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Résumeé

L’objectif de cette étude est de formuler et caractériser des émulsions simples huile dans
eau (H/E), destinée a une application pharmaceutique. Les émulsions proposées sont a base
d’une huile essentielle (HE), a savoir 1'huile de C. sinensis (Orange douce) comme source
potentielle de molécules naturelles bioactives, et ayant plusieurs propriétés thérapeutiques et
d’un biopolymere émulsifiant, qui est la pectine, substance ayant des propriétés
antimicrobiennes. Les HEs de Citrus sinensis ont été extraites par hydrodistillation avec un
rendement de ’ordre de 1.473%. Les concentrations massiques totales du biopolymeére utilisé
seront variées selon la stabilité des émulsions. Il serait intéressant alors d’étudier I’effet de la
concentration en pectine sur la stabilité et la rhéologie des formulations. L’évaluation des
activités biologiques des huiles essentielles seules et en émulsion seront également
démontrée. Cette étude serait utile pour développer un systeme plus efficace avec des

caracteristiques physiques et antioxydantes prometteuses pour un large champ d’application.

Mots clés: Huile essentielle de Citrus-sinensis, Hydrodistillation, Emulsion, Pectine, Activité

biologique



Abstract

The purpose of this study is to formulate and characterize simple emulsions oil-in-water
(O/W), intended for pharmaceutical application. The proposed emulsions are based on an
essential oil (EO), namely the C. sinensis (Sweet Orange) essential oil as a potential source of
natural bioactive molecules, possessing several therapeutic properties and an emulsifying
biopolymer, which is pectin, a substance with antimicrobial properties. C. sinensis EOs were
extracted by hydrodistillation with a yield of the order of 1.473%. The total mass
concentrations of the biopolymer used will vary depending on the stability of the emulsions. It
would then be interesting to study the effect of the pectin concentration on the stability and
the rheology of the formulations. The evaluation of the biological activities of essential oils
alone and in emulsion will also be demonstrated. This study would be useful to develop a
more efficient system with promising physical and antioxidant characteristics for a wide field
of application.
Keywords: Citrus sinensis essential oil, Hydrodistillation, Emulsion, Pectin, Biological

activity.
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INTRODUCTION GENERALE

L’utilisation des huiles essentielles en parfumerie, dans les rituels religieux, en cuisine,
en cosmétologie et en thérapeutique est avérée depuis I’ Antiquité. Depuis quelques années
I’utilisation des huiles essentielles connait un véritable essor, ceci est en rapport avec un grand
engouement pour les médecines naturelles, en effet un grand nombre de personnes les
considerent comme une alternative a la médecine allopathique classique notamment avec tous

ses effets indésirables. [1]

Les huiles essentielles sont d'intérét croissant pour les industries et la recherche
scientifique en raison, de leurs activités antioxydantes, antibactériennes et antifongiques [2].
Elle est utilisée pour les troubles digestifs, les troubles cutanés (cicatrisation, peaux grasses..),
elle est aussi utilisée pour I’amincissement et les cellulites et pour parfumer tout mélange

aromatique a masser, diffuser ou consommer. [3]

Les émulsions sont omniprésentes dans les domaines de I’industrie alimentaire,
cosmétique et chimique, ou encore dans le domaine paramédical. Elles permettent d'obtenir
des textures et des propriétés particulieres dans un produit. Les gouttelettes présentes dans une
émulsion peuvent interagir avec d’autres composés afin de créer de nouvelles structures,
assurer la diffusion de principes actifs ou encore favoriser le transport de molécules
hydrophobes. [4]

La problématique qui se pose est : Comment faire pour fabriquer une émulsion H/E
qui aide a la cicatrisation des plaies a base de I’huile essentielle de C. sinesis (orange douce) ,
quelle la quantité de biopolymére de pectine nécessaire pour faire la stabilisation de
I’émulsion et quels sont les tests nécessaire pour faire 1’étude sur I’huile essentielle et sur
I’émulsion ?

C’est pourquoi, nous nous somme intéressé a valoriser les écorces d’agrumes par
extraction des huiles essentielles a partir des zestes de Citrus sinensis (orange douce).Ces
extraits ont été proposés pour la formulation de systemes dispersés biologique ou naturels en
tant que composés actifs ou excipients. Sachant que ce domaine de formulation aqueuse
intéresse un nombre croissant de domaines d’applications (agro-alimentaire, cosmeétique et
galénique). Des analyses physico-chimiques ont été ensuite abordés afin d’évaluer I’efficacité

de ces biomolécules.



Dans cette optique, le manuscrit est donc structuré en deux grandes parties :

Une premiére partie, dans laquelle nous présenterons une revue bibliographique des
connaissances sur les huiles essentielles, 1’huile essentielle de Citrus-sinensis, les

émulsion, et la pectine.

Une deuxieme partie, consistant en une présentation detaillée du matériel et des
meéthodes expérimentales utilisés dans ce travail : L’extraction huiles essentielles et
I’identification de leurs propriétés physicochimiques ainsi que la formulation des
émulsions d’HE d’agrumes a base de pectine hautement méthylée, ensuite I’étude de
I’activité biologiques y compris antimicrobienne et antioxydantes de ’huile essentielle
seule et en émulsion, enfin I’évaluation de ces émulsions pour I’application cutanée.
La troisiéme partie est consacrée a la présentation des résultats ainsi que leurs

interprétations et discussion.
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Partie | Synthése bibliographigue

.1 HUILES ESSENTIELLES
1.1.1 Définitions

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de composés volatils
caracterisés par une forte odeur, elles sont formées dans les plantes aromatiques en
tant que métabolites secondaires. Les huiles essentielles peuvent étre considérées
comme des substituants appropriés aux additifs chimiques destinés a l'industrie
alimentaire. La composition des huiles essentielles peut étre modifiée & la suite de
l'oxydation, des interactions chimiques, ou de la volatilisation. Pour limiter la
dégradation ou la perte de composition pendant le traitement et le stockage des HE, et
pour contréler la libération du composé au site souhaité, I'encapsulation de ces huiles
est bénéfique avant leur utilisation dans les aliments ou les boissons. [5]

L’AFNOR (Association frangaise de normalisation) définit quant a elle une
huile essentielle comme « un produit obtenu a partir d’une matiére premiére végétale,
soit par entrainement a la vapeur, soit par des procedés meécaniques a partir de
I’épicarpe de Citrus, soit par distillation séche. L’huile essentielle est ensuite séparée
de la phase aqueuse par des procédés physiques n’entrainant pas de changement
significatif de sa composition » (AFNOR, 2000). [6]

Cette définition révele d’une part que les huiles essentielles sont dotées d’une
composition complexe, et d’autre part qu’elles peuvent étre obtenues par différents
procédés de fabrication. Ces deux remarques permettent d’ores et déja d’arguer qu’il
ne peut exister de réglementation, ni de solution globale en ce qui concerne les huiles

essentielles. [6]

I.1.2 Techniques d’extraction des huiles essentielles

Le mode d’obtention de I’huile essentielle va différer selon la plante ou la partie
de la plante utilisée. Selon la 7eme édition de la Pharmacopée Européenne,
I’obtention de I’huile essentielle s’effectue soit par entralnement a la vapeur d’eau,
soit par distillation seche, soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage
(expression a froid). Il existe cependant d’autres méthodes : I’extraction par
hydrodistillation, par solvant organique volatil, a I’eau surchauffée, au CO:

supercritique, par ultrasons et par micro-ondes. [6]
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a) Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

A la différence de I’hydrodistillation, cette technique comme le montre la
Figure I.1 ne met pas en contact direct I’eau et la matiére végétale a traiter. De la
vapeur d’eau fournie par une chaudiére traverse la matiere végétale située au-dessus
d’une grille. Durant le passage de la vapeur a travers le matériel, les cellules éclatent
et libérent I’huile essentielle qui est vaporisée sous 1’action de la chaleur pour former
un mélange « eau + huile essentielle ». Le mélange est ensuite véhiculé vers le
condenseur et I’essencier avant d’étre séparé en une phase aqueuse et une phase
organique : ’huile essentielle. L’absence de contact direct entre I’eau et la matiere
végétale, puis entre 1’eau et les molécules aromatiques évite certains phénomenes

d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de 1’huile essentielle. [6]

Vapeur d'eau Plantes aromatiques Col de cygne

Cuve d'eau froide
servant de réfrigérant

Serpentin

Purge servant
a évacuer l'eau de la
distillation {hydrolat)

Grille Purge Hulle essentielle Essencier (vase florentin)

Figure 1.1: Distillation par entrainement a la vapeur [6]

b) Extraction par distillation séche

La distillation « seche », aussi appelée distillation destructive, est utilisée pour
la séparation des produits chimiques liquides contenus dans des matériaux solides. On
peut ainsi obtenir, a partir du bois, par calcination, de la créosote (mélange de
phénols), de ’alcool méthylique et de nombreux autres produits.

En revanche, rares sont les documents se rapportant a la distillation séche en
tant que méthode d’extraction de composés aromatiques volatils. Pourtant, il s’agit
d’une méthode d’extraction des huiles essentielles caractéristique des végétaux
fragiles tels que les pétales de rose. Dans le domaine de I’extraction végétale, la

distillation seche consiste & chauffer de fagon trés modérée les plantes ou parties de
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plantes sans ajout d’cau ni de solvants organiques, puis a condenser les substances
volatiles (Figure 1.2). L’avantage de cette méthode est la température a laquelle se
déroule I’extraction: inférieure a 100°C, ce qui évite la dénaturation de certaines
molécules thermosensibles. Mais si cette technique présente un avantage certain au
niveau de la qualité, elle aboutit cependant a des rendements extrémement faibles en

huile essentielle. [6]

Couvercle retourné rempli d’eau . - .
Assiette remplie de cendres et de braises

Huile essentielle A o
e PGSy ~ Petales

Cuvette remplie d’eau

Figure 1.2: Procédé de distillation séche [6]

c) Extraction par expression a froid

Les huiles essenticlles de fruits d’hespéridés ou encore d’agrumes ont une trés
grande importance dans I’industrie des parfums et des cosmétiques. Cependant, ce
sont des produits fragiles en raison de leur composition en terpénes et aldéhydes.
C’est pourquoi, spécifiquement pour cette catégorie de matiere premiére, est utilisé un
procédé totalement différent d’une distillation classique, qui est I’expression a froid.
Le principe de cette technique est basé sur la rupture ou la dilacération des parois des
sacs oléiferes contenues dans 1’écorce des fruits et sur la pression du contenu de ces
sacs sur les parois. [6]

Certains constituants apolaires et non volatils, peuvent étre entrainés par
I'essence lors de I'expression manuelle, tels que des flavonoides, terpénoides tri et
tétra, stéroides, acides gras et furocoumarines substituées. La plupart de ces composés
apolaires non volatiles sont potentiellement toxiques.

Les machines utilisées pour ’expression a froid ont été perfectionnées pour
aboutir a la méthode dite d’extraction « in-line ». Cette méthode permet 1’obtention a

partir des fruits entiers, du jus de fruit et de I’huile essentielle sans que ces deux
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produits soient en contact au cours du traitement. Il existe deux types de machine : la
premiére est la sfumatrice qui traite ’écorce du fruit séparément de la pulpe (Figure
1.3). Elle coupe le fruit en plusieurs quartiers puis une action combinée de
compression-dépression au niveau de I'écorce libere I'essence. Le jus est extrait avant

I’huile essentielle. [6]

Figure 1.3: Sfumatrice [6]

La seconde machine est la Pélatrice (Figure 1.4) : elle exerce sur I'écorce une
action abrasive en lacérant la surface externe du fruit pour libérer I'essence (Figure

1.5). L’huile essentielle est extraite avant le jus de fruit. [6]

Figure 1.4 : Pélatrice [6]

i
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Figure 1.5: Détail de la Pélatrice [6]

Cependant I'utilisation de grande quantité d’eau dans la majeure partie de ces
procédés peut altérer la qualité des huiles essentielles par dissolution des composés
oxygénés et par hydrolyse. En outre, la présence d’eau peut étre source de micro-

organismes. [6]

d) Extraction par solvant organique
L'extraction par un solvant volatil est une technique élaborée au XVII1°™ siécle,
inspiré de l'enfleurage (extraction grace a des graisses animales, pratiqguement
disparue car tres longue et couteuse) et utilisee par les industries car les rendements
sont meilleurs. L'extraction par solvant organique volatil reste la méthode la plus
pratiquée.
Les solvants les plus utilisés a I'heure actuelle sont I’hexane, cyclohexane,
I'éthanol moins fréquemment le dichlorométhane et I'acétone.
En fonction de la technique et du solvant utilisé on obtient (AFNOR):
o Des hydrolysats: extraction par solvant en présence d'eau ;
o Des alcoolats: extraction avec 1’éthanol ;
o Des teintures ou solutions non concentréees obtenues a partir des
matieres premicres traitées par I’éthanol ou des mélanges éthanol/eau ;
o De résinoides ou extraits éthanoliques concentreés ;
o Des oléorésines et des concrétes qui sont respectivement des extraits a froid et
a chaud au moyen de solvants divers.
L’extraction par solvants organiques comporte des limites dues aux problémes
de sécurité et toxicité, ainsi que la réglementation liée a la protection de

I’environnement. [7]
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e) Extraction par fluide a I'état supercritique

C'est un cas particulier de I'extraction par un solvant. L'extraction par gaz
liquéfié ou par fluide a I’état supercritique met en ceuvre généralement le dioxyde de
carbone. Dans ce systéme le solvant est utilisé en boucle par interposition
d'échangeurs de chaleur, d'un compresseur et d'un détendeur afin de porter le solvant a
I'état désiré a chaque stade du processus (Figure 1.6) . La séparation de I’extrait a lieu
en phase gazeuse par simple détente.

L'avantage de cette méthode est la possibilité d'éliminer et de recycler le solvant
par simple compression détente. De plus les températures d'extraction sont basses
dans le cas de dioxyde de carbone et non agressives pour les constituants les plus
fragiles.

A ces différents avantages s'ajoutent ceux de [I’innocuité, d'inertie et
d'ininflammabilité du CO: et de I'absence de résidus de solvants d'extraction.

Le frein du développement de cette technologie est le cout élevé des

appareillages lié a l'application de pressions de plusieurs centaines de bars. [7]

SCHEMA DE PRINCIPE
D’EXTRACTION PAR CO2 SUPERCRITIQUE

Chauffage
du CO2

Stockage

CO2 liquide Compresseur

Condensateur Separateur

Y Extracteur

' | J
JLA'A

B Co2 A 'état supureritique + exteit

Figure 1.6: Schéma de principe d'extraction par CO2 supercritique. [7]
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1.1.3 Propriétés thérapeutiques des composés chimiques des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont des mélanges complexes. Les constituants différent
qualitativement et quantitativement selon la plante utilisée ou l’organe utilisé. De
nombreux facteurs sont a prendre en compte tels que la saison, le lieu de la récolte...
On vy trouve des alcools, des terpenes, des cétones, des phénols, des éthers, des
oxydes, des aldéhydes, des acides... Pour une approche officinale, on peut regrouper
les constituants en 10 familles chimiques différentes possédant chacune des propriétés
différentes. Il faut cependant tenir compte de I’ensemble des composés, les huiles

essentielles pouvant pénétrer facilement a travers la peau. [6]

a) Les phénols
Les composés phénoliques les plus couramment retrouves sont : le carvacrol, le
thymol et I’eugénol (Figure 1.7). Ce sont des anti-infectieux puissants et polyvalents.

Il faut cependant souligner leur importante Dermocausticité. [6]

Carvacrol Thymol Eugénol
|
OH CH;O@/\/
OH HO
P

Figure 1.7 : Structure des quelques composés phénoliques [6]

b) Aldéhydes aromatiques a noyau benzénique
Les aldéhydes aromatiques a noyau benzénique sont des anti-infectieux
puissants a large spectre, immunostimulants et toniques. La molécule la plus courante
est le cinnamaldehyde (Figure 1.8). A I’instar des phénols, ils sont dermocaustiques.
[6]
O

Figure 1.8: Cinnamaldéhyde [6]
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c) Aldéhydes monoterpéniques
Les aldéhydes monoterpéniques sont des molécules anti-inflammatoires a action
rapide. On trouve notamment le citral (géranial et néral qui sont respectivement les
isomeres trans et cis) et le citronellal( Figure 1.9). Comme les phénols et les aldéhydes

aromatiques, ils sont dermocaustiques. [6]

l Citral Citronellal

] I u

w-catral p-citral
geranial néral
A B

Figure 1.9: Structure chimique de citral et de citronellal [6]

d) Les monoterpéenols
Les monoterpénols sont des anti-infectieux (moins puissants que les phénols).
Ils sont essenticllement représentés par 1’a-terpinéol, le géraniol, le linalol et le
menthol (Figure 1.10). Ils ne doivent pas étre appliqués purs sur une grande surface

cutanée. [6]

a-terpinéol cu, Géraniol
| -
HC CH,
Linalol
OH ‘ Mcnlh()l

| | ]\

Figure 1.10: Structure des quelques monoterpénols [6]
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e) Les oxydes

Les oxydes sont des expectorants puissants et des mucolytiques. Ils sont aussi
anti-infectieux. Le principal oxyde est le 1,8 cinéole (Figure 1.11). 1l doit étre utilisé

avec prudence chez I’asthmatique et présente un fort risque épileptogene. [6]

CHs

O

HaC~ TCHj

Figure 1.11: Structure chimique de 1,8 cineole [6]

f) Les cétones
Les cétones ont des propriétés surtout digestives par activité cholagogue et
cholérétique mais elles sont neurotoxiques a fortes doses ou a doses répétées. On
trouve par exemple : le camphre, la carvone, la menthone, la pinocamphone, la

pipéritone ou encore la verbéenone (Figure 1.12). [6]

Camphre Menthone Pipéritone
O C Y0
\ : :
0 ¥ e P
Carvone Pinocamphone N Verbénone
M
N 0 u~< 7\ \ S
N R
| re
l
o o)

Figure 1.12: Structure des quelques cétones [6]
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g) Les monoterpénes
Les monoterpénes sont antiseptiques en diffusion atmosphérique. Ils ont une
action révulsive par voie cutanée et sont des décongestionnants respiratoires et des
molécules expectorantes. Ce sont notamment les o et B pinénes, le limonene, le
sabinene, le terpinéne et ’ocimeéne (Figure 1.13) Une irritation cutanée peut survenir

en leur présence. [6]

Q-pineéne Limonene Terpinéne
N : o K/)
A N

HsC =

Q@

CH, HiC” CH,

Figure 1.13: Structure des quelques monoterpénes [6]

h) Les esters
Les esters ont une action calmante et sédative. Les principaux esters retrouvés
sont les acétates d’eugényle, de géranyle, de linalyle et de méthyle (Figure 1.14). Ils
ne possédent aucune contre-indication. [6]

Acétate d'eugényle 3 .
£eny Acétate de linalyle

0 N ,/‘\\:;;CHQ o
LAY —
H,C™ O \T/ o
OCHg A 2
Acétate de géranyle Acétate de méthyle
[o}
/‘\/\)\/\ j?\ (|;| CH.
\ \ 3
0 o No”

Figure 1.14 : Structure des quelques esters [6]
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i) Les éthers
Les éthers sont des antispasmodiques puissants. On citera le méthyl chavicol, le
methyl eugenol ou le trans-anéthol( Figure 1.15). lls ne doivent pas étre utilisés a forte
dose. [6]

Méthyl chavicol Méthyl eugénol Trans anéthol
m H.CO N . J_<}O/
CH,0 D/\/ / \
HiCO

Figure 1.15: Structure des quelques éthers [6]

j) Les alcools sesquiterpéniques
Cette famille possede des indications diverses selon les huiles essentielles. Il
faut prendre des précautions d’utilisation en cas de cancers hormono-dépendants ou
de mastoses que ce soit par voie interne ou externe. On trouve le bisabolol, le cedrol,

le farnésol ou encore le viridiflorol( Figure 1.16). [6]

Bisabolol Farnésol
H 4 \
C ) Q. //‘)
e ARANANRA
Cédrol Viridiflorol
. : i
’ /\ H
XD >
' ~ KA
KW yoUm
/ k H

Figure 1.16: Structure des quelques alcools sesquiterpéniques [6]
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1.1.4 Propriétés physiques
Les HE sont :
o Liquides a tempeérature ambiante. A base température certaines HE se
solidifient comme celle d'anis par exemple ;
o De consistance huileuse mais non grasse ;
o Volatiles (contrairement aux huiles fixes et odorantes). Leur volatilité
augmente avec la chaleur ;
o Densité inférieure a celle de I'eau sauf celles de cannelle, sassafras, girofle
rarement colorées,
o Solubles dans l'alcool jusqu'a concurrence de 5 %, les solvants organiques
apolaires, les corps gras ;
o Insolubles dans I'eau.

(Pharmacopée Européenne, 2010) [7]

1.1.5 Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans
risque. Comme tous les produits naturels: "ce n'est pas parce que c'est naturel que c'est
sans danger pour l'organisme”. En effet, bien que naturelle, il est capital d’intégrer la
notion de la dualité « efficacité-toxicité » car toutes substance thérapeutiqguement
active est potentiellement toxique.

La toxicité des HE est directement liée a leur composition chimique, les
composeés polyinsaturés étant plus toxiques que les autres (cétones, lactones,
phénols...). [7]

14
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|.2 HUILE ESSENTIELLE D’ORANGE DOUCE

1.2.1 Histoire et botanique

Figure 1.17: Coupe transversale d’orange douce [8]

L’orange douce ou encore « citrus sinensis » est un imposant arbre d’une hauteur
de 2 a 3 metres. Il est composé de feuilles arborant continuellement une couleur verte
et qui sont égayées par des fleurs blanches évoquant un parfum délicat. L’arbre de
citrus sinensis offre des fruits juteux dont I’écorce est particulie¢rement odorante et
riche en actif vertueux. [9]

Affectionnant les terres riches ou le soleil et I’eau sont favorables, cet arbre est
actuellement produit dans de nombreux pays notamment au Brésil, aux Etats-Unis, en
Chine et en Inde. [9]

L’orange douce est une plante aux propriétés thérapeutiques. Utilisée depuis
plusieurs années dans la médecine traditionnelle chinoise, elle est un indispensable
des soins destinés a faciliter la digestion. Quant a son huile essentielle, celle-ci recele
une myriade de bienfaits avantageux sur le plan psychique et aussi sur la beauté. On
I’apprécie en soin de bien-étre et relaxant, mais on 1’utilise également en formulation
des cosmétiques apaisants et cicatrisants. [9]

L’huile essentielle d’orange douce est une huile de soin a effet bonne mine.
Cette essence naturelle aux qualités tonifiantes élimine les impuretés et les cellules

mortes de la peau pour enfin révéler son éclat naturel. Caractérisée par un doux
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parfum fruité, elle repulpe les tissus lésés et combat les signes de fatigues et de
’age.[10]

Les troubles cutanées ainsi que les chevelures grasses et pelliculées sont les
principales préoccupations de ’huile essentielle d’orange douce. Cette incontournable
huile cosmétique assure la bonne hydratation et réduit I’activité de sudation de
I’épiderme. Grace aux monoterpénes (actifs tonifiants et anti-infectieux), elle
s’oppose aux attaques des micro-organismes et préserve ainsi la peau des
inflammations, des infections et des inconforts.

Ayant un effet astringent et drainant circulatoire, I’huile essentielle d’orange
douce garantit une peau sans cellulite. Elle stimule D’activité lymphatique et
encourage de ce fait I’élimination des toxines et des cellules graisseuses. De cette
maniére, elle prévient I’accumulation des mati¢res grasses sous la peau. Son pouvoir
raffermissant permet de rétablir la souplesse et la fluidité de I’épiderme. En soin du

visage, ’huile essentielle d’orange douce permet de lutter contre le vieillissement.

[10]

1.2.2 Caractéristiques de I’huile essentielle d’orange douce

L’huile essentielle d’orange douce est extraite par expression a froid. Les zestes
de ’agrume sont hachés puis pressés pour en faire écouler 1’essence naturelle. Le
liguide obtenu aura une couleur jaune orangée et sera légérement limpide. 1l exhalera
une note fruitée et chaude tres rafraichissante.

Riche en principes actifs, les vertus conférées par I’essence de I’orange douce
sont grandement influencées par les limonenes. Présents a 70 %, cet actif de la famille
des monoterpenes est la source des vertus antiinfectieuses, apaisantes et tonifiantes de
I’huile essentielle. [10]
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Tableau 1.1: La composition biochimique d’HE d’orange douce est susceptible
d'évoluer en fonction des conditions de production. [11]

Composés chimiques Monoterpénes 60% a 80%
principaux (Limonene)
Monoterpénols 2% a 6%
Autres composés Cétones (Carvone) 2% & 3%
chimiques Aldéhydes terpéniques 1% a 3%
Coumarines
Furocoumarines

a) Les limoneénes, de précieux actifs

Les actifs tonifiants sont souvent moins considérés que d’autres. Bien que les
agents hydratants, cicatrisants et anti-radicalaires soient des indispensables dans la
rituelle beauté, les tonifiants en sont également.

De la famille des monoterpénes, le limonéne est un puissant tonifiant. Son role
est de booster les bienfaits de 1’huile essenticlle d’orange douce. Il maximisera entre
autres le pouvoir hydratant et assainissant de celle-ci. Le limonene renforcera la
barriére protectrice et fera en sorte que la peau ne soit plus sensible au vent, au froid
et aux rayons solaires.

Il mettra a disposition des actifs anti-infectieux visant a prévenir les infections
cutanées. En soin de peau abimée, le tonus conféré par les monoterpénes permettra
d’encourager le mécanisme de cicatrisation. Enfin, activant le systéme lymphatique,
le limonéne favorise 1’élimination des cellules mortes et des toxines dans le but de

préserver la qualité de 1’épiderme. [10]

b) Plus de protection avec les monoterpénols
Etant des anti-infectieux & large spectre, les monoterpénols mettent a disposition
des agents antifongiques et bactéricides essentiels dans la protection de la peau et des
cheveux. lls assainissent le tissu et préviennent les problemes dermatologiques tels
que les comédons, les irritations, I’hypersécrétion de sébum et les infections. Assurant

la qualité du cuir chevelu, les monoterpénols empéchent le développement des
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pellicules et apaisent les démangeaisons. lls renforcent la protection des follicules

pileux afin de réduire les chutes. [10]

c) Les cetones, des actifs amincissants

Les cétones sont des agents dépuratifs efficaces dans la lutte contre les peaux
d’orange. lls stimulent la dissolution des masses graisseuses et restaurent la souplesse
ainsi que la fluidité de la peau. En quéte d’une jambe fine? Utilisez 1’essence d’orange
douce pour activer I’élimination des surplus de gras localisés sur I’abdomen et les
cuisses.

Outre cette propriété amaigrissante, la cétone a plus d’un arc a sa portée. Elle
s’avére étre anti-inflammatoire et cicatrisante. Elle a donc de quoi favoriser le
renouvellement de votre peau lésee. Elle apaisera non seulement les rougeurs et les
irritations, mais accélérera aussi la reconstruction des cellules cutanées. Vous

arborerez ainsi une peau saine et neuve. [10]

d) Les bienfaits des aldéhydes terpéniques

Les aldéhydes terpéniques accroissent 1’action anti-inflammatoire et calmante
de I'huile essentielle d’orange douce. Ils interviennent dans la réparation des peaux

abimees et traitent par ailleurs les troubles du cuir chevelu. [10]

1.2.3 Utilisations d’huile d’erange douce
e Bonne pour I’acné ;

e Forte activité antibactérienne, I’huile d’orange présente de puissants effets
antimicrobiens contre les bactéries pathogénes courantes (Staphylococcus

aureus, Listeria monocytogens et Pseudomonas aeruginosa. I’E. Coli);

e Réduit I'inflammation de la peau, les zestes d’agrumes sont utilisés depuis
longtemps pour traiter les maladies inflammatoires de la peau. Ce n’est que

récemment que des scientifiques ont étudié 1’utilisation de 1’huile d’orange ;

e Antioxydants;
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e Anti-anxiété;

e Remeéde naturel pour le sommeil;

e Aide a la cicatrisation des plaies a cause de ces propriétés antibactériennes ;

e Bonne pour les cheveux, I’huile d’orange douce peut aider a soulager les

démangeaisons et 1’inflammation associées a un cuir chevelu sec ou a des

pellicules. [12]

1.2.4 Effets secondaires de I’huile essentielle d’orange douce

e En cas de dilution, les irritations et les réactions allergiques sont rares, elle est
généralement bien tolérée lorsqu’elle est utilisée par voie topique pour les
soins de la peau et des cheveux ;

e Contrairement a certaines huiles essentielles qui provoquent une
photosensibilité, ce qui signifie qu’elles augmentent la sensibilité au soleil,
I’huile d’orange n’est pas phototoxique ;

e Les femmes enceintes et celles qui allaitent doivent éviter d’utiliser 1’huile
essentielle d’orange douce, car il n’y a pas de données cliniques disponibles
sur la sécurité pendant ces périodes ;

e Contrairement a I’huile de girofle et a plusieurs autres qui provoquent des
maux de téte lorsqu’elles sont utilisées en aromathérapie, cet effet secondaire
est extrémement rare avec 1’orange ;

e L’huile est comestible si elle est de qualité alimentaire. Les petites quantites

peuvent étre consommeées sans danger, a condition qu’elles soient diluées

conformément aux instructions du fabricant. |12]

1.3 LES EMULSIONS
1.3.1 Definition

Une émulsion est un mélange de deux phases non miscibles, telles que 1’eau
(E) et I’huile (H) par exemple. Une des deux phases, appelée phase dispersée, étant
dispersée dans I’autre phase, dite continue, sous forme de gouttelettes grace a un
apport d’énergie. Les émulsions sont des systémes qui ne sont pas a 1’équilibre

thermodynamique mais dans un état métastable. 11 existe plusieurs types d’émulsions :
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- Les émulsions simples sont formées de gouttes liquides dispersées dans la
phase continue. Il en existe deux sortes : les émulsions, constituées d’une phase huile
dispersée dans une phase aqueuse, stabilisées par un tensioactif hydrophile (TH) sont
dites émulsions directes et sont notées H/E et les émulsions, composées d’une phase
aqueuse dispersée dans une phase huile stabilisées par un tensioactif lipophile (TL),
ces derniéres sont dites inverses et sont notées E/H.

- Les émulsions doubles directes (E/H/E) ou inverses (H/E/H) qui sont des
dispersions de gouttelettes internes dispersées dans des globules eux-mémes disperses

dans la phase continue.

Les interfaces des gouttes de ces systemes sont généralement stabilisées par
des agents de surface tels que des tensioactifs, des polymeres, des protéines ou des

particules colloidales. [13]

1.3.2. Stabilisation d’émulsion par des agents de surface

De par leur nature, les émulsions sont des systemes qui ont une grande

quantité d’interfaces. Celles-ci doivent étre protégées pour les conserver.

Il s’agit de composés amphiphiles, autrement dit qui possedent deux parties
ayant des affinités différentes : 'une hydrophile (polaire), I’autre hydrophobe (ou
lipophile, apolaire). Ces composés vont s’adsorber spontanément a [’interface
eau/huile. Les agents de surfaces peuvent étre des molécules ou bien des particules
solides. Les petites molécules amphiphiles sont appelées des tensioactifs, la partie
polaire peut étre ionique ou non. Les polyméres présentant un caractére amphiphile
(blocs ou branches de polarités différentes) peuvent également s’adsorber aux
interfaces. Enfin, Ramsden en 1903 et Pickering en 1907 ont montré qu’il était
possible de stabiliser des émulsions par adsorption de petites particules solides a la
surface des gouttes, de tels systémes sont appelés « émulsions de Pickering ».(Figure
1.18) [14]
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Figure 1.18 : Représentation des différents types d’agents de surface utilisés pour la
stabilisation d’émulsion. [14]

Les tensioactifs ont une énergie d’adsorption-désorption de 1’ordre de I’énergie
d’agitation thermique, ils sont donc en équilibre dynamique entre I’interface et la
phase continue.

La nature de I’agent de surface conditionne le sens de I’émulsion. D’apres la
regle empirique de Bancroft, la phase continue d’une émulsion est celle dans laquelle
I’agent de surface est le plus soluble. Les molécules amphiphiles peuvent étre
caractérisees par leur balance hydrophile-lipophile (HLB : hydrophilic-lipophilic
balance, notion introduite par Griffin en 1949, qui quantifie les proportions des parties
hydrophiles et hydrophobes et permet de prédire le sens d’une émulsion selon la
molécule utilisée. La définition de la HLB est parfois contestée, mais un autre moyen
de caractériser ces molécules est de considérer la courbure spontanée qu’elles
adoptent a ’interface eau-huile selon leur géométrie (surface optimale par téte polaire,
longueur de la partie apolaire, volume total).

Les agents de surface participent a la fabrication de 1’émulsion. Leur choix,
ainsi que celui des phases, a une influence sur I’émulsion obtenue, c’est la
formulation. L’autre parametre déterminant pour fabriquer une émulsion est la

manicre d’obtenir les gouttes dispersées: I’émulsification. [14]
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1.3.3 Emulsification
a) Principe:

L’émulsification est définie comme un processus de dispersion d'un liquide dans
un second liquide non miscible. Le principe consiste a inclure le matériau de base
dans I'un des liquides (organique) qui est dispersé en petites gouttelettes sphériques
dans l'autre (aqueuse) pour encapsuler les composants bioactifs. Un systéme qui
contient une dispersion des gouttelettes d’huile dans une phase aqueuse est appelée
une émulsion huile dans I'eau (H/E), et le vice versa. Les émulsions sont préparées en
homogénéisant l'huile, I'eau, et I’émulsifiant tous ensemble et a 1’aide d’un dispositif
meécanique connu sous le nom d'un homogénéisateur (un mélangeur a cisaillement
élevé, un homogenéisateur a haute pression, un broyeur colloidal, un sonicateur ou un
homogénéisateur membranaire). Les gouttelettes d'huile étant entourées d'une fine

couche interfaciale constituée de molécules d'émulsifiants qui stabilisent 1’émulsion.

[5]

b)Usage:

La technologie d'émulsification est une étape clé dans la microencapsulation des
huiles. Elle est généralement utilisée pour I'encapsulation de composes bioactifs dans
les solutions aqueuses, qui peuvent soit étre utilisées directement a I'état liquide ou
étre séchées (par pulvérisation ou lyophilisation) aprés émulsification pour former des
poudres.

Les avantages de ces systéemes sont une facilité relative de préparation et un
faible colt, mais ils présentent des inconvénients de l'instabilité physique (lorsqu'ils
sont exposés a la chaleur, la congélation, le séchage, les pH extrémes et les

concentrations élevées de minéraux) et d’un contréle de libération limité. [5]

1.3.4 Concept de formulation d’une émulsion

Il existe trois catégories de variables qui influencent le type d’émulsion :

a) Variables de formulation physicochimique
Ce sont les variables intensives (indépendantes des concentrations) associées a

I’état d’équilibre du systeme. Il s’agit de tous les parameétres physiques ou chimiques
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comme la température, la pression, la nature des constituants et le type d’¢lectrolyte.

[15]

b) Variables de composition

Ce sont les variables extensives associées aux quantités et proportions des
composants principaux du systéme : I’eau, I’huile et le tensioactif. Les deux variables
les plus communément utilisées sont la concentration en tensio-actif et le rapport
eau/huile. [15]

c) Variables mécaniques
Ce sont les variables associées au protocole d’émulsification comme I’ordre
d’incorporation des composants, la géométrie du dispositif d’agitation, la vitesse

d’agitation ou 1’énergie mécanique fournie. [15]

1.3.5 Stabilité des émulsions

Les émulsions sont des systemes thermodynamiquement instables. La stabilité
des émulsions est donc d’ordre cinétique et est liée a la physico-chimie du systeme
qui peut ralentir, voire inhiber les mécanismes physiques qui conduisent a la

démixtion des phases. [15]

a) Stabilité physique
L’émulsion ne doit pas montrer de démixtion, qui peut étre provoquée par la
coalescence ou par un phénomene de crémage/sédimentation (la phase continue
apparait mais la phase interne peut étre redispersée). La stabilité physique inclut aussi
une invariance du comportement rhéologique et de la granulométrie. Il existe

plusieurs mécanismes de déstabilisation. [15]

i.  Crémage et sédimentation

Le crémage est une forme d’instabilité qui correspond au déplacement verticale
des particules de la phase dispersée sous I'influence de la gravité. Dans le cas des

émulsions, ce déplacement se fait généralement vers le haut (crémage proprement
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dit). Lorsque les particules de la phase dispersée se rassemblent a la partie inférieure,

le phénoméne est appelé sédimentation. [16]

ii.  Floculation
La floculation correspond au rassemblement des gouttelettes pour constituer des
agrégats sans perdre leur individualité. Le film interfacial demeure intact. Il faut noter

que contrairement au crémage la floculation n’est pas toujours facilement réversible.

[16]

iii.  Coalescence
La coalescence est une forme d’instabilit¢ dans laquelle les gouttelettes
floculées perdent leur film interfacial et fusionnent pour former des gouttelettes plus

grosses d’une fagon irréversible. [16]

iv.  Inversion de phase
L’inversion de phase est une forme d’instabilité qui se traduit par un brusque
changement du sens de I’émulsion (transformation d’une émulsion E/H en une

émulsion H/E ou inversement). [16]

V.  Murissement d’Ostwald
C’est un processus irréversible qui dépend d’une part de la granulométrie et
d’autre part de la surpression de Laplace. Les gouttes les plus petites disparaissent au

profit des plus grosses par transfert de matiere a travers la phase continue. [15]
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Figure 1.19: Formes d’instabilité d’une émulsion [17]
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b) Stabilité chimique
Aucun des composants de I'émulsion ne doit participer a une réaction chimique
pouvant soit modifier de maniére grave la stabilité physique, soit perturber les

propriétés applicatives (aspect, couleur, odeur, efficacité). [15]

c) Stabilité microbiologique
La formulation ne doit pas étre un milieu de culture pour levures, moisissures et
germes bactériens, au risque de se dégrader (modification de viscosité, de couleur,

d'odeur, démixtion), mais surtout pour éviter tout probléme applicatif. [15]

.4 UTILISATION D’INTERFACES COMPLEXES DE POLYMERE POUR
STABILISATION D’EMULSION
1.4.1. Généralités sur les polymeres

Les polyméres sont des macromolécules, c’est-a-dire des molécules géantes
constituées d’un grand nombre de sous-unités, appelées monomeres, qui s’enchainent
dans I’espace de manicre linéaire ou avec des ramifications et qui peuvent aller

jusqu’a trois dimensions. Ce sont des composés de haut poids moléculaire.

Il existe des polymeéres naturels, comme par exemple la cellulose et les
polymeres synthétiques qui sont fabriqués selon différentes méthodes : réactions de
polymérisation, de polycondensation et de polyaddition. Ils sont utilisés dans de trés
nombreux domaines d’applications, comme par exemple pour fabriquer les plastiques

d’emballage.

Les polyméres peuvent étre utilisés en solution, par exemple pour leur
synthese chimique (polymeérisation en solution), pour les analyser (spectroscopies ou
diffusion de rayonnement) ou comme additifs dans les formulations liquides en tant

qu’agents rhéologiques ou agents de surface.[14]

1.4.2 Comportement des polymeres aux interfaces

Les polyméres utilisés pour la stabilisation d’interfaces eau-huile doivent avoir
un caractére amphiphile, c’est-a-dire posséder des régions hydrophiles et

hydrophobes. La distribution de ces régions le long de la chaine polymére va conduire
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a différentes conformations adsorbées a I’interface. La Figure 1.20 représente les cas
de deux types de copolymeres : 1'un statistique avec une répartition aléatoire le long
de la chaine des parties hydrophiles et hydrophobes, I’autre dibloc ou les régions sont
simplement juxtaposées :

Dans cet exemple, les copolymeéres considérés sont de type —(A)n-(B)m— ou
les monomeéres A sont hydrophobes (en rouge sur la Figure 1.20 et les monoméres B
sont hydrophiles (en bleu). [14]

a) PARTIES HYDROPHILES b) PARTIES HYDROPHILES

hte R huile = A

PARTIES HYDROPHOBES PARTIES HYDROPHOBES

Figure 1.20: Représentation de copolymeéres amphiphiles adsorbés a I’interface eau-
huile dans le cas d’une émulsion H/E.
a) Cas d’un copolymere statistique

b) Cas d’un copolymére dibloc [14]

1.4.3 La pectine

La pectine a été découverte il y a plus de 200 ans. En raison de la masse de
propriétés positives, la pectine est largement utilisée dans I’industrie pharmaceutique.
Et pour usage domestique, cette substance est spécialement produite industriellement.

La pectine est un polysaccharide naturel ayant subi un processus de purification,
qui est essentiellement un glucide complexe. La pectine est un composé organigue, est
une substance granuleuse de couleur sable clair, sans go(t ni odeur. La pectine a pour
objectif principal la gélification, 1’encapsulation; dans les aliments, elle agit comme
un épaississant et un stabilisant. La pectine se trouve dans les agrumes et certains

Iégumes. [18]
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1.4.4 Historique de la pectine

L'auteur de la découverte de la pectine était le chimiste francais Henri
Braconno, qui avaient isolé la pectine du jus de prune. Cependant, plus récemment,
lors de I’étude des manuscrits égyptiens antiques, les experts ont trouvé une référence
a «de la glace transparente aux fruits qui ne fond pas méme sous le chaud soleil de
Memphis». Les scientifiques en sont venus a la conclusion qu'il s'agissait de la
premiere mention de gelée faite avec l'utilisation de pectines.

Traduit du grec, Son nom est issu du mot « pektikos » qui signifie se congeler
ou se solidifier. C'est I'un des composés de l'acide galacturonique et est présent dans
presque toutes les plantes supérieures. Particulierement riche en fruits et certains types
d'algues. [18]

1.4.5 Sources de la pectine
Les sources végétales de pectine sont nombreuses. En voici quelques exemples :
e Detterave a sucre ;
e cabosse de cacao ;
e pomme;
e écorce d'agrumes (pamplemousse, citron, orange) ;
« fruits tropicaux (fruit de la passion, goyave, mangue) ;
e jus de fruits industriels ;
e capitules de tournesol.

Toutefois, les pectines industrielles sont principalement extraites du marc de

pomme et de I'écorce de citrus. [19]

1.4.6 Structure de la pectine
La structure de la pectine (Figure 1.21) fait encore ’objet de nombreuses études.
L’importante hétérogénéité de cette famille de polymere et les limites technologiques

rendent la caractérisation de sa structure difficile. [20]
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Figure 1.21: Structure de la pectine [20]

a) Monomeres d’acide galacturonique
La pectine est majoritairement formée de monomeres d’acide galacturonique.
Ce monomeére est un acide uronique, obtenu par oxydation du carbone 6 du
monosaccharide de galactose. L’acide galacturonique est un hexose, cyclisé sous une
forme de pyranose galacturonique. Dans les polymeres de pectine, on retrouve

principalement la forme D de I’acide galacturonique (Figure 1.22). [20]

D-acide galacturonique D-galactose Cycle pyranose
o}
N OH °
N N OH
OH
(] E—- H—=1oH
oS4 oS4y
HO ﬁ— H HO o H
P - 1 w—2on
c1
c1(:»4,0’4 CH,0H

Figure 1.22: Représentation de la molécule de D-acide galacturonique, D-galactose et

du cycle pyranose. [20]

b) Degré d’estérification
Sur les chaines linéaires, les fonctions acides carboxyliques des monomeres
galacturoniques peuvent subir une méthoxylation. Ainsi, il sera défini le degré de
méthoxylation (DM) correspondant a la proportion des fonctions acides méthylées.
Deux types de pectines sont alors identifiées les « pectines hautement méthylées »
(HM), correspondant a plus 50% de méthylation des fonctions acides, et les « pectines
faiblement méthylées » (LM), correspondant a moins de 50% de méthylation des

fonctions acides. [20]
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1.4.7 Propriétés physiques de la pectine
La pectine est principalement utilisée dans 1’industrie agroalimentaire et
pharmaceutique pour ses propriétés physiques. Ces propriétés sont généralement

dépendantes de sa structure. [20]

a) Solubilité
La structure de la pectine la rend insoluble dans le solvant organique et soluble
dans I’eau. La solubilité dans I’eau est généralement dépendante de la distribution des
groupements méthoxylés et de la masse molaire. La solubilité de la pectine augmente
avec la diminution du DM et pour les petites masses molaires de pectine. La pectine

se solubilise grace a 3 etapes successives : hydratation, gonflement et dissolution. [20]

b) Propriétés stabilisantes
Les stabilisants sont des additifs qui permettent de maintenir I’état physico-
chimique du produit. Trois stratégies sont envisageables pour obtenir cette propriété.
La premiére consiste a augmenter la viscosité de la solution. La deuxiéme crée un
réseau assurant le maintien en suspension des particules. Le troisieme masque les

élements qui peuvent interagir entre eux. [20]

c) Propriétes viscosifiantes
La viscosité est la grandeur qui relie le taux de cisaillement a la contrainte. Les
agents dits viscosifiants ont la propriété de modifier le comportement de la phase
continue, sans former des zones de jonction contrairement aux gélifiants et certains
stabilisants. La pectine HM posséde cette caractéristique due a son haut poids

moléculaire. [20]

d) Propriétes gélifiantes
La gélification est un procédé qui consiste a former un gel. On peut définir un
gel comme “un systéme colloidal : les molécules gélifiantes sont des macromolécules
qui forment un réseau en se solvatant. Ce réseau tridimensionnel solide contient entre

ses mailles une phase liquide”. [20]

29



Partie | Synthése bibliographigue

i. Pectine HM
La gélification des pectines HM est permise par un ensemble de liaisons
hydrogénes et d’interactions hydrophobes (Figure 1.23) formant un réseau

tridimensionnel, comprenant un solvant. [20]

® |ntéractions hydrophobes
Liaison hydrogéne

Figure 1.23: Zone de jonction des pectines HM lors de la gélification [20]

e Liaisons hydrogenes
Pour les chaines de pectine HM, les liaisons hydrogenes interviennent entre les
groupes méthoxyles, carboxyles et hydroxyles. Ces forces intra- et intermoléculaires,

considérées d’intensité faible, représentent 70% de la force du gel. [20]

e Interactions hydrophobes

Les interactions hydrophobes sont essentielles a la formation d’un gel pour les
pectines HM. Celles-ci impliquent les fonctions méthoxylées des monomeéres d’acides
galacturoniques. Ainsi, le degré de méthoxylation de la pectine aura un impact sur le

réseau formé. [20]

e Facteurs affectant la gélification de la pectine HM

Le pH est un facteur affectant la gélification de la pectine. Lorsqu’il est
inférieur au pKa des fonctions carboxyliques des acides galacturonique (pKa = 3,5).
La concentration en polyols (sucres) dans la chaine de pectine joue un role dans la
formation des liaisons hydrogénes. Les sucres agissent comme un déshydratant

facilitant le rapprochement des chaines et donc la formation de liaisons hydrogénes.
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De plus, les interactions hydrophobes se retrouvent renforcées et stabilisées par la

présence des sucres. [20]

ii. Pectine LM

La pectine LM possede des interactions similaires & la pectine HM (liaisons
hydrogénes et liaison hydrophobes). Cependant, la pectine LM est capable de former
des liaisons de coordination en présence de cations donnant naissance a un réseau.

La présence de cations avec la pectine entraine la formation d’interactions entre
les chaines, formant des ponts cationiques. Ces associations sont responsables de la
formation d’un gel (Figure 1.24). La force de ces interactions est influencee par des
facteurs intrinseques (masse molaire, régions ramifiées, distribution des groupements
méthoxylés, DM) et extrinseques (pH, température et concentration en cation, nature
du cation). [20]

Gel \ Ca?+

Precipite

lons calcium

Figure 1.24: Mécanisme de gélification de la pectine LM [20]

31



Partie Il :
MATERIELS
Et
METHODES



Partie Il Matériels et méthodes

1.1 INTRODUCTION

Ce travail a été réalise au niveau du laboratoire « Biologie | » au niveau du Hall

technologique de I'université "Dr. Yahia Fares" de Médéa

Le but de notre travail est de formuler et caractériser des émulsions simples huile dans

eau (H/E), a base d’huile essentielle extraites d’oranges douces (C. sinensis) comme principe

actif et en utilisant un polysaccharide émulsifiant « la pectine ». Pour ce faire, on projetait

d’accomplir les taches suivantes :

Extraction des huiles essentielles a partir des écorces de C. sinensis (orange douce) par
hydrodistillation;

Caractérisation physico-chimiques des huiles essentielles extraites;

Formulation des émulsions d’HE d’agrumes a base de pectine hautement méthylé;
Etude de I’activité biologique y compris 1’activité antimicrobienne et antioxydante des
huiles essentielles seules et en émulsion;

Evaluation de ces émulsions pour I’application cutanée.

1.2 PRODUITD ET MATERIELS UTILISES

Tableau I1.1: Matériels et produits utilises

Matériels Produits
o Chauffe ballon o Eau distillée
o Ballon de 250 ml o Zestes d’oranges douces
o Réfrigérant o Chlorure de sodium (NaCl)
o Pompe aeau o Sulfate de sodium (Na2SOa)
o Eprouvette de 50 ml o HE
o Tubes & essai o Eau distillée
o Pipette pasteur o Pectine HM
o Balance o Glycérol
o Béchers
o Pipette jaugé 10 ml
o Barreau magnétique
o Plaque agitatrice
o Homogéneiseur a tige 18
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11.3 MATIERE PREMIERE VEGETALE

La matiere végétale utilisée dans cette étude sont des fruits d’agrumes d’espéce C.
sinensis (oranges douces) .lIs sont trés cultivés en Algérie surtout dans la région de Mitidja.
La récolte a été réalisée durant la période durant le mois de Février jusqu’a la mi-Mars Les
fruits soigneusement collectés, ont été lavés a I’eau et séchés avec une serviette, et le zeste

(épicarpe d’agrume) a été récupéré a I’aide d’un économe (Figure 11.1).

Figure 11.1: Zestes de C. sinensis (orange douce)

11.4 EXTRACTION DES HUILES ESEENTIELLES

Dans cette partie, on a procédé a I’extraction des huiles essentielles a partir des écorces
d’agrumes par hydrodistillation.

11.4.1 Protocole expérimental

1) Le montage expérimental utilisé pour le procédé d’hydrodistillation est représenté sur
la (Figure 11.2) en assurant que 1’eau qui passe dans le réfrigérant est trés froide et que
tout le montage est a I’abri de la lumiére. La récupération de la vapeur condensée se
fait dans 1’éprouvette;

2) Remplir le ballon avec du zeste et d’eau distillée ou le rapport (zestes/eau)= (1/2). Le
ballon doit étre a demi rempli (Figure 11.3);

3) Faire la distillation environ 20 minutes des 1’ébullition du mélange. L’éprouvette de

récupération doit étre couverte pour éviter I’évaporation d’huile;
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4) Le distillat recueilli subit un relargage par 1’ajout de quelques cristaux de chlorure de
sodium (le NaCl ayant plus d’affinité a I’eau qu’a I’huile essentielle incite celle-Ci a
flotter, puisque les huiles essentielles sont moins denses que 1’eau).

5) Aprés la distillation, récupérer I’huile former sur la surface d’eau dans un petit tubes a
essal par une pipette pasteur;

6) Ajouter du sulfate de sodium pour éliminer toute trace d’eau dans la phase organique,
on a ajouté du sulfate de sodium(NazSO.)

7) L’huile essentielle ainsi récupérée est conservée a basse température (4°C), a ’abri de

la lumiére dans un flacon en verre, hermétiquement clos pour éviter toute dégradation.

Figure 11.3: Ballon mi- rempli de zestes et d’eau distillée
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11.4.2 Calcul de rendement en huiles essentielles
Le rendement en HEs est le rapport entre la masse de HEs extraite et la masse de la
matiere premiére a traiter. Le rendement est exprimé en pourcentage (%) et il est calculé par

la formule suivante :
Ryg = (myg/myy) = 100 (1.1)
Ry E: Rendement en huile essentielle (%).
My : Masse de I'huile essentielle en gramme.

my, y : Masse de la matiére végétale en gramme.

11.4.3 Caractérisation physicochimique des huiles extraites

La caractérisation physico-chimique des huiles essentielles consiste a déterminer les
parametres suivants : Le pH, la densité, I’indice de réfraction, I’indice d’acide, I’indice de
saponification, ainsi que I’indice d’ester. Les méthodes utilisées pour déterminer les indices
physico- chimiques sont celles indiquées par le recueil de normes de 1’ Association Frangaise

de Normalisation (AFNOR) (voir annexe 1)

11.5 FORMULATION DES EMULSIONS D’HE D’AGRUME
11.5.1 Caractérisation physico-chimique des émulsions préparées
a) Examen macroscopique [21]
Description detaillée de chaque émulsion obtenue (légere, épaisse, opaque, couleur et

odeur).

b) Examen microscopique [21]

Tableau 11.2 :Aspect des émulsions selon la taille des globules [21]

Taille des globules Apparence microscopique
> 5 um Emulsions grossiéres + stables.
5umal um Emulsions moyennes laiteuses blanche.
1 uma 0.1 pm Emulsions fines a reflets bleutés.
- Emulsions légérement translucides
<0.1 pm - Microémulsions translucides.
- Solutions micellaires.
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c) Mesure de la viscosité [21]
Pour I’étude de la viscosité des émulsions pharmaceutiques, les appareils les plus
utilisés est : les viscosimetres a mobile tournant.
Mode opératoire :
e Introduire dans un tube a essai I’émulsion préparée.
e Régler chaque fois la vitesse de rotor.

e Lire la valeur de la viscosité sur I’écran de 1’appareil.

d) Test de stabilite [22]
i.  Stabilité a la centrifugation
Mode opératoire:
e Soumettre les émulsions a des accélérations relativement élevées (de ’ordre de 3000
tours/min) ;
e Observer laspect des émulsions, noter les instabilités éventuelles : crémage,

sédimentation, séparation de phase.

ii.  Stabilité a la chaleur et au froid
Mode opératoire:
e Placer les émulsions dans une étuve portée a des températures variables (généralement
5°C et 50°C) pendant un temps déterminé (4 a 6 semaines) ;
e Contréler ’émulsion, a des intervalles de temps données: aspect macroscopique, taille
des particules, viscosité et sens de I’émulsion.
Les émulsions peuvent subir des cycles alternes 5°C et 50°C (conditions de transport et de

stockage extrémes).

e) Détermination du sens [22]

Méthode par dilution: une émulsion H/E se dilue facilement dans l'eau.
f) Détermination du pH [21]

La valeur du pH est souvent importante pour la conservation, et pour les

incompatibilités. Cette détermination se fait avec pH-meétres, directement sur I’émulsion
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Mode opératoire:

e Une fois I’appareil étalonné, on rince les électrodes a I’eau distillée.
e Verser une quantité suffisante de I’échantillon dans le récipient de mesure.
e Introduire I’¢électrode dans cette émulsion.

e Lire la valeur du pH sur I’écran de I’appareil.

11.6 EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIMICROBIENNE PAR LA TECHNIQUE
DE MACRO-DILLUSION EN MILIEU LIQUIDE

Le but des méthodes de dilution en bouillon et en gélose est de déterminer la
concentration la plus faible de ’antimicrobien testé qui inhibe la croissance de la bactérie
testée (la CMI, habituellement exprimée en mg/mL ou mg/L).
La dilution en bouillon est une technique dans laquelle une suspension bactérienne (a une
concentration optimale ou appropriée prédeterminée) est testée contre des concentrations
variables d’un agent antimicrobien dans un milieu liquide.
La dilution en gelose implique I’incorporation d’un agent antimicrobien dans un milieu gélosé
a des concentrations variables, en général une dilution en série de 2 en 2, suivie de

I’ensemencement d’un inoculum bactérien défini a la surface de la gélose de la boite. [23]

1.7 EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE PAR DPPH [24]

Principe de méthode :

Le composeé chimique 2,2- dipényl -1- picrylhydrazyle (DPPH) est I'un des radicaux libre qui
possede un électron non apparié sur un atome du pont d’azote (Figure I1.4). Du fait de cette
délocalisation, les molécules du radical ne forme pas des dimeres et restent dans leur forme
monomere relativement stable a température ambiant. Cet état induit 1’apparition d’une
couleur violet foncée bien caractéristique de la solution DPPH, cette couleur disparait en
présence d’antioxydants lorsque le DPPH est réduit, passant au jaune pale du groupe picryl.
L’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants
présents dans le milieu a donner des protons, le suivi de la délocalisation est réalisé par

spectrophotométrie a 517 nm.
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.y
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Figure 11.4: Réaction du DPPH avec une molécule donneuse du proton [24]

11.8 CONCLUSION
Cette partie présente les matériels et produits nécessaires pour chaque étape ainsi les
protocoles poursuivis pour la formulation, il présente aussi les tests nécessaire pour garantir

une formulation conforme.
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Partie Il Résultats et discussions

111.1 INTRODUCTION
Dans cette partie de notre travail, nous exposerons les résultats obtenus et leurs
discussions en se rapportant seulement a I’extraction de I’huile essentielle de C. sinensis
(orange douce), parce que malheureusement on n’a pas pu finir les autres étapes de ce projet a
cause de 1’épidémie du COVID-19.

111.2 EXTRACTION DES HUILES ESSENTIELLES

L’extraction des huiles essenticlles de C. sinensis (orange douce) est faite par
I’hydrodistillation a 1’abri de la lumiére ou I’eau qui passe par le réfrigérant est froide. L huile
essentielle ainsi récupérée est conservée a basse température (4°C), a I’abri de la lumiere dans

un flacon en verre, hermétiqguement clos pour éviter toute dégradation.

111.2.1 Rendement de I’extraction

Le rendement de I’extraction a été calculé selon 1’équation (II.1). Il n’était pas
constant, le rendement a été de minimum de 0.053%, de maximum de 3.4% et de moyenne de
1.473%. L’instabilité du rendement était due a la diversité des C. sinensis utilisées et la perte

dans le montage.

111.2.2 Caracteres organoleptiques de I’huile essentielle
L’huile récupérée était limpide, de couleur transparente jaunatre, avec une forte odeur

d’orange douce. (Figure 111.1)

Figure 111.1: Huile essentielle de C. sinensi
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CONCLUSION GENERALE

Le travail présenté dans ce manuscrit avait pour objectif la formulation et la
caractérisation des émulsions simples huile dans eau (H/E), destinée a une application
pharmaceutique.

Les émulsions huile-dans-eau sont stabilisées par la pectine de citrus commerciale
(hautement méthylée). Les huiles essentielles d’agrume extraites représentent la phase
huileuse. Et afin d’évaluer I’aptitude d’une émulsion H/E a base de pectine de garder les
propriétés biologiques de I’huile essentielle encapsulé, il est necessaire de determiner
I’activité antioxydante et antimicrobiennes des huiles essentielles seules et en émulsions a
formuler une creme cicatrisante.

Dans ce contexte, notre recherche a été axée sur les points suivants:

» Procéder a I’extraction des huiles essentielles a partir de zestes des écorces de citrus
d’orange (Citrus sinensis) par hydrodistillation;

» Caractérisation physico-chimiques des huiles essentielles extraites afin de confirmer
leurs structures;

» Elaboration des émulsions d’HE simple a base de pectine hautement méthylée (HM),
en étudiant ’effet de la variation de ses concentrations massiques sur la stabilité et la
rhéologie des formulations;

» Caractérisation physico-chimiques des différentes émulsions formulées. Cette
derniére consiste en une mesure de pH, de viscosite ainsi que des analyses
macroscopiques, microscopiques et des analyses sur la stabilité et le sens de 1’émulsion;

» Evaluation de I’activité antimicrobienne des huiles essenticlles et en émulsion par la
méthode de Macro-dilution en milieu liquide;

» Evaluation de I’activité antioxydants de I’huile essentielle de citrus utilisée seule et
en émulsions, par la méthode de réduction du DPPH®.

Malheureusement a cause de [’épidémie de COVID-19 on n’a pas pu finir

notre travail, espérant qu’'un jour quelqu'un  d’autre  pourra [l’achever.
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ANNEXE
1. CARACTERISATION PHYSICOCHIMIQUE DES HUILES EXTRAITES

Potentiel d’hydrogéne (pH)
Le pH indique si une solution est acide ou basique il est exprimé par une
valeur numérique, il représente aussi la concentration en ions hydrogéne d’une

solution aqueuse. Le pH d’huile essenticlle est déterminé a 1’aide d’un PH métre. [25]

Densité relative NF EN 1131 Décembre 1994

La densité relative de I’huile essentielle est le rapport de la masse d’un certain

volume de I’huile a 20°C et la masse d’un égal volume d’eau distillée a 20°C [25]

Détermination de I’indice de réfraction : (AFNOR NF I1SO 280 : 1999)

C’est le rapport entre le sinus des angles d’incidence et de réfraction d’un
rayon lumineux de longueur d’onde déterminée, passant de I’air dans ’'HE maintenue
a une temperature constante. [27]

Il est calculé a la température de référence t selon la formule suivante
(AFNOR, 2000) :

nt =n' +0,0004 (t" - t)
n' : valeur de lecture, obtenue a la température t’

t" : température en °C de 1’échantillon [29]

Détermination de ’indice d’acide : (NF ISO 1242 : 1999 (T 75-103))
C’est le nombre de mg de KOH nécessaire a la neutralisation des acides libres

contenus dans 1g d’HE. Les acides libres sont neutralisés par une solution d’éthanol

(EtOH) titrée d’hydroxyde de potassium (KOH) [24]

Mode opératoire : [25]
On a Pes¢ 1 g d’H.E puits Introduire la prise d’essai dans un erlenmeyer.

Ajouter 5 ml d’éthanol & 96° et 2 a 3 gouttes de phénolphtaléine. Titrer le liquide avec



la solution de KOH (0,1 N) jusqu’a obtention d’une couleur rose persistante pendant
30 secondes. Noter le volume de solution d’hydroxyde de potassium utilisé.
Calcul d’indice d’acide (I.A) :

L.A=V*561/m
V : est le volume en millilitres de solution d’hydroxyde de potassium utilisé pour le
titrage.
m: est la masse en grammes de la prise d’essai

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

Détermination de I’indice d’ester : (AFNOR NF T 75- 104 : 1994)

C’est le nombre de mg de KOH nécessaire a la neutralisation des acides
libérés par I’hydrolyse des esters contenus dans 1g d’HE. L’hydrolyse des esters
présents dans I’HE se fait par chauffage, dans des conditions définies, en présence
d’une solution EtOH titrée de KOH et dosage en retour de 1’exces d’alcali par une
solution titrée d’HCL [24]

Mode opératoire [26]

Les étapes suivies pour déterminer I’indice d’ester sont (Pharmacopee

Européenne, 2001) :

- Introduire la prise d’essai dans une fiole de 250 ml de verre borosilicaté et d’un

réfrigérant a flux

- Ajouter 25ml d’hydroxyde de potassium alcoolique 0.5 N et quelque billes de verre.

Adapter le réfrigérant et chauffez a reflux pendant 30 min.

- Ajouter quelques gouttes de solution de phénolphtaléine et titrer immédiatement par
I’acide chloroformique 0.5N (Viml d’acide chlorhydrique 0.5N)

- Effectuer un essai a blanc dans les mémes conditions (V2 ml d’acide chlorhydrique
0.5N).

Calcul de I’indice d’ester IE : [28]

IE = 28.05(V2 — V1)/P



IE : indice d’ester

V1: Volume en ml d’acide chlorhydrique 0.5M utilis¢ pour I’essai a blanc

V2: Volume en ml d’acide chlorhydrique 0.5M utilisé¢ pour la détermination de

I’indice

P : La masse en gramme de la prise d’essai

Indice de saponification : (ISO 3657 : 2000 F)
C’est le nombre de milligrammes de KOH nécessaire pour saponifier 1 g d’HE [27]
Calcul de I’indice de saponification IS: [26]
IS=IE+ 1A
IE : indice d’ester
IA : indice d’acide

2. COMPOSITION DE BOUILLON MULLER HINTON (MHB) [28]

Infusion de viande 2 grammes
Hydrolysat de caséine 17.5 grammes
Amidon 1.5 grammes
Agar 17 grammes
Eau distillée 1000 ml

LepH 7.3 +0.1a25°C
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