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GLOSSAIRE 

Anthelminthique : vermifuge, qui élimine les parasites intestinaux1 

Capitule : inflorescence à fleurs sessiles ou subsessiles portées par le sommet élargi 

du pédoncule (réceptacle)2 

Catarrhe : inflammation et hypersécrétion des muqueuses3 

Emménagogue : qui provoque ou favorise l’apparition des menstruations1 

Hampe florale : axe florifère sans feuille4 

Néphélométrie : il s’agit d’une méthode permettant de mesurer la teneur de 

particules en suspension d'un milieu, par exemple la quantité de matière en 

suspension dans un liquide ou la concentration d’une suspension de bactéries. La 

néphélométrie consiste à mesurer, au moyen d’un néphélomètre, l'intensité 

lumineuse à un certain angle d'un rayon issu de la diffusion d'un rayon initial par la 

particule.5 

Tomenteux : recouvert de poils longs et doux, cotonneux2 
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INTRODUCTION GÉNÉRALE 

L’industrie cosmétique est un secteur dynamique porté par le marketing et 

l’innovation pour proposer des produits toujours plus novateurs, performants et 

ciblés. Elle est en progression constante avec une croissance du marché cosmétique 

mondial de l’ordre de 4,0 % en 2016, et une augmentation de l’ordre de 20 % des 

ventes en ligne. Les consommateurs, quant à eux, s’intéressent de plus en plus à la 

composition des produits qu’ils achètent. 

Les études scientifiques et enquêtes d’associations de consommateurs remettant en 

cause l’innocuité de certains composants se multiplient depuis le début des années 

2000. Les conservateurs synthétiques tels que les parabènes, le triclosan ou encore le 

phénoxyéthanol, utilisés pour leur efficacité et leur faible coût, font partie des 

ingrédients cosmétiques pointés du doigt. Cela pose une véritable problématique aux 

fabricants de produits cosmétiques, qui se voient obligés d’adapter leurs formulations 

pour proposer des alternatives considérées comme sûres aux consommateurs. 

Dans un autre registre, une des thématiques d’urgence au niveau mondial d’un point 

de vue environnemental et dans une optique de développement durable, est la 

protection de la biodiversité. Le concept de hotspot s’applique aux zones possédant 

une richesse spécifique exceptionnelle et une forte perte de biodiversité. Ces points 

chauds de biodiversité sont au nombre de 35 répartis sur tout le globe et représentent 

des zones sensibles dont la diversité écologique est en danger, qu’il est nécessaire de 

préserver. Un de ces hotspots se trouve en partie sur le territoire français : le bassin 

méditerranéen. Représentant seulement 2 % de la surface terrestre, il concentre pas 

moins de 20 % de la flore totale mondiale. 

La recherche d’ingrédients naturels engageant les fabricants cosmétiques dans une 

politique d’économie verte, il est indispensable de reconnaître le besoin urgent de 

préserver la biodiversité et de procéder à une utilisation durable des ressources.
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C’est dans ce contexte et grâce à la volonté d’une collaboration entre plusieurs acteurs 

clés qu’est né le projet NATUBAVAL, dont l’objectif est la valorisation de la 

biodiversité végétale méditerranéenne en vue du développement d’un nouveau 

conservateur destiné à l’industrie cosmétique. L’objectif de ce travail est d’exposer la 

démarche scientifique et la stratégie mises en œuvre pour mener à bien ce projet. 

L’ensemble des étapes ayant permis le développement d’un ingrédient naturel, de 

l’identification d’une plante d’intérêt parmi dix-sept candidats à la caractérisation 

d’un actif issu de cette plante, en passant par l’optimisation de l’extrait de départ pour 

obtenir un extrait formulable, sont présentés dans cette thèse. 

Le premier chapitre est consacré à la présentation des thématiques et du contexte 

dont elle fait l’objet, à savoir la conservation en cosmétique et la biodiversité végétale. 

Il présente également les objectifs et acteurs du projet NATUBAVAL. 

Le second chapitre s’intéresse à l’analyse de dix-sept extraits végétaux obtenus à 

partir de plantes méditerranéennes sélectionnées pour leur potentiel antimicrobien 

et/ou antioxydant. Une étude de leurs propriétés antimicrobiennes et antioxydantes a 

permis de sélectionner une espèce d’intérêt particulier dont la potentielle utilisation 

en tant que conservateur cosmétique n’était jusqu’alors pas décrite dans la 

littérature : Santolina chamaecyparissus, la santoline. 

Le troisième chapitre de cette thèse présente l’analyse approfondie de l’extrait brut de 

santoline, en particulier l’identification d’un actif, et le travail d’optimisation réalisé 

afin de développer un ingrédient cosmétique conservateur. 

Le quatrième chapitre expose l’évaluation d’une alternative à la stratégie de 

développement d’un ingrédient cosmétique conservateur constitué d’un seul extrait. 

Dans cette partie, l’activité antimicrobienne de mélanges à base de santoline et 

d’autres extraits ou fractions d’extraits présentant également un fort potentiel 

antimicrobien a été étudiée. 

Le cinquième et dernier chapitre regroupe l’ensemble des procédures expérimentales 

mises en œuvre dans cette étude. 
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COSMÉTIQUE À LA BIODIVERSITÉ VÉGÉTALE 
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Qu’est-ce qu’un produit cosmétique ? Comment est réglementée sa mise sur le 

marché ? Ce chapitre présente tout d’abord quelques notions de base sur la 

réglementation et la formulation des produits cosmétiques avant de s’intéresser à une 

catégorie d’additifs cosmétiques : les conservateurs. Qui sont-ils, pourquoi sont-ils 

utilisés, et surtout, pourquoi l’utilisation de certains conservateurs de synthèse est-

elle aujourd’hui tant controversée ? Quelles sont les alternatives naturelles dont 

disposent les industriels cosmétiques ? La biodiversité végétale est un immense 

capital naturel qui a tout à fait intérêt à être préservé et valorisé au vu des 

nombreuses menaces qui pèsent sur cet équilibre fragile. De cette volonté de 

combiner cosmétique et biodiversité est né un projet aux nombreuses facettes : le 

projet « NATUBAVAL ». 

1. La conservation des produits cosmétiques 

1.1. Introduction à la réglementation cosmétique européenne 

Selon l’article L5131-1 du Code de la Santé Publique, « on entend par produit 

cosmétique toute substance ou mélange destiné à être mis en contact avec les 

diverses parties superficielles du corps humain, notamment l'épiderme, les systèmes 

pileux et capillaires, les ongles, les lèvres et les organes génitaux externes, ou avec 

les dents et les muqueuses buccales, en vue, exclusivement ou principalement, de les 

nettoyer, de les parfumer, d'en modifier l'aspect, de les protéger, de les maintenir en 

bon état ou de corriger les odeurs corporelles ». 

Avec une croissance de 3,9 % en 2015, le marché mondial de la cosmétique est estimé 

à plus de 200 milliards d’euros6. Le marché européen est estimé à lui seul à 

77 milliards d’euros par Cosmetics Europe, ce qui en fait le premier marché mondial. 

L’industrie cosmétique européenne est également la plus active au niveau mondial en 

termes d’exportation, et constitue ainsi un secteur clé pour l’économie européenne7. 

Avec une offre toujours plus innovante en réponse aux besoins des consommateurs et 

un marketing de plus en plus stratégique, il est aujourd’hui devenu presque 

impossible de se passer de produits cosmétiques. 

En effet, qu’il s’agisse de produits pour la peau (crèmes, lotions, solaires, maquillage), 

de produits d’hygiène (savons de toilette, déodorants), de produits capillaires 

(shampooings, colorants, laques) ou encore de parfums, chacun d’entre nous, à tout 
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âge, en est consommateur à dose plus ou moins importante. La sécurité du 

consommateur est donc un enjeu crucial pour les fabricants cosmétiques, et les 

produits cosmétiques font aujourd’hui partie des produits de consommation les plus 

contrôlés et réglementés. 

Ainsi, le Code de la Santé Publique encadre leur mise sur le marché au moyen de 

dispositions s’inscrivant dans le règlement cosmétique (CE) n°1223/2009 du 

Parlement européen et du Conseil du 30 novembre 2009, entré en vigueur en 2013 et 

applicable aux 28 pays de l’Union européenne et à quatre pays de l’Association 

Européenne de Libre Echange (la Suisse, la Norvège, l’Islande et le Liechtenstein). 

Les produits cosmétiques ne sont pas soumis à une autorisation préalable de mise sur 

le marché, contrairement aux médicaments. 

En revanche, le fabricant ou le responsable de la mise sur le marché doit tout de 

même s’assurer de la sécurité de ses produits et tenir à disposition des autorités de 

contrôle nationales un dossier technique appelé DIP (Dossier d’Information sur le 

Produit cosmétique) répondant aux exigences législatives réglementaires. Selon le 

règlement cosmétique, ce dossier doit également être conservé dix ans après la mise 

sur le marché du dernier lot d’un produit cosmétique. Des listes « négatives » de 

substances interdites (annexe II du règlement cosmétique) ou règlementées (annexe 

III), et des listes « positives » de substances autorisées comme colorants (annexe IV), 

conservateurs (annexe V) et filtres ultraviolets (annexe VI) sont également prévues 

par la réglementation et mises à jour régulièrement par les instances européennes. 

La liste complète des ingrédients, selon leur dénomination INCI (International 

Nomenclature of Cosmetic Ingredients, Nomenclature internationale des ingrédients 

cosmétiques) doit figurer sur l’étiquette de chaque produit cosmétique dans l’ordre 

décroissant de leur concentration lorsque celle-ci est supérieure à 1 % du produit fini. 

Pour les ingrédients présents en concentration inférieure à 1 % du produit fini, l’ordre 

d’apparition peut être aléatoire. La nomenclature INCI a été initiée aux Etats-Unis 

dans les années 19708 et est obligatoire dans l’Union Européenne depuis 1999. Elle 

est standardisée dans tous les pays utilisant la dénomination INCI à travers le monde 

afin d’assurer une certaine transparence de produits souvent commercialisés à 

l’échelle internationale, d’autant plus qu’elle répertorie actuellement plus de 

16 000 ingrédients. 



23 

Concernant la fabrication des produits cosmétique, chaque étape doit être effectuée 

selon les BPF (Bonnes Pratiques de Fabrication) définies par la norme 

NF EN ISO 22716 créée en 2008, afin d’assurer un niveau de qualité constant et 

homogène9. En somme, une réglementation stricte et un engagement sans faille des 

fabricants sont deux facteurs complémentaires permettant de garantir une parfaite 

innocuité des produits cosmétiques ainsi que la sécurité du consommateur. 

Enfin, peu importe la formulation réalisée (crème, lotion, émulsion, etc.), la 

composition d’un produit cosmétique est toujours la même10 : tout d’abord, les 

excipients constituent la base du produit (jusqu’à 90 % de la formule) et lui 

confèrent sa texture et son aspect physique. Ils servent également à véhiculer le ou les 

principe(s) actif(s), dont la concentration totale dans la formule peut aller de 1 % 

pour des actifs synthétiques à 70 % pour des actifs naturels. Le choix des excipients 

est déterminant pour la qualité et l’efficacité des produits, d’autant plus qu’un 

excipient peut également jouer le rôle de principe actif, lorsqu’il s’agit par exemple 

d’une huile végétale riche en acides gras et vitamines. 

D’après l’article 20 du règlement européen 655/2013, lorsque des allégations 

revendiquent une certaine efficacité des actifs, elles doivent être justifiées par des 

publications ou des études. 

Ensuite, les adjuvants favorisent le rôle de l’excipient et du principe actif et ont un 

effet essentiellement sur la texture du produit. Ils sont présents en très faibles 

concentrations : ce sont par exemple les gélifiants, les agents de consistance, les 

tensio-actifs ou encore les humectants. 

Finalement, les additifs n’influencent pas les propriétés cosmétiques du produit 

(activité, texture), mais ils sont utilisés pour permettre une meilleure présentation 

(couleur, odeur…) et une meilleure conservation du produit. Ce sont par exemple les 

colorants, les parfums, ou encore les conservateurs)11. 

Cette dernière catégorie d’additifs fera l’objet dans ce travail d’une attention toute 

particulière car elle constitue la thématique principale de cette étude. Par ailleurs, la 

thématique des conservateurs en cosmétique est alimentée par de nombreux débats, 

que ce soit au sein de l’industrie cosmétique ou des consommateurs. 
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Comment les conservateurs influencent-ils la durée de vie des produits cosmétiques ? 

Quelles sont les solutions de conservation proposées aux industriels cosmétiques ? 

Tout d’abord, les conservateurs peuvent être divisés en deux grands groupes : les 

conservateurs antimicrobiens et les conservateurs antioxydants. 

1.2. Les conservateurs antimicrobiens 

Bien que les produits cosmétiques ne doivent pas être stériles, il est nécessaire de 

garantir leur intégrité et de les protéger de toute altération et contamination 

microbienne. Afin de prolonger leur durée de vie, les fabricants ont recours à 

l’utilisation de conservateurs, dont la liste positive se trouve en annexe V du 

règlement cosmétique. Au sens strict et d’après le règlement cosmétique, les agents 

conservateurs sont des substances « exclusivement ou principalement destinées à 

empêcher le développement de micro-organismes dans le produit cosmétique ». 

1.2.1. La contamination des produits cosmétiques par les micro-organismes 

De nombreux produits cosmétiques – lorsqu’il ne s’agit pas de lotions riches en 

éthanol ou de produits anhydres – sont, que ce soit lors de leur production, de leur 

utilisation ou en raison de leur composition, des cibles faciles pour les micro-

organismes tels que les bactéries ou les moisissures, qui peuvent alors proliférer dans 

un milieu qui leur est favorable. Lors des étapes de production, les cosmétiques 

peuvent être contaminés par différentes sources : les matières premières (ingrédients 

actifs, eau, agents colorants), les emballages primaires (contenants), l’atmosphère des 

locaux de production, et le personnel. Lors de leur utilisation, ils sont soumis au 

contact de la salive, des mains, de l’eau et de l’air qui sont autant de sources 

potentielles de contamination microbienne. De plus, ils sont typiquement conservés 

dans la salle de bain, qui est un endroit chaud et humide, réunissant ainsi toutes les 

conditions optimales pour la croissance microbienne. Enfin, en termes de 

formulation, ils peuvent contenir de l’eau, des acides gras, des peptides ou encore des 

hydrates de carbone et constituent ainsi un milieu favorable à la croissance 

microbienne12. 

Les micro-organismes susceptibles de contaminer les produits cosmétiques sont donc 

ceux faisant partie de notre environnement au quotidien. Il s’agit surtout de bactéries 

(par exemple Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 
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Pseudomonas aeruginosa), mais des champignons microscopiques (par exemple les 

espèces du genre Penicillium, Aspergillus, Rhizopus) et levures (par exemple 

Candida albicans, ou les espèces du genre Saccharomyces) peuvent également s’y 

retrouver. 

Par définition, un micro-organisme est un organisme vivant qui ne peut être observé 

à l’œil nu mais uniquement au moyen d’un microscope. Les bactéries sont des 

organismes unicellulaires procaryotes, c’est-à-dire que les cellules, uniques, ne 

contiennent pas de noyau. On distingue les bactéries à Gram positif et les bactéries à 

Gram négatif13. Les bactéries à Gram négatif possèdent une structure à double 

membrane, plus épaisse que celles des bactéries à Gram positif, puisqu’elle est 

constituée d’une membrane interne et d’une membrane externe, séparées par un 

espace périplasmique comportant notamment une paroi cellulaire (Figure 1). Les 

bactéries à Gram positif possèdent une membrane unique dite membrane plasmique, 

séparée de la paroi cellulaire par un espace périplasmique. La paroi cellulaire permet 

dans les deux cas le maintien de la forme et de l’équilibre osmotique des cellules et est 

essentiellement constituée de peptidoglycane. Une technique de coloration appelée 

coloration de Gram, publiée par Hans Christian Gram en 1884, assortie à une 

observation au microscope, permet de les différencier14. 

 

 

 
Figure 1 : Schéma des structures membranaires des bactéries à Gram négatif et 

positif 
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À l’inverse, les champignons microscopiques sont eucaryotes, c’est-à-dire que chaque 

cellule contient un noyau et leur structure est ainsi plus complexe. Ils se présentent 

souvent sous forme de filaments et sont donc pluricellulaires, à l’exception des 

levures qui sont des champignons unicellulaires15. La Figure 2 présente quatre 

micro-organismes parmi les plus susceptibles de contaminer les produits 

cosmétiques : Staphylococcus aureus (bactérie à Gram positif), Pseudomonas 

aeruginosa (bactérie à Gram négatif), Aspergillus brasiliensis, anciennement connu 

sous le nom de Aspergillus niger (champignon microscopique filamenteux) et 

Candida albicans (levure unicellulaire). 

 

Figure 2 : Les principaux micro-organismes responsables de la contamination des 
produits cosmétiques 

1 : Staphylococcus aureus16 ; 2 : Pseudomonas aeruginosa17 
3 : Aspergillus brasiliensis18 ; 4 : Candida albicans19 
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1.2.2. Rôle et mode d’action des conservateurs antimicrobiens 

Les conservateurs antimicrobiens sont utilisés pour pallier toute contamination ou 

prolifération microbienne. Ils sont utilisés dans les produits contenant une phase 

aqueuse et peuvent être de deux types selon les organismes visés : antibactériens 

(contre les bactéries) et antifongiques (contre les champignons microscopiques). 

Deux mécanismes d’action existent selon les conservateurs utilisés : ils peuvent soit 

tuer les micro-organismes (conservateurs bactéricides ou fongicides) ou inhiber leur 

croissance (conservateurs bactériostatiques ou fongistatiques). Un aspect très 

important de la conservation est que l’action des conservateurs se fait toujours sur les 

cellules microbiennes uniquement, et non sur les cellules humaines. Ceci est dû à la 

différence de structure entre les deux types de cellules. Par ailleurs, l’action des 

conservateurs se fait à travers de nombreux points d’attaque. Concernant le mode 

d’action des conservateurs sur les cellules microbiennes, celui-ci varie selon le type de 

conservateur. 

En effet, les conservateurs peuvent agir en dénaturant les protéines situées au niveau 

de la paroi cellulaire bactérienne, sur les membranes, la synthèse des protéines ou 

encore en altérant les systèmes enzymatiques et en dénaturant les acides nucléiques 

pour modifier le système de reproduction des cellules eucaryotes20. Cela affecte 

directement le transport et la production d’énergie. Plus spécifiquement, les 

parabènes, qui sont les conservateurs les plus utilisés durant de nombreuses années, 

qui seront présentés plus en détails un peu plus loin, perturbent le potentiel 

électrique de la membrane pour bloquer la production d’énergie et le transport de 

nutriments essentiels à la survie de la bactérie21. 

Finalement, selon la dose incorporée, l’action des conservateurs est plus ou moins 

importante et peut aller d’une simple inhibition de la croissance microbienne à une 

destruction irréversible des micro-organismes. 
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1.2.3. Les conservateurs autorisés 

L’annexe V du règlement cosmétique européen 1229/2009 (Annexe 1) cite une 

cinquantaine de conservateurs, tous synthétiques, autorisés dans les produits 

cosmétiques. Les plus notoires d’entre eux sont les esters de l’acide 4-

hydroxybenzoïque, plus connus sous le nom de parabènes, ou parabens 

(parahydroxybenzoates), qui ont longtemps été à la tête des conservateurs les plus 

utilisés, puisqu’encore en 2010, on les retrouvait dans près de 80 % des produits 

cosmétiques. 

Quatre d’entre eux sont autorisés en cosmétique (Figure 3) : les esters méthylique 

(méthylparabène, Methylparaben), éthylique (éthylparabène, Ethylparaben), 

propylique (propylparabène, Propylparaben) et butylique (butylparabène, 

Butylparaben) de l’acide 4-hydroxybenzoïque, les méthyl- et propylparabène étant 

les plus utilisés. Malgré leur efficacité, leur utilisation est de moins en moins 

importante, et ce depuis la controverse née suite à la publication d’une étude du 

Dr. Philippa Darbre, selon laquelle des recherches effectuées à l’université de Reading 

au Royaume-Uni auraient permis de mettre en évidence la présence de parabènes 

dans des tumeurs issues de cancers du sein en raison d’un effet œstrogénique22. Les 

parabènes sont suspectés de présenter un effet œstrogénique23, ou des effets négatifs 

sur la fertilité masculine lors d’une exposition durant l’enfance24. 

Bien qu’aucune de ces études n’ait réellement confirmé ces recherches préliminaires 

et qu’aucun lien direct n’ait pu être établi entre la présence de parabènes dans un 

produit cosmétique et le développement de tumeurs cancéreuses, la forte 

médiatisation de ces travaux a conduit à un rejet massif par les consommateurs des 

produits contenant des parabènes. Pour les industriels cosmétiques, cela pose 

problème puisque ces conservateurs étaient utilisés dans toutes les formulations eau-

huile, et sont efficaces à très faible concentration (0,4 % pour un ester seul et 0,8 % 

en mélange). Souvent utilisés en mélange pour leur effet de synergie et afin de 

garantir un large spectre d’activité antimicrobienne, ils ont représenté une solution à 

faible coût pour les fabricants, qui se sont vus, de plus en plus, obligés de se tourner 

vers d’autres alternatives afin de répondre aux exigences des consommateurs. 
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Figure 3 : L’acide 4-hydroxybenzoïque et ses esters : les parabènes 

Comment les industriels résolvent-ils alors le « problème » des parabènes ? Quelles 

alternatives sont utilisées afin de rassurer les consommateurs ? 

En fait, une simple diminution de la concentration de parabènes dans les 

formulations n’est pas satisfaisante du point de vue des consommateurs. Par 

conséquent, le principe de précaution étant de rigueur, les fabricants préfèrent 

utiliser un des nombreux conservateurs de synthèse alternatifs, en remplacement ou 

en complément des parabènes. La Figure 4 présente les formules chimiques des 

autres conservateurs synthétiques les plus fréquemment retrouvés sur la liste des 

ingrédients des produits cosmétiques. 
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Figure 4 : Exemples d’alternatives de synthèse aux parabènes : 
Nom de la molécule 

(Dénomination INCI) 
Numéro CAS (concentration maximale autorisée) 

1 d’un mélange dans un rapport 3:1 de chloro-5- méthyl-2- isothiazoline-4-one-3 et méthyl-2- 
isothiazoline-4-one-3 

2 en aldéhyde formique   3 acide 
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En revanche, ces alternatives synthétiques aux parabènes ne sont pas forcément plus 

sécurisantes ou plus inoffensives. Voici quelques exemples de conservateurs qui sont, 

eux aussi, fortement controversés : 

- Le phénoxyéthanol : il fait partie de la famille des éthers de glycol. Un rapport de 

l’Association Nationale de la Sécurité du Médicament et des produits de santé 

(ANSM), publié en mai 2012, lui attribue de potentiels effets reprotoxiques et 

hépatotoxiques, en plus d’être potentiellement responsable de l’apparition d’eczéma 

et d’urticaire. Les bébés et jeunes enfants ayant un seuil de tolérance moins élevé, 

l’ANSM préconise, concernant les enfants de moins de 3 ans, d’éviter toute utilisation 

de phénoxyéthanol dans les produits cosmétiques destinés au siège et de réduire la 

concentration en phénoxyéthanol à 0,4 % au lieu d’1,0 % dans tous les autres types 

de produits25. 

- Le triclosan : souvent présent dans les dentifrices et dans certains savons, il est 

également accusé d’être un perturbateur endocrinien, avec notamment une activité 

anti-androgène23,26. Bien que la Food and Drug Administration (FDA, Agence 

américaine des produits alimentaires et médicamenteux) l’ait partiellement interdit 

aux États-Unis en octobre 2016, il est toujours autorisé en Europe. Il est néanmoins 

interdit dans les produits de rasage depuis le 30 octobre 2014, et sa concentration est 

limitée à 0,2 % dans les bains de bouche. 

- La méthylisothiazolinone (MIT) : elle est connue pour son fort pouvoir allergisant, 

même utilisée à très faible concentration (0,01 %). Ainsi, un rapport publié en 

décembre 2015 par le Comité Scientifique pour la Sécurité des Consommateurs 

(CSSC) de la Commission Européenne recommande une utilisation de 0,0015 % pour 

les produits à rincer, et ne considère pas comme sûre la concentration autorisée de 

0,01 % pour les produits sans rinçage en raison des risques de développement 

d’allergies de contact par les consommateurs27. 

- Le formaldéhyde : gaz également connu sous le nom de formol lorsqu’il est sous 

forme de solution aqueuse, il a longtemps été utilisé pour ses propriétés 

conservatrices. En revanche, il est nocif par inhalation et classé 1B selon la 

classification CMR (Cancérogène, Mutagène, Reprotoxique), ce qui représente un 
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risque CMR présumé pour l’homme. Malgré tout, son utilisation est autorisée dans 

les produits pour ongles, et plus spécifiquement les durcissants pour ongles. Par 

ailleurs, il est également connu comme étant l’allergène cosmétique le plus fréquent 

en raison de son fort pouvoir irritant28. 

En outre, des substances libérant du formaldéhyde sont autorisées par la liste 

positive des conservateurs, notamment la diméthylhydantoïne, la diazolidinyl urée 

ou encore le Quaternium-15. Toujours selon l’annexe V du règlement cosmétique, 

« tous les produits finis contenant du formaldéhyde ou des substances de la présente 

annexe et libérant du formaldéhyde doivent reprendre obligatoirement sur 

l'étiquetage la mention «Contient: Formaldehyde» dans la mesure où la 

concentration en formaldéhyde dans le produit fini dépasse 0,05 %». Cette mesure se 

veut rassurante pour le consommateur, qui est assuré d’utiliser des produits en toute 

transparence puisqu’il sait ce qu’ils contiennent. 

En résumé, les conservateurs synthétiques, bien que souvent appréciés par les 

fabricants pour leur faible coût et leur efficacité à faible concentration, présentent un 

risque lié à leurs potentiels effets secondaires, et n’en sont donc pas moins 

inoffensifs. Même si les concentrations fixées par la réglementation sont considérées 

comme sûres car en-deçà du seuil de toxicité, l’effet à long terme de ces produits est 

souvent trop peu connu et, par conséquent, imprévisible. 

En effet, la dose maximale autorisée en conservateurs est très variable, et se situe 

entre 0,004 % pour le chlorure d’argent et 2,5 % pour l’acide benzoïque. Les 

fabricants choisissent généralement d’utiliser un mélange de conservateurs en 

concentrations faibles afin d’obtenir une efficacité maximale tout en couvrant un 

large spectre microbien. Leur dosage est également plus ou moins important selon 

les risques de contamination. En effet, un produit contenant peu d’éléments nutritifs 

pour les micro-organismes ne nécessitera qu’une faible dose de conservateur, et vice-

versa. De la même manière, un produit anhydre ou formulé avec une concentration 

suffisante en alcool éthylique (Dénomination INCI : Alcohol denat. ou Alcohol), 

généralement de l’ordre de 10 à 15 %, ne nécessitera pas ou peu de conservation 

supplémentaire.
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En plus de prévenir les risques de contamination microbienne par l’ajout de 

conservateurs, les fabricants doivent également pallier les risques de dégradation des 

produits cosmétiques contenant des corps gras, très sensibles à l’oxydation. Ils ont 

alors recours à des agents antioxydants permettant de protéger ces corps gras. Cette 

catégorie de conservateurs n’est cependant pas réglementée de manière spécifique 

en-dehors du règlement cosmétique. Quels antioxydants sont utilisés en cosmétique 

et comment agissent-ils ? 

1.3. Les conservateurs antioxydants 

Tout d’abord, qu’est-ce que l’oxydation ? Pourquoi les produits cosmétiques y sont-

ils sensibles ? 

1.3.1. L’oxydation en cosmétique : introduction et définitions 

De manière générale, l’oxydation correspond à une réaction chimique 

d’oxydoréduction, par exemple de type radicalaire lorsqu’elle se produit en présence 

de radicaux libres, espèces chimiques hautement réactives et instables du fait de la 

présence d’un ou plusieurs électrons non appariés. Ces espèces cherchent à se 

stabiliser en prenant un ou plusieurs électrons à une substance voisine. La substance 

perdant un électron se retrouve oxydée, et le radical libre gagnant un électron s’en 

trouve réduit. 

Les radicaux libres peuvent être oxygénés sous forme de ROS (Reactive Oxygen 

Species, espèces réactives de l’oxygène) ou azotés sous forme de RNS (Reactive 

Nitrogen Species, espèces réactives de l’azote). Ces composés sont présents 

naturellement dans notre organisme et impliqués dans de nombreux processus, 

physiologiques ou pathologiques29. Par exemple, certains radicaux libres permettent 

un bon fonctionnement du système immunitaire. Un organisme sain est capable de 

contrôler leur présence afin qu’ils participent à la réponse immunitaire apportée par 

les leucocytes à une infection bactérienne ou virale. En revanche, présents en excès, 

ils sont responsables de réactions pro-oxydantes engendrant des phénomènes 

inflammatoires. 
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En cosmétique, les radicaux libres sont souvent générés par l’influence de sources 

exogènes, qui agissent comme catalyseurs des réactions d’oxydation. On peut citer 

notamment l’oxygène, la température, les rayons UV, ou encore certains métaux et 

enzymes. D’autres radiations comme les rayons X et gamma, ou encore les produits 

chimiques réagissant pour former des peroxydes (par exemple l’eau oxygénée) ou des 

superoxydes (par exemple les quinones), tout comme ceux métabolisés en radicaux 

(par exemple les phénols) ou ceux qui génèrent du fer (par exemple la ferritine) 

peuvent également être sources de radicaux libres. 

Dans les produits cosmétiques, ce sont les corps gras qui sont les plus sensibles à 

l’oxydation. Ils proviennent par exemple d’huiles végétales, cires et phospholipides 

d’origine naturelle. Lorsqu’ils ne se trouvent plus dans leur environnement d’origine, 

c’est-à-dire les cellules végétales, ils ne sont plus protégés contre les altérations telles 

que l’oxydation ou la lipolyse (la dégradation par des enzymes telles que la lipase). 

L’oxydation est la principale cause de dégradation des acides gras insaturés dans les 

produits cosmétiques. 

La réaction classique d’oxydation se déroule en trois étapes30 (Figure 5) : 

l’initiation, la propagation et la terminaison. Au cours de l’initiation, des radicaux 

libres sont générés. Ensuite, au cours de la propagation, se forment tout d’abord des 

peroxydes, qui sont des composés primaires d’oxydation évoluant ensuite en 

composés secondaires d’oxydation, par exemple des composés aldéhydiques 

responsables de l’apparition du phénomène de rancissement. Des fonctions oxydées 

apparaissent enfin, et le stade de rancissement est alors avancé et perceptible au 

niveau olfactif et visuel. Le stade de terminaison, quant à lui, correspond à la 

formation de produits non radicalaires mais il est rarement atteint dans les produits 

cosmétiques en raison de la faible durée de vie des produits oxydés. 
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Figure 5 : Le mécanisme général de l’oxydation 
Exemple de la peroxydation lipidique (L· : radical lipidique) 

Dans les produits cosmétiques, le rancissement oxydatif des acides gras est plus 

spécifiquement une peroxydation lipidique, et se produit de manière spontanée 

(autoxydation) en présence d’oxygène atmosphérique31. Ce phénomène conduit non 

seulement au rancissement des acides gras oxydés, mais également à la formation de 

peroxydes et d’aldéhydes pouvant présenter une toxicité pour la peau. 

La nature des acides gras contenus par les corps gras influence fortement leur 

sensibilité à l’oxydation. En effet, en-dehors de leur chaîne carbonée plus ou moins 

longue et de leur fonction carboxylique, les acides gras peuvent contenir une ou 

plusieurs doubles liaisons, ou aucune. La ou les double(s) liaison(s) portée(s) par les 

acides gras monoinsaturés (AGMI, par exemple l’acide oléique) ou polyinsaturés 

(AGPI, par exemple l’acide linoléique ou l’acide linolénique) constitue(nt) des sites 

réactionnels favorisant les phénomènes d’oxydation (Figure 6). 

Ainsi, les acides gras insaturés, qu’ils soient sous forme libre ou sous forme d’esters 

(triglycérides), sont les composés les plus sensibles à l’oxydation. À l’inverse, les 

acides gras saturés tels que l’acide stéarique ou l’acide palmitique, ne portant aucune 

double liaison, sont beaucoup plus stables. En revanche, plus l’insaturation d’un 

composé est importante, plus son oxydation sera rapide. Les dommages engendrés 

par ce phénomène se repèrent facilement : par exemple, sur une huile végétale, le 

rancissement est caractéristique et identifiable essentiellement par la dégradation 
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des propriétés organoleptiques des corps gras oxydés et parfois, par un changement 

de couleur. 

 

Figure 6 : Exemples d’acides gras utilisés en cosmétique 

Plus particulièrement, quelle est l’importance des agents antioxydants dans les 

produits cosmétiques et par quels mécanismes permettent-ils de s’opposer à 

l’oxydation ? De même, quels sont les antioxydants les plus fréquemment utilisés en 

cosmétique ? 
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1.3.2. Rôle, mode d’action et exemples d’antioxydants 

De manière générale, un antioxydant est une substance qui retarde, prévient ou 

empêche les dommages oxydatifs causés sur une molécule cible32. 

En cosmétique, des antioxydants sont incorporés dans les produits pour deux 

raisons : en tant qu’additifs, ils permettent d’empêcher le rancissement des 

ingrédients sensibles à l’oxydation, principalement les acides gras, huiles, et cires, 

mais également certains surfactants, parfums ou certaines vitamines liposolubles, et 

ainsi de prévenir la dégradation du produit. En outre, ils permettent de protéger les 

antioxydants présents en tant qu’actifs. En effet, ces derniers doivent demeurer 

intacts jusqu’à l’application du produit cosmétique, et permettent alors de protéger 

les cellules de la peau de ce même stress oxydatif, et ainsi de retarder le 

vieillissement de la peau. Il est donc primordial que les actifs soient intacts jusqu’à 

l’utilisation du produit, et que la phase huileuse, si elle est présente dans le produit, 

ne soit pas dégradée. Cela explique la nécessité d’incorporer des agents antioxydants 

dans les produits cosmétiques qui pourraient être sensibles à l’oxydation. Il est à 

noter que les réactions d’oxydation conduisant au rancissement des produits 

cosmétiques ne peuvent pas être totalement supprimées puisque cela signifierait une 

absence totale d’oxygène, mais elles sont simplement retardées pour permettre 

l’intégrité du produit pendant la durée d’utilisation recommandée par le fabricant. 

Les antioxydants utilisés sont eux-mêmes sensibles à l’oxydation, et permettent ainsi 

de stopper les réactions d’oxydation en neutralisant les radicaux libres qui en sont 

responsables. En effet, les antioxydants ont la capacité de donner un ou plusieurs 

électrons aux radicaux instables, ce qui permet de les rendre stables et donc 

« inoffensifs », et par conséquent de protéger les molécules voisines qui seraient 

sensibles à l’oxydation. 

Bien que les mécanismes d’action des antioxydants soient variés, il existe deux 

grands types d’antioxydants : les antioxydants primaires, ou « chain breaking », et 

les antioxydants secondaires ou préventifs31,33. Les antioxydants primaires agissent 

au niveau de la propagation en interrompant les réactions en chaîne provoquées par 

les espèces radicalaires, c’est pourquoi on les appelle également antioxydants 



38 

antiradicalaires. Ainsi, ils s’oxydent en lieu et place des acides gras, et se stabilisent 

sous une forme non-radicalaire (Figure 7). Ces antioxydants sont tous des 

molécules possédant une fonction hydroxy X-H avec un hydrogène H labile. On 

retrouve par exemple dans cette catégorie les antioxydants synthétiques les plus 

connus tels que le BHT (Butyl hydroxytoluène), le BHA (Butyl hydroxyanisole), la 

TBHQ (Tert-Butylhydroquinone) ou encore les esters de l’acide gallique, également 

appelés gallates, dont le plus connu est le gallate de propyle. 

 

Figure 7 : Mécanisme d’action d’un antioxydant primaire 

Les antioxydants secondaires, quant à eux, s’opposent à l’oxydation des lipides dès 

l’initiation, et plus particulièrement à la formation des espèces radicalaires 

initiatrices de la peroxydation lipidique. Ils agissent en synergie avec les antioxydants 

primaires, ce qui permet de prolonger la durée de vie de ces derniers. C’est le cas 

notamment de l’acide ascorbique ou vitamine C ou du palmitate d’ascorbyle, forme 

liposoluble de la vitamine C, qui agissent comme séquestrants d’oxygène. 

Il existe également des antioxydants secondaires chélateurs de métaux, permettant le 

piégeage des métaux prooxydants comme le fer ou le cuivre, par exemple l’EDTA 

(acide éthylène diamine tétraacétique), l’acide citrique, l’acide phytique ou encore le 

gluconate de sodium. Ces chélateurs, en fixant les cations métalliques libres pour 

créer des complexes stables, empêchent les ions métalliques de se fixer sur les 

ingrédients sensibles et de provoquer leur oxydation Leur action est donc indirecte, 

mais permet de compléter l’activité des autres agents antioxydants présents. Il existe 

également des antioxydants secondaires à rôle spécifique, permettant une action sur 

l’oxygène. Les carotènes, par exemple, possèdent la capacité de piéger l’oxygène 

singulet intervenant dans le cas d’une oxydation induite par la lumière et joue ainsi 

un rôle protecteur en présence de rayons ultra-violets. 
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Les antioxydants les plus courants parmi ces deux types d’antioxydants sont 

présentés dans la Figure 8. 

Souvent, les antioxydants sont associés dans les formules cosmétiques afin de 

maximiser l’effet synergique et de prolonger au maximum la durée de vie du produit. 

Il est important de considérer différents paramètres tels que leur présentation 

(liquide, poudre), leur solubilité (hydrosolubilité ou liposolubilité) ou leur stabilité 

thermique afin d’assurer une intégrité et une homogénéité parfaite de tous types de 

formulations. 

Au niveau réglementaire, il n’existe pas de données spécifiques aux antioxydants en 

cosmétique. Ils sont pourtant nombreux, et d’origine synthétique, ou naturelle. Les 

industriels se basent alors souvent sur la réglementation agro-alimentaire, 

notamment en raison de l’existence de concentrations maximales d’utilisation pour 

les antioxydants synthétiques tels le BHA, le BHT et les gallates, et d’une 

recommandation quantum satis (« en quantité suffisante ») pour d’autres 

antioxydants tels que les tocophérols, l’acide ascorbique ou encore l’acide citrique. 

Une bonne connaissance des matières premières incorporées aux formulations 

cosmétiques est alors indispensable pour adapter l’antioxydant qui sera 

éventuellement incorporé et sa concentration, qui est généralement de l’ordre de 

0,02 à 0,05 %34. 
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Figure 8 : Exemples d’antioxydants couramment utilisés en cosmétique 
Nom de la molécule 

(Dénomination INCI) 
Numéro CAS 
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De plus, outre l’utilisation d’agents antioxydants, une application rigoureuse des 

bonnes pratiques de fabrication permet également de contribuer à l’allongement de 

la durée de vie des produits cosmétiques. Il est ainsi essentiel pour les fabricants de 

garantir un environnement pauvre en oxygène, à température contrôlée, à l’abri de la 

lumière. Au niveau de la formulation des produits, il est également judicieux de 

veiller à limiter la présence de pigments comme la chlorophylle issue d’extraits 

végétaux, ou d’enzymes comme la lipase. Enfin, pour limiter l’action des catalyseurs 

exogènes, notamment métalliques, des précautions sont à apporter au niveau du 

conditionnement : par exemple, les fabricants doivent veiller à limiter l’utilisation de 

métaux pro-oxydants comme le cuivre ou le fer, ou à protéger les produits de tout 

contact avec ces métaux. 

1.3.3. Les controverses liées aux antioxydants de synthèse 

Les antioxydants de synthèse sont souvent préférés à leurs alternatives naturelles en 

raison de leur moindre coût et de leur facilité d’utilisation. Néanmoins, la question 

de leur innocuité, tout comme celle des conservateurs antimicrobiens de synthèse, 

est régulièrement soulevée par de nombreuses études scientifiques. Le BHA, par 

exemple, figure dans un rapport publié par le programme national de toxicologie 

(National Toxicology Program) des Etats-Unis et y est répertorié comme substance 

potentiellement cancérigène35. Le centre international de recherche contre le cancer 

classe également le BHA comme étant potentiellement cancérigène, et le BHT 

comme substance dont l’innocuité ne peut être démontrée34. Par ailleurs, le BHA a 

fait l’objet d’études lui attribuant des effets endocriniens36. La TBHQ est étroitement 

liée au BHA puisqu’elle est métabolisée en BHA. Enfin, le BHA, le BHT et les gallates 

seraient également responsables d’allergies cutanées. De plus, il est à noter que 

l’utilisation du BHA est interdite dans les parfums34. 

En résumé, les agents synthétiques incorporés dans les produits cosmétiques, qu’ils 

soient à visée antimicrobienne ou antioxydante, suscitent de vives polémiques car 

leurs effets à long terme et surtout à forte concentration sur l’organisme humain sont 

peu ou pas du tout connus. Les fabricants se tournent de plus en plus vers des 

alternatives. Quelles sont-elles, et quels sont leurs avantages et leurs inconvénients ? 
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1.4. Les alternatives naturelles aux conservateurs synthétiques 

Dans l’optique de rassurer le consommateur, souvent dubitatif face à la composition 

rarement transparente des produits cosmétiques, les fabricants ont recours à des 

ingrédients d’origine naturelle, qui peuvent être de différents types. Il peut s’agir par 

exemple d’extraits végétaux (huiles essentielles ou extraits obtenus par solvants) à la 

composition complexe, ou encore de composés purs. 

1.4.1. Les huiles essentielles 

Les huiles essentielles possèdent leur propre norme AFNOR (NF ISO 4720) depuis 

octobre 2009, dans laquelle leur nomenclature est clairement définie. Il s’agit plus 

particulièrement d’une « liste des noms botaniques de plantes utilisées pour la 

production des huiles essentielles, avec les noms communs des huiles essentielles en 

anglais et en français »37. 

Les huiles essentielles sont des extraits obtenus par hydrodistillation ou 

entraînement à la vapeur d’eau, à partir d’organes végétaux (par exemple les feuilles, 

les graines, les racines, les fleurs ou encore les fruits), mécaniquement par expression 

dans le cas de péricarpes de fruits tels les Citrus, ou encore par distillation sèche 

(pyrogénation) dans le cas de matières premières telles les écorces ou le bois (par 

exemple le cade). Le point commun de toutes ces méthodes est qu’elles ne 

nécessitent aucune utilisation de solvants ou produits chimiques. Les parties 

végétales mises en œuvre pour l’obtention des huiles essentielles peuvent être 

fraîches ou sèches. L’hydrodistillation et l’entraînement à la vapeur d’eau sont des 

méthodes ancestrales et aujourd’hui encore les plus courantes, en particulier au 

niveau industriel. Des procédés plus modernes tels que la distillation sous vide, la 

turbodistillation, la distillation continue ou encore la distillation assistée par micro-

ondes ont également vu le jour. 

En-dehors de celles obtenues par expression, les huiles essentielles sont constituées 

de substances volatiles, souvent odorantes, dont certaines sont connues pour leur 

fort potentiel allergène. Une liste initialement constituée de 26 substances 

considérées comme potentiellement allergènes, établie en 1999, a été publiée dans le 

7ème amendement de la directive cosmétique (76/768/CEE), sous le numéro 
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2003/15/CE. Ainsi, depuis 2005, ces 26 substances possédant notamment des 

propriétés parfumantes ou aromatisantes, dont seize sont potentiellement présentes 

à l’état naturel et peuvent donc se retrouver dans les huiles essentielles, doivent 

figurer dans la liste des ingrédients cosmétiques dès que leur concentration est 

supérieure à 0,001 % dans les produits non rincés (par exemple les crèmes), et 

0,01 % dans les produits rincés (par exemple les shampooings)38. Cette liste, qui a 

depuis été révisée par le Comité Scientifique pour la Sécurité des Consommateurs 

(CSSC), contient aujourd’hui 82 substances considérées comme « allergènes de 

contact établis chez les humains » et pourrait provoquer un durcissement de la 

réglementation concernant les allergènes dans les prochains temps. 

De telles données accompagnées de recommandations précises permettent aux 

fabricants d’indiquer les allergènes connus de manière transparente et aux 

consommateurs de s’y retrouver. Malgré un pouvoir allergisant connu, les huiles 

essentielles sont souvent utilisées comme alternatives aux agents antimicrobiens ou 

antioxydants de synthèse, seules ou en mélange, puisque de très nombreuses études 

confirment leur efficacité antimicrobienne et antioxydante. 

1.4.2. Les extraits naturels obtenus à l’aide de solvants 

D’autres extraits naturels peuvent être obtenus à l’aide de solvants aqueux ou 

organiques. Le principe de base pour l’obtention d’un extrait végétal est une 

extraction solide/liquide. Au contact d’un solvant ou d’un mélange de solvants, les 

constituants solubles sont séparés de la partie végétale (feuilles, branches, racines, 

plante entière…), entière ou broyée. L’extrait obtenu est ensuite généralement filtré, 

puis concentré sous vide afin d’obtenir un extrait brut, souvent de couleur foncée et 

de texture pâteuse. De nombreux paramètres peuvent être définis et ajustés dans la 

méthode d’extraction choisie, comme par exemple la durée d’extraction, la 

température d’extraction, le recours à une agitation mécanique ou magnétique, mais 

les techniques d’extraction peuvent également faire appel à des technologies 

d’assistance plus modernes telles que la mise en œuvre d’une haute pression, ou 

encore l’application d’ultrasons ou l’extraction par micro-ondes. 
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En phytochimie et en chimie analytique, les recherches se basant souvent sur des 

utilisations ancestrales et des savoirs populaires tenant compte de la dimension 

ethnopharmacologique, l’objectif est très souvent de maintenir ces traditions, et 

d’améliorer les procédés existants en obtenant de meilleurs rendements, avec une 

extraction optimisée en termes de temps, de coût et d’empreinte environnementale. 

Des outils très sophistiqués comme l’extraction au dioxyde de carbone supercritique 

ou à l’eau subcritique ont été développés, permettant, dans des conditions 

spécifiques de température et de pression, d’obtenir de très bons résultats en limitant 

l’utilisation de solvants souvent polluants, et de s’inscrire ainsi dans une optique de 

chimie durable. 

1.4.3. Les huiles végétales 

Les huiles végétales sont un autre type d’extraits très fréquemment utilisés dans les 

produits cosmétiques, dès lors que ces derniers sont constitués d’une phase huileuse. 

Elles peuvent être incorporées en tant que simple support de formulation, mais 

souvent, elles constituent des actifs à part entière. En effet, traditionnellement 

obtenues grâce à la pression mécanique de graines ou de fruits oléagineux, elles sont 

constituées d’acides gras et sont donc plus ou moins sensibles à l’oxydation en 

fonction de la nature de ces acides gras. Leur qualité est également directement 

influencée par le procédé de pression. Ainsi, une huile de qualité vierge est issue 

d’une pression dite « à froid », réalisée à température ambiante. En revanche, afin 

d’obtenir un meilleur rendement au niveau industriel, les huiles sont souvent 

obtenues par pression sous chauffage, ce qui implique un raffinement ultérieur afin 

de les débarrasser de leurs impuretés et les rendre commercialisables, parfois au 

détriment de leur qualité. 

1.4.4. Intérêt des alternatives issues du monde végétal 

Le monde végétal constitue une source inépuisable de ressources naturelles grâce au 

métabolisme secondaire permettant aux végétaux de synthétiser des métabolites leur 

assurant la survie et leur permettant une adaptation à leur environnement. Cela se 

traduit par exemple par la production de pigments conférant une couleur aux pétales 

afin d’attirer les insectes et oiseaux pollinisateurs, ou de toxines permettant 
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d’éloigner les prédateurs. Cette richesse métabolique connaît des applications dans 

tous les domaines, de la médecine à la cosmétique en passant par l’industrie textile. 

D’abord empiriques, les savoirs populaires trouvent, de plus en plus, une explication 

rationnelle grâce aux études ethnopharmacologiques et phytochimiques. Le ginseng 

(Panax ginseng), par exemple, est une racine utilisée depuis des siècles pour le bien-

être et tonus général. Des études ont confirmé son pouvoir adaptogène, permettant à 

l’organisme humain une meilleure résistance au stress, grâce à la présence de 

ginsénosides. Ainsi, des remèdes à de très nombreux maux peuvent être trouvés dans 

la nature. Cela vaut également pour des maladies plus graves, puisque de nombreux 

anticancéreux ont été identifiés dans des ressources naturelles. 

En 2007, 60% des anticancéreux utilisés étaient d’origine naturelle39. La pervenche 

de Madagascar, Catharantus roseus, pour ne citer qu’elle, produit des métabolites 

secondaires de la famille des alcaloïdes, dont la vinblastine et la vincristine, qui, bien 

que présentes en faible quantité dans leur plante d’origine, ont donné lieu à deux 

anticancéreux majeurs dans le traitement des lymphomes et leucémies. Elles sont 

aujourd’hui obtenues par hémisynthèse à partir d’autres alcaloïdes à la structure 

moins complexe qui sont également leurs précurseurs naturels, présents en plus 

grandes quantités dans la plante : la catharantine et la vindoline. Un analogue 

synthétique de la vinblastine, la vinorelbine, a également été développé à partir de 

ces deux précurseurs et est utilisé dans le traitement du cancer du sein et du cancer 

du poumon à petites cellules. 

De la même façon, pour se défendre contre les agents pathogènes rencontrés dans 

leur environnement, ou en réponse au stress oxydatif provoqué par la lumière du 

soleil et l’oxygène de l’air, les végétaux sont capables de produire des composés 

naturellement antimicrobiens et/ou antioxydants. Les molécules responsables de ces 

propriétés agissent souvent de manière synergique et peuvent se retrouver soit dans 

les huiles essentielles, lorsque la plante en produit (composés volatils), ou dans 

d’autres parties de plantes, lorsque ce sont des composés non volatils. 
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Parmi les familles de molécules responsables des activités antimicrobienne et 

antioxydante, on retrouve notamment les polyphénols (flavonoïdes, flavanols, 

stilbènes), les terpénoïdes (caroténoïdes, stérols)40. 

Souvent, des mélanges d’extraits de plantes sont incorporés dans les produits 

cosmétiques afin d’assurer une activité antimicrobienne ou antioxydante suffisante. 

Certains composés sont également commercialisés sous leur forme pure, par exemple 

l’acide rosmarinique, le resvératrol, le tocophérol ou l’acide benzoïque, et sont 

directement ajoutés aux formules. Le choix de l’extrait ou du composé actif incorporé 

joue un rôle déterminant. Il est en effet essentiel de déterminer et confirmer leur 

activité en tenant compte de la stabilité des composés actifs et des possibles 

interactions (synergiques ou antagonistes) entre les différents composés, notamment 

dans le cas d’extraits, dont la complexité implique que de nombreux composés ne 

participent pas à l’activité recherchée et peuvent ainsi limiter l’effet initialement 

recherché40. 

Il n’existe pas de réglementation concernant l’utilisation d’alternatives naturelles 

pour assurer la conservation des produits cosmétiques. Ne faisant pas partie de la 

liste positive des conservateurs autorisés, ces solutions alternatives de conservation 

ne peuvent pas être revendiquées et étiquetées comme telles. Souvent, ce sont les 

homologues naturels des conservateurs de synthèse autorisés qui sont utilisés, par 

exemple l’écorce de saule (Salix alba) contenant de l’acide salicylique ou encore les 

baies du sorbier (Sorbus aucuparia) contenant de l’acide sorbique. 

Concernant les agents antioxydants, on trouve également de nombreuses ressources 

naturelles contenant des agents antioxydants communément utilisés tels que les 

carotènes (par exemple le β-carotène présent dans la carotte, Daucus carota) ou 

l’acide ascorbique (présent dans le cynorrhodon, fruit de l’églantier, Rosa rugosa)40. 

Quelques exemples de ressources végétales connues pour leurs propriétés 

antimicrobiennes et antioxydantes ainsi que leurs composés majoritaires ou 

composés actifs sont présentés dans le Tableau 1. 
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Tableau 1 : Exemples de ressources naturelles aux propriétés antimicrobiennes et antioxydantes 
HE : huile essentielle ; E : extrait ; HV : huile végétale 

Nom de l’extrait 
Nom scientifique Propriétés 

Composés majoritaires 
(HE) 

Molécules actives (E, HV) 
Famille chimique Référence(s) 

Origan (HE) 
Origanum spp. Antimicrobiennes Carvacrol, thymol, γ-terpinène, 

p-cimène, linalol 
Terpénoïdes 2,41 

Thym (HE) 
Thymus spp. Antimicrobiennes Thymol, p-cimène, γ-terpinène, 

carvacrol, géraniol 
Terpénoïdes 2,41 

Cannelle (HE) 
Cinnamomum spp. Antimicrobiennes Aldéhyde cinnamique Phénylpropanoïdes 2,41 

Clou de girofle (HE) 
Syzygium aromaticum Antimicrobiennes Eugénol Propénylphénols 2,41 

Thé vert (E) 
Camellia sinensis Antioxydantes Acide gallique, catéchine, 

épigallocatéchine 
Polyphénols 2 

Romarin (HE) 
Rosmarinus officinalis Antioxydantes 1, 8-cinéole, α-pinène, acétate 

de bornyle, camphre 
Terpénoïdes et dérivés 

Cétones 
2,41 

Romarin (E) 
Rosmarinus officinalis Antioxydantes Acide rosmarinique Polyphénols 2,41 

Curcuma (E) 
Curcuma longa Antioxydantes Curcumine Polyphénols 2,40 

Germe de blé (HV) 
Triticum aestivum Antioxydantes 

Tocophérols 
Acide linoléique, acide 

linolénique 

Tocophérols 
Acides gras insaturés 

2 

Tournesol (HV) 
Helianthus annuus Antioxydantes α-tocophérol 

Acide linoléique 
Tocophérols 

Acides gras insaturés 
2 
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Il est à noter que des ingrédients actifs utilisés pour leurs propriétés anti-

vieillissement ou antiseptiques peuvent jouer le double rôle d’actif et de conservateur 

sans pour autant que ce rôle de conservateur soit revendiqué. Au niveau marketing, 

de tels produits pourront être étiquetés « sans conservateurs », puisque ceux-ci 

n’apparaîtront pas de manière explicite dans la liste des ingrédients. 

Pour déterminer l’activité antimicrobienne ou antioxydante d’un produit naturel, de 

nombreuses méthodes existent et certaines parmi les plus importantes sont 

présentées ci-dessous. De même, il existe des méthodes pour vérifier l’efficacité d’un 

système conservateur dans les formules cosmétiques, ou la stabilité à l’oxydation des 

huiles entrant dans la composition d’un produit cosmétique. 

1.5. Méthodes d’évaluation de l’activité antimicrobienne et antioxydante 

de produits naturels et de la conservation des produits cosmétiques 

1.5.1. Évaluation de l’activité antimicrobienne 

De manière générale, trois méthodes principales sont mises en œuvre pour l’analyse 

de l’activité antimicrobienne de produits naturels. Les plus connues sont les 

méthodes de diffusion et de dilution, mais une troisième méthode dite 

« bioautographique » est également couramment utilisée42. 

Toutes ces méthodes sont relativement faciles à mettre en œuvre sur le plan 

technique. En revanche, elles sont difficiles à uniformiser en raison de l’influence de 

plusieurs paramètres, notamment la composition du milieu de culture, le pH du 

milieu ou encore la méthode d’extraction du matériel végétal. Il est très difficile de 

contrôler la totalité de ces paramètres, c’est pourquoi il n’existe aucune méthode 

parfaitement standardisée. 

Les méthodes de diffusion sont mises en œuvre dans un milieu solide : ne 

nécessitant pas de dispersion homogène dans de l’eau, elles consistent à déposer 

l’échantillon à étudier sur un disque de papier (méthode de diffusion sur disque), 

dans un puits d’agar-agar (méthode de diffusion en puits, schéma présenté en 

Figure 9), ou encore dans un cylindre en inox ou porcelaine (méthode de diffusion 

en cylindre), à le mettre en contact avec un milieu de culture dans lequel a été inoculé 
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une certaine quantité de la souche microbienne dont on souhaite évaluer la 

sensibilité à l’échantillon testé, et à mesurer le diamètre d’inhibition, par 

l’échantillon, de cette souche microbienne après incubation. Ainsi, plus l’activité 

antimicrobienne exercée par l’échantillon en question est importante, plus le 

diamètre d’inhibition est lui aussi important. Cette technique a été initialement 

développée pour quantifier les substances antibiotiques dans des extraits bruts, en 

revanche elle s’avère peu fiable pour les échantillons difficilement solubles dans le 

milieu de diffusion, d’autant plus qu’il n’existe pas de relation entre le pouvoir de 

diffusion et l’activité antimicrobienne des échantillons. 

 

Figure 9 : Schéma d’un test d’activité antimicrobienne par diffusion en puits. 
Exemple de 3 échantillons à activité nulle (A), modérée (B) ou forte (C). 

Dans les méthodes de dilution, l’échantillon à analyser est solubilisé ou dispersé 

de manière homogène dans un solvant adéquat, dans l’objectif de déterminer sa 

concentration minimale inhibitrice (CMI) vis-à-vis d’une souche microbienne. Une 

quantité connue de micro-organismes est inoculée dans le milieu et c’est la mesure 

de la turbidité de la solution par spectrophotométrie après incubation qui sera 

indicatrice de l’activité antimicrobienne de l’échantillon. Ce principe, beaucoup plus 

précis et permettant une meilleure comparabilité des échantillons analysés en raison 

de leur solubilisation homogène, est généralement mis en œuvre dans le criblage 

préliminaire d’activité antimicrobienne d’extraits naturels. Il sera présenté de 

manière plus précise dans le cadre de cette étude. 
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La troisième méthode dite « bioautographique » est également couramment 

utilisée pour l’analyse de l’activité antimicrobienne : elle permet de combiner 

l’analyse de l’effet antimicrobien avec des techniques de chromatographie sur couche 

mince, dites planaires43. La bioautographie peut être réalisée par contact, immersion 

ou de manière directe. Cette combinaison entre une analyse chimique et une analyse 

biologique est une entité de l’approche par EDA (effect-directed analysis) ou analyse 

dirigée par l’effet. Cette approche a vu le jour au courant des années 2000 dans le 

cadre de la recherche de substances organiques toxiques dans des matrices 

environnementales, et combine des analyses biologiques, des procédés de 

fractionnement et des méthodes d’analyses chimiques44. Le fractionnement peut être 

réalisé grâce à l’HPTLC, qui permet la séparation de mélanges complexes puis une 

détection biologique spécifique. Ainsi, l’HPTLC-EDA est utilisée dans des domaines 

très variés, et trouve par exemple son application en enzymologie dans des tests 

d’inhibition enzymatique, en immunologie pour la détection de composés spécifiques 

grâce à l’utilisation d’anticorps couplés à des ligands spécifiques, ou encore en 

microbiologie pour la détection spécifique d’une activité antimicrobienne l’HPTLC-

EDA45. Cette méthode a également été mise en œuvre dans le cadre de cette étude. 

1.5.2. Évaluation de l’activité antioxydante de produits naturels 

Il existe de très nombreuses techniques pour évaluer l’activité antioxydante de 

substances ou d’extraits naturels. Etant donné la multitude de mécanismes 

d’oxydation et leur complexité, ces méthodes sont très difficiles à standardiser et il 

n’existe pas de test idéal. Afin d’avoir une indication précise du potentiel antioxydant 

d’un échantillon, une possibilité est de combiner plusieurs méthodes.  

Les méthodes les plus connues ainsi que leur principe, leurs avantages et leurs 

inconvénients sont présentés dans le Tableau 2. Elles sont basées sur l’utilisation de 

radicaux libres (TEAC, DPPH, ORAC, TRAP) ou d’ions métalliques (Folin-Ciocalteu, 

FRAP)34. 
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Tableau 2 : Exemples de tests d’activité antioxydante – Principe, avantages et inconvénients34 

Méthode Principe Avantages Inconvénients Références 
TEAC 
(Trolox Equivalent 
Antioxidant Capacity) 
Capacité antioxydante 
en équivalent Trolox 

Mesure colorimétrique du transfert d’électrons d’un 
antioxydant vers le radical-cation ABTS, exprimée 
en TEAC. 

Méthode simple à mettre en 
oeuvre, utile en screening et en 
routine 

Interférences 
antioxydants/radicaux libres 
possibles, radical ABTS non 
représentatif car absent des 
systèmes biologiques 

46-49 

Test DPPH 
(2,2-diphényl-1-
picrylhydryzyl) 

Mesure colorimétrique (absorbance à 517 nm) de la 
capacité réductrice d’un antioxydant en présence 
du radical libre DPPH, exprimée en IC50 
(concentration nécessaire pour réduire le DPPH de 
50%) 

Test complet, peu coûteux (DPPH 
commercial), applicable à des 
échantillons simples et complexes 
et à d’autres techniques 
(bioautographie par exemple) 

Interférences possible, 
relativement sélectif 
(polyphénols 
essentiellement), 
relativement long (20 min – 
6h) 

46,50 

Indice ORAC 
(Oxygen Radical 
Absorbance Capacity) 
Capacité d’absorption 
des radicaux oxygénés 

Mesure d’inhibition des radicaux hydroxyles formés 
par le générateur hydrophile AAPH, grâce à la 
décroissance de fluorescence de la fluorescéine. 
Expression en TEAC (comparaison avec Trolox en 
parallèle) 

Méthode standardisée et 
communément acceptée 

Méthode relativement 
coûteuse (équipement cher), 
longue et sensible au pH 

49 

Indice TRAP 
(Total Radical 
trapping Antioxidant 
Parameter) 
Pouvoir antioxydant 
total 

Mesure de l’oxygène consommé lors d’une 
peroxydation lipidique. Décomposition thermique 
de l’AAPH en présence d’un indicateur de 
fluorescence. Valeur TRAP exprimée par 
comparaison avec le Trolox. 

Méthode simple, reproductible et 
sensible 

Interférences entre 
antioxydants et indicateurs 
fluorescents, période de 
latence 

46 

Indice FRAP 
(Ferric Reducing 
Antioxidant Power) 

Test de la réduction du fer : mesure de la réduction 
d’un complexe ferrique en Fe2+ par l’antioxydant 
(mesure d’absorbance à 594 nm). 

Test rapide, peu coûteux, 
répétable, applicable aux 
solutions biologiques et aux 
antioxydants purs 

Fiabilité moyenne selon le 
potentiel redox des 
composés testés, pH bas 
parfois incompatible 

46,51 

Indice de Folin-
Ciocalteu 
Dosage des phénols 
totaux 

Mesure des polyphénols totaux (exprimés en 
équivalent acide gallique) et de la capacité 
réductrice d’un échantillon grâce au réactif de 
Folin-Ciocalteu. Absorbance à 720 nm 
proportionnelle au taux de composés phénoliques. 

Méthode simple et sensible, 
reproductible 

Interférences possibles car 
réactif non spécifique, non 
applicable aux composés et 
matrices lipophiles 

46,52 
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Les résultats des tests d’activité antimicrobienne ou antioxydante effectués sur des 

ingrédients cosmétiques tels qu’un extrait naturel ne peuvent pas être transposés à 

des formulations cosmétiques puisqu’il est essentiel de tenir compte de 

l’environnement et de la matrice dans lesquels ils se trouveront une fois formulés. 

1.6. Évaluation de l’efficacité d’un système de conservation cosmétique 

Il est essentiel d’évaluer l’efficacité du système conservateur mis en œuvre dans les 

produits formulés. De plus, avant la mise sur le marché de toute formulation 

cosmétique, la réglementation européenne impose aux fabricants de démontrer 

l’efficacité du système conservateur incorporé dans le produit. 

Au niveau antimicrobien, le risque microbiologique doit tout d’abord être apprécié 

selon la norme NF EN ISO 29621:201753. Les produits identifiés comme étant à faible 

risque microbiologique suite à l’application de cette norme ne nécessitent pas 

d’essais microbiologiques. En revanche, les produits identifiés comme présentant un 

risque microbiologique doivent être évalués selon la norme NF EN ISO 11930:2012, 

qui décrit précisément la procédure à suivre pour l’évaluation de la protection 

antimicrobienne d’un produit cosmétique54. Les tests alors réalisés sont appelés 

« challenge-tests » et permettent de déterminer la durée de vie d’un produit 

cosmétique. Ces challenge-tests sont également décrits dans la Pharmacopée 

Européenne (Ph. Eur. 5.1.3. Efficacy of antimicrobial preservation, efficacité de la 

conservation antimicrobienne) et américaine (USP <51> Antimicrobial Effectiveness 

Testing, évaluation de l’efficacité antimicrobienne) et consistent à contaminer 

artificiellement le produit cosmétique avec des micro-organismes que l’on retrouve 

habituellement dans les cosmétiques ou au niveau de l’épiderme (notamment 

S. aureus, A. brasiliensis, P. aeruginosa et C. albicans), en nombre connu. Un suivi 

de l’évolution de la population microbienne est réalisé après 7, 14 et 28 jours et 

exprimé en réduction logarithmique, afin de déterminer si les critères d’acceptation 

du challenge-test sont remplis ou non. 

Il existe également des méthodes pour vérifier l’efficacité d’un antioxydant dans une 

formulation cosmétique. Par exemple, un test de vieillissement permet d’évaluer le 

comportement de formules cosmétiques dans des conditions normales de stockage. 
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En revanche, ce procédé est long et on lui préfère des tests de vieillissement 

accélérés, plus compatibles avec les contraintes de temps liées au développement 

d’un produit30. En ce sens, la norme NF EN ISO 6886:2016 décrit un essai 

d’oxydation accéléré, permettant de déterminer la stabilité à l’oxydation des corps 

gras incorporés dans une formulation cosmétique et d’établir une comparaison entre 

les antioxydants qui y sont ajoutés55. La méthode Rancimat56 en est un parfait 

exemple, mais il faut noter que les conditions extrêmes, notamment de température, 

mises en œuvre lors de ce type de tests, sont peu représentatives des conditions 

normales de stockage des produits cosmétiques. 

1.7. Quelles autres solutions pour la conservation des cosmétiques ? 

Outre l’utilisation de conservateurs de synthèse et leurs alternatives, d’autres 

méthodes sont utilisées par les fabricants pour prolonger la durée de vie des produits 

cosmétiques. Parmi les méthodes déjà citées, les produits peuvent contenir un 

pourcentage d’alcool supérieur ou égal à 20 % (lotions toniques ou après-rasage), ou 

à l’inverse être anhydres pour limiter au maximum la contamination microbienne. 

Par ailleurs, certains produits formulés sans ou à l’aide de très peu de conservateurs 

doivent impérativement être conservés au réfrigérateur, et ont une durée de vie 

limitée. Un pH relativement bas (inférieur ou égal à 3) peut également être une 

solution pour limiter l’utilisation de conservateurs, c’est le cas par exemple des 

produits contenant des alpha-hydroxyacides de fruits (AHAs), majoritairement issus 

des Citrus, et contenant de l’acide citrique ou malique. 

De plus, en fonction de leur activité de l’eau aw, également appelée « humidité 

relative d’équilibre » ou encore « eau libre », les produits peuvent également être 

contrôlés d’un point de vue microbiologique57. En effet, ce paramètre correspond à la 

part d’eau libre dans un produit et va directement influencer l’activité des micro-

organismes dans ce produit. Ainsi, une humidité relative d’équilibre de 80 % 

correspond à une activité de l’eau de 0,858. Selon la norme ISO 29621, les produits 

possédant une activité de l’eau inférieure ou égale à 0,75 peuvent être considérés 

comme étant à faible risque microbiologique53. C’est par exemple le cas des 

pommades pour les lèvres ou des rouges à lèvres. 
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Au niveau du packaging et du conditionnement des produits cosmétiques, des 

solutions permettant de renforcer leur conservation existent également. Les produits 

à usage unique ou ceux ne pouvant être ouverts sont également à l’abri d’une 

contamination microbienne. Par exemple, les flacons-pompes « airless » permettent 

de conserver le produit à l’abri de l’oxygène et de délivrer la dose souhaitée sans qu’il 

n’y ait le moindre contact du produit avec son environnement. Des matériaux 

constitués de polymères naturellement anti-UV peuvent également être utilisés pour 

le conditionnement en vue de retarder les phénomènes d’oxydation liés à la 

lumière34. Cependant, il faut prendre en considération le coût (quantité importante 

de packaging et/ou packaging sophistiqué) et surtout l’impact environnemental 

(produits à usage unique) de telles alternatives. 

1.8. La cosmétique « bio » 

Les produits cosmétiques « bio » sont de plus en plus présents dans les rayons des 

supermarchés et parfumeries. Qu’est-ce qui définit un produit cosmétique certifié 

« biologique » ? Dans la plupart des cas, il répond à des critères précis et à un cahier 

des charges strict en termes de production, de fabrication et de conservation. De 

nombreux labels se partagent le marché des produits cosmétiques biologiques. Au 

niveau national, ils sont très nombreux. Citons par exemple Ecocert Greenlife et 

Cosmébio en France, BDIH en Allemagne, ICEA en Italie ou encore Soil Association 

au Royaume-Uni. Bien que ne représentant que 2,3 % du marché cosmétique 

mondial selon les données les plus récentes59, le marché des cosmétiques biologiques 

est en développement constant et COSMEBIO évalue la croissance annuelle à 10 % 

jusqu’en 2019. Au niveau européen, ce marché représente 3,8 % du marché 

cosmétique global, contre 3 % en France. 

Dans une jungle de marques et labels bio, le consommateur peut se retrouver un peu 

perplexe, ne sachant plus à quel référentiel se fier pour avoir un produit cosmétique 

biologique de qualité optimale. C’est dans ce contexte que l’AISBL (Association 

Internationale Sans But Lucratif) COSMOS (COSMetic Organic Standard) a été 

fondée par les cinq labels européens précités, afin d’harmoniser les critères de 

certification biologique des produits cosmétiques au niveau européen, et le 

référentiel COSMOS-standard a vu le jour en 201060. Les produits conformes à ce 
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référentiel peuvent ainsi prétendre à une double certification. Par ailleurs, d’autres 

organismes certificateurs peuvent être homologués pour certifier eux aussi selon le 

référentiel COSMOS-standard. 

Les critères définis pour répondre aux exigences du référentiel sont décrits dans 

douze chapitres et concernent aussi bien le sourcing, la production, la 

commercialisation et le contrôle des produits cosmétiques. Une attention particulière 

est portée à l’utilisation de produits issus de l’agriculture biologique, dans un respect 

total de la biodiversité, une utilisation responsable des ressources naturelles avec un 

respect de l’environnement, des procédés de fabrication et de production propres et 

respectueux de la santé humaine et de l’environnement, et une intégration du 

concept de chimie verte. En septembre 2016, le label comptait plus de 1700 produits 

et plus de 1500 ingrédients certifiés en Europe61. Le label différencie les produits 

certifiés COSMOS ORGANIC et COSMOS NATURAL, selon leur pourcentage 

d’ingrédients certifiés biologiques. 

Par ailleurs, au niveau international, une autre AISBL a créé en 2008 un autre label 

de certification biologique des produits cosmétiques du même nom que 

l’organisation : NATRUE62. Ce label, qui compte plus de 160 marques à son actif à 

travers le monde garantit une composition à 100 % d’origine naturelle des produits, 

et contenant au minimum 95 % d’ingrédients issus de l’agriculture biologique. En 

septembre 2016, ce label recensait plus de 4800 produits certifiés à travers le monde, 

toutes marques et tous pays confondus63. 
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2. La biodiversité végétale : quels enjeux pour la préserver et quel 

intérêt dans l’industrie cosmétique ? 

Les ressources biologiques offertes par la Terre représentent un patrimoine 

exceptionnel et sont déterminantes pour l’humanité puisqu’elles contribuent à son 

développement économique et social. Quels sont les enjeux liés à la conservation de 

cette richesse naturelle ? 

2.1. Introduction à la biodiversité 

La biodiversité, ou diversité biologique, représente, selon l’article 2 de la Convention 

sur la diversité biologique (CBD ou Convention on Biological Diversity), la 

« variabilité des organismes vivants de toute origine y compris, entre autres, les 

écosystèmes terrestres, marins et autres écosystèmes aquatiques et les complexes 

écologiques dont ils font partie ; cela comprend la diversité au sein des espèces et 

entre espèces ainsi que celle des écosystèmes »64. La CBD a été adoptée le 22 mai 

1992, et ouverte à la signature le 5 juin 1992, lors du Sommet de la Terre à Rio de 

Janeiro. Cette conférence mondiale sur l’environnement et le développement, 

organisée par l’ONU (Organisation des Nations Unies), a permis de réunir 110 chefs 

d’Etats et de gouvernements et 178 pays. Elle représente une évolution majeure pour 

le droit international relatif à la biodiversité, puisqu’elle a permis la mise en place de 

stratégies à l’échelle nationale pour la conservation et l’utilisation durable de la 

biodiversité. En effet, la CBD comporte trois objectifs majeurs : préserver la 

biodiversité, utiliser ses éléments de manière durable, et partager de manière juste et 

équitable les ressources découlant de l’exploitation des ressources génétiques. Elle 

est entrée en vigueur le 29 décembre 1993 avec un total de 168 signatures et 

constitue ainsi un document clé du développement durable65. 

La dixième conférence des parties (COP 10) de la CBD s’est tenue en octobre 2010 à 

Nagoya, au Japon. Elle a été cruciale pour l’avenir de la biodiversité puisqu’elle a 

permis l’adoption  du protocole de Nagoya sur l’accès aux ressources génétiques et le 

partage juste et équitable des avantages découlant de leur utilisation66, avec pour 

objectif de contribuer à la protection et à l’utilisation durable de la biodiversité. Un 

plan stratégique de préservation de la biodiversité pour 2020 a également été établi. 
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Celui-ci comporte vingt objectifs répartis en cinq thèmes stratégiques : le traitement 

des causes sous-jacentes de la perte de biodiversité, la réduction des pressions 

exercées sur la diversité biologique, l’amélioration de l’état de la biodiversité par des 

actions de sauvegarde, la mise en valeur des bénéfices de la biodiversité et une mise 

en œuvre du plan optimisée grâce à une planification participative et une gestion des 

connaissances et des ressources67. 

Bien que le concept de biodiversité s’applique aux organismes vivants dans leur 

globalité, seule la biodiversité végétale sera abordée ici. Les espèces végétales ne sont 

pas réparties de manière équitable sur la surface de la Terre, et de nombreuses 

menaces pèsent sur des espèces et écosystèmes parfois fragiles, provoquant parfois 

leur disparition. Certaines zones ont ainsi éveillé un intérêt tout particulier. 

2.2. Les « hotspots » de biodiversité : origine et évolution 

Norman Myers, spécialiste mondial de la biodiversité, a introduit en 1988 le terme de 

hotspot, ou « point chaud » de biodiversité, concernant essentiellement les plantes 

vasculaires, les mieux répertoriées à la fin des années 8068. Il a recensé dix zones 

géographiques dans les forêts tropicales à travers le monde caractérisées d’une part 

par un très fort endémisme végétal, et d’autre part, un fort degré de menace pesant 

sur ces espèces. Conservation International (CI), une ONG de protection de la 

nature, a été la première à promouvoir et développer ce concept en l’adoptant comme 

modèle institutionnel. Elle a immédiatement adopté l’idée de préserver ces zones à la 

biodiversité exceptionnelle, devenue également un des enjeux principaux du 

développement durable lors du sommet de la Terre à Rio de Janeiro en 1992. Depuis, 

CI a réévalué le concept et défini des critères quantificatifs pour désigner les 

hotspots : ceux-ci ne se limitent plus seulement aux forêts tropicales mais à 

l’ensemble de la biodiversité, doivent posséder plus de 1500 espèces endémiques, et 

avoir perdu plus de 70 % de leur habitat d’origine. Aujourd’hui, de très nombreuses 

ONG militent pour que ces zones bénéficient d’actions de conservation prioritaires et 

CI recensait en 2004 34 hotspots mondiaux de biodiversité69, avant l’ajout d’un 35ème 

hotspot en 201170 (Figure 10). 
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Figure 10 : Les 35 hotspots mondiaux selon Conservation International70 

Ces 35 hotspots représentent 17,3 % de la surface terrestre, mais répondent tous aux 

critères définis par CI. Par ailleurs, le Fonds de Partenariat pour les Ecosystèmes 

Critiques (CEPF), une initiative de financement soutenue notamment par CI, 

participe activement à la protection des hotspots les plus menacés en finançant des 

actions sélectionnées au moyen d’appels à projets. Les projets financés doivent viser 

à protéger la biodiversité et respecter les objectifs définis pour les hotspots 

concernés. Ainsi, plus de 1900 partenaires ont à ce jour été soutenus par le CEPF71, 

qui a par ailleurs récemment communiqué la découverte du 36ème hotspot sur la 

plaine côtière nord-américaine72. 

2.3. Le Bassin méditerranéen : un « hotspot » aux ressources 

exceptionnelles 

Selon le CEPF, le Bassin méditerranéen se classe deuxième au niveau mondial par sa 

taille, puisqu’il s’étend sur environ deux millions de kilomètres carrés et 34 pays : 

d’Ouest en Est du Portugal à la Jordanie et du Nord au Sud de l’Italie au Cap-Vert. 

Pas moins de 22 500 espèces végétales y ont été découvertes, dont 11 700 en sont 

endémiques, ce qui en fait le troisième hotspot au niveau mondial en termes de 

biodiversité69. 
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Cette région étant également très active au niveau culturel, linguistique et socio-

économique, l’activité humaine et notamment le tourisme constitue une des 

principales menaces qui compromettent fortement l’équilibre naturel de cette 

diversité. En insistant sur la nécessité de maintenir les zones déjà fragilisées à l’état 

sauvage, et grâce à son partenariat avec les acteurs engagés dans la conservation de 

la biodiversité et des écosystèmes dans le bassin méditerranéen, le CEPF contribue à 

stopper les menaces pesant sur cet équilibre en réduisant l’impact de l’activité 

humaine73. 

En raison de l’extinction massive des espèces, les stratégies de conservation de la 

biodiversité du CEPF sont un enjeu crucial pour l’avenir du bassin méditerranéen, 

qui, bien que ne représentant que 2 % de la surface du globe, abrite à lui seul 20 % de 

la biodiversité végétale mondiale. Le département des Alpes-Maritimes, par exemple, 

répertorie à lui seul près de 2300 espèces, soit environ 60 % de la flore de France 

métropolitaine et près de 30 % de la flore européenne. La situation géographique du 

département, entre mer et montagne, lui confère un relief irrégulier, des conditions 

climatiques variables, des sols très diversifiés, et explique cette richesse floristique 

exceptionnelle74. 

Connaissant l’immense potentiel végétal à valoriser dans la région méditerranéenne 

et les enjeux cosmétiques, l’idée de mettre en valeur le patrimoine végétal régional 

d’une part, et de le mettre à profit de l’industrie cosmétique d’autre part, a germé. De 

cette idée est né un projet collaboratif : le projet NATUBAVAL. 
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3. Le projet « NATUBAVAL » 

3.1. La genèse du projet 

C’est dans un contexte global de méfiance de la part des consommateurs vis-à-vis de 

l’utilisation de produits chimiques dans les produits cosmétiques, de conscience de la 

part des industriels de la nécessité de proposer des alternatives naturelles, évaluées 

comme plus « sûres », et de l’importance de la préservation de la biodiversité 

végétale qu’est née l’idée du projet NATUBAVAL. Celle-ci a germé au sein de la 

société SOFIA Cosmétiques (Société Française d’Ingénierie Appliquée aux 

Cosmétiques), spécialisée dans l’élaboration, le développement, la fabrication à façon 

et le conditionnement de produits cosmétiques, qui s’est heurtée, comme de 

nombreux fabricants cosmétiques, au refus de l’utilisation par les consommateurs de 

produits cosmétiques contenant des parabènes en guise de conservateurs. Son 

président directeur général a alors réuni une équipe afin de donner forme à cette idée 

et aboutir à la naissance d’un projet de valorisation du patrimoine végétal à travers la 

recherche et le développement de nouveaux ingrédients naturels valorisables en tant 

que conservateurs, l’idée a pu prendre forme et conduire à la signature d’un accord 

de consortium entre différents acteurs issus directement de la filière cosmétique ou 

végétale, ou indirectement en y participant. 

3.2. Les objectifs, acteurs et partenaires du projet 

Le projet s’est tout d’abord articulé autour de sept grandes étapes afin de lui donner 

une certaine structure et surtout un point de départ et des objectifs précis permettant 

d’évaluer sa progression : 

§ La présélection d’une cinquantaine d’espèces végétales 

Cette étape préliminaire a été définie dans le but de donner un certain cadre au 

projet et de délimiter son étendue, l’objectif étant d’aboutir à une présélection 

d’espèces sur la base de recherches bibliographiques et de leurs utilisations 

traditionnelles. Les plantes ainsi sélectionnées doivent constituer une base de travail 

et donner un point de départ au projet. 
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§ L’extraction de ces plantes ou d’une partie d’entre elles à l’aide de méthodes 

respectueuses de l’environnement 

L’objectif de cette étape est de réaliser des extraits dans des conditions définies et 

surtout éco-compatibles, afin de réaliser une empreinte phytochimique des plantes 

étudiées dans le cadre du projet. 

§ L’étude des propriétés conservatrices des extraits obtenus 

Cette étape consiste en un criblage des extraits disponibles, et plus particulièrement 

en l’évaluation de leurs propriétés antimicrobiennes et antioxydantes, sur des cibles 

définies et avec des méthodes précises. 

§ La purification des extraits prometteurs et la confirmation de leur activité 

L’objectif de l’étape précédente étant de trouver des extraits aux propriétés 

antimicrobiennes et antioxydantes prometteuses, cette étape doit permettre de 

confirmer ces activités en purifiant les extraits d’intérêt et en soumettant des 

fractions de ces extraits aux mêmes tests d’activité. 

§ L’évaluation en situation galénique des extraits d’intérêt 

Les extraits d’intérêt doivent être évalués en situation galénique, c’est-à-dire dans 

des formules types afin de projeter leur éventuelle activité au sein d’un produit 

cosmétique. 

§ La fabrication de lots pilotes des actifs ayant passé les tests galéniques avec 

succès 

Les extraits d’intérêt ayant fait leurs preuves en situation galénique doivent ensuite 

être évalués dans des produits cosmétiques « tests » (pilotes) afin d’être soumis à 

l’évaluation de clients et de confirmer la faisabilité au niveau industriel du projet. 

§ La fabrication industrielle et la mise sur le marché des actifs validés 

Si les fabrications pilotes rencontrent le succès attendu, un développement industriel 

peut être envisagé tout comme la mise sur le marché du ou des actifs découvert(s) et 

validés dans le cadre du projet. 
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Ces étapes ont ensuite été réparties entre les différents acteurs et membres du 

consortium, tout en sachant qu’une évolution serait possible selon les résultats 

obtenus, les éventuels succès ou difficultés rencontrées. La durée initiale du projet a 

été fixée à trois ans, avec un lancement officiel au début de l’année 2011. 

Les principaux acteurs du projet sont au nombre de cinq, à savoir les signataires de 

l’accord de consortium NATUBAVAL, qui se situent tous dans la région Provence-

Alpes-Côte d’Azur : 

§ L’Institut de Chimie de Nice, laboratoire de recherche de l’Université Nice 

Sophia Antipolis associé au CNRS (ICN UMR 7272 CNRS), situé à Nice 

(Alpes-Maritimes), et plus particulièrement le groupe MVBV (Métabolome et 

Valorisation de la Biodiversité Végétale) de l’équipe « Arômes – Parfums – 

Synthèse – Modélisation » 

§ SOFIA Cosmétiques, sous-traitant en cosmétologie situé à Carros (Alpes-

Maritimes) 

§ Naturex, groupe international spécialisé dans l’extraction végétale et le 

développement des ingrédients naturels, dont le siège est situé à Avignon 

(Vaucluse) 

§ La société Acphytaroma, spécialisée dans l’ingénierie de distillation et 

d’extraction de matières premières végétales et située à Cabris (Alpes-

Maritimes) 

§ La société Zea Mais Consultancy, spécialisée dans le consulting en matière de 

ressources naturelles, située à Montauroux (Var) 

Le projet NATUBAVAL a été soumis en 2009 à l’APRF (Appel à Projets Recherche 

Finalisée), dispositif mis en place par le Conseil Régional PACA75 permettant le 

financement de projets collaboratifs innovants portés par des acteurs régionaux et 

labellisés par des PRIDES (Pôles Régionaux d'Innovation et de Développement 

Economique Solidaire). Labellisé par le pôle de compétitivité PASS (Parfums Arômes 

Senteurs Saveurs)76, le projet a été retenu par le Conseil Régional et son financement 

a été possible grâce au soutien de la région PACA et de l’Union Européenne via le 
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FEDER (Fonds Européen de Développement Economique et Régional) sous le 

numéro 2009_26268/2010_07953. 

Pour mener à bien ce projet, les principaux acteurs de NATUBAVAL ont pu compter 

sur l’aide précieuse de partenaires industriels, associatifs ou universitaires, ainsi que 

sur les services de prestataires grâce auxquels diverses étapes du projet ont pu être 

facilitées. 

3.3. Les objectifs des travaux réalisés dans le cadre de cette thèse 

Les travaux réalisés dans le cadre de cette thèse et présentés ici reposent sur les 

quatre premières étapes décrites dans le projet NATUBAVAL. L’objectif des travaux 

réalisés à l’Institut de Chimie était de réaliser l’analyse phytochimique des extraits 

végétaux obtenus à partir des espèces végétales d’intérêt, la purification des extraits 

présentant des propriétés conservatrices intéressantes et l’identification des 

éventuels actifs. 

La première partie de ces travaux (Chapitre II) a tout d’abord consisté en une 

analyse phytochimique et une évaluation d’activité biologique des extraits issus des 

plantes préselectionnées. Cela a permis l’identification d’extraits d’intérêt, qui ont été 

purifiés afin de découvrir les fractions actives. Ces recherches ont abouti à 

l’identification d’un actif issu d’un extrait dont les résultats étaient particulièrement 

prometteurs.  

La seconde partie de ces travaux (Chapitre III) a alors consisté à optimiser l’extrait 

d’intérêt afin de lui conférer les caractéristiques recherchées pour qu’il soit 

incorporable dans une formule cosmétique et reproductible à l’échelle industrielle, le 

tout en conservant son activité d’intérêt. 

Une dernière partie (Chapitre IV) a consisté en l’évaluation d’une alternative au 

développement d’un ingrédient cosmétique conservateur constitué d’un seul extrait, 

à savoir des mélanges d’extraits, afin d’identifier d’éventuelles interactions entre 

différents extraits. 
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L’ensemble des démarches expérimentales mises en œuvre est présenté dans la 

Partie Expérimentale. 

Notons que les résultats présentés dans ce travail de thèse sont le fruit des recherches 

effectuées à l’Institut de Chimie de Nice, ou ses partenaires, et qu’ils se limitent à 

l’aspect analytique sans aborder les aspects de formulation cosmétique. Ceux-ci ont 

été étudiés dans le cadre d’une collaboration entre l’ICN et la société SOFIA 

Cosmétiques et sont consultables indépendamment de ce travail77. 

Globalement, l’objectif principal de cette thèse est de démontrer le réel intérêt de la 

valorisation du patrimoine végétal de la région méditerranéenne, en particulier de la 

région PACA, dans l’industrie cosmétique, et de présenter la stratégie adoptée afin de 

développer un nouvel ingrédient naturel exploitable en tant que conservateur à 

l’échelle industrielle. 
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CHAPITRE II 

RECHERCHE DE NOUVEAUX EXTRAITS 

NATURELS AUX PROPRIÉTÉS 

CONSERVATRICES 
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C’est grâce à la volonté de ses acteurs de valoriser le patrimoine végétal 

méditerranéen et de proposer de nouvelles alternatives naturelles aux conservateurs 

cosmétiques de synthèse que le projet NATUBAVAL a vu le jour. Ce chapitre 

présente et discute la stratégie mise en œuvre et les résultats obtenus durant la 

première phase du projet, de la présélection des espèces végétales ayant fait l’objet de 

cette étude à la sélection des extraits d’intérêt potentiellement candidats pour la 

phase suivante, en passant par leur extraction, leur analyse phytochimique et 

l’évaluation de leurs propriétés antimicrobiennes et antioxydantes. 

1. Présélection des espèces végétales d’intérêt 

Les espèces végétales mises en œuvre dans cette étude sont toutes issues du bassin 

méditerranéen, conformément à la volonté initiale du projet qui était de valoriser le 

patrimoine végétal de la région PACA. L’accès privilégié à des bases de données 

répertoriant plusieurs milliers de plantes localisées notamment dans la région 

méditerranéenne française et s’étendant du littoral à l’arrière-pays a permis de 

mettre en relation les connaissances botaniques avec les savoirs traditionnels et 

populaires relatifs à cette flore. Les données ethnobotaniques et bibliographiques ont 

ainsi permis la présélection d’environ deux cent espèces végétales. 

Cette présélection a été réalisée par Francis Hadji-Minaglou, pharmacien à Grasse 

(06) et spécialisé en herboristerie et ethnobotanique, qui a mis à profit du projet 

NATUBAVAL ses connaissances liées à l’utilisation traditionnelle des espèces 

végétales. En effet, les médecines traditionnelles sont un des aspects majeurs 

auxquels s’intéresse l’ethnopharmacologie, discipline qui se définit comme une étude 

scientifique interdisciplinaire de l’ensemble des matières d’origine végétale, animale 

ou minérale, et des savoirs ou des pratiques s’y rattachant, mises en œuvre par les 

cultures traditionnelles pour modifier l’état des organismes vivants, à des fins 

thérapeutiques, curatives, préventives ou diagnostiques78. Les savoirs 

thérapeutiques et remèdes traditionnels constituent un véritable pilier pour la 

phytochimie et un point de départ pour de très nombreuses études scientifiques79. 

Les plantes connues pour une utilisation traditionnelle justifiée par des vertus 

antimicrobiennes et/ou antioxydantes ont ainsi été identifiées comme étant de 

potentiels candidats pour le projet NATUBAVAL. 
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Par ailleurs, de nombreuses plantes méditerranéennes étant déjà connues pour de 

telles propriétés et ayant déjà fait l’objet d’études poussées, l’objectif a été de se 

concentrer sur des plantes potentiellement intéressantes d’un point de vue 

ethnopharmacologique, mais dont l’activité antimicrobienne et/ou antioxydante 

n’avait pas encore été explicitement décrite, et les molécules responsables de cette 

activité, pas encore identifiées comme étant directement responsables de cette 

activité. L’intérêt de cette approche se trouve également dans la possibilité de mettre 

en relation les activités mises en évidence lors de l’utilisation traditionnelle des 

plantes et leur composition chimique. 

Une analyse bibliographique et la disponibilité saisonnière des plantes ont alors 

orienté le choix des espèces candidates pour la première phase du projet 

NATUBAVAL. Parmi une liste d’environ 200 espèces végétales, ce sont ainsi dix-sept 

plantes qui ont été sélectionnées (Tableau 3). Tous les prélèvements initiaux ont été 

effectués entre le printemps 2010 et l’automne 2011, par Jean-Pierre Ghérardi 

(Biophyto) ou Claude Monin (Acphytaroma), sur au moins huit sites différents, tous 

situés dans le département des Alpes-Maritimes, et soumis à des botanistes pour 

identification. 

2. Extraction des matières premières végétales 

Les paramètres d’extraction du matériel végétal ont été définis de manière à être 

simples à mettre en œuvre et reproductibles pour cette première étape de criblage. 

En vue des dernières étapes du projet, l’objectif a également été d’avoir un protocole 

transposable au niveau industriel, le tout dans un souci environnemental en 

privilégiant l’utilisation de solvants écoresponsables, d’où l’utilisation d’un mélange 

éthanol-eau. Toutes les matrices végétales ont dans un premier temps été extraites 

dans des conditions similaires, notamment la nature et le pourcentage des solvants 

utilisés ainsi que le protocole d’extraction, afin de comparer les différents extraits 

obtenus entre eux. 
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Tableau 3 : Espèces végétales étudiées dans le cadre du projet NATUBAVAL 

Nom botanique Nom vernaculaire Partie traitée Période de récolte Lieu de récolte 

Cistus albidus L. Ciste blanc Rameaux 2010 Parc Départemental Estienne d’Orves 

Pistacia lentiscus L. Lentisque Rameaux 2010 Parc Départemental Estienne d’Orves 

Salvia verbenaca L. Sauge à feuille de verveine Sommités 2010 Parc Départemental Estienne d’Orves 

Ruta chalepensis L. Rue de Chalep Sommités 2010 Parc Départemental Estienne d’Orves 

Coronilla emerus L. Coronille Sommités fleuries 2010 Cabris 

Laurus nobilis L. Laurier noble Rameaux 2010 Parc Départemental Estienne d’Orves 

Thymus vulgaris L. Thym Sommités fleuries 05/2010 Tinée, Valdeblore 

Rosmarinus officinalis L. Romarin Rameaux 10/2010 St Jeannet 

Hypericum perforatum L. Millepertuis Sommités fleuries 2010 Non communiqué 

Myrtus communis L. Myrte Sommités fleuries 2010 Non communiqué 

Cupressus sempervirens L. Cyprès Rameaux 2010 Non communiqué 

Santolina chamaecyparissus L. Santoline Sommités fleuries 06/2010 Cabris 

Juniperus oxycedrus L. Cade Rameaux 08/2010 Rimplas 

Juniperus communis L. Genévrier commun Rameaux avec fruits 08/2010 Rimplas 

Satureja montana L. Sarriette des montagnes Sommités fleuries 11/2011 Isola 2000 

Alliaria petiolata (M.Bieb.) 
Cavara & Grande 

Herbe à ail Parties aériennes 06/2010 Brénon Var 

Helichrysum stoechas L. Immortelle Parties aériennes 06/2010 Lit du Var (confluent Vésubie) 
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Concernant les proportions des solvants d’extraction, les conditions choisies 

permettent l’extraction d’un maximum de métabolites tout en balayant une large 

gamme de polarité. Ainsi, l’eau permet l’extraction des composés les plus polaires, 

tels que les acides aminés et les hydrates de carbone, et l’éthanol facilite l’extraction 

des composés un peu moins polaires à peu polaires, notamment les métabolites 

secondaires d’intérêt comme les polyphénols et terpénoïdes, ou encore les pigments 

végétaux et acides gras. Les principales caractéristiques des extraits obtenus à partir 

des matières premières végétales présélectionnées sont présentées dans la Partie 

Expérimentale, 2.2.. 

3. Empreinte chromatographique des extraits bruts 

3.1. Analyse des extraits bruts par HPLC-ELSD-DAD 

L’HPLC, notamment pour sa diversité d’applications et sa robustesse, est une 

technique chromatographique de choix pour l’analyse de substances naturelles. 

Pour cette étude, c’est la chromatographie en phase inverse qui a été mise en œuvre 

en raison de ses nombreuses possibilités d’utilisation. En effet, les extraits naturels 

étant de composition complexe, avec des constituants de polarité variable, des 

analyses HPLC-ELSD-DAD ont permis d’obtenir une première empreinte 

chromatographique de chacun des extraits, dans le but d’identifier les grandes 

familles de métabolites primaires et secondaires qui y sont représentées, et ainsi de 

comparer ces extraits entre eux. 

La méthode mise en œuvre a été optimisée à partir des méthodes préalablement 

utilisées pour l’analyse d’extraits naturels au laboratoire. La phase stationnaire en 

phase inverse a été choisie pour sa capacité à analyser des métabolites de polarité et 

de poids moléculaire variables80. De même, la phase mobile utilisée est celle 

permettant d’obtenir les meilleurs résultats pour visualiser les familles de 

métabolites présentes dans des extraits naturels bruts. Le gradient de solvants de la 

phase mobile (eau, acétonitrile et isopropanol) a été adapté à la gamme de polarité 

analysée, et l’ajout d’acide formique aux solvants a permis l’obtention d’une 

meilleure résolution. 
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Ainsi, la méthode analytique mise au point se veut générale puisqu’elle permet 

l’analyse d’une grande variété de métabolites. Des standards commerciaux de 

polarité variable ont également été analysés dans les mêmes conditions dans 

l’optique d’associer les métabolites contenus dans les extraits bruts analysés à 

plusieurs grandes familles de métabolites primaires et secondaires, et ainsi 

déterminer les zones d’élution caractéristiques des familles de métabolites cibles, 

telles que les polyphénols et les terpénoïdes. 

La Figure 11 montre un exemple de chromatogramme HPLC-ELSD obtenu pour 

L. nobilis. Le chromatogramme représenté montre l’analyse qualitative de l’extrait 

brut, permettant d’évaluer la polarité des composés présents. 

 

Figure 11 : Exemple de chromatogramme HPLC-ELSD (Extrait de L. nobilis) et 
zones d’élution caractéristiques  

Colonne Luna C18 Phenomenex, 150 x 4,6 mm ; 5 µm. 
Solvants A : H2O ; B : MeCN ; C : n-propanol 

Gradient 0-5 min : 5 % B, 5-35 min : 5-100 % B, 35-45 min : 100 % B, 45-50 min : 0-60 % C, 
50-60min : 60 % C, puis retour aux conditions initiales 

En effet, les premières minutes d’élution en mode isocratique aqueux témoignent de 

la présence de nombreux composés pas du tout ou très peu retenus par la colonne 

tels que les hydrates de carbone, très polaires (zone 1). Les flavonoïdes glycosylés, 

quant à eux, sont sensiblement moins retenus par la colonne que leurs homologues 

aglycones et éluent après 10 à 20 minutes en raison du gradient d’acétonitrile 

(zone 2), moins polaire. Ainsi, les terpénoïdes (zone 3), beaucoup moins polaires, 
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sont élués entre 20 et 30 minutes, lorsque la concentration en acétonitrile est plus 

importante dans la phase mobile. 

Enfin, les acides gras, triglycérides et composés hydrocarbonés (zone 4), apolaires, 

présentent une forte rétention sur la colonne et ne sont élués qu’après 30 minutes, 

lorsque la concentration d’acétonitrile tend à son maximum. La phase d’élution 

suivante avec une concentration fixe d’acétonitrile et d’isopropanol permet l’élution 

des composés les plus apolaires retenus par la colonne, qui, dans le cas des extraits 

végétaux, sont souvent des pigments ou cires végétales (zone 5). 

Finalement, les composés de type polyphénols et terpénoïdes semblent se situer 

entre 10 et 30 minutes d’élution principalement. La méthode développée permet, 

pour tous les extraits, une séparation plutôt satisfaisante des composés présents, 

avec une résolution plus qu’acceptable par rapport à la complexité de tels extraits 

végétaux. L’HPLC demeure une technique séparative de choix pour l’analyse des 

extraits naturels, notamment en phase inverse. Afin de confirmer et surtout 

compléter les informations livrées par les analyses HPLC, les extraits bruts ont 

également été soumis à des analyses par HPTLC. 

3.2. Analyses des extraits bruts par HPTLC 

L’HPTLC est une technique complémentaire de l’HPLC permettant une analyse 

rapide et précise d’un grand nombre d’extraits et offrant de nombreux avantages, 

notamment en termes de reproductibilité, de coût et de facilité de mise en œuvre. 

Cette technique de chromatographie sur couche mince semi-automatisée permet 

l’analyse en parallèle de plusieurs extraits végétaux, et leur comparaison grâce aux 

empreintes chromatographiques générées. Une fois une méthode mise en place, elle 

peut être aisément reproduite pour valider par exemple l’identité végétale de 

différents lots de matières premières naturelles au niveau industriel ou encore pour 

le dosage d’actifs et/ou de contaminants. 

Il s’agit donc d’une technique de choix pour l’analyse d’extraits végétaux, pour 

lesquels on trouve de nombreuses sources d’adultération ou de falsification, nuisant 

à leur qualité et la sécurité d’utilisation des consommateurs81. 
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Outre sa simplicité de mise en œuvre, l’HPTLC détient l’avantage d’être en grande 

partie automatisée (notamment au niveau des dépôts, du développement et du 

trempage dans la solution de dérivation), ce qui permet une grande précision ainsi 

qu’une certaine reproductibilité des analyses. La phase stationnaire la plus courante, 

qui a également été choisie pour cette étude, est le gel de silice. Cela est dû à sa 

grande surface spécifique, son fort pouvoir d’absorption, son inertie chimique et son 

prix. Il est également possible de conférer des propriétés hydrophobes au gel de silice 

grâce à diverses fonctionnalisations : par exemple, la greffe de groupes octadécyles 

C18 permet d’obtenir une phase inverse. Dans cette étude, c’est la phase normale qui 

a été mise en œuvre. 

Les phases mobiles utilisées pour le développement des échantillons sont 

directement liées à la polarité des composés d’intérêt et à la force d’élution des 

solvants mis en œuvre. Les combinaisons possibles sont alors très nombreuses, ce 

qui peut nuancer la reproductibilité de la technique. En revanche, de nombreuses 

phases mobiles sont citées comme références dans la Pharmacopée Européenne, par 

exemple, et permettent l’identification des espèces végétales répertoriées. Ne 

connaissant pas la composition des extraits étudiés, le choix des phases mobiles a été 

effectué en se basant sur les métabolites secondaires d’intérêt dans cette étude, à 

savoir les composés phénoliques et les terpénoïdes81. 

L’analyse des extraits bruts dans des « conditions polaires ou apolaires » permet 

ainsi la mise en évidence de manière différentielle des composés présents dans les 

différents extraits, et facilite leur visualisation après dérivation. De très nombreux 

réactifs de révélation sont décrits et connus. Certains sont considérés comme 

généraux et permettent simplement d’identifier la présence de composés ou familles 

de composés, alors que d’autres sont plus spécifiques et révèlent de précieuses 

informations sur la nature des composés présents. L’utilisation de standards 

commerciaux se révèle alors très utile. 

3.2.1. Analyse des composés phénoliques 

La phase mobile choisie pour la mise en évidence des composés phénoliques est 

constituée d’acétate d’éthyle, d’acide formique, d’acide acétique glacial et d’eau, ce 
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qui permet de favoriser la séparation des composés polaires, qui apparaissent entre 

la ligne de dépôt et le front de solvant. De plus, cette phase mobile est adaptée à la 

mise en évidence des glycosides de flavonoïdes82. Les composés apolaires, quant à 

eux, ne sont pas du tout retenus par la plaque et se retrouvent au niveau du front de 

solvant. Cette phase mobile est communément utilisée pour identifier les glycosides 

de flavonoïdes et les composés phénoliques. Dans cette étude, c’est le révélateur 

NP/PEG, spécifique des composés phénoliques, qui a été choisi comme réactif de 

dérivation. Une lecture de la plaque à une longueur d’onde de 365 nm permet alors 

de caractériser les différentes sous–familles de composés phénoliques, qui 

présentent une fluorescence de couleur variable selon leur structure. Le Tableau 4 

présente des exemples de couleurs de bandes observées après révélation au réactif 

NP/PEG, à 365 nm, en fonction de la sous-famille à laquelle appartiennent les 

composés étudiés. 

Tableau 4 : Révélation au réactif NP/PEG – Exemples de couleurs de la 
fluorescence observée à 365 nm en fonction de la sous-famille de flavonoïdes82 

Sous-famille Exemples de molécules 
Couleur des spots 
après révélation à 

365 nm 

Acides carboxyliques 

phénoliques 

Acide caféique, acide 

chlorogénique 
Bleu 

Coumarines Scopolétine Bleu 

Flavonols 
Quercétine, myricétine* 

Kaempférol, isorhamnétine* 

Orange-jaune 

Jaune-vert 

Flavones 
Lutéoline* 

Apigénine* 

Orange 

Jaune-vert 

La Figure 12 montre l’analyse par HPTLC de S. chamaecyparissus, C. albidus et 

R. chalepensis, ainsi que des standards phénoliques utilisés : la rutine et la 

quercétine. Les extraits présentent une composition en composés phénoliques 

variable, représentée par les spots colorés grâce à la visualisation sous UV (366 nm). 

Dans certains cas, la comparaison des analyses des extraits avec celle des standards 

donne des informations comparables à celles fournies par l’HPLC puisqu’en plus des 

rapports frontaux (Rf), il est possible de comparer la couleur des taches, ce qui peut 

prédire une éventuelle correspondance entre un standard et un composé présent 

dans l’extrait analysé. Sur cette figure, il est notamment possible de déceler la 
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présence de quercétine dans l’extrait de S. chamaecyparissus et de rutine dans 

l’extrait de R. chalepensis. Les spots de couleur bleue, verte et/ou orange observés 

dans les extraits étudiés indiquent la présence de plusieurs types de flavonoïdes, en 

particulier dans les extraits de S. chamaecyparissus et de R. chalepensis. Ces 

informations peuvent être confirmées au moyen d’une analyse densitométrique, 

permettant de mesurer directement l’absorbance des spots sur la plaque HPTLC. Ces 

analyses ne sont pas présentées ici car les empreintes chromatographiques se veulent 

uniquement informatives. 

 

Figure 12 : Exemples d’empreintes chromatographiques HPTLC de standards 
commerciaux et d’extraits bruts 

Plaque Merck silica gel 60G F254, 10x20 cm 
Phase mobile EtOAc:HCOOH:CH3COOH:H2O 100:11:11:26 (v/v/v/v) 

Révélation NP/PEG, lecture UV 366 nm 

De la même manière, des analyses ont été réalisées pour l’autre famille de molécules 

d’intérêt dans le cadre du projet NATUBAVAL, à savoir les terpénoïdes. 

3.2.2. Analyse des terpénoïdes 

Cette famille de composés étant généralement moins polaire que les composés 

phénoliques, la phase mobile mise en œuvre a été choisie en conséquence afin de 

favoriser la rétention des composés les plus apolaires, permettant ainsi leur 

séparation sur la plaque HPTLC. Les composés polaires sont retenus par la plaque et 

se retrouvent au niveau des dépôts. 



76 

Le révélateur à l’anisaldéhyde sulfurique est normalement considéré comme un 

réactif universel, mais dans ce cas, il permet la détection spécifique des composés de 

type terpénoïdes et stérols végétaux. La figure 3 montre l’analyse des terpénoïdes et 

stérols végétaux de S. chamaecyparissus, C. albidus, R. chalepensis et C. emerus, en 

comparaison avec un standard commercial d’acide oléanolique. 

 

Les cartographies obtenues sont toujours relativement complexes et très variées. En 

revanche, elles présentent une réelle complémentarité avec l’HPLC, puisque l’analyse 

par HPTLC permet l’analyse spécifique des familles de molécules observées sur un 

chromatogramme HPLC. 

Finalement, les deux techniques d’analyse se sont montrées très utiles dans l’analyse 

d’un grand nombre d’extraits, puisqu’elles permettent chacune d’obtenir des 

cartographies propres à chaque extrait. L’HPLC a permis une analyse plus globale et 

l’obtention d’informations sur les principales familles de métabolites présentes dans 

les extraits, tandis que l’HPTLC a permis une analyse plus spécifique des familles de 

Figure 13 : Exemples d'empreintes chromatographiques HPTLC d'un 
standard commercial et d'extraits bruts 
Plaque Merck silica gel 60G F254, 10x20 cm 

Phase mobile 1-butanol:H2O:HCOOH 100:80:20 (v/v/v) 
Révélation anisaldéhyde sulfurique, lecture lumière blanche WRT 
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molécules d’intérêt. Cette seconde technique a également permis la visualisation de 

plusieurs extraits sur une même plaque, ce qui est un avantage considérable lorsque, 

comme ici, des analyses multiples de type screening sont réalisées. 

En conclusion, l’analyse des différentes cartographies livre de précieuses 

informations quant à la composition chimique des extraits bruts. L’objectif suivant a 

été d’évaluer l’activité biologique de la totalité des extraits en vue d’identifier les 

extraits d’intérêt pour la poursuite du projet. 

4. Évaluation biologique des extraits bruts 

Les extraits bruts ont été soumis à des tests d’activité antimicrobienne et 

antioxydante afin d’évaluer leur potentiel d’utilisation en tant que conservateurs. 

4.1. Activité antimicrobienne 

Parmi les principales méthodes d’évaluation de l’activité antimicrobienne d’extraits 

naturels (Chapitre I, 1.5.1.), deux méthodes ont été mises en œuvre dans le cadre 

du projet NATUBAVAL : la méthode par dilution et la bioautographie. Le principal 

avantage de la méthode par dilution est la possibilité de solubiliser totalement 

l’échantillon à évaluer grâce à un solvant ou un mélange de solvants adéquat. Elle 

permet également de tester un grand nombre d’échantillons, distribués sur une 

plaque 96 puits à fond plat, avec plusieurs répétitions pour une plus grande 

précision. Cette capacité d’analyse à haut débit a été un critère de choix pour 

l’utilisation de cette méthode. 

En effet, les méthodes par diffusion sont plus adaptées à l’évaluation de l’activité 

antimicrobienne d’antibiotiques ou de composés purs dont l’activité antimicrobienne 

a préalablement été confirmée. Par ailleurs, le coût de revient d’une détermination de 

CMI (concentration minimale inhibitrice) sur un nombre d’extraits importants était 

trop élevé. Dans une optique de criblage, c’est donc une évaluation à l’aide de la 

méthode par dilution qui semblait la plus pertinente et la plus adaptée. 

La bioautographie, quant à elle, a été mise en œuvre dans un second temps et de 

manière complémentaire à l’évaluation grâce à la méthode par dilution, afin de 
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déterminer le type de molécules responsables de l’activité antimicrobienne pour les 

extraits les plus prometteurs. 

4.1.1. Évaluation de l’activité antimicrobienne par spectrophotométrie 

Le protocole développé pour la réalisation des tests d’activité antimicrobienne des 

extraits bruts (Partie Expérimentale, 2.4.) a été mis au point et optimisé par la 

société Nixe. Toutes les analyses relatives à l’activité antimicrobienne ont été 

réalisées par les soins de la société Nixe en tant que prestataire de services du projet 

NATUBAVAL. 

Chacun des dix-sept extraits bruts a été préparé dans des conditions identiques et 

testé contre les micro-organismes suivants : Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus brasiliensis (anciennement A. niger) et 

Candida albicans. Deux concentrations différant d’un facteur 10 (2 % et 0,2 %, 

concentrations massiques) ont été choisies de manière à encadrer les concentrations 

généralement mises en œuvre lors de l’ajout de conservateurs dans une formule 

cosmétique. Cela permet également d’avoir une marge d’évaluation suffisamment 

importante pour éliminer les échantillons qui ne sont actifs à aucune de ces deux 

concentrations. Une fourchette de concentrations au sein de laquelle les échantillons 

sont supposés être inhibiteurs vis-à-vis d’une ou plusieurs souches microbiennes a 

ainsi été définie. La concentration de 0,2 % est ainsi la concentration supposée la 

plus basse à laquelle l’on pourrait espérer observer une efficacité antimicrobienne. 

Puisque le témoin utilisé est une molécule pure évaluée à sa concentration d’usage, il 

a été choisi d’encadrer cette concentration pour l’évaluation des mélanges complexes 

que sont les extraits naturels. Il semble donc cohérent d’observer une activité accrue 

à 2 %, puisque les extraits naturels sont le siège de synergies ou au contraire 

d’antagonismes entre les différents métabolites qui les composent. 

Un parabène commercial a également été mis en œuvre, et a été testé à sa 

concentration d’usage (0,4 %), constituant ainsi le témoin positif de cette expérience. 

Afin de comparer l’activité antimicrobienne des extraits bruts évalués avec des 

extraits commercialisés pour leurs propriétés antimicrobiennes, deux extraits 

commerciaux ont également été évalués : un extrait de l’algue rouge Asparagopsis 
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armata (Ysaline, Nividiskin) et un extrait de Podocarpus totara (Totarol, 

Biocosmethic). 

Un témoin négatif dans lequel le mélange de solvants ayant permis de solubiliser les 

extraits bruts (éthanol:eau 60:40 v/v) remplace le volume d’échantillon et sert de 

base pour le calcul des pourcentages d’inhibition des extraits évalués. Enfin, un 

témoin de référence de la croissance des souches microbiennes dans lequel de l’eau 

distillée stérile remplace le volume d’échantillon permet de vérifier que ce témoin 

négatif ne possède pas d’activité microbicide. Les DO obtenues pour le témoin 

négatif et le témoin de référence sont identiques et ne seront pas présentées. 

Pour chaque échantillon, les résultats sont exprimés en pourcentages d’inhibition de 

chaque souche microbienne, calculés à partir des valeurs d’absorbance relevées à 

différents temps (24 h, 48 h et 72 h) à une longueur d’onde de 620 nm, selon la 

formule suivante : 

Inhibition (%) = 100AX100 ´-
AT

 

AX : Absorbance moyenne de l’échantillon 

AT : Absorbance moyenne du témoin négatif 

Ces résultats sont présentés sous forme de bilan dans le Tableau 5. Seuls les 

résultats obtenus pour les extraits bruts préparés à une concentration de 2 % sont 

présentés car ils sont plus représentatifs qu’à une concentration de 0,2 %. 
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Tableau 5 : Activité antimicrobienne des extraits bruts (2 %) 

+++ : activité ≥ 90% ≤ activité ≤ 100% ; ++ : 70% ≤ activité ≤ 90% ; + : 60% ≤ activité ≤ 70% ; ~ : 40% ≤ activité ≤ 60% ; - : activité ≤ 40% 
Ysaline : extrait d’Asparagopsis armata; Totarol : extrait de Podocarpus totara 

 

Extrait 
Activité antimicrobienne à 2 % 

Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa Aspergillus brasiliensis Candida albicans 

24 h 48 h 48 h 72 h 48 h 72 h 24 h 48 h 
C. albidus L. +++ ++ - ~ +++ ~ ++ ~ 
P. lentiscus L. ++ ++ ++ ~ ~ - - - 
S. verbenaca L. ++ - - - + - - - 

R. chalepensis L. +++ +++ - - ++ + ~ ~ 
C. emerus L. ++ - - - ++ + - - 

L. nobilis L. +++ +++ - - +++ +++ +++ +++ 

T. vulgaris L. +++ +++ - - +++ ~ - + 
R. officinalis L. +++ +++ - - ~ ~ - - 

H. perforatum L. +++ +++ - - +++ +++ +++ +++ 
M. communis L. ++ +++ - - ++ - + ~ 

C. sempervirens L. +++ +++ - - - - - - 
S. chamaecyparissus L. +++ +++ - - +++ +++ ++ ~ 

J. oxycedrus L. +++ +++ ~ + +++ ~ + ~ 
J. communis L. +++ +++ - - + - - - 

S. montana L. - - - - - - - - 
A. petiolata (M.Bieb.) 
Cavara & Grande +++ +++ - - - - - - 

H. stoechas L. +++ +++ - - ~ - - - 
Témoin positif (0,4 %) +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
Ysaline (100 mg/mL) - - - - - - -  
Totarol (100 mg/mL) +++ +++ ++ ++ +++ +++ - ~ 
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Il est à noter que les temps pris en considération ne sont pas les mêmes pour chaque 

souche puisque celles-ci n’ont pas toutes les mêmes vitesses de croissance. Ainsi, la 

bactérie à gram positif S. aureus et la levure C. albicans sont des souches à 

croissance rapide : elles se multiplient dès qu’elles se trouvent dans un 

environnement favorable, par exemple un milieu de culture adapté. Les valeurs 

obtenues peuvent alors être interprétées dès 24 h d’incubation, et on considère que 

leur croissance atteint un maximum à partir de 48 h d’incubation. À partir de 48 h 

d’incubation, elles atteignent un plateau et commencent à décliner lorsque toutes les 

réserves du milieu sont épuisées. En revanche, concernant le champignon 

microscopique A. brasiliensis et la bactérie à gram négatif P. aeruginosa, la 

croissance est beaucoup moins rapide. Au cours de leur multiplication, ces deux 

souches doivent d’abord s’adapter au milieu de culture, d’où une vitesse de 

développement plus longue. C’est pourquoi seules les valeurs obtenues à partir de 

48 h et jusqu’à 72 h d’incubation sont prises en compte. 

Les valeurs obtenues ont été interprétées de la manière suivante pour réaliser le 

tableau-bilan : pour être significatif, le pourcentage d’inhibition doit être égal ou 

supérieur à 60 %. En-deçà de cette valeur, l’inhibition est considérée comme 

moyenne (entre 40 et 60 % d’inhibition : ~) ou encore très faible voire nulle (entre 0 

et 40 % d’inhibition : -). Les valeurs négatives témoignent d’une stimulation de la 

croissance microbienne par l’échantillon en question, ce qui représente un effet 

antagoniste à l’activité recherchée. C’est la raison pour laquelle il n’a pas été possible 

de déterminer une concentration minimale inhibitrice (CMI) pour les extraits 

analysés. En effet, une telle détermination n’est pas réalisable dans le cas 

d’échantillons stimulant la croissance microbienne, comme cela peut être le cas pour 

certains extraits. Ce paramètre n’est cependant pas pris en compte et les valeurs 

négatives sont dans ce cas assimilées à des valeurs nulles. 

Les valeurs d’intérêt, c’est-à-dire comprises entre 60 et 100 % d’inhibition pendant 

toute la durée d’évaluation, ont été classées en trois catégories (inhibition plutôt 

forte comprise entre 60 et 70 %: +, forte, entre 70 et 90 % : ++ ou très forte à totale, 

au-dessus de 90 % : +++). Plus le pourcentage d’inhibition se rapproche de 100, plus 

l’effet microbicide est important. Les valeurs supérieures à 100 % d’inhibition ont été 

ramenées à 100 %, le pourcentage synonyme d’une inhibition totale. 
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Au vu des propriétés recherchées, il a été décidé de ne pas accorder davantage 

d’intérêt aux extraits n’ayant pas de pouvoir d’inhibition notable aux concentrations 

évaluées. 

D’après le Tableau 5, les résultats obtenus montrent que seuls deux extraits ne 

présentent pas d’activité antimicrobienne appréciable contre les quatre souches 

microbiennes testées, à savoir C. emerus et S. montana. Ces résultats sont plutôt 

intéressants, puisque les quinze autres extraits sont tous actifs contre au moins une 

souche microbienne : S. aureus. En revanche, l’activité contre P. aeruginosa est 

globalement faible voire inexistante. Concernant A. brasiliensis, l’activité est 

comparable à celle du témoin positif pour trois extraits, à savoir L. nobilis, 

H. perforatum et S. chamaecyparissus, et plutôt intéressante pour deux autres 

extraits : R. chalepensis et C. emerus. Enfin, seuls L. nobilis et H. perforatum 

présentent une activité marquée contre C. albicans. Moins marquants, C. albidus et 

S. chamaecyparissus présentent une activité notable après 24 h d’incubation, mais 

qui n’est pas confirmée après 48 h d’incubation. 

Concernant les extraits commercialisés pour leurs propriétés antimicrobiennes, il est 

intéressant de constater que l’extrait d’algue rouge Ysaline ne présente aucune 

activité dans les conditions d’évaluation de l’activité antimicrobienne mises en 

œuvre. Cela peut être lié simplement à un manque de solubilité de l’actif dans le 

mélange éthanol/eau mis en œuvre pour la préparation d’échantillon, ou à une 

concentration trop faible. La concentration des solutions mises en œuvre a été 

volontairement fixée à 100 mg/mL, contre 200 mg/mL pour les autres extraits bruts, 

justement parce que les propriétés antimicrobiennes sont revendiquées et parce 

qu’on devrait donc pouvoir s’attendre à les retrouver lors de ces essais. En revanche, 

le Totarol présente une activité contre trois des quatre souches évaluées, ce qui 

confirme les revendications de son fabricant dans ces conditions. Il faut tout de 

même noter que l’activité de certains extraits, bien que plus concentrés, est 

supérieure à celle du Totarol, notamment contre A. brasiliensis et C. albicans. 

Il est à noter qu’une des limites de cette méthode d’évaluation est la couleur des 

extraits, qui exerce dans certains cas une influence sur la lecture de la densité 

optique. C’est notamment le cas lorsque des valeurs supérieures à 100 % sont 
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obtenues. Ces valeurs sont liées à l’évolution de la couleur des extraits au cours du 

temps d’incubation, l’absorbance évoluant elle aussi en conséquence. Dans l’idéal, un 

recours à la néphélométrie, permettant de mesurer la teneur en particules en 

suspension dans un milieu5, aurait permis de corriger la DO en tenant compte du 

trouble observé ; ainsi, les résultats obtenus auraient pu être encore plus précis. 

Néanmoins, les extraits ayant tous été préparés dans des conditions identiques, puis 

filtrés avant les analyses, cette modification de la DO liée à la couleur des extraits a 

été considérée comme minime et sans réelle influence sur le résultat final. 

Afin de limiter l’étude à un nombre restreint d’extraits, les extraits sélectionnés pour 

leur potentiel antimicrobien sont ceux présentant une activité inhibitrice notable et 

stable (au moins 60 % sur les deux temps de lecture) contre au moins deux souches 

microbiennes, l’objectif final du projet NATUBAVAL étant de développer un 

conservateur au spectre antimicrobien le plus large possible. Les extraits sélectionnés 

avec ces critères sont alors R. chalepensis, L. nobilis, H. perforatum et 

S. chamaecyparissus. 

Une autre approche aurait consisté à étudier tous les extraits présentant une activité 

antimicrobienne, même faible, en partant du principe de synergie lié à la 

composition complexe de tels extraits végétaux. Cependant, l’objectif est dans ce cas 

d’appliquer une approche en « entonnoir », visant à réduire le nombre de candidats 

afin de sélectionner, de manière idéale, un extrait cible pour la suite cette étude. 

Dans le but de compléter les tests d’activité antimicrobienne réalisés sur plaques 96 

puits, une méthode par bioautographie (HPTLC-EDA) a également été développée et 

appliquée à quelques extraits sélectionnés parmi les candidats initiaux. 

4.1.2. Évaluation de l’activité antimicrobienne d’une sélection d’extraits 

bruts contre A. brasiliensis par HPTLC-EDA 

Une évaluation complémentaire de l’activité antimicrobienne par HPTLC-EDA a été 

mise en œuvre suite à la mise en évidence de quelques extraits d’intérêt lors de 

l’analyse par spectrophotométrie. L’objectif de cette approche est d’analyser non pas 

les extraits bruts en tant que tels, mais de mettre en évidence les composés ou 
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familles de composés responsables de l’activité antimicrobienne après séparation 

chromatographique. 

Par ailleurs, cette approche a également pour objectif d’établir, si possible, une 

corrélation entre les cartographies HPTLC de ces extraits et leur activité 

antimicrobienne. 

Cette expérience a été réalisée avec A. brasiliensis en raison de la sensibilité de cette 

souche microbienne à cinq des extraits évalués. Les plaques HPTLC, après dépôt des 

échantillons d’intérêt, ont été transmises à la société Nixe. Après pulvérisation d’une 

suspension de spores d’A. brasiliensis, les plaques ont été incubées le temps 

nécessaire à la croissance des spores microbiennes (Partie Expérimentale, 

2.4.2.). La Figure 14 présente les résultats obtenus sur cinq des extraits de départ : 

S. chamaecyparissus, C. albidus, R. chalepensis, C. emerus et C. sempervirens. 

 

Figure 14 : Activité antifongique par HPTLC-EDA et empreintes 
chromatographiques 

Plaques HPTLC Merck silica gel 60F254, 10x20 cm. 
Phase mobile : EtOAc:H2O:CH3COOH:HCOOH 100:26:11:11 (v/v/v/v) 

Révélation A : anisaldéhyde sulfurique (WRT) ;B : NP/PEG (366 nm) ; C : A. brasiliensis (WR) 
Standards : *acide glycyrrhizique ; *rutine ; *quercétine  

Des empreintes chromatographiques de ces mêmes extraits ont été réalisées dans les 

mêmes conditions que pour l’analyse par HPTLC-EDA, avec une première révélation 

à l’anisaldéhyde sulfurique (A) et une seconde au NP/PEG (B). Les résultats obtenus 

ont été comparés à l’analyse par HPTLC-EDA (C). Les zones de croissance 

microbienne observées en C sont plus ou moins importantes, et il est 

particulièrement intéressant d’observer des zones d’inhibition exemptes de 

croissance microbienne, ces dernières pouvant être corrélées avec la présence de 

composés responsables d’une activité fongicide contre A. brasiliensis. 
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Cette analyse révèle de précieuses informations sur le type de molécules pouvant être 

responsables de l’activité antifongique des extraits bruts. En effet, l’on peut constater 

que celles-ci se trouvent uniquement dans la partie supérieure de la plaque, dans des 

zones où se trouvent par exemple les spots correspondant à l’acide glycyrrhizique (*) 

et la quercétine (*), qui sont relativement peu polaires. En revanche, les composés les 

plus polaires de type rutine (*) ne semblent présenter aucune activité antifongique. 

Pour les extraits 1 à 4, il semblerait que l’activité antimicrobienne puisse provenir à 

la fois de composés de type terpénoïdes révélés à l’anisaldéhyde sulfurique et de 

composés de type polyphénols révélés au NP/PEG. En revanche, C. sempervirens (5) 

ne présente pas d’activité antifongique, ce qui correspond aux essais préalablement 

réalisés (Tableau 5). 

En raison de la complexité chimique des extraits et de la taille de la zone d’inhibition 

de croissance, il est difficile de distinguer si une seule ou plusieurs molécules sont 

responsables de l’activité antifongique. Cette méthode se veut donc indicatrice du 

type de molécules responsables d’une telle activité et peut être utilisée de manière 

complémentaire à l’analyse avec la méthode par dilution en plaques 96 puits. Elle 

pourrait notamment se révéler encore plus utile sur des extraits moins complexes ou 

sur des fractions d’extraits. 

En plus de l’activité antimicrobienne, l’activité antioxydante des dix-sept extraits 

bruts de départ a été évaluée dans un second temps afin de couvrir l’ensemble de 

l’activité biologique étudiée. La confrontation de l’ensemble des résultats obtenus 

devait en effet permettre d’aboutir à la sélection d’un ou plusieurs extraits d’intérêt 

majeur pour le développement d’un nouveau conservateur naturel et faisant l’objet 

d’une étude plus approfondie dans le cadre du projet NATUBAVAL. 

4.2.  Activité antioxydante 

L’évaluation de l’activité antioxydante des dix-sept extraits bruts a été réalisée dans 

le cadre d’une collaboration avec l’équipe du laboratoire GREEN du Pr. Chémat de 

l’Université d’Avignon (UMR 408 INRA-UAPV). Les méthodes choisies et les 

protocoles mis en œuvre ont été développés et optimisés par Anne-Sylvie Tixier-

Fabiano (Partie Expérimentale, 2.5.). Deux méthodes ont été appliquées aux 



86 

extraits étudiés : l’indice de Folin-Ciocalteu, n’étant pas une mesure de l’activité 

antioxydante en tant que telle, mais permettant le dosage des phénols présents dans 

les échantillons et ainsi une estimation de la quantité de composés potentiellement 

antioxydants, et le test DPPH, permettant la détermination de la capacité 

antioxydante des échantillons. 

4.2.1. Détermination de la teneur en phénols totaux : indice de Folin-

Ciocalteu 

L’indice de Folin-Ciocalteu (Partie Expérimentale, 2.5.1.) a été déterminé sur les 

échantillons à l’aide d’une courbe d’étalonnage d’acide gallique. Les résultats sont 

exprimés en mg d’équivalent acide gallique (EAG) par g d’extrait et sont présentés 

dans le Tableau 6. Ainsi, les extraits présentant l’équivalent acide gallique le plus 

important sont P. lentiscus, H. perforatum, M. communis et J. communis pour des 

valeurs comprises entre 89,19 mg/g et 117,37 mg/g. Par comparaison au témoin 

positif 1, qui est un extrait commercial à base d’extrait de romarin dont l’activité 

antioxydante a été démontrée (Natrox RO Organic), ces valeurs sont supérieures, ce 

qui semble plutôt prometteur. En revanche, C. emerus et S. officinalis semblent être 

des extraits à faible teneur en EAG. Les autres extraits présentent des valeurs 

moyennes, comprises entre 33,70 mg/g pour S. chamaecyparissus et 78,29 mg/g 

pour T. vulgaris. 

Pour être explicites, ces valeurs ne peuvent pas être interprétées seules, c’est 

pourquoi une évaluation de la capacité antioxydante des extraits bruts a été réalisée 

dans un second temps afin de déterminer leur potentiel antioxydant. 

4.2.2. Détermination de la capacité antioxydante : test DPPH 

Le test DPPH étant facile à mettre en œuvre et visuel tout en étant quantitatif, il s’est 

avéré être une méthode de choix pour le criblage de l’activité antioxydante des dix-

sept extraits brut, tout en étant complémentaire avec la détermination de la teneur 

en phénols totaux des extraits. L’objectif du protocole mis en œuvre (Partie 

Expérimentale, 2.5.2.) est d’évaluer la capacité de chaque échantillon à réduire le 

radical stable qu’est le DPPH. Le test DPPH consiste à déterminer, pour chaque 

échantillon, l’IC50 ou concentration inhibitrice médiane. Cette valeur correspond à la 
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concentration d’extrait permettant la réduction de 50 % de la concentration initiale 

en DPPH. Ainsi, plus cette valeur est faible, plus la capacité antioxydante de 

l’échantillon évalué est forte. 

Tableau 6 :Teneur en phénols (EAG) et capacité antioxydante (IC50 DPPH) des 
extraits bruts 

Extrait 
EAG 

(mg/g) 

IC50 
DPPH 

(µg/mL) 

C. albidus 43,97 160,00 
P. lentiscus 117,37 103,00 
S. verbenaca 44,64 134,00 
R. chalepensis 43,45 180,00 
C. emerus 20,73 1708,00 
L. nobilis 55,72 140,00 
T. vulgaris 78,29 110,00 
R. officinalis 75,97 108,00 
H. perforatum 92,56 119,00 
M. communis 89,19 104,00 
C. sempervirens 78,27 121,00 
S. chamaecyparissus 33,70 118,00 
J. oxycedrus 66,32 122,00 
J. communis 107,04 107,00 
S. montana 69,77 122,00 
A. petiolata 45,14 174,00 
S. officinalis 15,46 3162,00 
H. stoechas 71,96 111,00 
Témoin positif 1 85,45 - 
Témoin positif 2 - 8,70 

Témoin positif 1 : Natrox RO Organic 

Témoin positif 2 : vitamine E commerciale 

Les résultats obtenus sont également présentés dans le Tableau 6. La concentration 

inhibitrice médiane est exprimée en quantité d’extrait (µg) par volume (mL) de 

solution. Ainsi, on observe que les valeurs les plus basses (IC50 comprise entre 

103 µg/mL et 108 µg/mL) sont obtenues pour P. lentiscus, M. communis, 

R. officinalis et J. communis. En comparant ces valeurs à celles obtenues avec 

l’indice de Folin-Ciocalteu, on constate que trois des quatre extraits ayant la plus 

forte capacité antioxydante sont également les plus riches en composés phénoliques. 

Cela confirme par conséquent l’existence d’une relation entre la teneur en phénols et 

l’activité antioxydante des échantillons. En effet, C. emerus et S. officinalis, dont la 
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teneur en EAG était la plus faible, sont les extraits dont l’IC50 du DPPH est la plus 

élevée (jusqu’à 3162 µg/mL). Les autres extraits se situent entre ces deux extrêmes, 

avec des IC50 comprises entre 110 µg/mL et 174 µg/mL. 

L’objectif étant d’étudier des extraits possédant à la fois une activité antimicrobienne 

et une activité antioxydante, il est intéressant d’observer les valeurs obtenues pour 

les extraits d’intérêt d’un point de vue de leur activité antimicrobienne, à savoir 

R. chalepensis, L. nobilis, H. perforatum et S. chamaecyparissus. Ainsi, on constate 

que leur teneur en EAG est comprise entre 33,70 mg/g et 92,56 mg/g et leur IC50, 

entre 118 µg/mL et 180 µg/mL. Par rapport au témoin positif 1, dont la teneur en 

EAG est de 85,45 mg/g, ces valeurs sont plus faibles ou équivalentes, ce qui semble 

assez intéressant. 

Le témoin positif 2, dont l’IC50 est de 8,7 µg/mL, est, quant à lui, un composé 

antioxydant pur : la vitamine E. En comparaison avec ce témoin, les valeurs d’IC50 

sont toutes nettement plus faibles, ce qui semble normal puisque ce composé est actif 

à faible concentration, alors que les échantillons évalués dans cette étude sont des 

extraits bruts complexes, constitués de dizaines de molécules en mélange : les 

molécules actives sont par conséquent moins concentrées puisque diluées. 

De plus, des interactions antagonistes peuvent avoir lieu entre les différentes 

molécules ou familles de molécules. 

Par ailleurs, puisque l’HPTLC-EDA s’applique également à la détection d’une activité 

antioxydante, le principe du test DPPH a été appliqué sur une sélection d’extraits 

avec une analyse par HPTLC pour tenter de déterminer les types de composés 

responsables de l’activité antioxydante des extraits bruts. 

4.2.3. Évaluation de l’activité antioxydante d’une sélection d’extraits bruts 

par HPTLC-EDA 

De même que pour l’activité antimicrobienne, l’activité antioxydante a été évaluée 

par HPTLC-EDA à l’aide du DPPH, qui joue ici le rôle de révélateur. Afin de 

comparer les résultats avec des empreintes chromatographiques préalablement 

obtenues, des analyses HPTLC ont été réalisées sur les mêmes extraits que pour 
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l’analyse HPTLC-EDA avec A. brasiliensis : S. chamaecyparissus, C. albidus, 

R. chalepensis, C. emerus et C. sempervirens. Une phase mobile permettant à la fois 

une bonne séparation des composés de type terpénoïdes et des composés de type 

polyphénols a été mise en œuvre. Ainsi, trois révélations (anisaldéhyde sulfurique, 

NP/PEG et DPPH) sont comparées sur la Figure 15. 

 

Figure 15 :Activité antioxydante par HPTLC-EDA et empreintes 
chromatographiques 

Plaques HPTLC Merck silica gel 60F254, 10x20 cm 
Phase mobile : EtOAc:MeOH:H2O 100:13,5:10 (v/v/v) 

Révélation A : anisaldéhyde sulfurique (WRT) ; B : NP/PEG (366 nm) ; C : DPPH (WR) 
Standards : *acide glycyrrhizique ; *rutine ; *quercétine ; *tocophérol 

De manière générale, l’analyse HPTLC-EDA à l’aide du DPPH (C) confirme de 

manière visuelle les résultats obtenus en plaques de microtitration (Tableau 6) : 

S. chamaecyparissus (1) et C. sempervirens (5) sont les extraits les plus actifs parmi 

les cinq analysés et ceux possédant le plus de molécules antioxydantes. C. albidus (2) 

et R. chalepensis (3) semblent présenter une activité inférieure aux deux extraits 

précités, avec tout de même quelques molécules antioxydantes. C. emerus (4) ne 

présente aucune activité antioxydante, et aucune molécule antioxydante n’est visible 

sur la plaque. 

De plus, pour S. chamaecyparissus (1), on observe de manière cohérente que ce sont 

plutôt les molécules de type polyphénols révélées au NP/PEG (B), et non les 

molécules de type terpénoïdes (A), qui semblent être responsables de l’activité 

antioxydante (C). Pour C. albidus (2), cette corrélation est moins marquée mais tout 

de même visible. Pour C. sempervirens (5), cette corrélation semble plus difficile à 

mettre en évidence en raison de la « traînée » antioxydante répartie sur la quasi-

totalité de la distance de migration. Il semblerait qu’il y ait de nombreuses molécules 
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responsables de l’activité antioxydante de l’extrait, et qu’il s’agisse essentiellement de 

molécules de type terpénoïdes, puisqu’aucune molécule n’apparaît de manière visible 

avec le révélateur NP/PEG. Pour R. chalepensis (3), une molécule en particulier 

semble être responsable de l’activité antioxydante et au vu du spot identifié comme 

étant la rutine (*), tout laisse à penser qu’il s’agirait de cette molécule. Enfin, 

concernant C. emerus, l’absence de molécules à la révélation NP/PEG (B) est en 

parfaite corrélation avec l’absence d’activité antioxydante (C). 

Finalement, cette méthode se révèle tout à fait complémentaire des tests d’activité 

antioxydante effectués en plaques de microtitration puisqu’elle permet une 

révélation directe et spécifique des molécules responsables de l’activité antioxydante. 

Ainsi, connaissant la capacité antioxydante d’un extrait brut, elle peut permettre 

d’identifier rapidement le type de molécules qui en sont responsables et de comparer 

différents extraits bruts entre eux. Cela confirme le réel potentiel de l’HPTLC-EDA 

dans le criblage d’échantillons complexes lors de la recherche d’une activité 

biologique. 

5. Sélection des extraits d’intérêt 

Après avoir établi des empreintes chromatographiques par HPLC et par HPTLC des 

dix-sept extraits bruts et déterminé leur potentiel antimicrobien et antioxydant, 

l’objectif a été de recouper l’ensemble des informations obtenues au moyen des 

analyses chromatographiques et des tests d’activité biologique afin de sélectionner 

une ou plusieurs espèces candidates à la poursuite du projet NATUBAVAL. 

Afin de faire un choix parmi les espèces présélectionnées pour leur activité 

antimicrobienne prometteuse et leur activité antioxydante non moins intéressante, à 

savoir R. chalepensis, L. nobilis, H. perforatum et S. chamaecyparissus, une 

recherche bibliographique a été menée sur ces espèces végétales afin de mettre en 

relation les résultats obtenus avec l’état de l’art. Celle-ci a été effectuée en tenant 

compte des résultats antérieurs à 2014, date à laquelle le projet NATUBAVAL a pris 

fin, et a permis d’obtenir des informations concernant d’éventuelles activités 

antimicrobiennes (contre une des souches microbiennes évaluées dans le cadre du 

projet), antioxydantes ou de propriétés conservatrices avérées des plantes précitées. 
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Concernant R. chalepensis, c’est surtout son huile essentielle qui a été étudiée pour 

son activité antimicrobienne, en particulier antifongique83. Par ailleurs, des 

composés de la famille des alcaloïdes et des coumarines ont été isolés et identifiés à 

partir des racines et des feuilles de R. chalepensis et une activité antimicrobienne 

contre plusieurs souches microbiennes a été rapportée, dont S. aureus et 

C. albicans84. Enfin, une activité antioxydante, en particulier anti-radicalaire, a été 

identifiée sur des extraits éthanoliques et aqueux de R. chalepensis85. En revanche, 

aucune étude exprimant de manière spécifique le potentiel conservateur de la plante 

n’a été identifiée. 

L. nobilis est une espèce végétale dont les propriétés antimicrobiennes et 

antioxydantes ont déjà souvent été étudiées, que ce soit pour son huile essentielle ou 

pour d’autres types d’extraits86. Par exemple, une lactone sesquiterpénique isolée des 

feuilles de laurier noble a montré une activité contre S. aureus et C. albicans87. 

L’huile essentielle de feuilles possède de plus des propriétés antimicrobiennes contre 

S. aureus et antioxydantes88. Enfin, une approche visant à évaluer le potentiel 

conservateur antimicrobien de l’huile essentielle de L. nobilis seule et combinée à 

d’autres huiles essentielles dans des formules cosmétiques a été décrite89. 

H. perforatum est très connue pour son action sur le système nerveux central, et plus 

particulièrement son action antidépressive, vraisemblablement due à une synergie 

entre l’hyperforine contenue dans les fleurs et les fruits de la plante, qui possèderait 

également des propriétés antimicrobiennes, et d’autres constituants2. Les composés 

phénoliques issus d’extraits d’Hypericum se sont révélés à la fois antioxydants et 

antimicrobiens contre S. aureus et P. aeruginosa90,91. 

Enfin, concernant S. chamaecyparissus, une étude rapporte l’activité 

antimicrobienne de son huile essentielle contre C. albicans92. Une autre étude 

suggère l’éventuelle utilisation de cette même huile essentielle comme conservateur 

alimentaire antioxydant93. En revanche, aucune étude ne mentionne une quelconque 

activité antimicrobienne d’un extrait de santoline contre les souches microbiennes 

d’intérêt dans cette étude, ou d’activité antioxydante. 
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Ainsi, les extraits de R. chalepensis, L. nobilis et H. perforatum ayant déjà fait l’objet 

de recherches au sujet de leur activité antimicrobienne et/ou antioxydante, c’est 

S. chamaecyparissus qui a été sélectionnée comme espèce phare du projet 

NATUBAVAL. En effet, cela permet de répondre à une des volontés du projet, à 

savoir son caractère innovant, l’objectif étant de travailler sur une plante dont les 

propriétés d’intérêt n’ont pas encore été décrites dans la littérature, ou ne sont pas 

protégées par un brevet. 

L’étape suivante de cette étude a alors consisté à étudier de manière plus approfondie 

les propriétés de l’extrait brut de S. chamaecyparissus, et à optimiser cet extrait en 

vue du développement d’un nouveau conservateur naturel pour l’industrie 

cosmétique. 
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CHAPITRE III 

ÉTUDE ET OPTIMISATION DE L’EXTRAIT DE 

S. CHAMAECYPARISSUS : DÉVELOPPEMENT 

D’UN NOUVEAU CONSERVATEUR NATUREL 



94 



95 

Les étapes initiales du projet NATUBAVAL ayant permis la sélection d’une espèce 

végétale d’intérêt en vue de la poursuite du projet, l’objectif suivant a été d’étudier 

l’extrait de S. chamaecyparissus. Des recherches bibliographiques ont, dans un 

premier temps, permis de créer une carte d’identité de cette plante en recueillant des 

données botaniques, phytochimiques et ethnopharmacologiques sur la santoline. 

1. Présentation de S. chamaecyparissus 

1.1. Origine et description botanique 

S. chamaecyparissus est connue sous plusieurs appellations vernaculaires : santoline 

petit-cyprès, aurone femelle, ou cotton lavender en anglais. Elle sera nommée ici 

« santoline ». Il en existe plusieurs synonymes, dont Santolina incana Poiret et 

Santolina tomentosa Lam.94. 

La santoline est un sous-arbrisseau ramifié (Figure 16, Figure 17) de la famille des 

Astéracées, originaire du pourtour du bassin méditerranéen94,95. Elle se trouve 

naturellement sur les coteaux arides ou les zones sauvages rocailleuses du sud de la 

France, mais est également cultivée depuis de nombreuses années pour une 

utilisation avant tout ornementale en tant que massif, haie basse ou couvre-sol. 

 
Figure 16 : Santolina chamaecyparissus (plante entière en fleurs)96 
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Il s’agit d’une plante de type vivace, au feuillage tomenteux vert cendré à gris argenté 

persistant (Figure 18), dont la hauteur à l’âge adulte atteint 50 cm. Les feuilles sont 

découpées en lobes fins et disposées sur quatre rangs97. La période de floraison de la 

santoline s’étend de juin à août et ses inflorescences se présentent sous forme de 

capitules de couleur jaune dont le diamètre est d’environ 1 cm (Figure 19). Cette 

plante aime les endroits ensoleillés, avec un sol pauvre et drainant. Elle se multiplie 

relativement facilement par bouture ou semis. 

 

Figure 18 : S. chamaecyparissus (feuilles)96 

Figure 17 : S. chamaecyparissus (plante entière, photo personnelle) 
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Figure 19 : S. chamaecyparissus (sommités fleuries)96 

1.2. Utilisations traditionnelles 

La santoline est reconnue pour ses propriétés médicinales par la Pharmacopée 

française, puisqu’elle figure dans la « Liste A des plantes médicinales utilisées 

traditionnellement », plus particulièrement ses feuilles et sommités fleuries98. 

En Afrique du Nord, elle est utilisée de manière traditionnelle comme remède 

anthelminthique et comme antispasmodique99. En Navarre, dans la péninsule 

ibérique, les inflorescences sont utilisées sous forme d’infusion pour plusieurs 

applications : le traitement des troubles digestifs, en ophtalmologie pour le nettoyage 

oculaire, et pour traiter les céphalées et les catarrhes. Selon les dires de la médecine 

populaire, cette infusion serait un « remède à tout »100. 

1.3. Phytochimie de l’huile essentielle de santoline  

De nombreuses études se sont intéressées à la composition de l’huile essentielle de 

santoline, qui présente une variabilité intraspécifique (selon la sous-espèce étudiée) 

et géographique (selon la localisation de la plante)101. Ainsi, les composés 

majoritaires de plusieurs sous-espèces d’origine espagnole se sont révélés être le 1,8-

cinéole, représentant entre 2 et 18 % de l’huile essentielle, l’artemisia cétone (0,1 – 

28 %), le camphre (traces – 43 %), le bornéol (1 – 28 %), le copaénol (traces – 15 %), 

le cubénol (1 – 17 %) et l’alloaromadendrène (19 %). Des variations saisonnières ont 

également été observées. Des alcools sesquiterpéniques non identifiés ont par 

exemple été déterminés comme composés majoritaires durant la saison estivale, 

alors qu’en hiver les composés majoritaires sont des monoterpènes (1,8-cinéole, 
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camphre, myrtanal et bornéol). Une huile essentielle d’origine française a révélé une 

composition légèrement différente en termes de répartition des composés 

majoritaires, qui ont été identifiés comme étant l’artemisia cétone (8 – 34 %), le 

myrcène, le β-phellandrène (8 – 18 %), ou encore la longiverbénone (9 – 18 %). En 

résumé, la composition de l’huile essentielle de S. chamaecyparissus est globalement 

toujours la même mais les composés sont présents dans des proportions très 

variables, pouvant parfois être majoritaires et dans d’autres cas minoritaires, voire 

absents selon la sous-espèce, la saison et/ou l’origine du spécimen étudié. 

Bien que la composition chimique de l’huile essentielle de santoline ait déjà été 

souvent étudiée, peu d’études se sont intéressées à d’autres types d’extraits. 

L’approche mise en œuvre dans ce travail a alors consisté à étudier de manière plus 

approfondie l’extrait brut de départ afin de déterminer le ou les composés chimiques 

responsables de l’activité antimicrobienne et/ou antioxydante de la santoline. Pour 

ce faire, l’extrait brut a été soumis à un fractionnement bioguidé, les fractions 

obtenues ayant subi les mêmes tests d’évaluation de leur activité biologique que les 

extraits bruts de départ en vue de déterminer la(les) fraction(s) responsable(s) de 

l’activité antimicrobienne et/ou antioxydante de la plante. 

2. Fractionnement bioguidé de l’extrait de santoline 

2.1. Fractionnement de l’extrait brut 

L’extrait brut de départ a été fractionné dans l’objectif d’analyser de manière plus 

précise sa composition chimique et d’identifier le ou les actif(s) ou les familles 

d’actifs responsable(s) de son activité biologique. Pour ce faire, un gradient d’élution 

de polarité croissante de cinq solvants ou mélanges de solvants a été appliqué à 

l’extrait déposé sous forme sur une colonne ouverte de gel de silice en phase normale. 

Cinq fractions ont ainsi été obtenues : tout d’abord, une première fraction 

cyclohexane (F1), puis une fraction cyclohexane/acétate d’éthyle (F2), une fraction 

acétate d’éthyle (F3), une fraction acétate d’éthyle/méthanol (F4), et enfin, une 

fraction méthanol (F5). 
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Après concentration par évaporation puis lyophilisation, les fractions ont été pesées, 

puis analysées par HPLC-DAD-ELSD afin d’apprécier la qualité de la séparation et la 

composition chimique de chaque fraction. La Figure 20 montre les 

chromatogrammes HPLC-ELSD obtenus pour les fractions par comparaison avec 

l’extrait brut de départ. 

 

Figure 20 : Chromatogrammes HPLC-ELSD des fractions obtenues à partir de 
l’extrait brut de santoline 

F1 cyclohexane (8 mg) ; F2 cyclohexane:acétate d’éthyle 1:1 v/v (249 mg) ; 
F3 acétate d’éthyle (88 mg) ; F4 acétate d’éthyle:méthanol 1:1 v/v (781 mg) ; 

F5 méthanol (412 mg) 
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Ces derniers permettent d’observer une bonne séparation des différents types de 

composés selon leur polarité, c’est-à-dire que la purification est plutôt efficace 

puisqu’elle a permis de retrouver un même type de composés dans une seule, voire 

deux fractions au maximum. Par exemple, la fraction F1 a permis l’élimination des 

composés de type pigments et cires végétales, et les fractions F4 et F5, celle des 

composés très polaires de type hydrates de carbone, que l’on retrouve dans le 

« volume mort » de la colonne lors de l’analyse HPLC. Cela n’est pas toujours le cas : 

en effet, un second fractionnement sur phase inverse C18 a été réalisé à partir du 

même extrait brut mais la séparation entre les différents types de molécules s’est 

révélée beaucoup moins satisfaisante, c’est pourquoi les résultats obtenus ne seront 

pas présentés, et le travail n’a pas été poursuivi sur ces fractions. 

Les fractions ont ensuite été soumises à l’évaluation de leur activité antimicrobienne 

afin de confirmer l’activité de l’extrait brut de départ et surtout de déterminer la ou 

les fractions responsables de l’activité en question. 

2.2. Étude de l’activité antimicrobienne des fractions obtenues 

En raison de la très faible quantité obtenue pour la fraction F1 (8 mg), celle-ci a été 

écartée et n’a pas été soumise aux tests d’activité biologique. Les autres fractions ont 

été évaluées selon un protocole similaire à celui appliqué aux extraits bruts (Partie 

Expérimentale, 2.4.). 

Les fractions ont été diluées dans du DMSO pour des raisons de solubilité, à une 

concentration de 100 mg/mL en partant du principe qu’elles ne représentent 

chacune qu’une part de l’extrait brut de départ, donc que les actifs, s’ils sont 

présents, sont potentiellement plus concentrés. Aussi, pour cette même raison, la 

concentration mise en œuvre dans les tests d’activité est dans ce cas de 0,4 % 

(concentration massique), soit la même concentration que le témoin positif 

méthylparabène. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 7. 
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Tableau 7 : Activité antimicrobienne des fractions de santoline (0,4 %) 

+++ : activité ≥ 90% ≤ activité ≤ 100% ; ++ : 70% ≤ activité ≤ 90% ; + : 60% ≤ activité ≤ 70% ; ~ : 40% ≤ activité ≤ 60% ; - : activité ≤ 40% 

Fraction 

Activité antimicrobienne à 0,4 % 

Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa Aspergillus brasiliensis Candida albicans 

24 h 48 h 48 h 72 h 48 h 72 h 24 h 48 h 

F2 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

F3 - - - - +++ +++ +++ ~ 

F4 - ~ - - + - - - 

F5 - - - - - - - - 

Extrait brut (2 %) +++ +++ - - +++ +++ ++ ~ 

Témoin positif (0,4 %) +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ 
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Les résultats obtenus pour l’extrait brut de santoline ont été reportés en bas de 

tableau afin de comparer ces résultats à ceux obtenus pour les fractions. La fraction 

F2 présente une activité particulièrement intéressante et surtout comparable à celle 

du témoin positif, puisqu’elle est active contre les quatre souches microbiennes 

testées : S. aureus, P. aeruginosa, A. brasiliensis et C. albicans. La fraction F3, quant 

à elle, est active contre une seule souche, à savoir A. brasiliensis, et modérément 

active contre P. aeruginosa. Les fractions F4 et F5 ne présentent aucune activité 

notable contre les souches évaluées, si ce n’est une activité modérée contre A. niger 

pour F4. 

Par conséquent, la fraction F2 est une fraction d’intérêt majeur. Elle présente un 

composé majoritaire éluant à 26 min (Figure 21, encadré rouge), absent des autres 

fractions, qui pourrait être responsable d’une partie de l’activité antimicrobienne 

observée. 

 

La fraction F3, en revanche, bien qu’active contre deux souches, ne présente pas de 

composé largement majoritaire, on peut en conclure que plusieurs composés sont 

responsables de l’activité observée. 

L’activité antimicrobienne de la fraction F2 étant particulièrement intéressante, il a 

été décidé de se focaliser essentiellement sur le potentiel antimicrobien de la 

santoline pour la poursuite des activités. 

L’activité antioxydante observée est également intéressante, mais ne se démarque 

pas autant que l’activité antimicrobienne, en particulier au niveau des fractions de 

Figure 21 : Composé majoritaire de la fraction F2 de santoline (tR = 26 min) 
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l’extrait. Celles-ci ont, en effet, également été soumises aux tests d’activité 

antioxydante appliqués aux extraits bruts, mais les résultats ne se sont pas avérés 

concluants, c’est pourquoi cet aspect n’a pas été approfondi et ces résultats ne seront 

pas présentés dans cette étude. L’activité antioxydante de la santoline est alors 

considérée comme une valeur ajoutée, complémentaire à l’activité antimicrobienne 

préalablement identifiée. 

3. Étude de la fraction active F2 

3.1. Isolement du composé majoritaire 

Afin de déterminer la nature du composé majoritaire présent dans la fraction F2 de 

l’extrait de santoline, ce dernier a été purifié par HPLC semi-préparative. Pour ce 

faire, une colonne de diamètre plus important a été utilisée et le gradient mis en 

œuvre a été optimisé afin de permettre une séparation optimale du composé d’intérêt 

et dans l’objectif d’isoler une sous-fraction la plus pure possible. La phase mobile 

contenant le composé d’intérêt a ensuite été récoltée en sortie de colonne, en se 

basant sur la simple détection UV, l’ELSD étant destructif. Après plusieurs injections 

successives, la sous-fraction correspondant au composé majoritaire a été concentrée 

à l’évaporateur rotatif, pesée puis analysée sur la colonne analytique dans les 

conditions standards afin de vérifier qu’il s’agisse bien du composé d’intérêt identifié 

au temps de rétention de 26 min. 

Cependant, lors du suivi HPLC-DAD-ELSD de la purification de la sous-fraction 

contenant le composé d’intérêt, il a été constaté que celui-ci se dégradait au cours du 

temps. Une nouvelle purification a alors été effectuée dans les mêmes conditions 

concernant le gradient d’élution et la préparation de l’échantillon, mais en prenant 

des précautions particulières concernant la phase mobile et la concentration de la 

sous-fraction afin d’éviter une nouvelle dégradation du composé d’intérêt : ainsi, la 

purification a été faite à l’aide de solvants non acidifiés après un rinçage conséquent 

de la colonne et de l’HPLC afin d’éliminer un maximum de traces d’acide formique, 

et la sous-fraction récoltée a été concentrée à l’évaporateur rotatif après chaque 

injection afin que le composé isolé soit le moins possible au contact de l’eau. 
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Une analyse par HPLC-DAD-ELSD de la sous-fraction isolée réalisée à l’aide du 

gradient d’analyse standard appliqué aux extraits bruts et fractions a permis de 

vérifier qu’il s’agissait bien du composé d’intérêt éluant au temps de rétention 

tR = 26 minutes, et qu’il ne contenait pas d’impuretés majeures. 

La sous-fraction contenant le composé d’intérêt a ensuite été soumise à des 

techniques d’élucidation structurale (RMN 1D et 2D et spectrométrie de masse) afin 

d’être caractérisé. 

3.2. Caractérisation structurale du composé majoritaire de F2 

L’analyse du spectre UV du composé isolé a permis de situer le maximum 

d’absorption aux alentours de 310 nm. 

Des analyses par RMN 1D (1H, 13C) et 2D (COSY, HSQC, HMBC) ont permis 

d’identifier les corrélations entre les différents atomes constituant le composé 

d’intérêt et de déterminer ainsi sa structure. Le Tableau 8 récapitule l’ensemble des 

corrélations observées. Les spectres 1D et 2D du composé isolé sont présentés dans la 

partie expérimentale (Partie Expérimentale, 2.6.3.). 

Les signaux observés à δH 2,1 (3H, singulet, H-15) et δC 20,5 (C-15) ont permis 

d’identifier un groupe acétoxy. Les signaux δH et δC (C2-C3-C4-C5, carbones 

quaternaires avec des déplacements chimiques compris 64,8 et 80,5) ont suggéré la 

présence d’une chaîne polyacétylène, cette interprétation ayant pu être confirmée 

grâce à l’analyse HBMC. Finalement, les analyses structurales ont permis d’identifier 

le composé d’intérêt comme étant de l’acétate de (5S,7Z)-7-(hexa-2,4-diyn-1-

ylidene)-1,6-dioxaspiro[4,4]nona-2,8-dien-4-yl, dont la structure est présentée dans 

la Figure 22. 
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Tableau 8 : Attribution des signaux RMN 1H et 13C (J en Hz) et corrélations 2D du 

composé majoritaire isolé de la fraction F2 de santoline 

C δ 
(ppm) 

Type de C δ H 
(ppm) 

Multiplicité 
(J Hz) 

COSY HMBC 

1 4,8 CH3 2,0 s - 
C7, C8, C2, 

C11, C5, C3 

2 80,5 Cq - - - - 

3 64,8 Cq - - - - 

4 75,2 CH 5,7 d (2,5*) H13, H12 
C15, C13, 

C9, C10, C12 

5 70,3 Cq - - - - 

6 83,1 CH 5,1 br s - 
C7, C8, C2, 

C11, C5, C3 

7 168,9 Cq - - - - 

8 126,1 CH 6,8 d (5,7) H9 C7, C9, C10 

9 133,8 CH 6,3 dd (5,7;1,6) H8 
C7, C8, C10, 

(C6, C4, C5) 

10 117,3 Cq - - - - 

11 77,7 Cq - - - - 

12 100,8 CH 5,2 dd (2,5;3,0) H13, H4 C10, C4 

13 148,6 CH 6,6 d (3,0) H12, H4 C8, C12, C4 

14 

(OAc) 
170,5 Cq - - - - 

15 

(OAC) 
20,5 CH3 2,1 s - 

C15, C13, 

C8, C12, C4 

 

Figure 22 : Composé d’intérêt isolé à partir de la fraction F2 de santoline 
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Une analyse par UPLC-ESI-HRMS (Figure 23) de l’extrait brut a permis de 

confirmer ces données. En effet, le composé d’intérêt a été identifié au temps de 

rétention de 8,96 minutes (flèche rouge) avec un rapport m/z égal à 257,0816, soit à 

la formule chimique C15H13O4 pour [M+H]+. Cela équivaut à la formule chimique du 

composé d’intérêt : C15H12O4., avec une masse moléculaire égale à 256,0816 g/mol. 

 

Figure 23 : Analyse UPLC-ESI-HRMS de l'extrait brut de santoline et masse 
moléculaire du composé isolé 

Des recherches bibliographiques ont permis de découvrir que le composé d’intérêt 

appartient à la famille des polyacétylènes102,103, plus particulièrement des 

diacétylènes, et qu’il est déjà connu comme métabolite secondaire synthétisé par de 

nombreuses plantes appartenant à la famille des Astéracées103. Sa présence a plus 

particulièrement été rapportée chez la santoline et d’autres espèces du genre 

Santolina, notamment S. oblongifolia et S. rosmarinifolia 104-106. Plus connu sous le 

nom de spirokétal énol, le composé d’intérêt sera appelé « SKE » pour la suite de 

cette étude. 

Le genre Santolina a fait l’objet de nombreuses études, notamment à partir de la fin 

des années 1970 et au cours des années 1970 et est caractérisé par la présence de 

dérivés acétyléniques107. 
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En revanche, parmi la littérature disponible mentionnant le SKE au moment de cette 

étude, aucune publication ne faisait référence à une quelconque évaluation de son 

activité antimicrobienne. 

3.3. Évaluation de l’activité antimicrobienne du spirokétal énol (SKE) 

Afin d’évaluer l’activité antimicrobienne du SKE, l’idéal aurait été de le mettre en 

œuvre dans des tests d’activité de la même manière que pour les extraits bruts et 

fractions. Cependant, son instabilité, en particulier en milieu aqueux, a rendu cette 

manipulation impossible, puisque les tests d’activité antimicrobienne en plaques 96 

puits se déroulent en milieu aqueux. Par conséquent, il n’a pas été possible d’évaluer 

le potentiel antimicrobien du SKE de manière directe. 

Aussi, dans le but d’établir une corrélation entre la teneur en SKE de l’extrait brut de 

santoline et son activité biologique, une première méthode de dosage quantitative 

absolue par HPLC-ELSD a été développée, mais n’a pas abouti en raison de 

problèmes de répétabilité de la méthode. Une seconde méthodologie de 

quantification relative du SKE par HPLC-DAD à une longueur d’onde de 310 nm, 

correspondant au maximum d’absorption du SKE, a alors été développée. Pour ce 

faire, une courbe de calibration a été réalisée en utilisant comme standard de l’acide 

cinnamique commercial (Figure 24), dont le temps de rétention est proche de celui 

du SKE. 

 

Figure 24 : Acide (E)-cinnamique 

(CAS 140-10-3)
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Après injection des extraits à quantifier en triplicat, la concentration en SKE est ainsi 

exprimée en milligrammes d’équivalent acide cinnamique par gramme d’extrait brut. 

3.3.1. Activité antimicrobienne de la santoline et évaluation de la teneur 

intraspécifique en SKE 

Afin de confirmer la pertinence de cette quantification et de valider l’activité 

antimicrobienne du SKE, plusieurs extraits de santoline obtenus dans le cadre du 

projet NATUBAVAL ont été comparés. Les échantillons mis en œuvre proviennent 

d’origines géographiques variées au sein de la région PACA (Figure 25), à savoir 

Cabris (Alpes-Maritimes), Isola (Alpes-Maritimes), le Mont Coudon (Var) et le Mont 

Caume (Var) et ont été récoltés à des périodes variables. 

 

Figure 25 : Localisation géographique des différentes stations de prélèvement 
de la santoline108 

1 : Cabris (alt. 550 m) ; 2 : Isola (alt. 719 m) 
3 : Mont Coudon (alt. 702 m) ; 4 : Mont Caume (alt. 804 m) 
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Les extraits ont été obtenus de la même manière que les extraits bruts initiaux du 

projet NATUBAVAL. Leur activité antimicrobienne a été évaluée de la même manière 

que celle des candidats de départ, et leur teneur en SKE a été évaluée grâce à la 

méthodologie de dosage préalablement développée. Les résultats obtenus sont 

présentés dans le Tableau 9.  

Tableau 9 : Corrélation entre activité antimicrobienne et teneur en SKE pour des 
extraits de santoline provenant de trois origines géographiques différentes 

Période de 
récolte 

Lieu de 
récolte 

Activité antimicrobienne (bilan final à 2 %) 
[SKE] 
(EAC 
mg/g) 

S. aureus P. aeruginosa A. brasiliensis C. albicans  

Eté 2010 Cabris +++ - +++ ~ 7,86 ± 0,20 

Hiver 2011-

2012 
Isola Village +++ - +++ +++ 9,09 ± 0,20 

Automne 

2012 
Isola Village ++ ++ +++ +++ 17,60 ± 0,91 

Printemps 

2011 
Mont Coudon ~ - - - 0,30 ± 0,04 

Eté 2011 Mont Caume ~ - - - Traces 

+++ : activité ≥ 90% ≤ activité ≤ 100% ; ++ : 70% ≤ activité ≤ 90% 
+ : 60% ≤ activité ≤ 70% ; ~ : 40% ≤ activité ≤ 60% ; - : activité ≤ 40% 

L’extrait de santoline présenté en première ligne, provenant de Cabris, est celui 

évalué dans le cadre du criblage initial et constitue l’extrait de référence de santoline 

pour cette étude. Les résultats présentés en termes d’activité antimicrobienne sont le 

bilan des valeurs au dernier temps pris en compte (48 h ou 72 h selon les souches 

microbiennes) et à une concentration de 2 %. 

Ainsi, il est intéressant de constater que plus la teneur en SKE de l’extrait évalué est 

élevée, plus l’activité antimicrobienne de l’extrait en question est importante. Par 

exemple, pour les deux extraits d’Isola Village, l’activité passe de trois souches à 

quatre souches microbiennes lorsque la teneur en SKE passe de 9,09 mg/g à 

17,60 mg/g. L’extrait de santoline provenant du Mont Coudon ne présente non 

seulement qu’une activité antimicrobienne modérée contre S. aureus, mais 

également une concentration en SKE très faible. Il en est de même pour l’extrait du 
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Mont Caume, ne présentant que des traces non quantifiables de SKE et une activité 

modérée contre S. aureus. 

Les données observées ont pu être confirmées par des analyses HPLC-ELSD, les 

extraits du Mont Coudon et du Mont Caume ne présentant aucun pic au temps de 

rétention du SKE identifié à tR = 26 minutes sur le chromatogramme de référence 

(santoline de Cabris), tandis que l’extrait d’Isola Village présente bien le même pic 

que sur le chromatogramme de référence. 

De plus, il est particulièrement intéressant d’observer une corrélation entre la 

présence de SKE et l’activité antimicrobienne des extraits de santoline contre 

A. brasiliensis et C. albicans. En effet, une telle activité est observée uniquement 

dans les extraits contenant du SKE, et augmente lorsque la concentration en SKE 

augmente pour devenir maximale lorsque la concentration en SKE est supérieure à 

9,1 mg d’EAC par gramme d’extrait. 

En revanche, l’activité des extraits contre S. aureus semble être indépendante de la 

présence de SKE, puisque tous les extraits sont actifs contre cette souche, qu’ils 

contiennent du SKE ou non. 

Enfin, il est difficile de conclure quant à une éventuelle corrélation entre la présence 

de SKE et l’activité antimicrobienne contre P. aeruginosa, puisqu’un seul extrait 

présente une activité contre cette souche, avec une concentration en SKE de 17,6 mg 

d’EAC par gramme d’extrait. 

Avec ces résultats, il n’est pas possible de déterminer si le SKE est seul responsable 

de l’activité antimicrobienne contre les souches pour lesquelles aucune activité n’est 

observée en absence de SKE, mais de confirmer l’existence d’une corrélation entre la 

concentration en SKE et l’activité antimicrobienne globale des extraits. 

Les résultats ainsi obtenus permettent de confirmer la pertinence de cette 

méthodologie de dosage pour des extraits de santoline avec des lieux et des périodes 

de récolte de la matière première variables. L’objectif suivant a alors été d’évaluer 

l’influence d’autres paramètres sur la teneur en SKE et l’activité antimicrobienne des 
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extraits, en vue d’optimiser l’extrait brut de santoline de référence et de développer 

un nouvel ingrédient naturel pouvant jouer le rôle de conservateur antimicrobien. 

3.3.2. Activité antimicrobienne de trois espèces du genre Santolina et 

évaluation de la teneur interspécifique en SKE 

Par ailleurs, le SKE ayant été identifié dans plusieurs espèces du genre Santolina, 

Afin de comparer la teneur en actif et d’en déduire l’éventuelle activité d’autre 

espèces du genre Santolina, deux autres espèces ont été étudiées : S. rosmarinifolia 

(également appelée S. viridis), la santoline à feuilles de romarin ou santoline verte, et 

S. pinnata ssp. neapolitana, la santoline à feuilles de lavande. Les matières 

premières végétales ont été extraites dans les mêmes conditions que les extraits bruts 

précédents, et leur teneur en SKE a été évaluée à l’aide de la méthode de dosage 

préalablement développée. 

Les résultats obtenus, en comparaison avec l’extrait de référence présenté en 

première ligne, sont présentés dans le Tableau 10. 

Tableau 10 : Comparaison de la teneur en SKE ente la santoline et deux autres 
espèces du genre Santolina 

Extrait 
Activité antimicrobienne (bilan final à 2 %) 

[SKE] 
(EAC 
mg/g) 

S. aureus P. aeruginosa A. brasiliensis C. albicans  

S. chamaecyparissus +++ - +++ ~ 7,86 ± 0,20 

S. rosmarinifolia ++ - +++ - 3,97 ± 0,22 

S. pinnata +++ - - - 4,57 ± 0,32 

+++ : activité ≥ 90% ≤ activité ≤ 100% ; ++ : 70% ≤ activité ≤ 90% 
+ : 60% ≤ activité ≤ 70% ; ~ : 40% ≤ activité ≤ 60% ; - : activité ≤ 40% 

Les données déjà observées dans la littérature, en particulier concernant 

S. rosmarinifolia104 sont confirmées, puisque la présence de SKE est avérée. En 

revanche, cette espèce ne présente une activité similaire à S. chamaecyparissus que 

contre A. brasiliensis. L’activité contre S. aureus est également présente, mais un 

peu moins importante que celle observée pour S. chamaecyparissus, et il n’y a 

aucune activité détectée contre C. albicans. De même, le SKE est présent chez 
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S. pinnata mais cette espèce n’est active que contre S. aureus. Cette variabilité de 

l’activité antimicrobienne peut s’expliquer par une éventuelle différence au niveau de 

la composition chimique des extraits étudiés. Cependant, ne faisant pas l’objet de 

cette étude, celle-ci n’a pas été étudiée plus en détails, l’objectif étant de valider la 

pertinence du dosage de l’actif et la corrélation entre l’activité antimicrobienne des 

extraits et la concentration en actif. S. chamaecyparissus demeure l’espèce la plus 

concentrée en SKE avec les paramètres appliqués pour l’extraction et l’évaluation de 

l’activité antimicrobienne, cette espèce sera donc conservée pour la suite de l’étude. 

En observant le Tableau 9 et le Tableau 10, il est intéressant de remarquer que la 

présence de SKE (hors traces) est toujours corrélée à une activité contre 

A. brasiliensis. Ainsi, il est possible d’en conclure que l’on peut anticiper l’activité 

antimicrobienne des extraits évalués lorsque le SKE est présent dans l’extrait, et que 

cette activité est plus importante (en termes de nombres de souches contre lesquelles 

on observe une activité) lorsque la concentration en SKE augmente. Il est alors 

envisageable de s’affranchir des tests d’activité antimicrobienne, puisque l’objectif ici 

est d’aboutir à un extrait brut optimisé avec une concentration maximale en SKE. 

L’objectif final du projet NATUBAVAL étant de développer un extrait techniquement 

réalisable à l’échelle industrielle et qui puisse jouer le rôle d’ingrédient conservateur 

dans une formule cosmétique, l’idée suivante a été d’obtenir un extrait brut le plus 

concentré possible en SKE. Les paramètres mis en œuvre pour l’extraction de la 

matière première ont alors été appréciés et ajustés en vue d’évaluer leur impact sur la 

teneur en actif et d’optimiser l’extrait brut de départ. 

En vue de l’optimisation de l’extrait brut de santoline, la volonté a été de travailler 

toujours avec la même matière première, produite dans des conditions identiques 

afin de ne faire varier que les paramètres évalués ou adaptés dans le cadre de cette 

optimisation. Afin de pallier les besoins futurs en matière première végétale, des 

essais de mise en culture par bouturage ont été réalisés par Jean-Pierre Ghérardi 

(Biophyto) suite à l’identification de la santoline comme principale plante d’intérêt 

du projet NATUBAVAL. Après bouturage (Figure 26), les plants obtenus ont été 

mis en terre aux Jardins du Musée International de la Parfumerie situés à Grasse 

(06) (Figure 27). 
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Figure 26 : Boutures réalisées pour les essais de mise en culture de la santoline 
Automne 2011 (photo Biophyto) 

 

Figure 27 : Mise en terre des plants bouturés de santoline aux jardins du MIP 
Avril 2012, Grasse (photo Biophyto) 
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Figure 28 : Evolution des plants de santoline aux jardins du MIP 
Printemps 2014, Grasse (photo Biophyto) 

C’est cette matière première qui a été utilisée pour tous les essais liés à l’optimisation 

de l’extrait brut de santoline. Pour les quantités de matière première mises en œuvre 

dans ces essais (une dizaine de kilogrammes tout au plus), cela n’a pas posé de 

problème, mais il faut remarquer que lors d’une industrialisation, selon les quantités 

de matière première nécessitées et la dimension des cultures à disposition, il n’est 

pas toujours possible de travailler sur des lots choisis ne provenant que d’une origine 

géographique ou d’un cultivar particulier. Il convient alors de mettre en place en 

amont, dès la réception des lots de plantes sourcés depuis diverses origines 

géographiques, une méthodologie de contrôle afin de valider rapidement leur teneur 

en actif avant extraction. 

Tout d’abord, afin d’évaluer l’influence d’une production à l’échelle industrielle ou 

tout du moins semi-industrielle, un premier pilote (qui sera appelé pilote 1 dans la 

suite de cette étude) a été réalisé par la société Naturex à partir de la santoline mise 

en culture aux jardins du MIP. Une évaluation de l’activité antimicrobienne ainsi 

qu’un dosage de l’actif dans cet extrait ont été réalisés et sont présentés dans le 

Tableau 11 de manière comparative avec l’extrait de référence. 
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Tableau 11 : Activité antimicrobienne et teneur en actif du premier essai pilote issu 
de la santoline des jardins du MIP 

Extrait 
Activité antimicrobienne (bilan final à 2 %) 

[SKE] 
(EAC 
mg/g) 

S. aureus P. aeruginosa A. brasiliensis C. albicans  

Référence +++ - +++ ~ 7,86 ± 0,20 

Pilote 1 +++ - +++ - 5,84 ± 0,09 

+++ : activité ≥ 90% ≤ activité ≤ 100% ; ++ : 70% ≤ activité ≤ 90% 
+ : 60% ≤ activité ≤ 70% ; ~ : 40% ≤ activité ≤ 60% ; - : activité ≤ 40% 

On peut ainsi constater qu’entre l’extrait de référence et le pilote 1, l’activité 

antimicrobienne contre S. aureus et A. brasiliensis est conservée, en revanche 

l’activité modérée de l’extrait de référence contre C. albicans est perdue chez l’extrait 

pilote. Cet essai se révèle néanmoins très intéressant puisque l’activité principale de 

l’extrait brut et surtout sa teneur en actif est conservée lors d’une transposition semi-

industrielle des conditions opératoires. La légère baisse de la teneur en SKE peut être 

liée à la variabilité des conditions opératoires et notamment à une durée de 

concentration plus longue liée à une plus grande quantité d’extrait, donc une 

exposition à des températures plus élevées un peu plus longue. Ce premier pilote 

ayant ainsi pu être validé, les essais d’optimisation de l’extrait brut de santoline ont 

alors pu véritablement démarrer. 

4. Optimisation de l’extrait brut de santoline 

Dans cette partie consacrée à l’optimisation de l’extrait brut de référence de 

santoline, l’influence de différents paramètres a été étudiée. Dans un premier temps, 

l’influence de la partie de la plante traitée lors de l’extraction a été appréciée. 

4.1. Optimisation de la matière première végétale : partie de la plante 

traitée 

Dans tous les extraits réalisés et évalués jusqu’à ce stade de l’étude, la partie de la 

plante traitée était constituée des parties aériennes. Cette démarche était volontaire 

et le choix s’est porté sur une extraction des parties aériennes dans leur totalité afin 

d’obtenir des extraits contenant un maximum et une certaine diversité de 
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métabolites secondaires. Cependant, en fonction de la période de récolte de la plante, 

celles-ci peuvent présenter, en plus des tiges et des feuilles, des boutons floraux en 

croissance, des hampes florales pourvues de fleurs en floraison ou en fin de floraison. 

Afin d’évaluer l’influence de ce paramètre, différents extraits ont été réalisés dans les 

mêmes conditions que l’extrait brut de référence, et leur teneur en SKE a été évaluée 

à l’aide de la méthode de dosage préalablement développée. Les résultats sont 

présentés dans le Tableau 12. 

Tableau 12 : Dosage de l’actif dans des extraits obtenus à partir de différentes 
parties de plantes 

Extrait 
Période de 

récolte 
[SKE] (EAC 

mg/g) 

Référence Juin 2010 7,86 ± 0,20 

Tiges + feuilles + fleurs 

Juillet 2013 

32,51 ± 0,05 

Tiges + feuilles 30,83 ± 1,52 

Hampes florale 9,65 ± 0,75 

Tiges + feuilles + fleurs  

Août 2013 

28,18 ± 1,01 

Tiges + feuilles 35,05 ± 2,21 

Hampes florales 1,31 ± 0,07 

Tiges + feuilles + hampes florales 
Septembre 2013 

32,79 ± 2,19 

Tiges + feuilles 57,93 ± 2,99 

Les extraits évalués ont été réalisés à partir de matériel végétal prélevé pendant la 

période de floraison de la santoline, et plus particulièrement entre juillet à septembre 

2013. La matière première prélevée en juin et en juillet a conduit à la réalisation de 

trois extraits : un premier contenant la totalité de la matière première (tiges, feuilles 

et fleurs), un second constitué uniquement de tiges et de feuilles, et un troisième 

constitué des hampes florales seules. 

On constate que le premier et le second extrait du mois de juillet présentent une 

concentration en SKE relativement proche (32,51 et 30,83 mg/g d’EAC), tandis que 

cette dernière passe de 28,18 à 35,05 mg/g d’EAC pour les extraits du mois d’août. La 

concentration en SKE des extraits de hampes florales est, quant à elle, 

considérablement plus faible, puisqu’elle n’atteint que 9,64 mg/g d’EAC au mois de 
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juillet, et chute encore plus drastiquement en août avec seulement 1,31 mg/g d’EAC. 

En septembre, la période de floraison touchant à sa fin et les hampes florales ne 

portant plus de fleurs fraîches, seuls deux extraits ont été réalisés : tiges, feuilles et 

hampes florales, et tiges et feuilles sans hampes florales. Les hampes florales seules 

n’ont pas été analysées en raison de leur concentration quasiment nulle en SKE dans 

l’extrait du mois d’août. 

On remarque une nette augmentation de la teneur en SKE pour l’extrait de tiges et 

feuilles du mois de septembre (57,93 mg/g d’EAC contre 32,79 mg/g d’EAC pour le 

premier extrait), qui présente également la valeur la plus importante jusqu’alors 

observée parmi tous les extraits de santoline analysés. En conclusion, il est préférable 

d’écarter les hampes florales des parties aériennes afin de garantir une teneur 

maximale en SKE. En revanche, il est difficile de conclure quand à une éventuelle 

relation entre ces résultats et la teneur en SKE de l’extrait de référence, puisque ce 

dernier ne provient pas de la même matière première. 

La corrélation entre l’activité antimicrobienne et la concentration en SKE des extraits 

ayant été préalablement démontrée, l’optimisation de l’extrait brut de santoline a été 

poursuivie en adaptant un seul paramètre : le solvant ou système de solvants utilisé 

pour l’extraction de la matière première. 

D’autres paramètres, tels que le procédé utilisé pour l’activation de l’extraction de la 

matière première végétale, auraient également pu faire l’objet d’une optimisation. En 

effet, de nombreuses méthodes d’activation permettant l’extraction des matières 

premières végétales existent et possèdent chacune leurs avantages et inconvénients. 

Parmi elles, l’UAE (Ultrasound-Assisted Extraction) ou extraction assistée par 

ultrasons, ou encore la MAE (Microwave-Assisted Extraction) ou extraction assistée 

par micro-ondes. Cependant, l’objectif principal du projet NATUBAVAL n’étant pas 

d’évaluer plusieurs méthodes d’extraction ou d’innover dans ce sens, mais plutôt de 

rester dans l’optique d’une faisabilité et reproductibilité technique au niveau 

industriel, en privilégiant des méthodes écoresponsables, il a été décidé d’étudier la 

capacité d’optimisation de la méthode d’extraction initialement mise en œuvre dans 

le criblage de départ, soit l’extraction solide-liquide par macération. 
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4.2. Optimisation du solvant d’extraction 

Dans un premier temps, l’influence d’une modification du système de solvants 

jusqu’alors utilisé pour l’extraction a été évaluée, à savoir l’eau et l’éthanol. Le 

protocole d’extraction appliqué a été le même, avec comme seule variable la 

composition des solvants. Sept extraits ont ainsi été obtenus à partir de la santoline 

mise en culture aux jardins du MIP, puis analysés par HPLC-DAD pour doser l’actif : 

100 % eau, eau:éthanol 80:20 v/v, eau:éthanol 60:40 v/v, eau:éthanol 40:60 v/v, 

eau:éthanol 20:80 v/v, 100 % éthanol, 100 % éthanol absolu (99 %). Les résultats du 

dosage du SKE sont présentés dans le Tableau 13. 

Tableau 13 : Influence du solvant d’extraction sur la teneur en actif 
Extraits obtenus à l’aide d’un mélange eau/éthanol 

à concentration croissante en éthanol (0-100 %) 

Extrait 
[SKE] (EAC 

mg/g) 

 

Référence 7,86 ± 0,20 

100 % eau 0,00 

20 % éthanol 0,00 

40 % éthanol 0,29 ± 0,02 

60 % éthanol 2,93 ± 0,42 

80 % éthanol 19,92 ± 1,20 

100 % éthanol 15,04 ± 1,37 

100 % éthanol abs. 8,54 ± 0,37 

En observant les résultats obtenus, on constate que la concentration la plus 

importante en actif, et par conséquent l’extrait le plus intéressant dans cet objectif 

d’optimisation est celui constitué à 80 % d’éthanol. Par conséquent, la combinaison 

eau/éthanol mise en œuvre dès le départ (éthanol:eau 75:25 v/v) semble pertinente, 

puisque l’eau ou l’éthanol seuls ne permettent pas une extraction optimale du SKE, 

lorsqu’il est extrait. De même, les autres combinaisons éthanol/eau ne permettent 

pas d’obtenir une quantité équivalente ou supérieure en SKE. 

Afin d’explorer la piste du solvant utilisé pour l’extraction, d’autres solvants ont été 

utilisés afin d’obtenir de nouveaux extraits de santoline, toujours dans les mêmes 
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conditions opératoires, et de réaliser un dosage de l’actif. Ainsi, six extraits 

supplémentaires ont été réalisés à l’aide des solvants suivants : acétone, acétate 

d’éthyle (EtOAc), tétrahydrofurane (THF), 2-méthyltétrahydrofurane (2-MeTHF), 

méthanol (MeOH) et dichlorométhane (CH2Cl2). Les concentrations en SKE 

observées sont présentées dans le Tableau 14. 

Tableau 14 : Influence du solvant d’extraction 
Extraits obtenus à l’aide de différents solvants organiques 

Extrait 
[SKE] (EAC 

mg/g) 

 

Référence 7,86 ± 0,20 

Acétone 33,28 ± 1,34 

EtOAc 20,62 ± 0,05 

THF 7,81 ± 0,39 

2-MeTHF 14,69 ± 0,95 

MeOH 38,85 ± 1,09 

CH2Cl2 41,58 ± 0,83 

Parmi les solvants évalués, tous semblent permettre une meilleure extraction de 

l’actif en comparaison avec le témoin de référence (7,86 mg/g EAC), sauf le THF qui 

présente une concentration en SKE similaire (7,81 mg/g EAC). Cependant, deux 

solvants se démarquent plus particulièrement, à savoir le méthanol et le 

dichlorométhane, puisqu’ils permettent d’obtenir une concentration 

particulièrement élevée en SKE (respectivement 38,85 et 41,58 mg/g d’EAC. En 

revanche, pour des raisons de toxicité (classification comme solvant CMR : 

cancérogène, mutagène, reprotoxique) et d’éco-incompabilité évidentes, le 

dichlorométhane a été écarté. 

En effet, selon le portail des substances chimiques de l’INERIS (Institut national de 

l’environnement industriel et des risques)109 et l’ECHA (European Chemicals 

Agency, Agence européenne des produits chimiques)110, il fait partie des solvants 

indésirables, en particulier pour son caractère cancérogène et son impact 

environnemental néfaste. Le méthanol, bien qu’également toxique par voie orale et 

par inhalation pour l’organisme humain111 est préférable au dichlorométhane et 
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considéré comme « acceptable » en chimie verte. De plus, au niveau industriel, c’est 

un solvant couramment utilisé, à condition d’en contrôler toutes traces résiduelles 

dans les produits commercialisés afin de répondre aux lignes directrices de 

l’ICH Q3C relatives aux solvants résiduels. Ces derniers sont considérés comme des 

« entités chimiques clairement identifiées », et plus généralement des « données 

utilisées pour l’évaluation de la sécurité pour la santé humaine d’un ingrédient à 

usage cosmétique » faisant partie des recommandations de l’ANSM aux « fabricants 

ou aux responsables de la mise sur le marché relatives à l’évaluation de la sécurité 

pour la santé humaine d’un ingrédient ou d’une combinaison d’ingrédients à usage 

cosmétique »112. Non obligatoire dans le domaine cosmétique, le suivi de cette 

recommandation confère néanmoins un gage supplémentaire de qualité aux produits 

commercialisés. 

Finalement, bien qu’il ne soit pas forcément recommandé pour l’obtention 

d’ingrédients cosmétiques, le méthanol reste compatible d’un point de vue technique 

et réglementaire et constitue le solvant le plus intéressant dans le cadre de 

l’optimisation du système de solvants mis en œuvre pour l’extraction de la matière 

première. L’éthanol aurait été le solvant idéal d’un point de vue « chimie verte » et 

réglementation cosmétique, et surtout une alternative préférable au méthanol, mais 

n’a malheureusement pas aussi bien répondu que le méthanol à l’objectif 

d’optimisation de l’extrait brut de santoline. 

4.3. Validation du méthanol comme solvant d’extraction 

Afin de confirmer le choix du méthanol comme solvant d’extraction pour l’obtention 

d’un extrait optimisé, des essais ont été réalisés au laboratoire à partir de la santoline 

des jardins du MIP, en suivant le protocole d’extraction original à l’exception du 

solvant d’extraction, ici constitué uniquement de méthanol. Les trois extraits obtenus 

ont été analysés, leur teneur en SKE a été évaluée et les résultats obtenus sont 

présentés dans le Tableau 15. 
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Tableau 15 : Validation du méthanol comme solvant d’extraction 

Extrait 
[SKE] (EAC 

mg/g) 

 

Référence 7,86 ± 0,20 

Référence MeOH 38,85 ± 1,09 

MeOH 1 52,89 ± 2,17 

MeOH 2 31,14 ± 0,79 

MeOH 3 46,87 ± 2,83 

Malgré des différences notables parmi les résultats obtenus, l’on peut constater que 

la concentration en actif reste élevée lorsque le méthanol constitue le solvant 

d’extraction de la matière première. Globalement, la concentration en actif est entre 

quatre et six fois supérieure à celle de l’extrait de référence. Cela confirme donc le 

réel intérêt du méthanol, qui a alors été choisi comme solvant d’extraction pour la 

réalisation d’un second pilote industriel. 

4.4. Réalisation d’un second pilote industriel 

Ce second pilote industriel (qui sera appelé pilote 2 pour la suite de l’étude) a 

également été réalisé par la société Naturex à partir de la santoline issue des jardins 

du MIP. L’extrait obtenu a été dosé en actif et il a été décidé de réaliser également des 

tests d’activité antimicrobienne, afin de permettre une meilleure comparaison avec 

l’extrait de référence et le premier essai pilote. Les résultats obtenus sont présentés 

dans le Tableau 16. 
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Tableau 16 : Activité antimicrobienne et teneur en actif du second essai pilote 
MeOH issu de la santoline des jardins du MIP 

Extrait 
Activité antimicrobienne (bilan final à 2 %) 

[SKE] 
(EAC 
mg/g) 

S. aureus P. aeruginosa A. brasiliensis C. albicans  

Référence +++ - +++ ~ 7,86 ± 0,20 

Référence MeOH N/A N/A N/A N/A 38,85 ± 1,09 

Pilote 2 +++ ~ +++ + 32,62 ± 0,71 

+++ : activité ≥ 90% ≤ activité ≤ 100% ; ++ : 70% ≤ activité ≤ 90% 
+ : 60% ≤ activité ≤ 70% ; ~ : 40% ≤ activité ≤ 60% ; - : activité ≤ 40% 

Il est très intéressant de constater que la concentration en actif du pilote 2 est 

presque aussi élevée que celle de l’extrait de référence obtenu au MeOH, et plus de 4 

fois supérieure à l’extrait de référence de santoline. De plus, par rapport au premier 

pilote qui n’était véritablement actif que contre deux souches microbiennes 

(S. aureus et A. brasiliensis) et de manière modérée, l’activité contre S. aureus et 

A. brasiliensis est conservée pour le second pilote, additionnée d’une activité (+) 

contre C. albicans, et d’une activité modérée contre P. aeruginosa, ce qui est observé 

pour la première fois avec un extrait brut de S. chamaecyparissus. 

Ainsi, ce pilote méthanol semble très pertinent en vue du développement à l’échelle 

industrielle d’un extrait conservateur de santoline. En revanche, un problème 

majeur, du moins d’un point de vue cosmétique, s’est posé en vue de l’incorporation 

d’un tel extrait dans une formule cosmétique : sa couleur. En effet, la cosmétique dite 

« blanche » constitue une grande partie du marché. Ainsi, une coloration des 

produits non volontaire, n’est pas vendeuse d’un point de vue marketing et surtout 

peu attirante pour le consommateur. Un extrait végétal brut contient par nature des 

pigments tels que la chlorophylle, un pigment caractéristique des feuilles, 

responsables d’une couleur intense. Une incorporation dans une crème par exemple, 

même à faible concentration, aurait pour conséquence l’obtention d’une crème avec 

une couleur verdâtre. C’est pourquoi la décoloration a constitué la seconde phase 

d’optimisation de l’extrait brut de santoline, dans l’objectif d’obtenir une couleur 

d’extrait acceptable pour une incorporation en cosmétique. 
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5. Optimisation de la couleur : décoloration de l’extrait brut de 

santoline 

Les essais de décoloration de l’extrait brut de santoline ont été réalisés à l’aide de 

deux méthodes : la distillation moléculaire et la décoloration au charbon actif. 

5.1. Décoloration par distillation moléculaire 

Cette première méthode de décoloration s’est particulièrement développée au cours 

des années 1940113 et est utilisée notamment dans les domaines de la parfumerie et 

de la cosmétique. Dans le cas des matières premières cosmétiques, elle est par 

exemple utilisée à des fins de désodorisation (afin d’éliminer des odeurs 

indésirables) ou de purification (afin d’éliminer des impuretés). Il s’agit d’une 

technique de distillation sous vide poussé à haute température, qui possède comme 

principal avantage de ne nécessiter qu’un temps de contact très court – de l’ordre de 

quelques secondes – entre l’échantillon à décolorer et le dispositif de distillation. Le 

temps de chauffe de l’échantillon à décolorer est par conséquent très court, ce qui 

permet d’éviter la dénaturation des molécules sensibles à la chaleur113,114. 

Les essais de décoloration par distillation moléculaire ont été réalisés par la société 

Newonat sur les deux pilotes de santoline, cette technique nécessitant une quantité 

minimale d’extrait d’une centaine à quelques centaines de grammes afin de garantir 

une bonne reproductibilité de la méthode. Les extraits bruts étant solides à 

température ambiante et très visqueux à chaud, ils n’ont pas pu être traités en l’état 

en distillation moléculaire. Ils ont donc été solubilisés dans un mélange de solvants 

constitué d’un solvant dit « lourd » qui ne distille pas, et d’un solvant dit « léger », 

qui distille et qui a pour but de jouer le rôle de support pour l’extrait, et en particulier 

l’actif. Les solvants mis en œuvre ont été choisis après concertation par Naturex et 

Newonat, tous deux spécialistes en la matière. 

5.1.1. Essais sur le pilote 1 

L’extrait brut a été solubilisé dans un mélange d’huile de tournesol et de triglycérides 

à chaîne moyenne (TCM). Étant très difficilement soluble dans les solvants testés, 

deux phases ont été obtenues : une phase insoluble solide à température ambiante, et 
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une phase huileuse noire (dite mélange 1). La phase insoluble a pu être partiellement 

solubilisée dans un macrogol, le PEG 600 (polyéthylène glycol de masse moléculaire 

600 g/mol), pour constituer le mélange 2. 

Un premier essai (essai 1) a été réalisé sur le mélange 1 et a permis d’obtenir un 

distillat et un résidu non distillé (Figure 29). Le distillat se présente sous la forme 

d’un liquide translucide de couleur jaune-orangée contenant les TCM (solvant léger) 

et les molécules volatiles. Le résidu de l’essai 1 se présente sous la forme d’une huile 

de couleur verte, contenant l’huile de tournesol (solvant lourd) et les molécules non 

volatiles de l’extrait, dont les pigments. 

Un second essai (essai 2) a ensuite été réalisé sur le mélange 2. En revanche, en 

raison du grand nombre de particules insolubles, aucun distillat n’a pu être obtenu. 

Seul un résidu solide de couleur verte (Figure 29) a été obtenu. Celui-ci contient le 

PEG 600 ainsi que les molécules insolubles dans le mélange 1, dont également des 

pigments comme l’indique sa couleur. 

 

 

 

Figure 29 : Essais de décoloration par distillation moléculaire 
sur le pilote 1 

Essai 1 : distillat et résidu ; Essai 2 : résidu 
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La Figure 30 récapitule les essais effectués sur le pilote 1. 

 

 

La couleur du distillat montre que la décoloration a bien fonctionné. Une analyse 

qualitative par HPLC-ELSD du distillat et des deux résidus obtenus a permis de 

confirmer la présence de l’actif, bien qu’en faible quantité, dans le distillat. L’actif 

semblait cependant absent des deux résidus, ou alors sous forme de traces. Le 

distillat a alors été soumis à des tests d’activité antimicrobienne, réalisés dans les 

mêmes conditions de test que celles appliquées aux autres extraits dont l’activité 

antimicrobienne a été évaluée. Le Tableau 17 montre l’activité antimicrobienne du 

distillat en comparaison avec celle de l’extrait de santoline de référence. 

Tableau 17 : Activité antimicrobienne du distillat obtenu par distillation 
moléculaire sur le pilote 1 

Extrait 
Activité antimicrobienne (bilan final à 2 %) 

S. aureus P. aeruginosa A. brasiliensis C. albicans 

Référence +++ - +++ ~ 

Distillat pilote 1 - - - - 

+++ : activité ≥ 90% ≤ activité ≤ 100% ; ++ : 70% ≤ activité ≤ 90% 
+ : 60% ≤ activité ≤ 70% ; ~ : 40% ≤ activité ≤ 60% ; - : activité ≤ 40% 

Figure 30 : Schéma explicatif des essais de décoloration moléculaire réalisés sur le 
pilote 1 

TCM : triglycérides à chaîne moyenne, PEG : polyéthylène glycol ; HT : huile de tournesol ; 
DM : distillation moléculaire 
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Ainsi, le distillat obtenu suite à la décoloration par distillation moléculaire du pilote 1 

ne présente aucune activité antimicrobienne contre les quatre souches testées. Ce 

résultat est cependant à nuancer car la préparation d’échantillon a été effectuée dans 

les mêmes conditions que pour un extrait brut classique, à 200 mg/mL. Or le distillat 

se trouvant sur support TCM, l’actif se retrouve fortement dilué, ce qui peut 

expliquer l’absence d’activité antimicrobienne. 

En conclusion, l’extrait pilote 1 ne s’est pas avéré optimal pour une utilisation en 

l’état pour une décoloration par distillation moléculaire. Les essais de solubilisation 

dans les différents solvants ont donné des résultats moyennement satisfaisants, 

l’extrait n’a donc pas pu être traité dans les meilleures conditions. Malgré tout, une 

partie de l’extrait, contenant une faible quantité d’actif, a pu être décoloré. Bien que 

les résultats soient décevants en termes d’activité antimicrobienne, ils semblent 

plutôt prometteurs en termes de couleur. C’est pourquoi des essais complémentaires 

ont été réalisés sur le pilote 2 de santoline afin d’évaluer l’efficacité de la distillation 

moléculaire sur un extrait obtenu au méthanol. 

5.1.2. Essais sur le pilote 2 

Au vu des problèmes de solubilisation de l’extrait brut rencontrés dans le cadre des 

essais sur le pilote 1, le protocole a été adapté dans le but d’améliorer le rendement 

de la manipulation. Ainsi, deux mélanges ont été préparés à partir de l’extrait brut, 

qui a été divisé en deux parties : un premier mélange constitué de la première partie 

de l’extrait brut à décolorer, de TCM (solvant léger) et de PEG (solvant lourd), et un 

second mélange constitué de l’autre partie de l’extrait brut à décolorer, de TCM 

(solvant léger) et d’huile de tournesol (solvant lourd). Ce second mélange ayant mené 

à une partie insoluble comme dans les essais sur le pilote 1, celle-ci a été éliminée et 

le mélange 2 est donc constitué uniquement de la partie soluble. 

Quatre essais ont été réalisés au total (Figure 31) : le premier essai (essai 1) a été 

effectué sur le mélange 1. Cependant, certaines particules étant insolubles dans le 

mélange de solvants, d’où un mauvais fonctionnement de la distillation moléculaire, 

aucun distillat n’a été obtenu. Le second (essai 2) a été réalisé sur le mélange 2 et 

s’est avéré plus fructueux, probablement grâce à l’élimination des insolubles, et a 
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permis d’obtenir un distillat, toutefois très coloré. Le troisième essai a été réalisé sur 

le résidu de l’essai 1 (essai 3), et a permis d’obtenir un distillat, lui aussi très coloré. 

Enfin, le quatrième essai a été réalisé sur le mélange des distillats des essais 2 et 3 

(essai 4) et permet d’obtenir un distillat final de couleur orange, d’aspect trouble et 

chargé à température ambiante, contenant donc la totalité des molécules volatiles 

distillées lors des différents essais et les TCM en guise de support. 

 

Figure 31 : Schéma explicatif des essais de décoloration moléculaire 
réalisés sur le pilote 2 

TCM : triglycérides à chaîne moyenne, PEG : polyéthylène glycol ; HT : huile de tournesol ; 
DM : distillation moléculaire 

Ce distillat issu de l’essai 4 a fait l’objet d’une analyse qualitative par HPLC-ELSD 

afin d’identifier si l’actif y était présent. Il semblait y être présent, mais également en 

faible quantité comme dans le cas du pilote 1. Ne sachant pas quelle était la 

proportion d’extrait dans le distillat, il n’était pas possible de réaliser un dosage 

classique du SKE par HPLC-DAD comme pour les extraits bruts. Un dosage des 

acides gras contenus dans les TCM par chromatographie en phase gazeuse aurait été 

une possibilité en ce sens. Connaissant la teneur en TCM dans le distillat, il aurait été 

possible d’ajuster la concentration mise en œuvre afin de réaliser un dosage de l’actif 

et une évaluation de l’activité antimicrobienne du distillat pertinents. Il aurait 

également été envisageable d’utiliser d’autres solvants et de tenter une optimisation 

du protocole de décoloration par distillation moléculaire, mais les résultats n’ayant 

pas été aussi satisfaisants qu’attendus, cette piste n’a pas été poursuivie. 

En conclusion, la décoloration par distillation moléculaire des extraits pilote 

NATUBAVAL a permis d’éliminer les composés non volatils, en particulier les 

pigments responsables de la couleur de l’extrait. En revanche, elle n’a pas réellement 

permis de récupérer l’actif de manière significative, d’autant plus que celui-ci se 
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retrouve sur un support TCM difficile à éliminer dans le distillat obtenu à l’issue de la 

décoloration. En ce sens, la décoloration par distillation moléculaire ne semble pas 

présenter de réel intérêt par rapport à l’objectif initial de la décoloration, qui était 

l’obtention d’un extrait acceptable pour une application cosmétique en termes de 

couleur et plus concentré en actif que l’extrait brut de départ. 

De plus, en termes de faisabilité, c’est une méthode perfectible, notamment en raison 

de la faible solubilité des extraits manipulés dans les solvants utilisés pour réaliser la 

distillation moléculaire. Il aurait donc été intéressant de poursuivre l’optimisation de 

cette méthode, en particulier concernant la mise au point de cette étape de 

solubilisation, en recherchant d’autres solvants compatibles avec la distillation 

moléculaire et permettant une meilleure solubilisation de l’extrait brut de départ. Par 

ailleurs, il est important de nuancer qu’un tel extrait sur support nécessiterait une 

compatibilité totale du solvant mis en œuvre, sous peine de devoir l’éliminer avant 

d’envisager toute étape de formulation. 

Enfin, cette méthode de décoloration n’étant pas réalisable directement chez 

Naturex, sa réalisation nécessiterait forcément de passer une externalisation de la 

manipulation, non seulement plus coûteuse, mais également chronophage, ce qui 

n’est pas forcément compatible avec la volonté initiale du projet qui est de 

développer un ingrédient cosmétique productible dans sa totalité au sein de la société 

Naturex. La décoloration par distillation moléculaire n’a donc pas été retenue pour la 

suite du projet. 

C’est pour ces raisons qu’une seconde technique de décoloration a été évaluée : la 

décoloration au charbon actif. 
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5.2. Décoloration au charbon actif 

La décoloration au charbon actif est une technique ancienne utilisée également pour 

ses propriétés de purification. Connue depuis l’Antiquité115, elle est appliquée dans de 

nombreux domaines : les filtres à charbon permettent notamment la purification de 

l’air ou l’assainissement de l’eau. Au niveau médical, le charbon végétal actif est 

utilisé par exemple pour ses propriétés détoxifiantes. De plus, le charbon actif, en 

particulier d’origine végétale, est une solution reconnue comme étant écologique et 

qui trouve parfaitement sa place dans une démarche orientée vers un développement 

durable. 

Relativement facile à mettre en œuvre sur le plan technique, cette méthode permet 

d’éliminer les molécules indésirables par adsorption sur le charbon activé en ajoutant 

simplement le charbon actif sous forme de poudre à l’extrait sous forme liquide. Le 

charbon actif retenant les composés indésirables peut, une fois la purification 

effectuée, être facilement éliminé par filtration. La réussite de cette méthode dépend 

néanmoins d’un facteur essentiel : il faut que les molécules qui souhaitent être 

conservées dans l’extrait final ne soient pas adsorbées par le charbon actif. La 

première étape a alors été de vérifier que l’actif reste bien présent une fois l’extrait 

mis en œuvre décoloré. 

Le méthanol ayant été sélectionné comme solvant d’extraction dans le cadre de 

l’optimisation de l’extrait brut de santoline, les essais de décoloration présentés ici ne 

concernent que des extraits obtenus au méthanol. Afin de comparer une décoloration 

réalisée sur un extrait obtenu en laboratoire et sur un extrait pilote, les essais ont été 

réalisés sur un premier extrait décoloré directement suite à l’extraction de la matière 

première, et sur le pilote 2. 

Les extraits décolorés ainsi obtenus, de couleur marron clair, ont été analysés par 

HPLC-ELSD et un dosage de l’actif par HPLC-DAD a également été réalisé. La 

Figure 32 présente les chromatogrammes obtenus pour le pilote 2 brut et le pilote 2 

décoloré. 
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Figure 32 : Analyse qualitative par HPLC-ELSD de l’extrait pilote 2 
avant et après décoloration au charbon actif 

L’extrait décoloré présente toujours une composition relativement complexe, mais de 

nombreux composés apparaissent sous forme de pics beaucoup mieux résolus, 

témoignant d’une certaine purification de l’extrait. On peut notamment constater 

une nette diminution des composés apolaires éluant à partir de 50 minutes d’analyse, 

ce qui se traduit par exemple par l’élimination des pigments responsables de la 

couleur verte de l’extrait brut de départ. 

Le Tableau 18 présente les résultats du dosage de l’actif sur les extraits décolorés en 

comparaison avec les extraits bruts correspondant et l’extrait de santoline de 

référence. 

Tableau 18 : Teneur en actif des extraits méthanoliques 
après décoloration au charbon actif 

Extrait 

[SKE] 
(EAC 
mg/g) 

 

Référence 7,86 ± 0,20 

Référence MeOH 38,85 ± 1,09 

MeOH décoloré 48,59 ± 2,53 

Pilote 2 32,62 ± 0,71 

Pilote 2 décoloré 46,87 ± 2,83 
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Il est très intéressant de constater que dans les deux cas, la décoloration des extraits 

bruts permet une augmentation significative de la concentration en SKE, de l’ordre 

de 19 % dans le cas de l’extrait brut « laboratoire », et l’ordre de 15 % dans le cas de 

l’extrait pilote. Cela démontre que la décoloration des extraits méthanoliques de 

santoline au charbon actif permet une véritable concentration en actif, tout en 

optimisant la couleur des extraits ainsi obtenus par élimination des pigments 

responsables de leur couleur verte. 

En conclusion, parmi les deux méthodes de décoloration évaluées, celle au charbon 

actif s’est révélée plus facile à mettre en œuvre et plus efficace en termes de 

concentration de l’actif, puisque celle-ci peut être déterminée directement à partir 

des extraits décolorés obtenus, ceux-ci étant concentrés et non sur un support dont 

on ne connaît pas la proportion comme c’est le cas dans la distillation moléculaire. 

Par ailleurs, la technique de décoloration au charbon actif est compatible et surtout 

transposable au niveau industriel chez Naturex, puisqu’il s’agit d’une méthode 

couramment utilisée au niveau industriel pour la décoloration ou la purification 

d’extraits végétaux. 

Finalement, le pilote méthanol décoloré au charbon actif semble très prometteur en 

vue du développement à l’échelle industrielle d’un ingrédient conservateur à base 

d’extrait de santoline. Cette étape de décoloration de l’extrait brut a permis de 

conclure l’optimisation de l’extrait brut de santoline. Pour finaliser le projet 

NATUBAVAL, deux étapes étaient encore nécessaires : l’optimisation d’un point de 

vue cosmétique de cet extrait brut, et l’évaluation de la faisabilité industrielle d’un tel 

ingrédient. 
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6. Optimisation cosmétique et faisabilité industrielle : conclusions et 

perspectives du projet NATUBAVAL 

Les travaux rapportés dans cette thèse portent sur les premières phases du projet 

NATUBAVAL (Chapitre I), puisqu’ils couvrent en particulier les aspects liés à la 

sélection et la collecte des matières premières végétales, leur extraction et analyse, 

ainsi que l’évaluation de leurs activités biologiques, puis la sélection d’un extrait 

candidat pour la suite de l’étude, avec sa purification, l’identification d’un actif et 

l’optimisation de l’extrait brut de départ. Cependant, afin d’envisager d’en faire un 

ingrédient formulable en cosmétique, une autre étape d’optimisation a tout d’abord 

été indispensable. En effet, un extrait brut sous forme de pâte étant impossible à 

formuler, l’ajout d’un support cosmétique adéquat a permis de rendre l’ingrédient 

formulable et a permis de répondre aux objectifs définis pour les phases suivantes du 

projet. 

Ce travail d’optimisation cosmétique a été accompli chez SOFIA Cosmétiques en 

parallèle des travaux d’optimisation phytochimique réalisés au sein du laboratoire. Il 

a notamment consisté à analyser la solubilité et la formulabilité des extraits bruts 

dans différents supports cosmétiques, solides ou liquides. En particulier, des essais 

ont été réalisés en utilisant la maltodextrine comme support solide, mais ne se sont 

pas montrés concluants : les extraits obtenus étaient épais, pâteux et très difficiles à 

manipuler pour une incorporation dans une formulation cosmétique. De plus, l’ajout 

de ce support n’a provoqué qu’une dilution de l’extrait, et par conséquent de l’actif. 

L’activité antimicrobienne de l’extrait sur support s’en est trouvée diminuée, la 

maltodextrine en soi n’ayant pas démontré de pouvoir antimicrobien. 

L’objectif a alors été d’incorporer l’extrait de santoline dans un support cosmétique 

présentant un potentiel antimicrobien, dans le but d’augmenter l’activité 

antimicrobienne de l’ingrédient final. Des essais ont été réalisés avec plusieurs 

supports cosmétiques, dont trois ont été retenus en raison d’un fort potentiel 

antimicrobien des ingrédients ainsi générés : l’éthylhexylglycérine, un mélange 

d’éthylhexylglycérine et de caprylyl glycol, et le caprylyl glycol. L’étape suivante a 

alors consisté à évaluer l’activité antimicrobienne de ces trois ingrédients incorporés 

dans différentes formulations cosmétiques. Ces formulations ont ensuite été 
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soumises à des challenge-tests (Chapitre I, 1.6.) afin de garantir leur stabilité 

microbiologique. 

Finalement, l’ingrédient constitué d’extrait de santoline et de caprylyl glycol a passé 

le challenge-test avec succès et constitue un bon candidat pour une utilisation en tant 

que conservateur cosmétique naturel. Ces essais ont permis de réaliser la transition 

entre les étapes de recherche purement phytochimiques réalisées au laboratoire et les 

étapes de transposition industrielle réalisées chez Naturex, l’objectif du projet étant 

de développer un ingrédient qui puisse être proposé à des clients issus de l’industrie 

cosmétique et qui puisse être incorporé en l’état dans des formulations cosmétiques. 

Ces travaux d’optimisation cosmétique ne sont pas présentés plus en détails ici car ils 

ont fait l’objet d’une thèse qui a couvert notamment les aspects cosmétiques du 

projet NATUBAVAL77. 

L’ensemble des travaux réalisés dans le cadre du projet NATUBAVAL a conduit au 

dépôt d’un brevet international, publié le 24 septembre 2015 sous la référence 

WO 2015/140290 A1116 (Annexe 2) et fait l’objet d’une publication117 (Annexe 3). 

Suite aux étapes d’optimisation de l’extrait brut de santoline afin d’obtenir un extrait 

stable, enrichi en actif, exploitable au niveau cosmétique et compatible avec les 

contraintes d’une production industrielle, le projet a été transféré à la société 

Naturex, qui a étudié de manière plus précise la faisabilité commerciale du projet. 

Pour Naturex, les paramètres cruciaux à déterminer en vue d’une poursuite du projet 

et d’une industrialisation étaient les suivants : tout d’abord, l’identification d’une 

filière de plante, les ressources disponibles aux jardins du MIP étant suffisantes pour 

une production à petite échelle ou semi-industrielle (pilotes), mais pas pour une 

production à plus grand échelle. Ensuite, la détermination d’un prix estimatif de la 

matière première, du procédé de fabrication et de l’ingrédient brut fini. 

Malheureusement, la perte en actif suite à des essais de décoloration au charbon actif 

à l’échelle industrielle s’est révélée trop importante. Le coût total des procédés 

industriels pour obtenir un ingrédient commercialisable, y compris des excipients 

nécessaires à sa réalisation, ainsi que le sourcing de la matière première dans le but 
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d’être compétitif de manière durable était trop élevé, ce qui a conduit à une 

suspension du projet et de la mise sur le marché. 

Pour finaliser cette étude, et pour compléter les essais réalisés avec les supports 

cosmétiques, une alternative au développement d’un ingrédient conservateur 

constitué d’un seul extrait a été évaluée. En effet, d’autres extraits issus du criblage 

initial ont présenté des propriétés antimicrobiennes intéressantes, notamment 

l’extrait de Ruta chalepensis. Par ailleurs, le laboratoire disposant d’une 

extractothèque constituée de très nombreux extraits végétaux utilisés dans le cadre 

d’autres projets, d’autres candidats potentiellement intéressant pour une utilisation 

en tant que conservateurs antimicrobiens pouvaient se trouver parmi ces extraits. Il a 

alors semblé approprié d’évaluer des mélanges d’extraits afin d’observer l’intérêt de 

telles combinaisons. Cette solution alternative est présentée dans le Chapitre IV. 
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CHAPITRE IV 

ÉVALUATION DU POTENTIEL 

ANTIMICROBIEN DE MÉLANGES 

D’EXTRAITS : UNE ALTERNATIVE POUR LE 

DÉVELOPPEMENT D’UN INGRÉDIENT 

COSMÉTIQUE CONSERVATEUR ? 
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1. Contexte et intérêt de cette alternative 

Cette partie finale a pour objectif de présenter des essais réalisés en vue d’évaluer 

une alternative au développement d’un ingrédient cosmétique conservateur constitué 

d’un seul extrait. En effet, comme cela a pu être constaté à travers le projet 

NATUBAVAL et la valorisation de l’extrait de santoline, il est difficile de couvrir un 

spectre d’activités large avec un seul extrait, que ce soit au niveau de plusieurs 

souches microbiennes ou plusieurs activités biologiques. En effet, parmi les dix-sept 

extraits bruts du criblage initial, aucun d’entre eux n’a présenté d’activité sur la 

totalité des souches microbiennes étudiées. Ce n’est que lors de l’optimisation de 

l’extrait de santoline, suite à la sélection de cette plante pour le développement d’un 

ingrédient cosmétique conservateur, que des activités sur la totalité des quatre 

souches ont pu être observées pour certains extraits (Chapitre III). Par exemple, le 

second extrait pilote de santoline a présenté une forte activité sur deux des souches, 

additionnée d’une activité moins forte sur une troisième souche et modérée sur la 

quatrième souche (Chapitre III, 4.4.). 

De même, concernant les activités biologiques étudiées, plusieurs extraits ont 

présenté des activités antimicrobiennes ou antioxydantes intéressantes, mais 

rarement les deux à la fois. Afin de poursuivre le projet NATUBAVAL, la sélection de 

la santoline comme candidate s’est basée sur son activité antimicrobienne 

supérieure, et c’est dans cette optique que l’extrait de départ a été optimisé. Il aurait 

tout à fait été possible d’orienter cette optimisation sur une autre plante et sur une 

activité antioxydante, mais c’est l’activité la plus importante et la moins documentée 

en termes de littérature qui a été privilégiée. 

Dans le cas présent, l’étude a porté sur l’optimisation d’un extrait valorisable en tant 

qu’ingrédient conservateur antimicrobien. C’est pourquoi cette dernière partie 

restera centrée sur cette activité antimicrobienne. 

Ainsi, afin d’évaluer le potentiel d’un mélange de deux extraits en vue du 

développement d’un ingrédient conservateur antimicrobien, des combinaisons entre 

l’extrait brut de santoline et d’autres extraits ont été réalisées et évaluées. 
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En particulier, deux extraits ont été choisis pour réaliser les essais en question : tout 

d’abord l’extrait de Ruta chalepensis, qui s’était montré actif contre trois des quatres 

souches microbiennes évaluées. Bien que la littérature fasse état d’activités 

antimicrobiennes de cette plante, aucune publication ne mentionne précisément son 

potentiel conservateur. Ensuite, un autre extrait issu d’une gomme-résine disponible 

dans l’extractothèque du laboratoire et utilisé dans le cadre d’un projet confidentiel a 

été sélectionné. 

2. Étude de mélanges S. chamaecyparissus – R. chalepensis 

2.1. Intérêt de R. chalepensis dans cette étude 

Ruta chalepensis L., également connue sous le nom de rue d’Alep ou rue de Chalep, 

appartient à la famille des Rutacées. Au niveau botanique, elle possède plusieurs 

synonymes dont Ruta bracteosa DC. Elle se présente sous la forme d’un sous-

arbrisseau au feuillage persistant, vert bleuté et aromatique (Figure 33)118. Elle se 

trouve sur tout le pourtour méditerranéen dont elle est native. 

 

Figure 33 : Ruta chalepensis – plante entière (photo personnelle) 
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La rue est traditionnellement utilisée comme plante médicinale, notamment pour ses 

propriétés emménagogues, anthelminthiques ou spasmolytiques. Au niveau de sa 

composition chimique, ses parties aériennes contiennent une huile essentielle, mais 

également des alcaloïdes, flavonoïdes, coumarines, tannins, stérols et des 

triterpènes119. En revanche, plusieurs études évoquent une potentielle toxicité de la 

rue : un effet embryotoxique a notamment été identifié chez le rat120, de même qu’un 

effet dépresseur du système nerveux central121. De plus, les coumarines, en 

particulier les furocoumarines, également appelés psoralènes, sont connues pour leur 

phototoxicité2. 

Comme présenté dans le Chapitre II, 5., la rue est déjà connue pour son activité 

antimicrobienne et antioxydante, mais son potentiel en tant que conservateur n’était 

évoqué dans aucune étude au moment de ces travaux. Si sa toxicité potentielle n’en a 

pas fait un candidat de choix pour le développement d’un ingrédient cosmétique 

conservateur, elle a tout de même été choisie comme candidate pour l’évaluation de 

son potentiel antimicrobien en mélange avec la santoline. 

2.2. Étude de mélanges santoline/rue 

Afin d’évaluer l’interaction entre les extraits de santoline et de rue, trois essais ont 

été réalisés : un premier mélange dans lequel les deux extraits sont présents à parts 

égales, et deux autres mélanges où la santoline et la rue sont tour à tour présentes en 

proportions supérieures. Les mélanges ont été réalisés à partir de solutions de 

santoline et de rue préparées à une concentration identique à celle des tests d’activité 

antimicrobienne réalisés sur les extraits bruts (200 mg/mL). Dans le but de 

comparer l’effet du mélange avec l’activité de chaque extrait seul, chaque solution 

d’extrait a également été évaluée de manière isolée en tant que témoin positif. Les 

tests d’activité antimicrobienne ont été réalisées dans les mêmes conditions que pour 

les extraits bruts (Partie Expérimentale, 2.4.). Les résultats observés à la 

concentration de 2 % sont présentés dans le Tableau 19. 

Tout d’abord, il faut noter que les extraits mis en œuvre sont différents des extraits 

évalués lors du criblage initial, c’est pourquoi leur activité antimicrobienne peut être 

différente de celle des extraits de référence de rue et de santoline. Dans toutes les 
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proportions évaluées, on constate une perte de l’activité de la rue contre 

P. aeruginosa, et de la santoline contre C. albicans. 

Tableau 19 : Evaluation de l’activité antimicrobienne de mélanges santoline/rue 

Extrait ou mélange 
d’extraits 

Activité antimicrobienne (bilan final à 2 %) 

S. aureus P. aeruginosa A. brasiliensis C. albicans 

Témoin santoline +++ - +++ +++ 

Témoin rue + ++ ++ ~ 

Santoline/rue 50/50 +++ - +++ ~ 

Santoline/rue 75/25 +++ - +++ ~ 

Santoline/rue 25/75 ~ - +++ ~ 

+++ : activité ≥ 90% ≤ activité ≤ 100% ; ++ : 70% ≤ activité ≤ 90% 
+ : 60% ≤ activité ≤ 70% ; ~ : 40% ≤ activité ≤ 60% ; - : activité ≤ 40% 

L’activité de la santoline contre A. brasiliensis est conservée peu importe les 

proportions mises en œuvre, et celle contre S. aureus est conservée lorsque la 

santoline est présente en proportion égale ou supérieure à la rue, et perdue lorsque la 

rue est présente en proportion supérieure. 

Les résultats observés semblent traduire un simple effet cumulatif ou antagoniste des 

activités antimicrobiennes observées pour les extraits bruts seuls. Un effet 

synergique aurait été souhaitable, mais vu la complexité chimique des extraits 

naturels de manière générale, des phénomènes d’antagonisme semblent possibles 

entre les différentes familles de molécules. 

Afin d’explorer tout de même un peu plus en profondeur cette piste, des essais ont 

été réalisés avec des mélanges constitués d’extrait de santoline et de fractions de rue. 

En effet, bien qu’elle n’ait pas été sélectionnée comme candidate principale du projet 

NATUBAVAL, l’activité antimicrobienne de la rue demeurait très intéressante. 

Un fractionnement de l’extrait brut de rue mis en œuvre dans cette partie a alors été 

réalisé par colonne ouverte de gel de silice en phase normale (Partie 

Expérimentale, 2.1.), à l’exception de l’acétate d’éthyle qui a été remplacé par de 

l’éther. Cinq fractions ont ainsi été obtenues : une fraction cyclohexane (F1), une 

fraction cyclohexane/éther (F2), une fraction éther (F3), une fraction 
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éther/méthanol (F4) et une fraction méthanol (F5). Seules les fractions ayant 

présenté une activité antimicrobienne ont été mises en œuvre dans ces essais. Il s’agit 

de la fraction cyclohexane/éther (F2) et de la fraction éther (F3), dont l’activité 

antimicrobienne est présentée dans le Tableau 20. 

Tableau 20 : Activité antimicrobienne des fractions F2 et F3 de rue et des mélanges 
santoline/F2 et santoline F3 

Extrait ou mélange 
d’extraits 

Activité antimicrobienne (bilan final) 

S. aureus P. aeruginosa A. brasiliensis C. albicans 

Témoin santoline (2 %) +++ - +++ +++ 

Témoin F2 rue (0,4 %) +++ ++ +++ - 

Témoin F3 rue (0,4 %) +++ +++ ++ - 

Santoline/F2 rue 75/25 (1) ~ - +++ +++ 

Santoline/F3 rue 75/25 (1) ++ - +++ +++ 

Santoline/F2 rue 75/25 (2) ~ + +++ + 

Santoline/F3 rue 75/25 (2) ++ + +++ ~ 

+++ : activité ≥ 90% ≤ activité ≤ 100% ; ++ : 70% ≤ activité ≤ 90% 
+ : 60% ≤ activité ≤ 70% ; ~ : 40% ≤ activité ≤ 60% ; - : activité ≤ 40% 

Essais réalisés dans un mélange EtOH:H2O 60:40 v/v (1) ou DMSO (2) 

Cette activité est très intéressante puisque chacune des fractions est active contre 

trois des quatre souches évaluées. Le Tableau 20 présente également les résultats 

obtenus pour les mélanges constitués d’extrait de santoline (2 %) et de fractions de 

rue (0,4 %). Ceux-ci ont été effectués dans des proportions 75/25 à partir de 

solutions à la concentration usuelle de test (200 mg/mL pour l’extrait de santoline et 

100 mg/mL pour les fractions de rue). En effet, la fraction étant plus concentrée, elle 

est supposée avoir une activité supérieure à l’extrait, c’est pourquoi l’extrait est 

présent en une proportion supérieure à la fraction. Les témoins positifs sont ici 

constitués de l’extrait de santoline et des fractions de rue, chacun de manière isolée. 

Puisque l’extrait est évalué dans un mélange eau/éthanol et les fractions dans du 

DMSO pour des raisons de solubilité, les essais sur les mélanges ont été réalisés dans 

les deux types de solvants de manière indépendante. 

Il est surprenant de constater que l’activité contre S. aureus diminue drastiquement 

dans le cas du mélange santoline/F2 rue, peu importe les conditions de solubilisation 
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des échantillons, alors qu’elle est maximale lorsque l’extrait ou la fraction sont 

évalués seuls. Cette même activité diminue également, mais de manière plus 

modérée, dans le cas des mélanges santoline/F3 rue. Cela est probablement dû à un 

phénomène d’antagonisme entre certaines familles de molécules présentes dans 

l’extrait de santoline et les fractions de rue. 

Concernant l’activité contre P. aeruginosa, les mélanges évalués dans les 

conditions (1) perdent toute l’activité observée pour les fractions seules, et dans le 

cas des mélanges évalués dans les conditions (2), cette activité diminue tout de 

même par rapport aux fractions témoins. Cela peut être expliqué par l’absence 

d’activité du témoin santoline contre cette souche. L’activité supérieure des mélanges 

préparés dans les conditions (2) pourrait alors être expliquée par la meilleure 

solubilité des fractions dans le DMSO. 

L’activité contre A. brasiliensis, quant à elle, est maximale pour tous les mélanges, 

comme c’est également le cas pour l’extrait de santoline seul et la fraction F2 de rue. 

Cela est certainement dû à un effet cumulatif de l’activité des deux constituants du 

mélange, donc il n’y a pas non plus de réel effet synergique. 

Finalement, concernant C. albicans, l’activité est maximale lorsque les mélanges sont 

effectués dans les conditions (1), c’est-à-dire lorsque la solubilité de l’extrait est 

maximale par rapport à celle des fractions. En revanche, dans les conditions (2), 

l’effet contre cette souche est fortement à très fortement diminué selon la fraction se 

trouvant dans le mélange. Là encore, on constate que les résultats dépendent de la 

solubilité des extraits ou fractions constituant le mélange, et on n’observe pas d’effet 

synergique. 

En conclusion, aucun des mélanges testés ne permet d’observer une véritable 

interaction entre la rue et la santoline. D’autres essais impliquant un troisième 

extrait issu d’une gomme-résine ont néanmoins été réalisés avant de conclure quant 

à la pertinence de cette évaluation. 
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3. Étude de mélanges impliquant S. chamaecyparissus, R. chalepensis 

et une gomme-résine 

Deux dernières séries d’essais ont été réalisés afin d’exploiter au maximum la piste 

des mélanges dans l’optique du développement d’un ingrédient conservateur destiné 

à l’industrie cosmétique. Pour ces essais, une gomme-résine a été mise en œuvre en 

plus de la santoline et de la rue. Cependant, son identité ne sera pas divulguée pour 

des raisons de confidentialité. Néanmoins, sa richesse en acide benzoïque est 

largement connue et documentée, ce qui en a fait un candidat idéal pour la 

réalisation de mélanges avec la santoline et la rue. 

Tout d’abord, de la même manière que pour les mélanges d’extraits bruts de 

santoline et de rue, les combinaisons suivantes ont été évaluées : santoline/gomme-

résine (GR) dans des proportions 50/50 et 25/75, rue/GR dans des proportions 

25/75 et santoline/rue/GR dans des proportions 37,5/37,5/25. Là aussi, les 

conditions d’évaluation de l’activité antimicrobiennes sont identiques à celles des 

tests effectués sur les extraits bruts seuls. La concentration des solutions mises en 

œuvre est de 200 mg/mL et les extraits ont été solubilisés dans un mélange 

éthanol/eau. Chaque extrait a également été évalué seul en guise de témoin positif. 

Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 21. 

Tableau 21 : Activité antimicrobienne de mélanges d’extraits de santoline, de rue 
et/ou de gomme-résine (GR) 

Extrait ou mélange 
d’extraits 

Activité antimicrobienne (bilan final à 2 %) 

S. aureus P. aeruginosa A. brasiliensis C. albicans 

Témoin santoline +++ - +++ +++ 

Témoin rue + ++ ++ ~ 

Témoin GR +++ ++ +++ ++ 

Santoline/GR 50/50 ++ + +++ +++ 

Santoline/GR 25/75 +++ - +++ ~ 

Rue/GR 25/75 + +++ +++ +++ 

Santoline/rue/GR 
37,5/37,5/25 

- - +++ ~ 

+++ : activité ≥ 90% ≤ activité ≤ 100% ; ++ : 70% ≤ activité ≤ 90% 
+ : 60% ≤ activité ≤ 70% ; ~ : 40% ≤ activité ≤ 60% ; - : activité ≤ 40% 
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Ainsi, lorsque l’extrait de santoline est présent dans des proportions égales à l’extrait 

de gomme-résine, on observe une diminution de l’activité contre S. aureus par 

rapport aux témoins, présentant tous deux une activité maximale. En revanche, 

lorsque l’extrait de gomme-résine est présent en proportions supérieures dans le 

mélange, cette activité de référence est conservée. La santoline pourrait donc avoir 

un effet antagoniste sur la gomme-résine. Contre P. aeruginosa, l’activité de la 

gomme-résine se retrouve diminuée en présence de santoline. Contre A. brasiliensis, 

l’activité reste maximale comme pour les témoins. Contre C. albicans, cette activité 

est maximale dans les proportions 50/50 et modérée dans les proportions 25/75. 

Cette dernière constatation est surprenante, puisque les témoins présentent une 

activité très forte à maximale contre cette souche. Il semble donc dans ce cas y avoir 

également un effet antagoniste. 

Concernant le mélange rue/gomme-résine, les activités contre S. aureus et 

A. brasiliensis semblent être d’ordre purement accumulatives ou antagonistes. En 

revanche, contre P. aeruginosa et C. albicans, il semblerait qu’il y ait un léger effet 

synergique, puisque l’activité passe de très forte pour les témoins à maximale pour le 

mélange contre P. aeruginosa, et de modérée (rue) ou très forte (gomme-résine) à 

maximale pour le mélange contre C. albicans. 

Cependant, les résultats obtenus pour le mélange des trois extraits est décevant, 

puisque l’activité est perdue ou modérée contre trois des quatre souches, et maximale 

mais sans grande surprise au vu des données de référence pour A. brasiliensis. Une 

dernière série d’essais impliquant l’extrait de gomme-résine et les deux fractions de 

rue a été réalisée, dans les mêmes conditions qu’avec la santoline précédemment. Les 

résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 22. 
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Tableau 22 : Evaluation de l’activité antimicrobienne de mélanges d’extrait de 
santoline et de fractions de rue 

Extrait ou mélange 
d’extraits 

Activité antimicrobienne (bilan final) 

S. aureus P. aeruginosa A. brasiliensis C. albicans 

Témoin GR (2 %) +++ ++ +++ ++ 

Témoin F2 rue (0,4 %) +++ ++ +++ - 

Témoin F3 rue (0,4 %) +++ +++ ++ - 

GR/F2 rue 75/25 (1) ++ - +++ ++ 

GR/F3 rue 75/25 (1) +++ - ++ - 

GR/F2 rue 75/25 (2) +++ - ++ + 

GR/F3 rue 75/25 (2) ++ - +++ ++ 

+++ : activité ≥ 90% ≤ activité ≤ 100% ; ++ : 70% ≤ activité ≤ 90% 
+ : 60% ≤ activité ≤ 70% ; ~ : 40% ≤ activité ≤ 60% ; - : activité ≤ 40% 

Essais réalisés dans un mélange EtOH:H2O 60:40 v/v (1) ou DMSO (2) 

Dans ce cas également, les résultats semblent essentiellement additionnels, 

notamment contre S. aureus et A. brasiliensis. L’activité contre P. aeruginosa est 

totalement perdue pour tous les mélanges évalués, ce qui pourrait signifier un fort 

antagonisme ou simplement être lié à la forte résistance de cette souche. Enfin, 

contre C. albicans, les résultats ne sont pas non plus particulièrement surprenants. 

4. Conclusions et perspectives 

Alors que le développement d’un ingrédient constitué d’un seul extrait présentait 

déjà plusieurs problématiques, l’exploitation d’un mélange d’extraits naturels s’est 

révélée encore plus complexe. En effet, dans la plupart des essais réalisés, un simple 

effet cumulatif ou à l’inverse antagoniste des activités de l’un ou de l’autre des 

extraits ou de la fraction évalués a été observé. Il aurait été appréciable d’observer un 

effet réellement synergique, mais finalement, l’activité de chaque extrait pris en 

compte seul est bien plus intéressante que dans le cas d’un mélange. Il est également 

important de tenir compte de la solubilité de chaque extrait ou fraction dans les 

solvants ou systèmes de solvants utilisés pour la préparation des échantillons. 
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En conclusion, l’étude de l’interaction de différents extraits entre eux ou avec des 

fractions d’extraits est une piste à exploiter, mais qui demande beaucoup plus de 

temps et d’ajustements afin d’aboutir à des résultats satisfaisants, en particulier 

grâce à une meilleure connaissance phytochimique des extraits et fractions mis en 

œuvre.
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CONCLUSION GÉNÉRALE 

Le développement d’un ingrédient cosmétique conservateur et la recherche de 

métabolites secondaires végétaux d’intérêt sont des processus longs et demandant un 

travail minutieux. Grâce à l’implication de ses acteurs et partenaires académiques, 

industriels et associatifs, le projet NATUBAVAL a pu être mené à son terme. 

Dix-sept espèces végétales méditerranéennes ont été sélectionnées parmi une vaste 

base de données pour leur potentielle activité conservatrice. Des extraits hydro-

alcooliques ont été réalisés et ont fait l’objet d’une analyse chromatographique par 

HPLC-DAD-ELSD et par HPTLC. Ils ont ensuite fait l’objet d’un criblage de leurs 

propriétés antimicrobiennes, permettant de déterminer leur pourcentage 

d’inhibition de la croissance des quatre souches microbiennes mises en œuvre : 

Staphylococcus aureus, Aspergillus brasiliensis, Pseudomonas aeruginosa et 

Candida albicans. Leurs propriétés antioxydantes ont également été évaluées, en 

particulier leur teneur en phénols totaux, déterminée grâce à l’indice de Folin-

Ciocalteu, et leur capacité antioxydante, déterminée grâce à un test au DPPH. Une 

méthode d’évaluation de l’activité antimicrobienne contre A. brasiliensis et de 

l’activité antioxydante sur le DPPH par HPTLC-EDA a été développée. 

Parmi les quatre extraits ayant présenté les propriétés antimicrobiennes et 

antioxydantes les plus intéressantes, à savoir Hypericum perforatum, 

Laurus nobilis, Ruta chalepensis et Santolina chamaecyparissus, une étude 

bibliographique a permis de sélectionner la santoline, S. chamaecyparissus, comme 

candidat pour la suite de l’étude. Un fractionnement bioguidé a permis d’identifier 

un métabolite actif, un spirokétal énol de la famille des polyacétylènes. Ce composé 

s’étant révélé instable en milieu acide et aqueux, son activité a pu être démontrée à 

l’aide d’un dosage par HPLC-DAD. 

L’extrait brut de santoline a alors fait l’objet d’une optimisation, notamment au 

niveau du solvant d’extraction mis en œuvre lors de l’extraction, afin d’obtenir un 

extrait le plus concentré possible en actif. Les essais réalisés ont permis d’identifier le 

méthanol comme étant le solvant permettant d’obtenir la concentration la plus 

élevée en actif. Après validation de ce solvant, un extrait pilote a été obtenu dans les 
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conditions optimisées afin de vérifier que l’actif était toujours présent suite à une 

extraction à l’échelle semi-industrielle. L’extrait pilote a ensuite fait l’objet d’essais de 

décoloration par distillation moléculaire et au charbon actif afin d’obtenir un extrait 

dont la couleur est compatible avec une utilisation cosmétique. Un travail 

d’optimisation cosmétique (SOFIA Cosmétiques) a permis de compléter cette étude 

et d’identifier un candidat prometteur pour une utilisation future en tant que 

conservateur naturel. 

Cet ingrédient innovant issu de la santoline a fait l’objet d’un brevet international, 

déposé par les membres du consortium sous le numéro WO 2015/140290 A1 et 

publié le 24 septembre 2015. Cependant, suite au transfert du projet à la société 

Naturex pour une étude de sa faisabilité commerciale, le coût de revient des procédés 

industriels pour obtenir un ingrédient commercialisable a été estimé trop élevé et le 

projet a été suspendu. 

L’évaluation de l’activité antimicrobienne de mélanges de santoline avec d’autres 

extraits végétaux en vue d’identifier une éventuelle interaction entre les extraits mis 

en œuvre a révélé la véritable difficulté de telles associations. En effet, les extraits 

végétaux étant des matrices complexes, il est difficile d’anticiper leur comportement 

lorsqu’ils se retrouvent en mélange avec d’autres extraits végétaux. Une meilleure 

connaissance des extraits mis en œuvre, et en particulier des familles de molécules 

responsables de leur activité, aurait permis de cibler plus précisément l’activité 

recherchée et peut-être d’observer une synergie afin de maximiser l’activité 

conservatrice du mélange mis en œuvre. 

En conclusion, ce travail aussi captivant que complexe permet de montrer le réel 

intérêt de la biodiversité végétale méditerranéenne pour des applications dans le 

domaine des ingrédients cosmétiques conservateurs. Une méthodologie d’évaluation 

des propriétés antimicrobiennes et antioxydantes d’une sélection initiale d’extraits 

bruts a permis la sélection d’un extrait candidat, et une stratégie de développement 

d’un ingrédient cosmétique conservateur a permis d’optimiser cet extrait candidat 

afin d’obtenir un extrait exploitable dans un produit cosmétique. 
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1. Réactifs, solvants et appareillage 

1.1. Réactifs et solvants 

Les produits chimiques et solvants ont été achetés auprès de Sigma-Aldrich (France), 

VWR Prolabo (France) ou Eurisotop (France). 

Les solvants utilisés pour les analyses HPLC sont de qualité analytique et utilisés tels 

quels pour les analyses directes ou les préparations de solutions de calibration. Les 

réactifs sont commerciaux et utilisés sans purification supplémentaire. 

Les fractionnements ont été effectués par chromatographie liquide sur une colonne 

ouverte non greffée de gel de silice (Geduran Si 60, 40-63 µm, Merck). 

1.2. Appareillage 

1.2.1. HPLC-ELSD-DAD 

L’ensemble des analyses HPLC et les purifications par HPLC semi-préparative ont 

été réalisées avec un système Agilent 1200 équipé d’un détecteur UV à barrettes de 

diodes (DAD) et d’un détecteur évaporatif à diffusion de lumière (ELSD). Une 

colonne analytique Luna C18 (Phenomenex, 150 x 4,6 mm ; 5 µm) et une colonne 

semi-préparative Luna C18 (Phenomenex, 250 x 10 mm ; 5 µm) ont été utilisées. 

Les solvants constituant la phase mobile (acétonitrile, eau et isopropanol) ont, sauf 

mention contraire, été acidifiés avec 0,1 % d’acide formique.Les paramètres du 

détecteur ELSD ont été définis comme tels : 

Température 40 °C 

Débit gazeux 1,5 L/min 

Gain 4 
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1.2.2. HPTLC 

Les analyses HPTLC ont été réalisées à l’aide d’un système HPTLC (CAMAG), équipé 

d’un passeur d’échantillons automatique ATS4, d’une chambre de développement 

automatique ADC2 avec contrôle d’humidité, d’une unité de documentation 

TLC Visualizer. Le traitement des données a été effectué grâce au logiciel winCATS. 

Des plaques HPTLC en verre, recouvertes d’une couche de 0,25 mm de gel de 

silice 60 F254 et de taille 20×10 cm, ont été utilisées (Merck). 

1.3. UPLC-HRMS 

L’analyse de la masse exacte du composé concerné a été effectuée avec un système 

ACQUITY UPLC®/Xevo™ G2 Q-TOF (Waters) équipé d’une colonne ACQUITY 

UPLC® BEH C18 (2,5 ´ 100 mm, 1,7 µm). 

L’échantillon a été ionisé par électrospray (ESI) en mode négatif. Le spectre de masse 

haute résolution a été obtenu avec un analyseur à temps de vol (TOF). L’étalonnage a 

été effectué avec un standard de leucine encéphaline. 

1.4. RMN 

Les analyses ont été réalisées sur un spectromètre BRUKER Avance DRX-500. La 

sonde utilisée est une sonde triple résonance TXI 500 MHz inverse 1H-13C/15N de 

diamètre de 5 mm et de gradient Z, sans refroidissement. 

Les spectres ont été calibrés en référence au signal du solvant deutéré correspondant 

(CDCl3). 

Des expériences 1D (1H et 13C) et 2D (COSY, HSQC, HMBC et NOESY) ont été 

réalisées. 
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2. Procédures expérimentales 

2.1. Prélèvement et préparation du matériel végétal (Chapitre II) 

La totalité des échantillons végétaux ayant fait l’objet des travaux exposés a été 

prélevée par Jean-Paul Ghérardi (Biophyto) ou Claude Monin (Acphytaroma) en 

région méditerranéenne (en particulier dans le Parc Naturel Régional des Préalpes 

d’Azur et la vallée de la Tinée) et authentifiée par Jean-Louis Polidori et François 

Boillot, botanistes (AFA Biophyto). Avant traitement, les plantes ont été séchées 

manuellement à l’obscurité, à température ambiante. 

Un spécimen de S. chamaecyparissus, prélevé en avril 2013 au Mont Caume (Var), a 

été déposé à l’Herbarium du Jardin Botanique de la Ville de Nice sous le numéro 

C 3746. Un spécimen de R. chalepensis prélevé à Èze (Alpes-Maritimes) en mai 2013 

y a également été déposé et porte le numéro C 3745. 

2.2. Extraction des matières premières végétales 

Toutes les matières premières végétales ont, sauf mention contraire, été extraites 

selon le protocole suivant : après broyage très fin à l’aide d’un hachoir rotatif à lames 

de laboratoire, la matière première végétale mise en œuvre est extraite par 

macération sous agitation à l’éthanol 75 %, constitué d’un mélange d’éthanol 96 % et 

d’eau distillée dans les proportions 75:25 (v/v). La durée de l’extraction est de 

2 heures et l’extraction est réalisée à température ambiante (25 °C). Le volume de 

solvant utilisé pour l’extraction représente environ 10 fois le volume du matériel 

végétal mis en œuvre. Après extraction, le mélange est filtré sur papier plissé. 

Le matériel végétal fait l’objet d’une seconde extraction dans les mêmes conditions. 

Après filtration du second extrait, les deux extraits obtenus sont mélangés et 

concentrés à l’aide d’un évaporateur rotatif sous vide à 60 °C. Ce protocole 

d’extraction est appelé « NATUBAVAL » car il correspond aux conditions 

d’extractions standards mises en œuvre pour l’extraction des matières premières. 

Les principales caractéristiques des dix-sept extraits « NATUBAVAL » sont 

présentées dans le Tableau 23. 
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Tableau 23 : Caractéristiques des extraits bruts « NATUBAVAL » 

Extrait 

Extraction 

Aspect, couleur 
% EtOH 

Rendement en 
matière sèche 

(%) 

C. albidus 70 21,1 Pâteux, brun foncé 
P. lentiscus 70 20,8 Poudre, brun clair 
S. verbenaca 70 18,6 Poudre, vert foncé 
R. chalepensis 75 24,8 Pâteux, vert foncé 
C. emerus 75 17,7 Pâteux, vert foncé 
L. nobilis 75 16,8 Pâteux, vert foncé 
S. minor 75 20,6 Solide, vert foncé 
T. vulgaris 75 13,7 Pâteux, vert foncé 
R. officinalis 75 51,3 Pâteux, vert foncé 
H. perforatum 75 19,7 Pâteux, rouge foncé 
M. communis 75 5,6 Poudre, vert foncé 
C. sempervirens 75 14,1 Pâteux, vert foncé 
S. chamaecyparissus 75 17,4 Solide, brun foncé 
J. oxycedrus 75 19,3 Pâteux, brun foncé 
J. communis 75 12,3 Pâteux, vert foncé 
S. montana 75 15,2 Solide, brun foncé 
A. petiolata 75 14,4 Pâteux, brun foncé 
S. officinalis 75 12,8 Solide, brun foncé 
H. stoechas 75 18,3 Pâteux, brun foncé 

2.3. Analyse des extraits bruts 

2.3.1. HPLC-DAD-ELSD 

Pour les analyses HPLC, les extraits bruts et fractions sont dilués à 20 mg/mL dans 

du méthanol, placés dans un bain à ultrasons pendant 10 minutes et filtrés sur 

filtres-seringue PTFE 0,45 μm. 
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Les échantillons ainsi préparés sont ensuite analysés à l’aide d’une colonne en phase 

inverse grâce à la méthode suivante, appelée méthode « NATUBAVAL » 

(Appareillage, colonne et solvants décrits en 1.2.1) : 

Eluants A : H2O* 

B : MeCN* 

C : n-propanol* 

*acidification à l’acide formique (HCOOH, 0,1 %) 

Débit 1,0 mL/min 

Volume d’injection 20 µL 
Gradient 0-5 min 5 % B 

5-35 min 5-100 % B 

35-45 min 100 % B 

45-50 min 100-40 % B, 0-60 % C 

50-60 min 40 % B, 60 % C 

60-65 min 40-5 % B, 0-95 % A 

65-70 min 5 % B, 95 %A 

2.3.2. HPTLC 

Pour les analyses HPTLC, les échantillons ont été préparés de la manière suivante : 

les extraits bruts ont été dilués à 20 mg/mL dans du méthanol, puis placés dans un 

bain à ultrasons pendant 15 min et centrifugés. Le surnageant a ensuite été prélevé et 

introduit dans un vial pour l’analyse HPTLC. 

Les échantillons ont été déposés sur des plaques HPTLC en gel de silice 60 avec 

indicateur de fluorescence (254 nm) sur support en verre, de dimensions 

10 cm x 20 cm. Les solutions standards et les échantillons ont été déposés à raison de 

2 μL sur une épaisseur de 8 mm, avec un total de quinze bandes par plaque, sauf 

mention contraire. 

La séparation sur la plaque en gel de silice est effectuée dans une chambre de 

développement automatique, la cuve de développement à humidité contrôlée 

(10 minutes, 33-38 % d’humidité) étant préalablement saturée pendant 20 minutes 

avec 25 mL de phase mobile. La distance de développement est de 70 mm en partant 
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de la base de la plaque. La visualisation et la prise d’image de la plaque HPTLC sont 

effectuées à l’aide du visualiseur, à 254 nm, 366 nm et sous lumière blanche (WR, 

WT et WRT). Les données obtenues ont été traitées à l’aide du logiciel winCATS. 

2.4. Tests d’activité antimicrobienne 

Les tests d’activité antimicrobienne réalisés sur la totalité des échantillons 

« NATUBAVAL » ont été mis au point et réalisés par la société Nixe à Sophia 

Antipolis (Alpes-Maritimes). 

2.4.1. Tests sur plaques 96 puits (méthode par dilution) 

2.4.1.1.  Matériel et appareillage 

La verrerie, le matériel et les appareillages utilisés sont ceux d’un laboratoire de 

microbiologie équipé pour le travail en conditions stériles. Le matériel particulier mis 

en œuvre pour la réalisation de ces essais est le suivant : une hotte à flux laminaire de 

classe II, une étuve réglable, un autoclave permettant la stérilisation en chaleur 

humide, des plaques 96 puits (Falcon, Référence 353072), un lecteur de plaques, un 

microscope optique ainsi que tout le matériel nécessité par les observations 

microscopiques, une cellule de Malassez et des boîtes de Pétri. 

2.4.1.2. Souches et milieux de culture 

Les souches microbiennes, toutes référencées ATCC et génériques du challenge-test 

conformément à la norme NF EN ISO 11930 de juin 2012, actuellement en révision 

(Cosmétiques - Microbiologie - Évaluation de la protection antimicrobienne d'un 

produit cosmétique), sont les suivantes : Staphylococcus aureus (ATCC 6538, 

bactérie à gram négatif), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027, bactérie à gram 

positif), Aspergillus brasiliensis (ex-Aspergillus niger, ATCC 16404, champignon 

filamenteux) et Candida albicans (ATCC 10291, levure). 

Les souches A. brasiliensis et C. albicans sont conservées en tubes inclinées sur de la 

gélose de Sabouraud (milieu SAB). Le milieu SAB, adapté aux mycètes, est un milieu 

acide et nutritif constitué en particulier de peptone pepsique de viande et de glucose 
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anhydre, et solidifié à l’agar-agar 10 %. À partir de ces cultures de référence, ces deux 

micro-organismes sont mis en culture avant la réalisation des essais afin que des 

spores fongiques et des colonies de levures aient le temps de se former avant la 

réalisation des tests. Pour ce faire, A. brasiliensis est mis en culture en boîte de Pétri 

afin d’obtenir, après quelques jours de culture à 37 °C, des filaments de mycélium 

portant des spores nécessaires aux tests d’activité antimicrobienne. La levure 

C. albicans est mise en culture dans le milieu SAB liquide selon la méthode appliquée 

aux bactéries (voir ci-dessous). 

Les souches bactériennes S. aureus et P. aeruginosa, quant à elles, sont conservées 

en tubes inclinés sur de la gélose Trypticase soja (milieu TSA). Le milieu TSA est un 

milieu universel riche plus adapté aux bactéries, constitué notamment d’hydrolysat 

enzymatique de caséine, de peptone de soja et de chlorure de sodium et également 

solidifié à l’agar-agar 10 %. 

Les bactéries nécessaires à la réalisation des essais sont récupérées à partir des tubes 

inclinés contenant le milieu TSA. Pour chacune des bactéries, les tubes inclinés sont 

immergés avec 3 mL d’eau stérile. Un volume correspondant à 10 µL de la 

suspension bactérienne est prélevé et un nouveau tube incliné est ensemencé. Après 

24 h de culture à 32 °C favorisant la croissance bactérienne, le tube est à nouveau 

immergé avec 3 mL d’eau stérile. Un volume équivalent à 0,5 mL de cette suspension 

bactérienne est alors prélevé pour ensemencer 10 mL de bouillon Tryptocaséine-soja 

(milieu TSB, équivalent liquide de la gélose TSA). 

2.4.1.3. Dosage des spores et de la suspension bactérienne 

Les spores sont récupérées à la surface du mycélium : 3 mL d’eau distillée stérile sont 

déposés à la surface de la boîte de Pétri et les spores sont mises en solution en 

frottant le mycélium sporulé à l’aide d’une pipette pasteur coudée. La solution de 

spores est alors récupérée et le nombre de spores par millilitre de solution est 

déterminé par comptage avec une cellule de Malassez. Le titre en spores est 

généralement de 105 spores/mL. 
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La culture liquide des levures (milieu SAB liquide) et des bactéries (milieu TSB 

liquide) est menée pendant 2 à 3 heures jusqu’à l’obtention d’une suspension de 

microorganismes correspondant à une DO de 0,6 à 620 nm. 

2.4.1.4. Préparation des échantillons à tester 

Les extraits bruts soumis aux tests d’activité antimicrobienne sont mis en solution à 

une concentration de 200 mg/mL dans un solvant adapté, qui est généralement un 

mélange éthanol:eau (60:40 v/v), le cas échéant, dans un autre solvant tel que le 

méthanol. Seuls les extraits commerciaux (Ysaline et Totarol) sont mis en solution à 

une concentration de 100 mg/mL et évalués à une concentration de 0,4 %. Après 

sonication, les solutions obtenues sont filtrées sur des filtres-seringue d’un diamètre 

de 30 mm et d’une taille de pores de 0,45 µm afin d’éliminer un maximum de 

particules en suspension. 

Lorsque ce sont des fractions qui ont été soumises aux tests d’activité 

antimicrobienne, celles-ci ont été solubilisées à une concentration de 100 mg/mL 

dans du DMSO, et leur concentration de test est de 0,4 %. 

2.4.1.5. Conduite des essais antimicrobiens 

Les essais sont réalisés dans des plaques 96 puits, conformément aux conditions 

suivantes : 

 Echantillons 
Témoin 
positif 

Nipagin® M 

Témoin 
négatif 
solvant 

Témoin de 
référence 

eau 
Concentration de test 2 %* 0,2 %* 0,4 % 2 % - 
Dilution préalable 1/25 - 8 mg/mL 1/25 - 
Volume d’eau distillée 
stérile 

- 90 µL - - 100 µL 

Volume d’échantillon 
dilué 

100 µL 
10 µL 

de 1/100 
100 µL 100 µL - 

Volume de suspension 
microbienne 

5 µL - - 

Volume de milieu 95 µL 100 µL 100 µL 
Volume total 200 µL 

Source: Nixe  *Fractions : 0,4 et 0,04 % 



159 

Les échantillons à analyser sont préalablement dilués dans de l’eau distillée stérile, 

puis mis en solution dans les puits avec la suspension microbienne et le milieu 

correspondant. Chaque essai est mené en triplicat sur chacune des souches 

microbiennes. Parmi les trois répétitions, une répétition fait office de témoin négatif 

et dans ce cas, le puits ne contient pas de suspension microbienne. Le solvant (ou 

mélange de solvants) utilisé pour la solubilisation des échantillons est également 

évalué comme témoin négatif, et préparé à la manière des échantillons. Un 

conservateur commercial, le 4-hydroxybenzoate de méthyle (Nipagin® M Sodium, 

méthylparabène) fait office de témoin positif à une concentration usuelle en 

cosmétique. Un dernier témoin de référence de la croissance des souches 

microbiennes est réalisé en remplaçant le volume d’échantillon par de l’eau distillée 

stérile. 

Une fois les plaques 96 puits chargées (Figure 34), elles sont déposées dans une 

boîte dont l’atmosphère est saturée en humidité. Une lecture de la densité optique à 

620 nm est effectuée grâce à un lecteur de plaques 24, 48 et 72 heures après 

l’incubation des boîtes à l’étuve à 25 °C. 

 

Figure 34 : Essais d’activité antimicrobienne en plaques 96 puits 
Méthode par dilution (Photo Nixe) 

L’estimation de la croissance microbienne de chaque souche en présence des 

différents échantillons testés est comparée avec la croissance microbienne mesurée 

dans les puits témoins de référence. Les résultats sont exprimés en pourcentage 

d’inhibition de l’échantillon testé pour chaque souche microbienne par rapport au 

témoin négatif correspondant. Les résultats pris en compte pour S. aureus et 

P. aeruginosa sont les valeurs obtenues à t = 24 h et t = 48 h, tandis que pour 

C. albicans et A. brasiliensis, il s’agit des valeurs obtenues à t = 48 h et t = 72 h, 

conformément à la vitesse de croissance optimale de chaque souche microbienne. 
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2.4.2. Tests par bioautographie (HPTLC-EDA) 

Afin de réaliser les tests d’activité antimicrobienne par HPTLC-EDA, la procédure de 

préparation des échantillons et de développement de la plaque HPTLC est identique 

à celle mise en œuvre pour les analyses HPTLC (1.2.2.). Les échantillons sont 

déposés en deux fois sur la plaque, à raison de 20 µL par dépôt. Après 

développement puis séchage de la plaque, celle-ci est transférée à la société Nixe. 

Une suspension de spores d’A. brasiliensis obtenue selon la méthode décrite en 

2.4.1.2. est pulvérisée sur la plaque préalablement conditionnée à l’aide du milieu 

de culture liquide du champignon. La plaque est ensuite incubée à 25 °C afin de 

permettre le développement du mycélium à la surface du revêtement de silice. Après 

48 à 72 heures d’incubation, la colonisation du mycélium portant des spores permet 

de visualiser les zones non colonisées. Ces zones d’inhibition non colonisées par le 

champignon correspondent à des molécules fongicides. Une prise d’image de la 

plaque est alors réalisée sous lumière blanche (WT) à l’aide du TLC Visualizer. 

2.5. Tests d’activité antioxydante 

Afin d’évaluer le potentiel antioxydant des extraits bruts, des tests d’activité 

quantitatifs ont été mis en place grâce à une collaboration avec l’équipe GREEN du 

laboratoire SQPOV (UMR 408 INRA-UAPV) localisé en Avignon. 

2.5.1. Dosage des phénols totaux : détermination de l’indice de Folin-

Ciocalteu 

2.5.1.1. Principe 

Le dosage des phénols totaux dans les extraits bruts a été réalisé selon une 

adaptation de la méthode établie par Singleton et al. en 1965122. Ce dosage 

spectrophotométrique est basé sur l’oxydation des phénols contenus dans un 

échantillon par le réactif de Folin-Ciocalteu, constitué d’un mélange d’acide 

phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique, ce dernier étant alors réduit en 

mélange d’oxydes bleus de tungstène et de molybdène. La coloration bleue (Figure 

35) ainsi produite présente la particularité d’absorber à un maximum de 750 nm, et 

est proportionnelle à la quantité de phénols présents dans l’échantillon à doser. 
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Figure 35 : Dosage des phénols totaux à l’aide du réactif de Folin-Ciocalteu 
Photos d’une plaque de microtitration avant et après réaction (photos personnelles) 

Cette réaction s’effectue en milieu alcalin et à une température de 25 °C. Le dosage 

des phénols totaux se base sur une gamme étalon d’acide gallique, les phénols totaux 

sont alors exprimés en équivalent acide gallique (EAG) par mL de solution. 

2.5.1.2. Protocole 

Le réactif de Folin-Ciocalteu commercial est dilué au 1/10 dans de l’eau distillée. Une 

solution aqueuse de carbonate de calcium (Na2CO3, 75 mg/mL) et une solution-mère 

aqueuse d’acide gallique (1 mg/mL) sont préparées avec de l’eau distillée. 

La réaction se déroule dans une plaque de microtitration 96 puits (Greiner Bio-One). 

La plaque est chargée selon le schéma suivant : 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 
S1 

100 

mg/L 

S2 

50 

mg/L 

S3 

25 

mg/L 

S4 

12,5 

mg/L 

S5 

6,25 

mg/L 

S6 

3,13 

mg/L 

S7 

1,56 

mg/L 

S8 

0 

mg/L 

- - - - 

B S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 - - - - 

C S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 - - - - 

D S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 - - - - 

E S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 - - - - 

F S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 - - - - 

G S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 - - - - 

H S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 - - - - 

Si : solution standard (acide gallique) de concentration i 
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Chaque colonne correspond à une dilution de la solution standard d’acide gallique 

(S1-S8), ce qui représente 8 puits soit 8 valeurs pour chaque concentration évaluée, 

la valeur finale prise en compte étant la moyenne des 8 valeurs obtenues. Les 

dilutions de la solution d’étalonnage sont réalisées directement sur la plaque selon la 

démarche suivante : 

· 40 µL de la solution mère d’acide gallique sont déposés dans la colonne 1 (S1, 

A-H), puis 160 µL de la solution de Na2CO3 y sont ajoutés 

· 100 µL de la solution de Na2CO3 sont déposés dans tous les puits des colonnes 

2 à 8 (S2-S8) 

· 100 µL des puits de la première colonne (S1) et 50 µL des puits contenu de la 

deuxième colonne (S2) sont prélevés, puis le tout est rejeté dans la colonne 2 

et le contenu des puits est homogénéisé 

· Cette dernière est répétée en allant de la colonne 2 (S2) vers la colonne 3 (S3), 

et ainsi de suite jusqu’à la colonne 7 (S7) 

· La colonne 8 (S8) ne contient pas de solution étalon, 100 µL sont donc 

prélevés de la colonne 7 (S7) et jetés afin d’avoir un volume final de 100 µL 

dans tous les puits S1-S8. 

Toutes ces manipulations sont effectuées à l’aide d’une micropipette multicanaux 

(Pipetman, Biohit). 

La plaque est ensuite introduite dans un lecteur de plaques (FLUOstar Omega, BMG 

Labtech), qui dépose 100 µL de réactif de Folin-Ciocalteu dans chaque puits grâce à 

son injecteur automatique, puis l’absorbance est lue à 715 nm. 

Les résultats sont interprétés à l’aide du logiciel MARS Data Analysis (BMG 

Labtech). Une courbe-étalon (concentration en acide gallique en mg/mL en fonction 

de l’absorbance à 715 nm) est obtenue, grâce à laquelle il est possible de déterminer 

l’équivalent en acide gallique (EAG) d’un échantillon à partir de son absorbance, si 

tant est que les concentrations de cet échantillon se situent dans la gamme d’acide 

gallique. C’est pourquoi, pour l’analyse des échantillons (extraits bruts, échantillons 

commerciaux ou fractions), des essais ont été réalisés sur un extrait témoin afin de 

fixer une concentration de départ, puis cette concentration a été ajustée au besoin 
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pour les échantillons hors-gamme, jusqu’à obtenir une valeur d’EAG dans la gamme 

pour les concentrations testées. Ainsi, pour les extraits bruts, la concentration de 

départ a été fixée à 10 mg/mL, suivie de deux dilutions successives pour aller jusqu’à 

une concentration finale d’extrait dans les puits égale à 2,5 mg/mL. 

Les échantillons de départ ont été solubilisés dans du méthanol ou, le cas échéant, un 

autre solvant adapté, puis passés aux ultrasons pendant 5 à 10 minutes pour une 

meilleure solubilisation, puis filtrés sur des filtres-seringue d’un diamètre de 30 mm 

et d’une taille de pores de 0,45 µm afin d’éliminer un maximum de particules en 

suspension. 

La plaque est chargée selon le même principe que pour la gamme étalon d’acide 

gallique, en appliquant les dilutions successives de manière identique. Quatre 

échantillons peuvent être analysés par plaque, à raison de trois concentrations par 

échantillon, ce qui est représenté par le schéma suivant : 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A W1 W2 W3 X1 X2 X3 Y1 Y2 Y3 Z1 Z2 Z3 

B W1 W2 W3 X1 X2 X3 Y1 Y2 Y3 Z1 Z2 Z3 

C W1 W2 W3 X1 X2 X3 Y1 Y2 Y3 Z1 Z2 Z3 

D W1 W2 W3 X1 X2 X3 Y1 Y2 Y3 Z1 Z2 Z3 

E W1 W2 W3 X1 X2 X3 Y1 Y2 Y3 Z1 Z2 Z3 

F W1 W2 W3 X1 X2 X3 Y1 Y2 Y3 Z1 Z2 Z3 

G W1 W2 W3 X1 X2 X3 Y1 Y2 Y3 Z1 Z2 Z3 

H W1 W2 W3 X1 X2 X3 Y1 Y2 Y3 Z1 Z2 Z3 

Wi, Xi, Yi, Zi : échantillons W, X, Y et Z de concentration i 

De la même manière que pour la gamme étalon, le réactif de Folin-Ciocalteu est 

déposé directement dans les puits par le lecteur de plaques, puis l’absorbance à 

715 nm est lue dans tous les puits. 

Si l’un des points se trouve dans la gamme d’acide gallique, son équivalent acide 

gallique est lu grâce à la courbe-étalon en partant de l’absorbance indiquée. Ainsi, on 

obtient une concentration en équivalent acide gallique (EAG) en mg d’échantillon par 
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millilitre de solution. Sinon, la concentration de départ est ajustée jusqu’à obtenir 

une valeur se trouvant dans la gamme. 

Pour les échantillons de standards commerciaux, des essais ont été menés afin de 

déterminer les concentrations optimales de chaque standard évalué. 

2.5.2. Évaluation de la capacité antioxydante : test au DPPH 

2.5.2.1. Principe 

Le test au DPPH permet de quantifier le pouvoir antiradicalaire en mesurant la 

capacité d’une molécule à céder ses atomes d’hydrogène et/ou ses électrons. Il s’agit 

d’une mesure intrinsèque du pouvoir antioxydant. La disparition du radical stable est 

mesurée par spectroscopie UV-visible à la longueur d’onde d’absorption maximale 

du DPPH (λ = 515 nm) au cours du temps par l’action des antioxydants en solution 

dans un système modèle méthanolique. Le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) est 

un radical stable de couleur violette, jouant le rôle de réactif. Il possède la capacité de 

fixer un H+ arraché à un antioxydant AH contenu dans un échantillon. Sa réduction 

se traduit par une diminution de son absorbance à 515 nm et une coloration jaune 

(Figure 36). 

 

Figure 36 : Exemple de test DPPH sur plaque de microtitration (photo personnelle) 
Colonnes 1 et 7 : témoins DPPH ; Colonnes 2-6 et 8-12 : échantillons 

Dans ce cas, le système modèle dans lequel est évaluée la disparition du DPPH est 

une solution méthanolique contenant les échantillons dont on souhaite mesurer le 

pouvoir antioxydant. 
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2.5.2.2. Protocole 

Le pouvoir antioxydant des échantillons est déterminé grâce à l’IC50, correspondant à 

la concentration d’antioxydant permettant de réduire 50 % de la concentration 

initiale en DPPH. 

Le protocole mis au point a pour objectif d’évaluer l’activité antioxydante d’un 

produit en mesurant sa capacité à réduire le DPPH. 

La manipulation est effectuée à une température de 25 °C. Une solution de DPPH à 

0,05 mM est préparée à partir de DPPH commercial (DPPH 95 %, Alfa Aesar) dilué 

dans du méthanol UV puis la solution est soniquée pendant 5 min. Elle se conserve 

24 h maximum à l’obscurité (la fiole contenant la solution méthanolique de DPPH 

est enveloppée dans du papier aluminium et placée au réfrigérateur lorsqu’elle n’est 

pas utilisée). 

Concernant l’échantillon à évaluer, cinq concentrations sont testées à partir d’une 

solution mère donc la concentration initiale est déterminée en faisant des essais. 

Le schéma de la plaque est le suivant : 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A T X1 X2 X3 X4 X5 T Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 

B T X1 X2 X3 X4 X5 T Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 

C T X1 X2 X3 X4 X5 T Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 

D T X1 X2 X3 X4 X5 T Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 

E T X1 X2 X3 X4 X5 T Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 

F T X1 X2 X3 X4 X5 T Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 

G T X1 X2 X3 X4 X5 T Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 

H T X1 X2 X3 X4 X5 T Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 

T : témoin (MeoH) ; Xi : échantillon X de concentration i ; 

Yi : échantillon Y de concentration i 

Comme pour le dosage des phénols totaux décrit en 2.5.1., chaque colonne 

représente 8 mesures d’un témoin ou d’une concentration d’un échantillon, la valeur 
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retenue étant la moyenne des 8 valeurs obtenues. Un témoin négatif contenant du 

méthanol à la place de l’échantillon est réalisé pour chaque échantillon. 

50 µL de méthanol sont introduits dans tous les puits à l’exception des puits « X1 » et 

« Y1 », dans lesquels sont déposés 100 µL de solution mère de l’échantillon 

correspondant. Puis des dilutions successives entre les concentrations X1-X5 et Y1-

Y5 sont réalisées selon la démarche suivante : 50 µL de X1 et Y1 sont prélevés, 25 µL 

de méthanol des puits X2 et Y2 y sont ajoutés, puis le tout est relâché dans les puits 

X2 et Y2 et homogénéisé. Cette étape est répétée en partant des puits X2 et Y2 

jusqu’aux puits X5 et Y5, desquels sont prélevés 50 µL qui sont jetés, puisqu’il n’y a 

plus aucune dilution à réaliser. 

Chaque puits contient alors un volume de 50 µL. La plaque est introduite dans le 

lecteur de plaques, qui ajoute 50 µL de solution de DPPH à chaque puits à l’aide de 

l’injecteur automatique : chaque puits contient alors un volume final de 100 µL. 

Concernant les concentrations des échantillons évalués, celles-ci ont été fixées à 

10 mg/mL pour la solution mère d’extraits bruts, elle-même diluée au 1/20, soit à 

0,5 mg/mL avant le dépôt sur la plaque de microtitration. Les concentrations 

évaluées sont alors les suivantes : 

X1/Y1 : 0,25 mg/mL (dilution au ½ avec la solution de DPPH) 

X2/Y2 : 0,125 mg/mL 

X3/Y3 : 0,063 mg/mL 

X4/Y4 : 0,031 mg/mL 

X5/Y5 : 0,016 mg/mL. 

À partir de l’injection de la solution de DPPH, l’absorbance de chaque puits est 

mesurée à 520 nm toutes les 5 minutes pendant 30 minutes, ce qui permet de 

réaliser une cinétique de la réaction. Ainsi, les concentrations des échantillons sont 

traitées comme des points de gamme et non comme des échantillons. Les résultats 

sont traités à l’aide du logiciel MARS Data Analysis (BMG Labtech).
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Le pouvoir d’inhibition (PI) d’une solution est déterminé selon l’expression : 

PI (%) = [(DOT-DOX)/DOT]*100 = [1-(DOX/DOT)]*100 

Les résultats se présentent sous la forme d’une droite passant par les points 

correspondant à la concentration de la solution évaluée en fonction du pouvoir 

d’inhibition (%). Afin d’être exploitables, les résultats doivent comporter deux 

concentrations de chaque échantillon ayant un pouvoir d’inhibition supérieur et 

inférieur à 50 %. Lorsque cela n’est pas le cas, la concentration de la solution mère de 

départ doit être adaptée. Ainsi, l’IC50 peut être déterminé grâce au logiciel qui calcule 

la concentration correspondant à un pouvoir d’inhibition égal à 50 %. 

2.6. Analyse de l’extrait brut de S. chamaecyparissus (Chapitre III) 

2.6.1. Fractionnement bioguidé de l’extrait brut 

L’extrait brut de santoline a été soumis à une chromatographie sur colonne ouverte. 

Pour ce faire, l’extrait (2,2 g) a tout d’abord été solubilisé dans du méthanol, puis de 

la silice (3 g) y a été ajoutée, et le mélange a été concentré à l’évaporateur rotatif afin 

de pouvoir réaliser un dépôt solide. Le gel de silice constituant la colonne (22 g) a été 

déposé dans un entonnoir filtrant à fritté, préalablement conditionné, puis la poudre 

d’extrait brut sur support de silice a été déposée en couche homogène entre deux 

couches de papier filtre. 

Le fractionnement a ensuite été réalisé en faisant passer chaque solvant ou système 

de solvants sous pression d’air comprimé à travers la colonne ouverte selon les 

conditions décrites dans le tableau ci-dessous. Chaque fraction récoltée a été 

concentrée à l’évaporateur rotatif sous vide, puis le résidu a été repris dans de l’eau, 

congelé à l’azote liquide et lyophilisé. Une fois lyophilisées, les fractions ont été 

pesées puis analysées par HPLC selon la méthode décrite en 2.3.1.. Les fractions 

obtenues sont présentées ci-dessous : 
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Fraction Solvant/ 
Système de solvants 

Volume  
(mL) 

Quantité obtenue  
(mg) 

F1 

F2 

F3 

F4 

F5 

Cyclohexane 

Cyclohexane:acétate d’éthyle 1:1 v/v 

Acétate d’éthyle 

Acétate d’éthyle:méthanol 1:1 v/v 

Méthanol 

150 

300 

200 

300 

300 

8 

249 

88 

781 

412 

 

2.6.2. Isolement du composé majoritaire de F2 

Le composé majoritaire identifié dans la fraction F2 (cyclohexane:acétate d’éthyle) a 

été isolé par HPLC semi-préparative (Appareillage, colonne et solvants décrits en 

1.2.1.). La fraction à purifier a été diluée à une concentration de 50 mg/mL dans du 

méthanol, soniquée durant 10 minutes puis filtrée à l’aide de filtres-seringue 

PTFE 0,45 μm. L’élution a été réalisée dans un premier temps en utilisant des 

solvants (acétonitrile : A, eau : B) acidifiés en appliquant le gradient optimisé 

suivant : 

Gradient 0-5 min 60 % B 

5-35 min 75 % B 

35-45 min 100 % B 

Le composé d’intérêt s’étant avéré instable après purification, une seconde élution a 

été réalisée dans les mêmes conditions sauf la phase mobile, constituée des mêmes 

solvants (acétonitrile : A, eau : B) non acidifiés. Les injections ont été faites après un 

rinçage soigneux de la colonne à l’aide de cette phase mobile non acidifiée. 

La sous-fraction correspondant au composé d’intérêt a été concentrée à l’évaporateur 

rotatif après chaque injection. La totalité de la sous-fraction récoltée a ensuite été 
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concentrée au lyophilisateur puis pesée. Finalement, 9 mg du composé majoritaire 

ont été isolés à partir de la fraction F2 de l’extrait brut de santoline. 

2.6.3. Identification du composé majoritaire isolé 

Le composé majoritaire isolé présente les caractéristiques suivantes : 

Forme :  liquide huileux jaunâtre 

Formule brute : C15H12O4 

UV :   λmax = 310 nm 

RMN 1H et 13C : CDCl3, 500 MHz 

HRMS :  [M+H]+ m/z = 257,13 

Le tableau récapitulant l’attribution des signaux 1H et 13C observés, ainsi que les 

corrélations 2D du composé isolé, est présenté dans le Chapitre III, 3.2., de même 

que l’analyse par UPLC-ESI-HRMS de l’extrait brut de santoline ayant permis de 

déterminer la masse moléculaire du composé isolé. 

Les spectres RMN 1D (1H, 13C) et 2D (COSY, HMBC, HSQC) sont présentés ci-

dessous (Figure 37, Figure 38, Figure 39, Figure 40 et Figure 41). 
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Figure 37 : Spectre RMN du proton du composé isolé 

 

Figure 38 : Spectre RMN 13C du composé isolé 
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Figure 39 : Spectre RMN 2D (COSY) du composé isolé 

 

Figure 40 :Spectre RMN 2D (HSQC) du composé isolé 
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Figure 41 : Spectre RMN 2D (HMBC) du composé isolé 

2.7. Dosage du spirokétal énol (SKE) par HPLC-DAD 

L’activité antimicrobienne de l’actif SKE a été déterminée à l’aide d’un dosage HPLC-

DAD à la longueur d’onde maximale d’absorption du SKE, soit λmax = 310 nm. Pour 

ce faire, un standard commercial d’acide (E)-cinnamique, au temps de rétention 

proche du SKE, a été utilisé afin d’établir une droite d’étalonnage. Trois gammes 

d’étalonnage ont été préparées selon les conditions présentées dans la Figure 42, et 

l’aire sous la courbe de l’acide cinnamique a été évaluée à 310 nm. Les conditions 

HPLC mises en œuvre sont identiques à celles des analyses appliquées de manière 

standard aux extraits bruts NATUBAVAL et décrites en 2.3.1.. 



173 

 

Point de 
gamme 

Concentration 
(mg/mL) 

Aire acide cinnamique (λ= 310 nm) 

Gamme étalon 1 Gamme étalon 2 Gamme étalon 3 

1 0,5000 6780,7 7016,2 6613,1 

2 0,2500 3746,2 3462,2 3354,5 

3 0,1750 1814,1 1944,8 1743,3 

4 0,0625 956,2 856,8 922,0 

5 0,0313 478,5 430,5 484,8 

6 0,0156 241,2 212,5 209,2 

7 0,0078 117,8 104,3 126,5 

Figure 42 : Réalisation des gammes d’étalonnage d’acide cinnamique 

Après calcul de la moyenne des 3 aires obtenues pour chaque point de gamme, une 

courbe d’étalonnage log (Aire moyenne) = f (log (concentration)) a pu être 

obtenue (Figure 43). La formule y = ax + b associée est la suivante : 

y = 0,9694x + 4,1294, avec un coefficient de corrélation R2 = 0,9998. 

 

Figure 43 : Courbe d’étalonnage de l’acide trans-cinnamique 

Ensuite, pour évaluer la concentration en SKE des différents extraits de santoline, les 

conditions mises en œuvre sont toujours identiques. Les échantillons sont préparés 

et analysés selon le protocole et les conditions décrits en 2.3.1.. Pour chaque extrait 

analysé, trois échantillons sont préparés dans trois vials différents puis injectés 
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chacun une fois, afin d’obtenir trois valeurs dont la moyenne sera retenue en tenant 

compte de l’écart-type standard observé entre les trois valeurs. 

Ainsi, pour calculer la concentration en SKE, ou plus précisément en équivalent acide 

cinnamique (EAC) des échantillons analysés, la formule ci-dessus est appliquée. On 

obtient alors une quantité de SKE ou d’équivalent acide cinnamique (EAC) en 

mg par mL de solution d’extrait. Cette solution étant à une concentration de 

20 mg/mL, et le volume injecté étant d’1 mL, le résultat multiplié par 50 permet 

d’obtenir une concentration en SKE exprimée en mg d’équivalent acide 

cinnamique (EAC) par gramme d’extrait. Cette formule a été appliquée à tous les 

dosages du SKE effectués par la suite. 

2.8. Extraits obtenus dans le cadre de l’évaluation de l’activité 

antimicrobienne du SKE 

2.8.1. Extraits bruts de santoline d’origine géographique variable 

Les extraits réalisés à partir des échantillons de santoline prélevés à Isola, au Mont 

Coudon et au Mont Caume (Chapitre II, 3.3.1.) ont été obtenus à l’aide du procédé 

d’extraction NATUBAVAL standard. L’aspect des extraits obtenus est pâteux à solide, 

leur couleur brun foncé. Leur rendement en matière sèche est présenté dans le 

tableau suivant : 

Extrait 
Rendement 
en matière 
sèche (%) 

Isola Hiver 2011-2012 9,2 

Isola Automne 2012 12,9 

Mont Coudon Printemps 2011 14,1 

Mont Caume Eté 2011 17,5 
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2.8.2. Extraits issus d’autres espèces du genre Santolina 

Les échantillons de S. rosmarinifolia et de S. pinnata ont été prélevés en été 2012 à 

la pépinière Rey à La Londe Les Maures (Var). Les conditions d’extraction mises en 

œuvre sont celles du procédé NATUBAVAL standard. Les extraits obtenus sont 

d’aspect pâteux à solide et de couleur brun foncé. Le rendement en matière sèche des 

extraits est le suivant : 

Extrait 
Rendement 
en matière 
sèche (%) 

Santolina rosmarinifolia 16,3 

Santolina pinnata 15,0 

2.8.3. Extrait pilote 1 Naturex 

Le premier extrait pilote de santoline a été réalisé par les soins de la société Naturex, 

dans des conditions semi-industrielles équivalentes au procédé d’extraction 

NATUBAVAL standard. Une quantité de matière première égale à 7,5 kg, provenant 

de la santoline mise en terre aux jardins du MIP à Grasse, a été mise en œuvre. Le 

rendement en matière sèche de l’extrait pilote ainsi obtenu, d’aspect pâteux et de 

couleur brun foncé, est de l’ordre de 7,0 %. 

2.9. Extraits obtenus dans le cadre de l’optimisation de l’extrait de 

santoline 

Tous les extraits réalisés dans le cadre de l’optimisation de l’extrait brut de référence 

de santoline ont été préparés à partir de pieds de santoline issus des cultures 

expérimentales des jardins du MIP à Grasse. 

2.9.1. Extraits issus de différentes parties de la plante 

Les matières premières mises en œuvre pour obtenir les extraits permettant 

d’évaluer la teneur en actif selon la partie de la plante mise en œuvre ont été 

prélevées au début du mois de juillet, d’août et de septembre 2013. Les extraits ont 
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été réalisés à l’aide du procédé NATUBAVAL, et les caractéristiques des extraits 

obtenus sont présentées dans le tableau ci-dessous : 

Extrait 
Période de 

récolte 
Aspect / Couleur 

Rendement en 
matière sèche 

(%) 

Tiges + feuilles + fleurs 

Juillet 2013 

Pâteux, brun foncé 10,0 

Tiges + feuilles Pâteux, brun foncé 12,3 

Hampes florale Liquide épais, orangé 7,4 

Tiges + feuilles + fleurs 

Août 2013 

Pâteux, brun foncé 6,5 

Tiges + feuilles Pâteux, brun foncé 7,1 

Hampes florales Liquide épais, orangé 4,7 

Tiges + feuilles + hampes florales 
Septembre 2013 

Pâteux, brun foncé 8,0 

Tiges + feuilles Pâteux, brun foncé 8,9 

2.9.2. Essais obtenus à l’aide d’un mélange éthanol/eau en proportions 

variables 

La matière première mise en œuvre a été prélevée en octobre 2012. Les extraits 

obtenus à l’aide d’un système de solvants éthanol/eau aux proportions variables ont 

été réalisés par Acphytaroma selon le protocole d’extraction « NATUBAVAL », 

exception faite du système de solvants mis en œuvre. Tous les extraits sont d’aspect 

pâteux à solide et de couleur brun foncé. Le rendement des extraits obtenus est le 

suivant : 

Extrait 
Rendement 
en matière 
sèche (%) 

100 % eau 10,0 

20 % éthanol 9,7 

40 % éthanol 7,7 

60 % éthanol 6,3 

80 % éthanol 5,1 

100 % éthanol 4,8 

100 % éthanol abs. 3,8 
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2.9.3. Extraits obtenus à partir d’autres solvants organiques 

La matière première mise en œuvre a été prélevée en octobre 2012. Les extraits 

obtenus à l’aide d’autres solvants ont été réalisés par Acphytaroma selon le protocole 

d’extraction « NATUBAVAL », exception faite du solvant mis en œuvre. Tous les 

extraits sont d’aspect pâteux à solide et de couleur vert foncé à brun foncé. Le 

rendement des extraits obtenus est le suivant : 

Extrait 
Rendement 
en matière 
sèche (%) 

Acétone 6,5 

EtOAc 4,0 

THF 7,3 

MeTHF n.c. 

MeOH 6,2 

CH2Cl2 4,1 

Les extraits méthanoliques ayant permis de valider le choix du méthanol comme 

solvant d’extraction optimal ont été réalisés au laboratoire de l’ICN et ont présenté 

un rendement moyen en matière sèche de l’ordre de 6,5 %.  

2.9.4. Extrait pilote 2 

Le second extrait pilote de santoline a été réalisé par les soins de la société Naturex, 

dans des conditions semi-industrielles équivalentes au procédé d’extraction 

NATUBAVAL, avec comme solvant d’extraction le méthanol. Une quantité égale à 

5,4 kg de matière première a été mise en œuvre. L’extrait pilote ainsi obtenu était 

solide et de couleur brun foncé, et son rendement en matière sèche, de l’ordre de 

10,7 %. 

2.9.5. Décoloration par distillation moléculaire 

Les essais de décoloration par distillation moléculaire ont été réalisés par un 

prestataire de services : la société Newonat à Arzal (Morbihan). 
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L’unité de distillation moléculaire mise en œuvre pour ces essais est de type KDL-5 

(Figure 44). Sa surface d’évaporation est de 0,05 m2, et elle est équipée notamment 

d’un système de chauffage atteignant 240 °C et d’un système de vide constitué d’une 

pompe à palettes et d’une pompe à diffusion d’huile. 

 

Figure 44 : Exemple d’unité de distillation moléculaire 
de type KDL-5 (Tournaire SA)114 

Les paramètres mis en œuvre pour les différents essais (pilote 1 et pilote 2) sont les 

suivants : 

Température de la matière première : 60 °C (pilote 1) / 80 °C (pilote 2) 

Température de l’évaporateur : 240 °C 

Température du condenseur : 30 °C 

Température du piège : 30 °C 

Vitesse d’agitation : 500 tr/min 

Débit d’addition : 800 g/h 

La matière première est constituée de l’extrait à décolorer et des solvants dans 

lesquels celui-ci est solubilisé afin de réaliser la distillation. Le chauffage initial du 

mélange permet une meilleure solubilisation et un pompage plus efficace par la 

pompe d’addition. 
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Cas du pilote 1 : 

Un premier mélange contenant l’extrait brut (300 g), des triglycérides à chaîne 

moyenne (TCM, 200 g) et de l’huile de tournesol (500 g) a été réalisé, la 

solubilisation étant facilitée grâce à l’ajout d’éthanol, éliminé ensuite par 

évaporation. Deux phases ont été obtenues : une phase huileuse de couleur noire 

(805 g), appelée mélange 1, et une phase insoluble (200 g), solubilisée dans du 

PEG 600 (300 g) pour obtenir le mélange 2. 

Deux essais ont été réalisés et sont exposés ci-dessous : 

Essai 
Matière 

première 
Masse 
initiale 

Distillat Résidu 

Rendement Couleur Rendement 

1 Mélange 1 805 g 19,1 % 
Jaune-

orange 
80,1 % 

2 Mélange 2 500 g - - 100,0 % 

Cas du pilote 2 : 

L’extrait brut (410 g) est réparti dans deux mélanges : un premier mélange contenant 

l’extrait brut (300 g), des TCM (450 g) et du PEG 600 (500 g), appelé mélange 1, et 

un second mélange contenant l’extrait brut (110 g), des TCM (150 g) et de l’huile de 

tournesol (100 g). Une partie de ce second mélange est insoluble et éliminée. La 

partie restante est appelée mélange 2. 

Quatre essais ont été réalisés et sont exposés ci-dessous : 

Essai 
Matière 

première 
Masse 
initiale 

Distillat Résidu 

Rendement Couleur Rendement 

1 Mélange 1 1250 g N/A N/A 95,0 % 

2 Mélange 2 280 g 50,0 % Noir 45,0 % 

3 Résidu essai 1 1100 g 40,0 % Noir 57,0 % 

4 Distillat essais 2/3 580 g 89,0 % Orange 10,0 % 
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2.9.6. Décoloration au charbon actif 

Les extraits décolorés au charbon actif ont été obtenus soit directement suite à 

l’extraction de la matière première, avant concentration, dans le cas de l’extrait 

méthanolique obtenu en laboratoire (Acphytaroma), soit sur l’extrait brut remis en 

solution dans le cas de l’extrait pilote 2 (Naturex). 

L’extrait méthanolique Acphytaroma a été décoloré directement après l’extraction de 

la matière première à l’aide de charbon actif en poudre (environ 10 % m/V, protocole 

Acphytaroma) sous agitation à 30 °C pendant une heure, avant d’être filtré sur papier 

plissé puis concentré à l’évaporateur rotatif. 

La décoloration de l’extrait pilote 2 Naturex a été réalisée au laboratoire de l’ICN sur 

l’extrait brut concentré. Le charbon actif mis en œuvre a été fourni par Naturex. Une 

quantité de charbon actif en poudre équivalente à 7 % de la masse de l’extrait mise en 

œuvre a été ajoutée à l’extrait solubilisé dans un mélange méthanol/éthanol, puis la 

solution est restée sous agitation à 50 °C pendant une heure, avant d’être filtrée sur 

papier plissé puis concentrée à l’évaporateur rotatif. 

Les extraits décolorés ainsi obtenus sont d’aspect pâteux à solide et de couleur 

marron clair à orange. 

2.10. Évaluation de l’activité de mélanges (Chapitre IV) 

L’extrait de santoline mis en œuvre a été obtenu à partir de santoline prélevée à Isola 

(06) en novembre 2011. L’extrait obtenu a été réalisé selon les conditions décrites en 

2.2. et se présente sous la forme d’un liquide épais de couleur brun foncé, avec un 

rendement en matière sèche de 7,0 %. 

L’extrait de rue mis en œuvre a été obtenu à partir de rue prélevée à Èze (06) en mars 

2012. L’extrait a été réalisé selon les conditions décrites en 2.2. et se présente sous la 

forme d’une pâte de couleur vert foncé, avec un rendement en matière sèche de 

15,2 %. 
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La gomme-résine mise en œuvre est issue d’un autre projet de l’ICN dont toutes les 

données sont confidentielles. 

Les fractions de rue mises en œuvre ont été obtenues grâce à un fractionnement sur 

colonne ouverte de gel de silice de l’extrait brut de rue précité, dans des conditions 

similaires à celles décrites en 2.6.1., à l’exception de l’acétate d’éthyle qui a été 

remplacé par de l’éther. La quantité d’extrait mise en œuvre pour le fractionnement 

est de 9 g, la quantité de silice est de 60 g, et les fractions F2 (621 mg) et F3 (174 mg) 

ont été obtenues à l’aide de 900 mL d’un mélange cyclohexane:éther 1:1 (v/v) et de 

900 mL d’éther, respectivement. Les autres fractions ont été écartées de l’étude. 

Les tests d’activité antimicrobienne des extraits et fractions précités ont été réalisés 

selon les conditions décrites en 2.4.1.. 
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Annexe 1 : Annexe V du règlement (CE) n°1223/2009 – Liste des agents 
conservateurs admis dans les produits cosmétiques 
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