond mieux aux émulsions de
romarin a base de pectine et chauffées. Ces différences s’expliquent par la structure de
la paroi cellulaire des levures et des moisissures, leur capacité a former des biofilms et
leur tolérance au stress oxydatif, comme 1’ont décrit Barros et al. (2018) et Zahra et al.
(2020). Le rdle du stabilisant est egalement déterminant : la pectine, grace a sa
sensibilité thermique et a sa structure gelifiante, favorise la libération contrélée des
composés antifongiques a des températures modérées (37—40 °C), contrairement a la
gomme xanthane, qui encapsule excessivement les actifs et limite leur accessibilité, en

accord avec les observations de Villatoro-Pulido et al. (2021) et Moghimi et al. (2021).

X Etude prédictive des interactions Biologiques protéines—molécules

issues des extraits de romarin et des feuilles d’olivier :

La modélisation moléculaire est une approche informatique puissante qui permet
de représenter, simuler et analyser des systemes moléculaires a l'aide d'outils
mathématiques et physico-chimiques. Elle permet d'explorer a I'échelle atomique les
interactions entre différentes molécules, en particulier entre des ligands bioactifs
(comme les composés issus des plantes) et leurs cibles biologiques telles que les
protéines. Cette technique joue un role essentiel dans la conception de nouveaux
médicaments, I'étude des mécanismes d'action des substances naturelles, et la
prédiction de leur affinité avec des récepteurs spécifiques (Meng et al., 2011 ; Lionta
etal., 2014).

Parmi les principales méthodes de modélisation, on retrouve le docking
moléculaire, qui permet d'estimer la position et I'énergie de liaison d'une molécule
cible dans le site actif d'une protéine, ainsi que la dynamique moléculaire, qui simule
I'évolution temporelle du complexe formé. Ces techniques sont de plus en plus utilisées
pour découvrir des principes actifs d'origine naturelle en tant qu'alternatives

potentielles aux médicaments synthétiques (Khan et al., 2018).

Dans le cadre de notre travail, nous avons entrepris une étude prédictive des
interactions biologiques entre certains composés bioactifs extraits de deux plantes

médicinales largement utilisées dans la pharmacopée traditionnelle : Rosmarinus
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officinalis (le romarin) et Olea europaea (les feuilles d'olivier). Ces plantes sont
reconnues pour leur richesse en polyphénols, flavonoides, terpenoides et acides
phénoliques, des molécules a fort potentiel pharmacologique (Boukhris et al., 2015 ;
Raafat et al., 2020).

Ainsi, lI'objectif de cette étude est de modéliser les interactions potentielles de
certains de ces composes naturels avec des protéines cibles liées & des activités
biologiques d'intérét (antioxydantes, antimicrobiennes, etc.), en utilisant les outils de

modélisation moléculaire appropriés.
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X.1 Interactions des principaux composés bioactifs des feuilles

d’olivier
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Figure 111 17 : Probabilité d’interaction biologique des différentes molécules

bioactive des feuilles d’Olivies avec différentes protéines cellulaires humaine :
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Tyrosole(a) ; Acide cafeique(b) ; Acide FerulugueFerulique(c) ;
Rutine(d) ;Quercetine(d) ; Kaempferol(e) ; Hydroxytyrosol(f).

La Figure Il 17 présente les résultats de la modélisation des interactions
probables entre plusieurs composés phénoliques issus des feuilles d’olivier et des

protéines cibles humaines, en se basant sur les scores de probabilité d’interaction.

*Tyrosol (Figure Il 17.a) : Ce composé montre une forte probabilité
d’interaction avec les protéines ADH6, ADH1B et MAOA, avec des valeurs
respectives de 0,914, 0,914 et 0,800. A Pinverse, une affinité plus faible a été prédite

avec UBQLNS3 (0,436), suggérant une interaction moins significative.

*Acide caféique (Figure Il 17.b) : Ce composé présente des interactions
marquées avec les protéines MIF (0,958), TYR (0,938), ALOX5 (0,887), COMT
(0,843), MAPKS8 (0,818) et MAPK1 (0,800). En revanche, une probabilité plus
modérée a été observée avec SULT1C2 (0,743).

*Acide férulique (Figure Il 17.c) : Les interactions les plus fortes sont
observées avec DECR1, CYCS et ERVFRD, avec des probabilités dépassant 0,8. En

comparaison, UGT1AT7 présente une affinité moindre (0,700).

*Rutine (Figure 111 17.d) : Ce flavonoide montre une forte affinité pour AKR1C3

(0,962), tandis qu’une interaction moins marquée est prédite avec TMPRSS11D
(0,786).

*Quercétine (Figure 111 17.e) : Une affinité particulierement élevée est observée
avec MCL1 (0,987), tandis que STK17B présente une probabilité légérement

inférieure (0,958), bien qu’elle reste significative.

«Kaempférol (Figure 11l 17.f) : De fortes interactions sont observées avec
CDK1, NR1I2 et UGT1A3 (probabilités > 0,9). Une interaction plus faible est prédite
avec UGT1A9 (0,860), bien qu’elle reste notable.

*Hydroxytyrosol (Figure 111 17.g) : Ce composé présente une probabilité
modérée d’interaction avec la protéine BCL2 (0,700), indiquant une affinité plus faible

que celle observée avec les autres composeés testés.

Les résultats de la modélisation, montrent que les composés phénoliques extraits

des feuilles d’olivier présentent une grande affinité avec les protéines cibles humaines,
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avec des probabilités variables selon la nature chimique de chaque molécule. Ces
observations confirment leur potentiel pharmacologique étendu, en lien avec plusieurs

processus biologiques clés.

En particulier, certains composés tels que quercétine, rutine, acide caféique et
kaempférol se distinguent par leurs interactions fortes avec des protéines impliquées

dans des fonctions cellulaires essentielles, notamment :
*La régulation du cycle cellulaire (CDK1, MAPKS&, MAPK1),
*la signalisation de 1’apoptose (MCL1, CYCS, CASP3),
*Le stress oxydatif et I’inflammation (ALOXS, PTGS2, NFE2L?2),
*Le métabolisme enzymatique (UGT1A3, COMT, ADHIB).

Ces résultats confirment ce que plusieurs études ont déja montré : les composeés
phénoliques des feuilles d’olivier ont des effets intéressants, comme des propriétés
antioxydantes (Gorzynik-Debicka et al., 2018 ; Talhaoui et al., 2015 ; Yahya et al.,
2021), anti-inflammatoires (El & Karakaya, 2023 ; Vezza et al., 2021 ; Bulotta et al.,
2014), anticancéreuses (Castafieda et al., 2020 ; Casaburi et al., 2023 ; D’ Angelo et al.,
2017), ou encore protectrices pour le systeme nerveux (Boss et al., 2016 ; Rigacci &
Stefani, 2016 ; Omar, 2010 ; Martinez-Huélamo et al., 2017). En revanche, des
composés comme le tyrosol et ’hydroxytyrosol semblent avoir des interactions plus

limitées avec les protéines cibles.

Les composés phénoliques extraits des feuilles d’olivier et du romarin montrent
tous deux une capacité intéressante a interagir avec différentes protéines humaines, et
les deux extraits se completent bien et pourraient étre intéressants & combiner pour une

action thérapeutique plus large.
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X.2 Interactions biologiques des difféerentes molécules bioactives de
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Figure 111 18 : Probabilité d’interaction biologique des différentes molécules

bioactive du romarin avec différent protéines cellulaire humain
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La Figure 111 18 présente les résultats de la modélisation des interactions
probables entre plusieurs composés phénoliques issus du romarin et des protéines

cibles humaines, en se basant sur les scores de probabilité d’interaction.

Acide carnosique (Figure 111 18.a) : Ce composé montre une forte probabilité
d’interaction avec les protéines ABCBI1 (0,828), CYP2B6, TIMP1, VEGFA, SRC et
CDH1 (0,800), suggérant une affinité marquée pour ces cibles. A I’inverse, une affinité
plus modérée a été prédite avec AKT1 (0,724), BAD, PPARG et CASP9 (0,700),

traduisant des interactions biologiques moins significatives.

Acide rosmarinique (Figure 111 18.b) : Ce composé présente une interaction
élevée avec les protéine CCR3 FOS IKBKB et IL2 (0,800). En revanche, une affinité
modéré est observée avec PARG et PROCR (0,690), indiquant une spécificité moindre

pour ces cibles.

Eugénol (Figure 11l 18.c) : L’eugénol présente une forte affinité avec VRI1
(0,876), ainsi qu’avec CACNAIG (0,874), TRPA1 (0,873), TRPV1 (0,867) et
UGT2B17 (0,804). D’autres interactions notables ont été observées avec MAOA,
CACNAI1H et ALOXS5 (toutes a 0,800). En revanche, des scores plus faibles ont été
prédits pour FIP1L1 (0,765) et TMPRSS11D (0,786), suggérant une affinité modérée.

Apigénine (Figure Il 18.d) : Ce flavonoide affiche une forte probabilité
d’interaction avec les protéines ESR1 (0,961), CDK1 (0,949), CASP3 (0,947), PARP1
(0,944) et UGT1A1 (0,938). D’autres cibles telles que PTGS2 (0,877), CYP1B1
(0,876), AKT1 (0,876), TP53 (0,868) et MAOA (0,848) présentent également une

affinite notable, quoique légérement inférieure.

Carnosol (Figure 11l 18.e) : Ce composé interagit fortement avec NFE2L2
(0,948), HMOX1 (0,846), TP53 (0,841), GCLC (0,824), ABCB1 (0,829) et
HSP90AAL (0,800). Des probabilités intermeédiaires ont été notées pour PTGS2 et
RELA (toutes deux a 0,800), tandis qu’une affinité plus faible a été observée pour
TMPRSS11D (0,786) et surtout PDSS1 (0,433).

Lutéoline (Figure 111 18.f) : Ce composé montre une affinité marquée pour les
protéines MAPKS (0,951), MMP9 (0,949), CASP3 (0,947), JUN (0,946), FOS (0,944)
et CDK2 (0,942). En comparaison, des interactions modérées ont été prédites avec

EGFR (0,869), SMAD?2 (0,859), AKT1 (0,856) et CCNA2 (0,856).
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Les résultats de la modélisation montrent que les composés phénoliques extraits

du romarin présentent une forte affinité avec plusieurs protéines cibles humaines.

L’apigénine, la lutéoline, le carnosol ou I’acide carnosique, se distinguent par

des interactions marquées avec des protéines clés impliquées dans :

*La régulation du cycle cellulaire et de la prolifération (CDK1, CDK2, CCNA2,
TP53),

[ ’apoptose et la survie cellulaire (CASP3, BAD, PARP1, BCL2),

*La réponse au stress oxydatif et I’inflammation (MAPKS, PTGS2, NFE2L2,
HMOX1),

*Le métabolisme et la biotransformation enzymatique (CYP2B6, UGT1A1,
UGT2B17).

Ces résultats renforcent les données de la littérature qui attribuent au romarin des
propriétés antioxydantes (Borras-Linares et al., 2015 ; Ghasemzadeh et al., 2021 ;
Raskovic et al., 2014), anti-inflammatoires (Bakirel et al., 2023 ; Santana-Galvez et
al., 2021 ; El-Saber Batiha et al., 2020), anticancéreuses (Al-Sereiti et al., 2021 ;
Alsamri et al., 2021 ; Yesil-Celiktas et al., 2018) et neuroprotectrices (Habtemariam,
2016 ; Figueiredo et al., 2020 ; Khalatbary, 2014).
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Conclusion :

L’objectif central de cette étude était de formuler et d’optimiser deux types
d’émulsions huile-dans-eau a base d’huiles essentielles extraites du romarin
(Rosmarinus officinalis) et des feuilles d’olivier (Olea europaea), en évaluant 1'effet de
deux émulsifiants naturels — la pectine et la gomme xanthane — sur leur stabilité
physico-chimique et leurs propriétés biologiques.

Les résultats expérimentaux ont permis de tirer plusieurs conclusions
importantes :

Les extraits de feuilles d’olivier se sont révélés significativement plus riches en
composés phénoliques (jusqu’a 1,195 mg EAG/g) que ceux du romarin, et ont présenté
une meilleure stabilité thermique au sein des émulsions. Ces résultats confirment le
potentiel antioxydant élevé de ces extraits et leur pertinence dans le développement de
formulations naturelles a visée préventive ou thérapeutique.

En revanche, I’huile essentielle de romarin, bien que moins concentrée en
polyphénols, a montré une capacité antioxydante remarquable a 1’état pur, atteignant
91 % d’inhibition du radical DPPH. Cette efficacité est principalement attribuée a la
richesse en composeés volatils, notamment le camphre et le 1,8-cinéole, connus pour
leurs effets biologiques puissants.

L’¢tude des émulsifiants a révélé que la pectine est plus adaptée aux conditions
de conservation a basse température (4 °C), assurant une meilleure protection des
constituants actifs et de la structure colloidale. A I’inverse, la gomme xanthane a
montré une meilleure stabilité & des températures plus élevées (25-40 °C), ce qui en
fait un stabilisant efficace pour des applications en milieu moins controlé.

L’¢évaluation globale des formulations a travers des analyses antioxydantes,
antibactériennes et physico-chimiques (taille des particules, stabilité, ICso, etc.) a mis
en évidence que le choix du stabilisant est aussi déterminant que celui de la plante pour

assurer I'efficacité et la stabilité fonctionnelle des émulsions finales.

Enfin, ’intégration de la modélisation moléculaire dans cette étude a apporté une
dimension complémentaire essentielle. Elle a permis d’explorer a 1’échelle

nanométrique les interactions entre les composés bioactifs extraits (notamment les
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polyphénols, flavonoides et acides phénoliques) et leurs cibles protéiques humaines
potentielles. Cette approche in silico a non seulement enrichi la compréhension des
mécanismes d’action biologiques sous-jacents, mais a également offert un outil
rationnel de sélection des molécules les plus prometteuses pour des applications
thérapeutiques ou cosmétiques ciblées. En identifiant les interactions prioritaires entre
les composés naturels et les protéines clés impliquées dans des processus biologiques,
la modélisation ouvre la voie a une valorisation plus ciblée et efficiente des extraits

végétaux dans des domaines innovants de la santé et du bien-étre.
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