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Abstract :
This workis part of the promotion of Algerian medicinal plants known for theirtherapeuticvirtues; we are
interested in the study of the plant Teucriumpolium Lknown for itsrichness in active matterused by the local
population in varioustherapies.This workisdevoted, on the one hand, to the extraction of aerial parts of T. polium,
the identification of the chemical composition, the objective of whichis to study the biologicalactivitiesincluding
the antimicrobialactivity and the activityantioxidantfrom the medicinal plant Teucriumpolium L, and on the other
hand to highlighttheseactivities. Weextracted the aerial part of the plant by the ethanolmaceration technique gave
a dry matteryieldequal to 20.6% respectively. The chemical composition of Teucriumpolium Lwasanalyzed by
qualitative methodsbased on coloring and precipitationreactionswhich made it possible to identify 8 compounds
such as tannins, saponosides, terpenoids, quinones, alvaloiides, reducing compounds, polyphenols,
flavanoids. Antibacterialactivity, wasassayedagainstthreebacteria are the most sensitive 14 mm diameter
inhibition with MIC evaluation gave a value of 0.2 mg / ml with b. subtilis. The
antioxidantactivitywasevaluatedusing 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) the resultsgive: IC50 of 20pg / ml.
The objective of thisworkis to formulatepharmaceutical water /  oilnanoemulsions. The
nanoemulsionswereprepared by alowenergyemulsificationmethod gave a nanometric size fromDlsequal to 14.56
nm. The composition of the formulation and the process conditions have been optimized in order to obtain stable
nanoemulsions.The optimal formulation developed made it possible to formulate a transdermal patch,
withoutany modification of the stability of the system. Such a formulation shows promise as a drugdelivery
system for topical application.
Keywords :medicinal plants, Teucrium polium L,phytochimique, Antibacterial activity,CMI, antioxidant
activity, DPPH, formulate, nanoemulsion , Dls, transdermal patch

Résumé :

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales Algériennes réputées pour leurs vertus
thérapeutiques, nous nous sommes intéressés a 1’é¢tude de la plante Teucrium polium L.Le présent travail est
consacré d’une part, a L’extraction des parties aériennes de T. polium, ’identification de la composition
chimique dont I’objectif visé est d’étudier les activités biologiques dont I’activité antimicrobienne et 1’activité
antioxydante de la plante médicinale Teucrium polium L, et de l'autre part de mettre en évidence ces
activités.Nous avons procédé 1’extraction de la partie aérienne de la plante par la technique de macération par
I’éthanol a donné un rendement en matiere seche égal a 20,6 % respectivement. La composition chimique de
Teucrium polium L a été analysée par des méthodes qualitatives basées sur, des réactions de coloration et de
précipitation et a permis d’identifier 8 composés tel que les tanins, les saponosides ,les terpénoides, les
quinones,les alvaloiides, les composés réducteurs, les polyphénole et ,les flavanoides .L’activité antibactérienne,
a été dosée contre trois bactéries sont les plus sensible de 14 mm de diamétre d’inhibition et une évaluation des
CMI a donné une valeur de 0,2 mg/ml avec b. subtilis. L'activité antioxydante a été évaluée en utilisant 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) les résultats donnent : IC50 de 20 pg/ml.

Des nanoémulsions ont été préparées par une méthode d’émulsification a basse énergie a donné lieu a des
gouttelettes de taille nanométriques de 1’ordre de 14.6 nm déterminées par Dls. La composition de la formulation
et les conditions du procédé ont été optimisées afin d’obtenir des nanoémulsions stables.

La formulation optimale développée a permis de formuler un patch transdermique, sans aucune modification de
la stabilit¢ du systeme. Une telle formulation semble prometteuse en tant que systeme de délivrance de

médicament pour une application topique.
Mots-clés: Teucrium polium L, plantes médicinales, phytochimique, activité antibactérienne, CMI, activité
antioxydante, DPPH, formulation, nanoémulsion, Dls, patch transdermique.
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LISTES D’ABREVIATIONS

ATCC : American Type Culture Collection.
ANSM : I’Agence Nationale de Sécurité du Médicament.
CMI : Concentration minimale inhibitrice.

CIP : Composition d'inversion de phase.
DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil.

DMSO : Dimethyl sulfoxide.

E/H/E : Eau dans huile dans la phase aqueuse.
ES : Emulsification spontanée.

E/H : Eau dans huile .

FRAP : Ferrique reducing antioxydant power.
IC50 : Concentration inhibitrice a 50%.

MHP :Microfluidisation a haute pression.

NEs : Nanoémulsions

PIE : Méthode de point d’inversion d’émulsion.
TIP : Température d'inversion de phase.

HE : Huile essentielle.

HP : haute pression.

HHP : Homogénéisation a haute pression.
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Les plantes médicinales constituent une richesse et une alternative idéale aux
médicaments synthétiques de nature chimique. Aujourd’hui, en Algérie comme partout en
Afrique, les populations sont confrontées aux problémes de non accessibilité aux soins et
particuliecrement aux médicaments notamment en zone rurale, et se retrouvent dans

I’obligation de recourir aux pharmacies traditionnelles .

Selon I’organisation mondiale de la santé (O.M.S), la médecine traditionnelle ou
phytothérapie se définit comme 1’ensemble de toutes les connaissances pratiques
explicables ou non pour diagnostiquer ou éliminer un déséquilibre physique, mental en
s’appuyant exclusivement sur I’expérience vécue et 1’observation, transmises de génération
en génération (oralement ou par écrit)[1]. Sachant qu’une plante peut contenir plusieurs
milliers de substances et différents principes actifs qui représentent 25% des médicaments
prescrits, soit un total de 120 composés d’origine naturelle provenant de 90 plantes
différentes[2], la valorisation scientifique de la médecine traditionnelle doit conduire
notamment a la mise au point de médicaments a base de plantes. Les mots clés, dans ce

domaine, doivent étre : sécurité, efficacité et qualité.

L’utilisation thérapeutique des plantes (phytothérapie) est trés ancienne et connait
actuellement un regain d’intérét auprés du public. Il est possible d’utiliser les plantes

entieres ou les produits d’extraction qu’elles fournissent.

T. polium L, ou la germandrée tomenteuse «Kayatta ou Djadda, Gattaba» est une
espece Méditerranéenne, connue par sa richesse en métabolites secondaires tels que les

huiles essentielles et les polyphénols [3] .

La germandrée tomenteuse, lamiacée commune des terrains rocailleux, est utilisée dans les
pathologies inflammatoires, la jaunisse, I’anorexie, les spasmes gastro-intestinaux, le
diabete et dans les infections bactériennes, 1’accélération de la cicatrisation des

blessures[4,6].

Néanmoins la sensibilité des extraits de plantes aux facteurs externes constitue un obstacle
majeur pour leur utilisation comme principes actifs dans les médicaments, ce qui a incité

les chercheurs a s’orienter vers des moyens de protection de ces composés.

Les nano-émulsions ont émergées comme des systemes innovants de formes posologiques
a libération controlée et sont devenues extrémement populaires dans la thérapie moderne

en raison de leurs avantages par rapport aux formes conventionnelles.
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C’est dans ce contexte précis que s’inscrit notre problématique. Il s’agit d’extraire
les composés actifs de T. polium Apres caractérisation formuler une nanoémulsion qui
servira de réservoir pour ces substances et de les incorporer dans une forme
d'administration transdermique qui est un systeme dans lequel les médicaments sont
administrés par voie topique sous forme de gels ou de patchs qui peuvent administrer des

médicaments pour les effets systémiques a un taux prédéterminé et contrdlé [6, 7].

Le principe actif diffuse progressivement a travers les couches dermiques en
assurant des activités biologiques et thérapeutiques. Afin de structurer notre mémoire, nous

I’avons scindé en deux parties.

- La premiere partie de 1’étude renferme une syntheése bibliographique qui inclut trois

chapitres :

Le premier chapitre présente 1’espéce 7. polium L, une breve description sur sa
classification botanique, sa composition chimique, sa répartition géographique, ses utilités

traditionnelles et enfin sur ses activités pharmacologiques, thérapeutiques et biologiques.

Le deuxieme est dédié a une présentation générale de la nanoémulsion ainsi que les

méthodes de formulation et aussi leurs avantages et inconvénients.

Le troisieme chapitre décrit les patchs transdermiques, leur définition et en
particulier sur leur composition, ensuite les différents types de systemes transdermiques

ainsi que leur avantages et inconvénients.
- La deuxieme partie expérimentale est subdivisée en deux chapitres :

Dans le quatrieme chapitre, la démarche méthodologique depuis la collecte des
plantes, leur séchage, broyage, extraction jusqu’a I’encapsulation dans les nanoémulsions
en passant par 1’évaluation des activités biologiques des extraits récupérés. Aussi bien que
la formulation des nanoémulsions et caractérisations pour terminer avec 1’¢élaboration du

patch dermique et détermination de ses caractéristiques.

Le cinquieme et dernier chapitre a été consacré a la mise en exergue et la discussion
de tous les résultats obtenus, en comparaison avec les études antérieurs réalisés dans le

méme contexte.
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Enfin ce mémoire est achevé par une conclusion générale dans laquelle différentes
perspectives et recommandations dans le méme contexte sont proposées en vue d’une

continuité dans cet axe jugé passionnant.

-
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I.1. Généralités :

Les plantes médicinales sont considérées comme une source importante de
nouvelles substances chimiques qui ont un effet thérapeutique important, dans les dernieres

années il y a eu un intérét croissant pour 1’étude de ces plantes [5].

Le genre Teucrium comprend plus de 300 especes présentes dans le bassin
méditerranéen, dont 21 se trouvent en Algérie, poussant a I’état spontané dans diverses
régions du globe [9].Les especes de la famille des lamiacée sont des herbacées ou

arbrisseaux, annuelles ou vivaces, généralement aromatiques [10].
1.2. Plantes médicinales :

Une plante médicinale est définie par la pharmacopée Frangaise comme une «
drogue végétale au sens de la pharmacopée Européenne dont au moins une partie possede
des propriétés médicamenteuses ». Une « drogue végétale » est une plante ou une partie de
plante, utilisées en 1’état, soit le plus souvent sous la forme desséchée, soit a 1’état

frais[11].

En France, I’Agence Nationale de Sécurité¢ du Médicament a mis a jours, en 2016,la
Pharmacopée Francaise, dans sa XIeéme édition. Celle-ci renferme, entre autre, les listes

des Plantes Médicinales présentées sous forme de deux tableaux :
Liste A «Plantes médicinales utilisées traditionnellement »,

Liste B « plantes médicinales utilisées traditionnellement en 1’état ou sous forme de
préparations dont les effets indésirables potentiels sont supérieurs au bénéfice

thérapeutique attendu ».

Pour chaque espece médicinale, I’ANSM a précisé le nom frangais et scientifique

De la plante ainsi que la famille botanique.
D’une maniere générale, les plantes peuvent étre classées en 3 catégories : [12, 13]

Plantes aliments ou plantes comestibles qui représentent une part trés importante de

La ration alimentaire de I’Homme et des animaux herbivores.
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> Plantes médicinales ; ce sont les especes botaniques utilisées en phytothérapie et

médecine populaire pour guérir certaines affections chez I’Homme et les animaux.

> Plantes poisons ou plantes toxiques ; ce sont les plantes qui peuvent entrainer des

accidents toxicologiques chez les individus qui les ingerent.

I.3. Description botanique :

Le genre Teucrium, encore dénommé les germandrées, regroupe environ 260
especes de plantes herbacées ou de sous-arbrisseaux de la famille des Lamiacées.
Teucrium polium est une espeéce treés variable ; de nombreuses sous especes ont été

décrites, dont certaines sont parfois érigées au rang d'espece [14].

C’est une plante de 10 a 35 cm, exhale une odeur forte, aromatique, agréable.
Vivace a tiges robustes, longuement ligneuses, dressées ou redressées, rameuses, a
rameaux couverts de poils cotonneux. Les fleurs blanches, rarement purpurines,

s’épanouissent depuis le mois de mai jusqu’au mois d’aott [13].

Les fleurs sont blanches ou jaunatres en grappes denses au sommet des rameaux.
Leur caractéristique est de ne posséder qu’une levre, la lévre inférieure, regroupant les
Spétales soudés [15].Le calice, couvert de poils courts et cotonneux, est a 5 dents inégales
dont la supérieure est plus grande et obtuse au sommet, les inférieures aigués ; ces dents

ontenviron le tiers de la longueur du reste du calice [13].

La corolle a des lobes obtus et ovales, ’inférieur plus grand ; les lobes supérieurs
sont poilus. Les étamines ne sont pas enroulées sur elles-mémes apres la floraison. Les 4

parties du fruit mir sont brunes et ornées en réseau a leur surface [16].




Chapitre I : Présentation I'espece de teurcium polium

Figure I.1.1llustration des feuilles et des fleurs du teucrium polium L [13,17]

I.4. Position systématique :

Selon Quezel et Santa, (1963) la systématique de Teucrium polium L est la suivante :[16]

o Regne : Végétal

e Classe :-Magnoliopsida
e Ordre : Lamiales

e Famille : Lamiaceae.
e Genre : Teucrium

o Espece: Teucrium polium L.
Noms vernaculaires :

» En arabe :Kayatta, Djadda (Algérie), Takmazzut (Touaregs-Algerie), Jaaida
(Maroc), Hachichetelrih (Liban)[18].

» En Frangais : Germandrée blanc-grisatre, Germandrée tomenteuse, Germandrée

polium, Polio de montagnes[19].
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Figure I .2 :[llustration de la plante Teucrium polium L [13].

L.5. Distribution géographique :

Teucrium polium est un espace qui pousse a I’état sauvage principalement en
Afrique du Nord, en Europe du Sud-ouest c’est un arbuste vivace bien adapté au climat

méditerranéen avec des environnements chauds arides [20].
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Figure 1.3 : Répartition géographique de I’espece T. Polium L. en Algérie [21].
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I.6. Composition chimique :

Plusieurs chercheurs ont évalué la composition chimique de T. polium développée
dans différents secteurs géographiques. La plupart de ces études, basées sur 1'analyse des
extraits par les méthodes chromatographiques en phase gazeuse, ont indiqué la présence de
plusieurs composés incluant principalement les flavonoides, polyphénols[22,24],iridoides,
tannins , alcaloide[25,26]et  huiles essentielles principalement mono
terpéniques /sesquiterpenes hydrocarbures[S, 27,28]et sesquiterpénes oxygénés [22, 23].les

diterpénoides avec un squelette neoclerodane, avec plus de 220 diterpenes[29].

De plus, d’autres études ont montré 7. polium contient les glycosides tels que
verbascoside et poliumoside (connus sous le nom de phénylethanoide) au niveau des

parties aériennes de la plante[30].

Par ailleurs, Plusieurs chercheure sont identifié six flavones aglycones: lutéoléine,
apigenine, diosmetine, cirsiliol, cirsimaritine et cirsilineol[31] ,par contre les composés
stéroidiens ont été isolés[27, 28] L'analyse des principes actifs révele la présence des

saponines[32], tannins et alcaloides[25].

1.7. Effets biologiques et pharmacologiques et thérapeutiques :

Des especes de T. polium ont été employées en tant qu'herbes médicinales pendant
plus de 2000 années [33]. Les recherches expérimentales ont montré que la plante
Teucrium polium L a des effets biologiques, pharmacologiques et thérapeutiques
spécifiques comme diurétique, diaphorétique ,inotropique et chronotropique, tonique,

antipyrétique, cholagogue et anorexiques[34,35].

Depuis longtemps, on utilise la germandrée, en infusion, pour combattre la goutte,
les rhumatismes, la bronchite chronique et les mucosités abondantes. En bain de bouche,

elle soigne les gingivites, et en lotion, elle accélere la cicatrisation des blessures [36].

En médecine traditionnelle africaine, cette espece est utilisée dans les périodes de
stress, car il permet de se relaxer, de se détendre, d'étre serein et plein d'énergie. Elle
permet la relaxation des muscles en augmentant leur force et soulager ces douleurs [37], la

diminution de I'anxiété et la lutte contre la fatigue et l'agressivité[13].
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De plus, elle favorise le sommeil et permet également de stimuler la mémoire,
d'augmenter sa concentration et sa lucidité [38], Les propriétés antistress et antioxydants

permettent de lutter contre le vieillissement de la peau[39].

Le Teucrium est une plante médicinale qui permet la résistance aux antibiotiques,
peuvent étre utiliser pour se protéger contre les agents pathogenes et peuvent servir de

substances antimicrobiennes [5, 9]. Donc elle dispose un effet antibactérien.

Cette plante a mené a diminuer le taux des acides gras et bloquent la peroxydation
[40] au niveau des érythrocytes, ainsi elle a montré des effets anti inflammatoires[37,41],
antifongiques[42],antinociceptifs , antispasmodique[37,43] anticancéreuses[23,41],hépato

protecteurs[44],hypolipidémiques[23],antihypertensifs [45], hypolipémiante[30].

La germandrée a été utilisé pour divers types de conditions pathologiques, telles
que gastro-intestinales troubles et rhumatismes [46], contre la jaunisse, anti anorexie,

contreles coliques spasmodique et gastrique, désordres stomacaux[43,47].

Teucrium polium peut avoir quelques intéréts d’ordre cliniques on cite : les
affections du foie, abaissement de la pression artérielle , fievre c’est 1’aspirine de
touaregue[43,47] .

Sa décoction est largement utilisée comme agent hypoglycémiant chez les rats
normoglycémiques par rapport aux modeles hyper glycémiques induits par le
streptozotocine[44]. Cependant, des épreuves de slireté sont exigées pour confirmer son

action hypoglycémiante [36].

Parmi les effets Cytotoxique on trouve que les résultats qui montrent que I’extrait
éthanolique de T. polium dispose un potentiel anti tumoral tres efficace par ’inhibition, in
vivo, de la génération de colonies de quelques lignées cellulaires en milieu d’agarose et la
suppression leurs croissance[48] . Toutefois, I’extrait aqueux de 7. polium augmente la
cytotoxicité négociée contre N-méthyl-N-nitro-Nnitro soguanidine sur des cultures de
cellules primaires des hépatocytes des rats et réduit significativement les index mitotiques

et les cellules nécrotiques [49].
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I1.1. Généralités :

Les nanoémulsions sont de nouveaux systemes d'administration de médicaments,
elles assurent la protection du principe actif et améliorent ses actions pharmacologique et

thérapeutique et minimisent l'effet indésirable ou toxique de certains composants [S0].
I1.2. Définition :

C’est un systéeme colloidal sous forme de dispersion isotrope claire ou transparente
constituée de deux phases liquides [S1],non miscibles telles que I'huile et 1'eau,
stabilisée par le film interfacial de molécules de surfactant. C’est un systéme

thermodynamiquement instable [S2] ,ou métastables[S3].

Elles sont des émulsions avec un diametre de gouttes nanométriques, dites « nano-
gouttes ou gouttelettes » et une distribution de taille étroite [S3].La taille des gouttelettes

de phase dispersée est d'environ de 10 a 100 nm [54,55].

Le terme "nanoémulsion" désigne également mini émulsions, les ultrafines
émulsions, les émulsoides [55][56][60] les microémulsions instables et les émulsions su

micrométriques [S5, 62].

I1.3. Méthodes de formulation des nanoemulsions :
Les NEs peuvent étre préparées par différentes méthodes classées dans deux

grandes catégories : les méthodes a haute énergie et les méthodes a basse énergie[S7].

I1.3.1. Méthodes d’émulsification a basse énergie :

Les méthodes a basse énergie sont réparties en quatre catégories :[53]

I1.3.1.1 Emulsification spontanée :

Le terme émulsification spontanée vient de la simplicit¢é du processus
d’émulsification : les nanoémulsions sont générées par un simple mélange de deux phases
liquides[57].Ce procédé se fait généralement a température constante et sans modification
de courbure spontanée du tensioactif. Ce processus repose sur un simple systeme huile /
tensioactif, réglé a une température pour laquelle le tensioactif posseéde la meilleure affinité
pour la phase huileuse (Figure II. 1)[59,60].Lors du mélange des deux phases, le

tensioactif et les autres composés miscibles dans ’eau vont se déplacer vers la phase
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aqueuse, ce qui va alors provoquer une forte perturbation a 1’interface des deux phases
ainsi qu’une augmentation de 1’air interfaciale. Il est nécessaire d’avoir un ratio eau/huile

élevé[60].

Ce phénomene va entrainer un effet de bourgeonnement et donc la formation des
gouttelettes d’huile. Plus la diffusion se fera rapidement, plus la perturbation sera
importante. La perturbation augmente avec la rapidité de la diffusion ce qui rend alors plus

facile la formation de gouttelettes de taille nanométrique.

Phase huileuse : huile +
gau/tensioactif soluble

Phase aqueuse : eau

Les phases huileuse et Déplacement du  Formation spontanée
aqueuse rentrent en  tensioactifversla  des pauttelettes
contact phase aqueuse

Figure II.1 : Illustration du phénomene d’émulsification spontanée[S8].

II. 3.1.2. Par inversion de phase :

Egalement connue sous le nom de méthode de condensation, I’augmentation de la
température entraine les changements chimiques des tensioactifs polyoxyéthylene par
dégradation de la chaine polymere avec la température[62].Cette méthode implique la
transition des phases liquides par la courbure spontanée du tensioactif[60]. Ceci pourrait
étre réalisé en maintenant la composition de I'émulsion fixe tout en changeant la

température de prise(température d'inversion de phase, TIP)[63]
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Figure I1.2 : Schéma représentatif de la formation de la nanoémulsion par méthode PIT

II. 3.1.3 Composition d'inversion de phase :

Le principe est similaire a celui de la température d’inversion de phase, la
différence est qu’il s’agit ici de modifier la solubilit¢ ou la géométrie du tensioactif en
modifiant la composition. Pour cela, il est possible, par exemple, d’ajouter un sel qui
neutralise la charge de la téte polaire du tensioactif et favorise la formation d’émulsions
E/H. On peut aussi diluer une émulsion E/H a forte concentration en électrolyte avec de
I’eau pour diminuer la force ionique au-dessous de sa valeur critique et, en conséquence,

inverser cette émulsion[64].

I1.3.1.4. Méthode de point d’inversion d’émulsion :

Dans la méthode PIE, l'inversion de phase se produit via des mécanismes CIP[65].
L'inversion de phase catastrophique est induite en modifiant le volume fractionné de la
phase dispersée plutdt que les propriétés du surfactant [66,67]. Lorsque la phase aqueuse
est ajoutée au mélange huile-tensioactif, le systtme commence a agir comme une
nanoémulsion E / H. Lorsque des quantités croissantes d'eau sont ajoutées au-dessus d'une
teneur en eau critique sous agitation continue, les gouttelettes d'eau fusionnent les unes
avec les autres et le point d'inversion de phase est atteint ; cela provoque la formation de

structures bi-continues ou lamellaires. Une dilution supplémentaire avec de 1'eau provoque
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une inversion de phase d'un systtme E / H a un systtme H / E par microémulsion bi
continue intermédiaire. Les tailles des gouttelettes de nanoémulsion formées dépendent des
variables du procédé, telles que le taux d'addition d'eau et la vitesse d'agitation. Pour
qu'une inversion de phase catastrophique se produise, le tensioactif doit principalement
étre présent dans la phase dispersée, de sorte que le taux de coalescence est élevé et qu'une
inversion de phase rapide se produit. Les tensioactifs a petites molécules peuvent Etre
utilisés en inversion de phase catastrophique. Ces tensioactifs sont capables de stabiliser a

la fois les émulsions E / H et les émulsions H / E [64, 68,69].
I1.3.2 Méthodes d’émulsifcation a haute énergie :

Les méthodes d’émulsification a haute énergie utilisent une source externe de
I’énergie par 1’action de forces mécaniques pour fragmenter les gouttelettes. Le mélangeur
simple a turbine rotative n’est pas suffisamment efficace pour obtenir des gouttelettes avec
une taille nanométrique. Seuls les appareils mécaniques qui peuvent générer des forces
répulsives tres intenses sont capables de produire de telles gouttelettes. On utilise pour cela
I'homogénéisateur et le microfluidiseur a haute pression (HP) et les appareils a

ultrasons[59].

I1.3.2.1 Homogénéisation a haute pression :

N

C'est une technique basée sur l'utilisation d'un homogénéisateur a valve haute
pression pour produire des gouttelettes ultrafines. Cette méthode est actuellement la plus
répandue pour 1’obtention d'émulsions fines a I’échelle industrielle. Elle donne de
meilleurs résultats quand on I’applique a des émulsions primaires préalablement préparées
a partir de deux phases dispersées avec des mélangeurs a haute vitesse avant de passer a
I’HHP.

L'homogénéisateur est équipé d’une pompe qui amene 1'émulsion primaire dans une
chambre au-dessus de ’appareil, puis la force a traverser une valve étroite a I’extrémité de

cette chambre. L’émulsion subit alors une combinaison de forces disruptives intenses
(turbulence, cisaillement et cavitation). La turbulence, qui est le mécanisme prédominant
de I'émulsification, conduit a la rupture des grosses gouttes en gouttelettes plus petites[70].
Différents types de valves sont disponibles pour accroitre l'efficacité de la
perturbation des gouttelettes dans I'homogénéisateur en maintenant une pression élevée

tout au long du procédé. On utilise, par exemple, un orifice ou une soupape a pointeau
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pouvant produire une élongation axiale (Figure IL.3 A), un cylindre concentrique rotatif
(Figure I1.3 B) ou une soupape a starter (Figure I1.3.C) produisant tous les deux une

élongation radiale [71].
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Figure I1.3: Différents types de valves dans les homogénéisateurs a haute pression :

(A)Soupape a pointeau, (B) soupape a cylindre rotatif et (C) soupape a starter[71].

Le procédé d’homogénéisation peut étre continu ou discontinu. Le produit résultant

N

peut étre soumis a plusieurs cycles d'HHP jusqu'a obtenir la taille des gouttelettes de
nanoémulsion et I’indice de polydispérsité souhaités [72].

La taille des gouttelettes obtenues par cette méthode a tendance a diminuer avec
I’augmentation de la pression d’homogénéisation, de la durée du traitement pour le
procédé continu ou du nombre de passages pour le procédé discontinu, avec
I’accroissement de la vitesse d’adsorption d’émulsionnant a D’interface, et avec la
diminution de la tension interfaciale. La viscosité des deux phases joue aussi un role
important sur 1’efficacité de ’homogénéisation. Parmi une chercheure qui a démontré

que le rapport de viscosité entrela phase dispersée (nd) et la phase continue (nc) doit étre

dans la gamme de 0,05 a 5[73].

Par ailleurs, Plusieurs chercheures ont rapporté que I’utilisation d’un mélange de
plusieurs tensioactifs est plus efficace qu'un seul grace a par 1’augmentation du module
élastique de dilatation de D’interface. Il convient de dissoudre préférentiellement le
tensioactif dans la phase dispersée car cela conduit a des gouttelettes plus petites que le cas

ou le tensioactif est dissout dans la phase continue[74]. Des études ont déja montré que
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N

I'émulsification réalisée par étapes a pression croissante donne de meilleurs résultats

surtout lorsque la viscosité de la phase dispersée est importante [72].

I1. 3.2.2 Microfluidisation a haute pression :

Dans cette technique, on utilise un appareil « microfluidiseur » équipé d'une pompe
volumétrique a haute pression(HP) qui force le produit a passer dans la chambre
d'interaction qui contient des canaux tres fins, dits "microcanaux". Ces derniers sont
congus de maniére a ce que les deux courants de I’émulsion s’impactent a haute vitesse
dans la chambre d’interaction, permettant d'obtenir des gouttelettes trés fines

submicroniques.

Microcaneaix

Emulsion primaire Zone d interaction

L.~
_\\\_I___

Figure I1.4: Principe de fonctionnement d’un microfluidiseur[59].

Lors de I’émulsification par cette méthode, les deux phases sont combinées et
traitées dans un homogénéisateur en ligne pour obtenir une émulsion primaire. Ensuite,
I'émulsion primaire est introduite dans la chambre d'interaction plusieurs fois jusqu'a
obtenir la taille souhaitée. Enfin, la nanoémulsion obtenue est filtrée pour éliminer les
grosses gouttes et obtenir une nanoémulsion homogene mono dispersé [75].La taille des

gouttelettes obtenues par cette méthode dépend des mémes facteurs qu’avec

I’Homogénéisation a haute pression(HHP)[59].
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I1.3.2.3. Emulsification assistée par ultrasons :

Au cours de ces dernieres années, 1’émulsification assistée par ultrasons a attiré une
attention considérable pour la fabrication des nanoémulsions en raison de sa capacité a
produire de petites gouttelettes avec un bon rendement énergétique et un cofit relativement

faible[76,77].La figure ci-dessous illustre ce procédé.

¥ Coa=rdsr ntegar

- T ramscdouctoer

Figure ILS5 : Illustration d’un appareil de sondes a ultrasons

Généralement, c’est la phase la moins visqueuse du systeme qui va subir le
phénomene de cavitation et devenant alors la phase continue de 1I’émulsion. Les forces
perturbatrices intenses décomposent efficacement les grosses gouttelettes en gouttelettes
plus petites (< 100 nm) a l'intérieur de I’homogénéisateur [78].Les nanoémulsions
produites grace a cette méthode sont généralement composées de treés fines gouttelettes
avec une répartition de taille des particules tres étroite, ce qui est tres intéressant pour de
nombreuses applications commerciales.

Cette méthode a longuement été comparée au procédé employant le
microfluidiseur. Plusieurs études ont également montré que cette technique permettait
d’obtenir des gouttelettes de petite taille [77,79]. Bien que, ’appareil utilis¢ pour réaliser
I’émulsification par ultrasons est bien plus facile a nettoyer, cette technique n’est pas la
plus adaptée pour des applications industrielles car il est nécessaire d’imposer une agitation

annexe au mélange lors de la réalisation de grands volumes [59].

I1.3.2.4 Emulsification par membrane :
Cette méthode est appelée parfois 1’ultrafiltration. Le principe de I’émulsification

par membrane consiste a forcer les gouttes a traverser les pores d’'une membrane de taille
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définie et tres fine (Figure I1.6 ) par ’application d’un gradient de pression en faisant
couler la phase continue tangentiellement a la membrane. Les gouttelettes obtenues sont
mono dispersés et leur taille dépend de la taille des pores de la membrane, de sa
mouillabilité et des conditions du procédé (la vitesse de flux de la phase dispersée, la
pression transmembranaire, la cinétique d’adsorption de I’agent émulsionnant, la tension
interfaciale, la vitesse tangentielle de la phase continue).

Plusieurs chercheures ont conclu que ces membranes ne peuvent pas produire des
nano-gouttelettes [71]. Néanmoins, des études récentes sur une membrane hydrophile ont
démontré que 1’optimisation du procédé, notamment de la pression transmembranaire et de
la vitesse d’agitation de la phase continue, permet d’obtenir des NEs avec des tailles des
gouttelettes nanométriques (< 200 nm) 25 fois plus petites que la taille des pores de la

membrane[80,81].
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Figure I1.6: Principe de fonctionnement de I'émulsification par membrane[80].

I1.4.Différents types de nanoémulsions:

I1 existe deux types de nanoémulsionsselon la répartition des différentes phases employées.

I1.4.1. Nanoemulsion simple :[82,83]

a) Nanoémulsion directe :(notée H/E pour Huile dans Eau) dans laquelle I'huile est

dispersée dans la phase aqueuse continue (figure II. 7)
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Figure I1. 7 : Nanoémulsion Huile dans Eau[75].

a) Nanoémulsion inverse : (notée E/H pour Eau dans Huile) dans laquelle les gouttelettes

d'eau sont dispersées dans la phase huileuse. (Figure II. 8)
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Figure I1. 8:Nanoémulsion Eau dans Huile[75].

I1.4.2. Nanoemulsions multiples :

Il s’agit d’émulsions ou de dispersion d’une émulsion dans une phase dispersante :[84]
a) la dispersion d’une émulsion H/E dans une phase huileuse (H) donne une émulsion
H/E/H (ou E/H/E).
b) al’inverse, la dispersion d’une émulsion E/H dans une phase aqueuse (E) donne une
émulsion E/H/E.
Ces deux exemples correspondent au cas le plus simple d’émulsions multiples : les
Emulsions doubles (Figure I1.9).
On y distingue trois phases : interne / intermédiaire et externe ; Les spheres

formées par la phase intermédiaire sont généralement qualifiées de globules, dispersés dans
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La phase externe, et les spheres de phase interne sont appelées gouttelettes. Cette
distinction n’existe pas pour les émulsions simples pour lesquelles les spheres de phase
dispersée sont appelées indifféremment gouttelettes ou globules. La Figure I1.10 présente
une microphotographie d’émulsion H/E/H.

Chaque phase peut contenir des ingrédients actifs différents, ce qui permet la
présence d’actifs incompatibles, ’'un en phase interne, I’autre en phase externe. Ce type
d’émulsion permet aussi de protéger un principe actif contenu dans I’eau interne ou I’huile
interne ou, plus généralement, de séparer des ingrédients solubles mais ne devant pas €tre

en contact dans la méme phase[75].

Giadule hafem
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Figure I1.10 : Emulsion E/H/E observée au microscope optique a contraste de

phase[75].
IL.5. Avantages et inconvénients des nanoemulsions:

I1.5.1 .Avantages :

v les NEs sont des systémes poly-phasiques hors équilibre thermodynamique, elles
montrent une stabilité cinétique plus importante par rapport les macroémulsions,
cela lui donne une résistance a la majorité des mécanismes de déstabilisation.

v Les NEs sont transparentes ou translucides, ¢’est a cause de la taille des gouttelettes
qui est plus petite que la longueur d’onde du spectre visible (400 - 800 nm) de
facon que la diffusion de la lumiere devienne extrémement faible. Pour cela la taille
de gouttelettes doit étre de I’ordre de 60 nm ou moins pour permettre une diffusion
isotrope de la lumiere.

v" Elles sont stables contre la coalescence grice a la pression de Laplace tres élevée

dans les petites gouttelettes qui résistent a la déformation lors de leur collision,
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Mais sont moin stables contre la floculation grice a la prédominance du
mouvement brownien.

Les nanoemulsions peuvent étre formulé dans diverses formulations telles que des
mousses, des crémes, des liquides et des aérosols, ainsi utile dans le masquage de
gout et aide a solubiliser le médicament lipophile.

La tres petite taille des gouttelettes entraine une réduction importante de la force de
gravité et le mouvement brownien peut étre suffisant pour surmonter la gravité.
Cela signifie qu'aucun crémage ni sédimentation ne se produit pendant le stockage.
L’utilisation de nanoémulsions permet de réduire la quantité de tensioactif
nécessaire et la tres faible taille des gouttelettes permet une amélioration de leur
stabilité physique ainsi qu’une augmentation de la surface de contact favorisant
l'efficacité des principes actifs.

Enfin, les nanoémulsions ont également la capacité de solubiliser des principes
actifs hydrophiles et hydrophobes, ce qui permet d’améliorer le taux d’absorption et

la biodisponibilité d’un médicament.[85,88]

I1.5.2. inconvénients :

Bien que les nanoémulsions possedent de nombreux avantages, il est également
important d’avoir connaissance des potentiels inconvénients qui  sont
principalement liés a la tres faible taille des gouttelettes a savoir :

Leur grande aire interfaciale augmente les risques de réaction de dégradation
chimique pouvant se produire a I’interface.

Les nanoémulsions étant transparentes, elles peuvent étre facilement traversées par
la lumiere UV et ainsi étre dégradées.

La préparation d’une nanoémulsion nécessite dans de nombreux cas, des techniques
spéciales telles que I'homogénéisateur a HP, le microfluidiseur et les ultrasons qui
n’ont été rendues disponibles que récemment.

La stabilité des NEs est sensible aux conditions environnementales telles que la
température et le pH.

Il y avait un manque de démonstration des avantages des NEs et leur utilisation en

comparaison avec les systemes de macroémulsions classiques.
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v' 1l y a un manque de connaissances sur le mécanisme de mirissement d'Ostwald,
qui est le probleme d'instabilité la plus sérieux pour les NEs et les ingrédients qui
peuvent €tre incorporés pour surmonter le miirissement d'Ostwald.

v" La crainte de l'introduction de nouveaux systemes sans une évaluation compléte des

colts et des avantages.[86,89]
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II1.1 .Introduction :

Les patchs transdermiques, sont des dispositifs qui servent a administrer une dose
de médicaments, pour un effet local ou systémique, a travers la peau. Leur développement
a vu le jour au début des années 70 et le premier patch, approuvé par le FDA « Food And

Drug Administration » en 1979, traitait le mal transport [90] .

I11.2. Le Patch Transdermique :

Les dispositifs transdermiques sont des préparations pharmaceutiques souples, de
dimensions variables, qui servent de support a une ou plusieurs substances actives. Placés
sur la peau non 1ésée, ils sont destinés a libérer et diffuser une ou plusieurs substances
actives dans la circulation générale apres passage de la barriere cutanée. » [91].

Cette forme se différencie des autres formes cutanées par le lieu d’action du PA. En effet
celui-ci atteindra la circulation générale et sera distribué dans tout 1I’organisme, permettant
une action systémique contrairement aux autres formes cutanées ayant une action locale ou

régionale comme les patchs cutanés.

Dans ce qui suit, il ne sera question uniquement que des patchs a visée systémique.
Ainsi , le terme de « patch » seul sera exclusivement employé pour désigner

cettedéfinition [92,93] .

Support amovible

Adhésif actif

Revétement externe

Figure III.1 : Schéma d’un patch transdermique de type adhésif actif [93].
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II1.3. La composition d'un patch transdermique :

Le dispositif transdermique peut inclure les composants suivants :

o backang
Mug TOSer VOl
AIug relasse Mormtrane
contact adhesive

o

o 3 N AR A e

Figure IIIL.2 : patch transdermique [94]

» Liner - Il protege le patch lorsque nous 1'avons stocké pendant une longue période.
Avant d'utiliser de la doublure du patch transdermique est retirée, par ex. Film de
polyester.

» Médicament - La solution médicamenteuse est en contact direct avec le revétement
Antiadhésif , par ex. Nicotine et cestrogene.

» Adhésif - 11 adhere les composants du patch et le patch a la peau, par ex. acrylates,
silicones

» Membrane - Contrdle la libération du médicament du réservoir et des patchs
multicouches.

» Sauvegarde -C'est un processus par lequel nous pouvons sauvegarder le patch de
l'environnement extérieur. Ex : dérivés cellulosiques, alcool polyvinylique,
caoutchouc polypropylene silicone.

» Amplificateurs de perméation - Une quantité controlée de médicament est libérée
par l'utilisation de la perméation amplificateurs, par ex. terpenes, pyrrolidones,
alcool, éthanol, tensioactifs comme le laurylsulfate de sodium, Pluronic F127

etc.[94,95].

I11.4. Les différents types de systémes transdermiques :

Les différents types de systemes transdermiques se distinguent selon le
positionnement de I’élément régulateur de la libération du PA. Tous ces types de patch
rentrent néanmoins dans la catégorie des « systeémes a libération modifiée ». Les patchs
peuvent contenir un ou plusieurs principes actifs.

D’autre part, la dose de PA est limitée par la taille du patch (en cm?)[96].
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I11.4.1. Adhésif médicamenteux monocouche :

Dans ce type, la couche adhésive contient le médicament et elle sert non seulement
a faire adhérer les différent souches ensembles mais avec la peau mais est également
responsable de la libération de la drogue. Sur le c6té extérieur de la couche adhésive, il y a

une doublure de doublure temporaire et un support.

Figure IIL.3 : Adhésif médicamenteux monocouche [94].
111.4.2. Adhésif médicamenteux multicouche :

Il est similaire au systeme monocouche en ce sens que les deux couches adhésives
sont également responsables de la libération du médicament. Le systeme multicouche est
différent cependant qu'il ajoute une autre couche de médicament en adhésif, généralement
séparé par une membrane (mais pas dans tous les cas). Ce patch aussi entouré d'une couche

de doublure temporaire et d'un support permanent.

Figure I11.4 : Adhésif médicamenteux multicouche [94].
I11.4.3. Systéeme de réservoir :

Dans ce systeme, le réservoir de médicament est intégré entre une couche de
support imperméable et un taux membrane de contréle. La membrane de contrdle du débit
peut étre microporeuse ou non poreuse uniquement qui peut libérer le médicament. Dans le
compartiment réservoir de médicament, le médicament peut se présenter sous la forme
d’une solution, suspension, gel ou dispersé dans une matrice polymére solide. Adhésif
hypoallergénique le polymere peut étre appliqué en tant que membrane polymere de

surface externe qui est compatible avec le médicament.
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Ce patch est soutenu par la couche de support. La cinétique d'ordre zéro est suivie

par cette systeme.

—

Figure IILS :Systeme de réservoir[94].
II1.4.4. Systéme de micro-réservoir :

Dans ce type, le systtme d'administration de médicament est une combinaison de
réservoir et de systeme matriciel. La drogue le réservoir est formée en suspendant le
médicament dans une solution aqueuse de polymere soluble dans I'eau et puis dispersé la
solution de maniere homogene dans un polymere lipophile pour former des milliers de
spheres  microscopiques inaccessibles de réservoirs de médicaments. Cette
thermodynamiquement instable la dispersion est stabilisée rapidement en réticulant

immédiatement le polymere in situ en utilisant la réticulation agents de liaison.

IIL.4.5. Patch de vapeur :

N

Dans ce type de patch, la couche adhésive sert a faire adhérer les différentes
couches entre elles mais aussi a libérer de la vapeur. Les patchs vapeur sont nouveaux sur

le marché et liberent des huiles essentielles jusqu'a 6 h.

Les huiles essentielles se dégagent de ce patch et elles ne sont utilisées qu'en cas de

décongestion principalement.

Des patchs de contrdle de vapeur sont disponibles sur le marché qui améliore la
qualité du sommeil. Vapeur des patchs qui réduisent la quantité de cigarettes que 1'on fume

en un mois sont également disponibles dans le marché.
I11.4.6. Systéeme matriciel :

e Meédicament dans le systéme adhésif :

Dans ce type, le réservoir de médicament est formé en dispersant le médicament
dans un polymere adhésif, puis en étalement du polymere adhésif médicamenteux par

coulée au solvant ou fusion (dans le cas de colle thermo fusible adhésif) sur une couche de




Chapitre Il : Les patchs transdermiques

support imperméable. Au-dessus du réservoir, polymere adhésif sans intermédiaire des

couches sont appliquées a des fins de protection.

Figure I1L.6 :Médicament dans le systeme adhésif[94].

o Systeme de dispersion matricielle :

Dans ce type, le médicament est dispersé de maniere homogene dans une matrice

polymere hydrophile ou lipophile.

Ce disque polymere contenant un médicament est fixé sur une plaque de base occlusive
dans un compartiment fabriqué a partir d'une couche de support imperméable aux
médicaments. Au lieu d'appliquer 1'adhésif sur le visage du réservoir de médicament, il est

étalé le long de la circonférence pour former une bande de rebord adhésif [97-99].
ITL5. Les Facteurs influencant les patchs transdermiques :

Il existe différents facteurs qui influent sur l'action de patchs transdermiques. Ceux-ci

sont donnés ci-dessous :

Propriétés physicochimiques

Coefficient de partage

Taille moléculaire

Solubilité/point de fusion

Ionisation

Conditions physiologiques et pathologiques de la peau
Effet réservoir de couche cornée

Film lipidique

Hydratation de la peau

Température de la peau

AN NN Y U N N N N N

Variation régionale
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Lésions pathologiques de la peau

Auto métabolisme cutané

Propriétés de la barriere cutanée chez le nouveau-né et le jeune nourrisson
Propriétés de la barriere cutanée dans la peau agée

Course

Emplacement du corps

N N N N N

Amplificateurs de pénétration utilisés[100,101].

II1.6 Les avantages de I'administration transdermique par rapport aux

autres systemes d'administration sont les suivants :

Pour assurer une action efficace di patch, 10 regles principales doivent étre

respectées

1. Eviter le métabolisme de premier passage des médicaments.

2. Réduction de la concentration plasmatique des médicaments, avec moins d'effets
secondaires.

3. Réduction des fluctuations des concentrations plasmatiques des médicaments,
Utilisation de candidats-médicaments a demi-vie courte et a faible indice thérapeutique.

4. Elimination facile de I'administration du médicament en cas de toxicité.

5. Réduction de la fréquence de dosage et amélioration de l'observance du traitement par le
patient.

6. Les médicaments transdermiques administrent une perfusion réguliere d'un médicament
sur une longue période de temps. Effets néfastes

7. L'administration transdermique peut augmenter la valeur thérapeutique de nombreux
médicaments en évitant des problemes spécifiques associés au médicament. Irritation
gastro-intestinale, absorption plus faible, décomposition due a I'effet hépatique de premier
passage.

8. En raison de 'avantage susmentionné, il est possible qu'un effet thérapeutique équivalent
puisse étre obtenu par l'administration transdermique d'une dose quotidienne de
médicament inférieure a la dose nécessaire, si, par exemple, le médicament est administré
par voie orale.

9. Le régime médicamenteux simplifié améliore 'observance du traitement par le patient et

réduit la variabilité entre les patients et a l'intérieur d'un méme patient [102-105] .
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I11.7. Mise en garde du systeme d'administration transdermique

Avec tous les avantages de ces systemes, certaines précautions sont a prendre en

considération

1. Risques de réactions allergiques sur le site d'application comme des démangeaisons,
des éruptions cutanées, un cedéme local, etc.

2. Une plus grande taille moléculaire du médicament (au-dessus de 1000) crée difficulté
d'absorption.

3. La fonction barriere de la peau varie d'un site a personne identique ou différente.

4. Le médicament a caractere hydrophile est moins approprié car comparer au

médicament a caractere lipophile en raison de leur faible perméabilité [101, 106, 107].
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Introduction :

Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de Génie Chimique du département de
Génie des procédés, a la Faculté¢ de Technologie de 1’Université Saad Dahlab Blida 1. Ce
dernier est une des especes de la famille des Lamiacées : le Teucrium polium L. 1.’ objectif
principal de cette présente étude est d’identifier les compositions chimiques et d’évaluer

les activités biologiques et thérapeutiques.
Pour atteindre notre objectif, nous avons structuré notre partie pratique comme suit :

v’ Extraction des composes actifs de la partie aérienne de 1’espéce végétale par
macération a froid
v Détermination des activités biologiques des extraits issus de cette plante ; & savoir
- Tactivité antibactériennes vis-a-vis de quelques souches bactériennes par la
méthode de diffusion sur milieu gélosé et détermination de la concentration
minimale inhibitrice CML.
- L’activité antioxydante de I’extrait par la méthode de DPPH
v Formulation des nanoémulsions pour encapsulation des extraits et caractérisations.

v' Elaboration d’un patch dermique et détermination de ses caractéristiques.

La figure ci-dessous schématise 1’organigramme des étapes opératoires




Chapitre IV : Méthodes et Matériels

Tecruim Poluim L

Récolte-Séchage - Broyage
)
Extraction par macération

}

Activité Biologique
Diffusion sur milien cMI DPPH
zelosé
v
| S ol
Formulation de Nanoemulsion J
"
9 at.ion Observation de la
BECROSEATHENA ! stabilité a Pceil nu
Etude de rhéologie . Caractérisation des Nano émulsions | o |
E
pH Potentiel Zeta
r

Formulation de Patch J

|
Limdérisaﬁon de ﬁﬁj—’ f"

-

Epaisseur Variation de Variation de
poids poids

IR

Figure IV .1 : organigramme de la partie expérimentale.
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IV .1. Matériel végétal :

IV .1.1. La récolte de la plante :

Les parties aériennes (fleur, feuilles et tiges) de Teucrium polium L (Lamiacée)
ont été recueillies dans la région de Dirrah (Bouira).La récolte de la plante choisie a été
effectuée pendant le mois de Mai 2020. La figure ci-dessous illustre la localisation de la

région de récolte.
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Figure IV .2 : Une image de Google de la région de Dirrah (Bouira).

IV .1.2. Préparation des échantillons :

Le matériel végétal récolté a été trié, séché a 1’air libre, a ’ombre, a I’abri de la
lumiére et de I’humidité a température ambiante (16-20°C) pendant une quinzaine de jours.
Une fois séchées, les parties aériennes de la plante on ét€¢ broyées en poudre fine a 1’aide
d’un broyeur a couteau. Le broyat obtenu a été ensuite conservées soigneusement et stocké

dans des sacs propres a 1’obscurité et a température ambiante jusqu’a ’utilisation.
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IV .2. Extraction par macération :

La macération est une méthode traditionnelle et couramment employée. Elle
consiste en la mise en contact du matériel végétal avec le solvant sans ou avec agitation.
Cette procédure, malgré les temps longs d'extraction et I'utilisation d'une quantité
considérable de solvants, est relativement peu cofiteuse. En plus, elle se déroule a
température ambiante, ce qui est tres positif pour conserver l'intégrité des molécules
sensibles a la chaleur[108,109].

0,

+» Protocole expérimental :

Une quantité de 50 g de la poudre végétale de la partie aérienne (Feuilles, Tiges, et
Fleurs) a ét¢ mélangé avec 500 mL d’éthanol (96%) dans un Bécher. Le ratio solide :

liquide est 1/10 (mg / mL).

Le mélange est maintenu sous une agitation magnétique pendant 6 h a I’air ambiant. La
solution obtenue est ensuite filtrée sur papier filtre (Wattman N°1 de diametre 0.2 pum)

sous vide.

Le filtrat a été ensuite récupéré, I’EtOH est concentré sous vide a 60 °C a 1’aide d’un
rotavapeur (HAHNVAPOR HS-2005 V-N), I’extrait sec a été ensuite récupéré dans des

boites de pétries, pesé, étiqueté et conservé au réfrigérateur jusqu’a son utilisation.

Figure IV .3 : Dispositif d’extraction par macération

1/Extraction—2/Filtration — 3/évaporation

E
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IV .3. Calcul du rendement :

Le rendement d’une extraction se calcule par le rapport entre la masse de I’extrait
obtenu et la masse de la matiere premiere végétale traitée. Ce rendement est exprimé en

pourcentage et calculé par la formule suivante :
R (%) = Mext/Mech x 100
M ext: la masse de I’extrait apres évaporation du solvant en g.

M ech : la masse de 1’échantillon végétal en g.
IV.4. Caractérisation :

IV.4.1. Criblage phytochimique :

Le screening chimique d’une drogue végétale représente toujours la premiere étape

de I’¢tude chimique et permet d'orienter les recherches ultérieures.

Les techniques de détection utilisables pour un "screening" des substances actives doivent
étre rapides, simples et sensibles afin de ne mettre en ceuvre qu'une faible quantité de
matiere végétale. Ces méthodes sont donc limitées a la détection de quelques groupes
chimiques. Les tests phytochimiques sont basés sur des essais de solubilité, de réactions de
coloration et de précipitation ainsi que sur des examens en lumiere ultra violette [110]ou

moins spécifiques a chaque classe de principes actifs.
Deux solvants de polarités différentes ont été utilisés (Eau, EtOH)[111] .
IV.4.1.1. L’épuisement du matériel végétal avec I’eau :

Une quantité de 10 g du matériel végétal est mise en contact avec 200 ml d’eau
distillée dans un erlenmeyer, I’ensemble est agité¢ pendant deux heures a 1’air ambiant, le

mélange est filtré et I’extrait aqueux est soumis aux différents tests[111] .
IV.4.1.2. L’épuisement du matériel végétal avec ’EtOH :

Une quantité de 10g du matériel végétal est mise en contact avec 200 ml d’EtOH
dans un bécher, I’ensemble est agité pendant deux heures a ’air ambiant, le mélange est

filtré, et I’extrait éthanolique est soumis aux différents tests[111] .
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IV.4.1.3. Tests chimiques d’identification :

On procede aux tests chimiques d’identification, selon les méthodes décrites dans

[112]de la manicre suivante:
a. Saponosides :

La détection des saponosides est réalisée en ajoutant un peu d’eau a 2 ml de
I’extrait aqueux, la solution est fortement agitée. Ensuite, le mélange est laissé pendant 20
minutes[112]. La formation d’une mousse (hauteur supérieure & 1 cm) stable, persistant
pendant 1 h indique la présence abondante de saponines [113,114]. La teneur en
saponosides est évaluée selon les criteres suivants :

- Pas de mousse = test négatif
- Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif
- Mousse de 1-2 cm = test positif

- Mousse plus de 2 cm = test tres positif

b. Alcaloides :

Macération en milieu alcalin : Une quantité de 3 mg du matériel végétal est mise
dans un bécher de 50 ml avec 15 ml d’acide sulfurique (H2S04) (10%), ’ensemble est
porté sur un agitateur pendant 3h. Ensuite, le mélange est filtré et le filtrat réparti dans trois

tubes.

-Dans le premier tube, 1ml de filtrat plus 5 gouttes du réactif de Mayer, un test positif est

révélé par I’apparition d’un précipité blanc-jaunatre[111].

-Dans le deuxieme tube, 1 ml de filtrat plus 5 gouttes du réactif de Bouchardat. S’il

apparait un précipité brun, donc on est en présence d’alcaloides[115].

-Dans le troisiecme tube, 1ml de filtrat plus 5 gouttes du réactif de Dragendorff.

L’apparition d’un précipité rouge orangé indique la présence des alcaloides[116].
c. Anthraquinones libres (Réaction de Borntrager) :

On ajoute 2,5 ml d’une solution de I'ammoniaque (NH40OH) (20 %), a 5 ml de
I’extrait éthanolique ou aqueux puis agiter. L apparition d’une coloration plus ou moins

rouge indique la présence des anthraquinones libres[33].
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d. Terpénoides (Test de Slakowski) :

A 1 ml de I’extrait éthanolique ou aqueux, on ajoute 0,4 ml de chloroforme
(CHCI3) et 0.6 ml de H2SO4 concentré. La présence des terpénoides est mise en évidence

par I’apparition d’un anneau marron a I’interphase[33].
e. Flavonoides :

La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter 2,5 ml de 1’extrait
¢thanolique avec 0.5 ml d’HCI concentré et quelques coupeau de magnésium (Mg). La
présence des flavonoides est mise en évidence si la couleur rose ou rouge se développe

apres 3 min[33].
f. Tanins :

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, a Iml de I’extrait
¢éthanolique, 2 ml d’eau et entre 2 a 3 gouttes de solution de Chlorure de fer (FeCl3) diluée
a 1%. Un test positif est révélé par D’apparition d’une coloration bleue-noire (Tanins

galliques), vert ou bleue-verte (Tanins catéchiques)[115].
g. Composés réducteurs :

La détection des composés réducteurs consiste a traiter 1ml de I’extrait éthanolique
avec 2 ml d’eau distillée et 20 gouttes de la liqueur de Fehling, puis chauffer. Un test

positif est révélé par la formation d’un précipité rouge brique[116].
h. Composés phénoliques :

Un volume del0 ml de chlorure d'hydrogéne (HCI) est ajouté a 10 ml d’infusé
éthanoique. Un test positif est révélé par la coloration rouge en présence de

polyphénoles[33].
i. Quinones

lg de poudre végétale est macéré dans 30ml d’éther éthylique pendant 24H, apres
filtration, on ajoute quelques gouttes de soude (NaOH) 1N. Le virage de la phase aqueuse

eau rouge indique la présence de quinones[110].
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IV .5. Evaluation des activités biologiques :

IV .5.1. Activité antibactérienne :

C’est une méthode de mesure in-vitro, du pouvoir antibactérien des composés. La
technique utilisée est celle du contact direct qui compte deux méthodes, la méthode des
puits et la méthode de diffusion. Nous avons adopté la derniere, qui est une méthode
classique, mais toujours d’actualité puisqu’elle est encore utilisée fréquemment dans les
laboratoires de bactériologie pour la mesure du pouvoir antibactérien des antibiotiques de
synthese [117].

Cette étude a été effectuée au laboratoire de microbiologie du département Génie

des procédés sur les souches bactériennes pathogenes suivantes (Tableau IV.1)

Tableau IV.1 : Souches bactériennes sé€lectionnées.

Souche Groupe Code ATCC
Pseudomonas aereuginosa Gram négatif (-) 9027
Staphylococcus aureus Gram positif (+) -
Bacillus subtilis Gram positif (+) 6633

IV .5.1.1. Technique de diffusion sur milieu gélosé (Antibiogramme) :

Le principe de cette méthode, consiste a mesurer le diametre de la zone d’inhibition
de la croissance microbienne autour d’une source d’antibiotique déposée a la surface de la
gélose. La sensibilité des souches aux extraits de la plante a été€ réalisée par la technique, in
vitro, de diffusion en milieu gélosé, ou méthode des disques [118].Cette technique consiste
a introduire le germe que 1’on veut étudier a la surface du milieu gélosé (Muller Hinton),
contenu dans des boites de pétri sur une €paisseur de 4 mm puis, on applique des disques
imprégnés de substance chimique que 1’on veut tester. On apergoit les substances diffuses
dans la gélose avec une forme circulaire. Aprés 18-24 heures, les disques apparaissent
entourés d’une zone d’inhibition[119].

IV .5.1.2. Stérilisation du matériel :

L’eau distillée, les tubes a essai utilis€s dans la préparation des suspensions

bactériennes (Inoculum) ainsi que dans la préparation des dilutions de nos échantillons, ont

été stérilisés a I’autoclave a 120°C pendant 20 min.
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IV .5.1.3. Préparation de I’inoculum :
Pour préparer 1’inoculum, des échantillons de 3 a 5 colonies bien isolées
parfaitement identiques ont été prélevés a 1’aide d’une pipette pasteur puis transférés dans

des tubes stériles contenant 20 ml de gélose nutritive inclinée.

A T’aide d’un vortex, la suspension bactérienne est secouée pendant 15 -30
secondes jusqu’a ce que la suspension soit homogene, Les bactéries ont été conservées

dans des tubes stériles pendant 18 h a 37 °C.

Figure IV .4 : Préparation de I’inoculum

IV .5.1.4. Préparation des dilutions des extraits :

La solution mére a été préparée par la dissolution de 2,5 mg d’extrait dans 10 ml de
DMSO dans un tube a essai stérile. Les tubes ont été énergétiquement agités au vortex

jusqu’a ce que la solution préparée devienne homogene.

Pour I’extrait éthanoique, une solution mere a 250ug/ml est obtenue. Cette solution
mere est diluée progressivement dans le DMSO afin de préparer une gamme de solutions
ayant des concentrations de 2,5 ;4 ;5;6,5;8,5; 12,5; 16 ; 25 ; 31 et 62ug/ml. La
solution mere et les solutions diluées seront ensuite utilisées pour 1’évaluation de leurs

activités antibactériennes.

E



Chapitre IV : Matériels et Méthodes

IV .5.1.5. Test de sensibilité a I’extrait éthanolique : test d’inhibition.

A. Préparation des boites de gélose :

> Préparation en zone stérile, les consignes suivantes ont été prises en compte :

e Désinfecter la paillasse a 1'eau de javel diluée

e Utiliser un bec benzene pour réaliser une zone stérile.

» Fusion de la gélose :

e Réchauffer le contenu des bouteilles de Mueller Hinton au bain marie. Remuer
régulierement pour homogénéiser.

» Couler la gélose dans les boites :

Couler la gélose (Mueller Hinton) dans les boites de Pétri stériles organisées dans la
zone stérile limitée aux 20 cm autour du bec (15 ml par boite). Laisser refroidir avec
couvercle entre ouvert pour éliminer la vapeur d'eau pendant 20 minutes. Une fois
solidifiées, les boites de gélose peuvent étre stockées quelques jours au réfrigérateur

(couvercle vers le bas).

Figure IV .5 : Coulage des boites de pétries

B. Ensemencement, Dépot des échantillons et incubation :

Des boites de pétri stériles, préalablement coulées, sont ensemencées par étalage de 1
ml de suspension bactérienne de 10°UFC/ml (Unité Faisant Colonie) 2 l'aide d'un
écouvillon sur toute la surface de gélose Mueller Hinton. L’ensemencement s'effectue de
telle sorte a assurer une distribution homogene des bactéries. A 1'aide d'une pince stérile,
les disques stériles de 6 mm de diametre contenant le produit a tester des concentrations
croissantes 2,5; 4;5 ;6,5 ;8,5;12,5 ;16 ; 25 ; 31 et 62ug/ml et ont été placés a la surface
du milieu solidifié. Les boites de Pétri sont ensuite incubées dans une étuve a 37°C

pendant 48 h.
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Figure IV .6 : Incubation

Les extraits préparés ont été dilués dans le DMSO, ce choix a été fait, parce que ce
dernier est le solvant préconisé par la majorité des auteurs qui ont prouvé qu’il n'a aucun

pouvoir antibactérien puissant.

C. Lecture :

Apres la culture, la lecture s’effectue en mesurant sur chaque disque le diametre
d’inhibition du principe actif. Cette distance millimétrique est ensuite reportée sur 1’échelle
de concordance afin que la souche soit interprétée sensible, intermédiaire ou résistante vis-
a-vis du principe actif étudié [120].

La sensibilité des différentes souches vis-a-vis de 1’extrait étudié est classée selon le

diameétre d'inhibition et selon les critéres suivants[121,122] :

Résistant (-) : @ <08 mm
Sensible (+) : 09 < @ < 14 mm
Trés sensible (++) : 15 < @ < 19 mm

Extrairement sensible (+++) : @ >20 mm

Les bactéries montrant une sensibilité aux extraits, seront sélectionnées pour
déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI). Plus la zone d’inhibition mesurée

est grande, plus le germe est sensible.
IV .5.1.6. Test de sensibilité aux antibiotiques : antibiogramme.

Ce test a été réalisé pour étudier 1’antibiogramme standard des germes utilisés et le

comparer avec ’effet de notre extrait brut.

E
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La sensibilité des bactéries aux antibiotiques est appréciée selon le méme protocole

qu’avec les disques de papiers imprégnés d’extrait.

Les antibiotiques utilisés comme composés de référence sont : Gentamycine et

Tétracycline.

IV .5.1.7. Détermination des concentrations minimales inhibitrices :

(CMI)

Afin de tester ’activité antibactérienne d’extrais de T.polium ; une série de
dilutions contient 10 tubes avec le milieu de culture liquide ont été préparé, le premier tube
contenant 4ml et les 9 autres 2ml de la solution de culture, une série de dilution a été

réalisée pour I’extrait testé, la gamme de concentrations est indiqué dans le tableau :

Tableau IV.2 : Gamme de concentration d’extrais de 7T.polium.

N° de tube 1 2 3 4 S |6 7 8 9 |10

La concentration Ul/ml |25 | 12.5 |6.25 |3.13 [{1.6| 0.8 |04 0.2 0.1 | Témoin

Enfin, 100 Ul/ml de culture est ajoutée a 2ml des différentes concentrations ensuite
incubées a 37°C pendant 24 heures.

La figure ci-dessous illustre les étapes de la méthode par dilution.
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Figure IV.7 : représentation graphique de la méthode de dilution d’extrait testée.
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IV .5.1.8. Lectures des résultats :

Les résultats de la concentration minimale inhibitrice sont déterminés directement a

partir des tubes pour lesquels il n’ya pas croissance visible apres 24 h d’incubation.

IV .5.2 Activité antioxydante :

IV. 5.2.1 Evaluation de ’activité antioxyante :

Plusieurs méthodes sont disponibles pour évaluer in vitro, l'activité antioxydante
des extrais des composés phénoliques, des aliments et des systemes biologiques. La plupart
de ces méthodes sont basées sur la coloration ou la décoloration d'un réactif dans un milieu
réactionnel. La méthode du piégeage du radical libre DPPH(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil)
est la plus simple a réaliser [123].Le DPPH est largement employé pour évaluer le
balayage de divers produits naturels et il est considéré comme un composé modele pour les
radicaux libres de ces produits.

Dans ce cadre, nous nous sommes intéressés a 1’évaluation du pouvoir antioxydant

des extraits naturels de la partie aérienne de la plante Teucrium polium L.
IV .5.2.2Estimation du pouvoir antiradicalaire (DPPH?¢):

Principe : Le 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazine (DPPHe) est un radical organique libre,
stable et de couleur rouge pourpre. En présence de composés anti radicalaires, le radical
DPPH?e est traduit et change de couleur en virant au jaune, ce qui entraine une diminution
de son absorbance[124]. Le virage vers cette coloration et I’intensité de la décoloration de
la forme libre en solution dépend de la nature, de la concentration et de la puissance de la

substance anti radicalaire[125].0On peut résumer cette réaction par I’équation suivante :

DPPH. + AH — DPPH-H + A.
(Violet) (Jaunatre)

Ou (AH) représente un composé capable de céder un hydrogene au radical DPPH.

(violet)pour le transformer en molécule DPPH-H [126].

Le (DPPH?) est généralement le substrat le plus utilisé pour 1’évaluation rapide et

directe de I’activité antioxydante, en raison de sa stabilité en forme radical libre et la
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simplicité de 1’analyse (Figure IV.8). Il absorbe dans le visible a la longueur d’onde de

515 a 520 nm [127].

JAUNE
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Figure IV .8: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPHe entre 1‘espéce

radicalaire DPPHe et un antioxydant.
IV .5.2.3.Protocole expérimental :

A. Préparation de la solution du DPPH:

On introduite 0,004 g de DPPH dans une fiole jaugée de 100 ml et on complete
avec du méthanol.

B. La préparation de la solution mere de C= 0.4 mg /ml :

On met 10 mg de I’extrait dans 25 ml de méthanol sous agitation modérée jusqu’a
sa solubilité totale ensuite on filtre la solution obtenue.

C. Préparation des solutions diluées :

Une série de solutions filles ont été préparées par dilutions de volumes précis
prélevés de la solution mere

D. Préparation des échantillons :

Selon le protocole décrit par[128]avec quelques modifications. 1 ml de différentes
concentrations de I’extrait (0.1 ; 0.15; 0.2 ; 0.25 ; 0.3 et 0.4 mg/ml) ont été ajoutés a 2ml
du DPPH.

E. Préparation des blancs :
Le contrdle négatif (témoin) est préparé en mélangeant 1 ml de méthanol avec 4ml

de la solution de DPPH.
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La lecture de I’absorbance est faite contre le blanc (méthanol) pour chaque
concentration a 517nm apres 30 min d’incubation a 1’obscurité et a température ambiante.

Le controle positif (référence) est présenté par la solution d’un antioxydant
standard, I’acide ascorbique dont I’absorbance a ét¢ mesurée dans les mémes conditions
que les échantillons et pour chaque témoin et a différentes concentrations (0.01, 0.012,
0.014, 0.025 et 0.03).

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition et calculés suite a la

diminution de I’intensité de la coloration du mélange, selon la formule suivante :

PIY% = (Abscontréle—Abséchant)>X< 100

Abscontréle

L’étude de la variation de I’activité anti radicalaire en fonction de la concentration
des extraits, permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition

(CI50), une faible valeur de la CI5S0 correspondant a une grande efficacité de I’extrait.

Le calcul des IC50 a été réalisé graphiquement par les régressions linéaires des
graphes tracés ; pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des
fractions testées. La valeur de la CI50 est exprimée en pg/ml (3 répétitions pour chaque

concentration).

IV .6. Formulation des nanoémulsions :

L’émulsion E /H préparée par mélange de la phase aqueuse 30%(V/V) et la phase
huileuse 70% (V/V).

La phase huileuse contient I’huile oléique et le span80 (10 V/V). Le mélange est

chauffé a 40°C en utilisant 1’agitateur magnétique a 350 tr/min pendant 20min.

La phase aqueuse contenant I’extrait (6% P/V) dissous dans 1’eau en utilisant un
agitateur magnétique a 350 tr/min pendant 10-15min jusqu’a dissolution compléte de la
poudre. Les émulsions E/H ont été préparées en mélangeant la phase aqueuse et la phase

huileuse en utilisant un agitateur magnétique a 350tr/min pendant 10min.
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IV .7. Caractérisation des nanoémulsions :

IV .7.1. Observations macroscopiques :

Les émulsions formulées ont été observées a I’ceil nu. Les parametres suivants ont

été suivis au cours du temps : le crémage, floculation, la couleur, I’odeur et la consistance.

IV .7.2 Mesure de la distribution de taille des nanoémulsion par DLS :
Principe :

Dans une suspension donnée, les particules sont en mouvement constant, aléatoire,
indépendamment les unes des autres (mouvements Browniens). Lorsqu’elles diffusent la
lumiere, certains faisceaux diffusés par des particules différentes a instant donné peuvent
s’additionner ou s’annuler (phénomenes d’interférences), conduisant ainsi a des
fluctuations de I’intensit¢ de la lumiere diffusée totale au cours du temps. Dans la
technique de DLS, ces fluctuations sont mesurées sur une période de temps donnée, par un
compteur de photons. Elles sont directement liées au taux de diffusion des particules, lui-
méme dépendant de leur rayon hydrodynamique. Ces mesures permettent donc d’accéder
directement a la taille des particules dans la suspension analysée.

Les instruments de DLS sont constitués de plusieurs modules en séries :

1) Une source laser, émettant une lumiere monochrome constante de longueur d’onde
égale a 250 nm, qui vient frapper 1’échantillon contenu dans une cuve d’analyse ;

2) Des détecteurs repartis a différents angles autour de 1’échantillon, permettant de
récupérer les photons diffusés par les particules qu’il contient ;

3) Un analyseur d’intensité associé a une interface informatique, qui effectue le traitement
du signal détecte et permet de déterminer la distribution de tailles des particules
contenues dans 1’échantillon.

Compte tenu de la longueur d’onde du laser, cette technique est particulierement
adaptée pour I’analyse des NP, dont les tailles attendues sont généralement inferieures a
250 nm, et qui diffusent donc la lumiere dans toutes les directions, améliorant ainsi la
détection et la précision de mesure sur la taille.

Protocole d’analyse :
On prépare une dilution de 1ml de la formulation dans 2ml d’éthanol.

En utilisant les parametres suivants :
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v’ température d’analyse = 25°C (piéce et instrument thermostats) ;
v nombre d’acquisitions par échantillon = 3 ;

v' durée des acquisitions = 5 secondes.

Pour chaque échantillon analyse, le diametre des particules, les histogrammes de
dispersion de tailles (intensité en fonction du diametre) et le pourcentage de polydispersité
(%Pd) ont été vérifiés. Les conditions de dispersion donnant les diametres les plus petites

possibles et les suspensions les plus homogenes ont été retenues pour la suite de 1’étude.

Figure IV .9: Le granulometre Laser Horiba

IV .7.3. Mesure du potentiel Zéta :
a) Principe :

Le potentiel Z&ta est un indicateur trés important de la stabilité d’un systeme
dispersé, Il est utilis€ pour mesurer la charge a la surface d'une gouttelette en
nanoémulsion[129]négative ou positive. Une valeur absolue élevée indique que les
gouttelettes sont suffisamment dispersées. L'appareil <HORIBA» que nous avons employé
pour mesurer ce potentiel utilise la technique de micro €lectrophorese capillaire. Un champ
électrique est appliqué a la cellule contenant 1'échantillon pour mettre les particules en

mouvement.
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b) Technique :

La mesure de potentiel zéta par cette technique nécessite de manipuler avec une
dispersion tres diluée (0.01%) pour acquérir une bonne qualité de signal. L’échantillon est
préparé en milieu dilué en dispersant directement 1 ml de NE dans 2ml de I’éthanol a un
pH et force ionique souhaités. Les valeurs présentées dans le manuscrit correspondent a
une valeur moyenne calculée pour trois prélevements avec 3 mesures par prélevement, ce

qui assure une mesure significative.

Figure I'V .10: La cellule du Zéta metre

IV .7.4. Observations microscopiques :

Les observations microscopiques ont été effectuées avec un microscope binoculaire
de marque OPTIKA pour observer la taille et la dispersion des gouttelettes, d’observer leur

forme, de déterminer I’état d’agrégation, et d’identifier certaines formes d’instabilités.

Figure IV .11: Microscope binoculaire de marque OPTIKA

E
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IV .7.5. Etude de la rhéologique :

L'écoulement le plus simple est celui des fluides Newtoniens ou la contrainte varie
linéairement avec le gradient de cisaillement. Cependant, la majorité des fluides, dont les
dispersions, présentent des comportements non Newtoniens plus complexes. Ces
comportements sont souvent I’indication des interactions entre particules qui se
développent au sein des dispersions. Des mesures de viscosité sous cisaillement et de
viscoélasticité pour quantifier le changement de comportement d’un état liquide vers un

état de gel ont été réalisées.

IV .7.5.1. Viscosité d’une dispersion :

La viscosité d’une dispersion peut étre influencée par la taille des particules, leur
distribution granulométrique, la fraction volumique ou I’état d’agrégation. Dans cette
partie, les relations pour des spheres dures non déformables et non agrégées sont discutées.
La présence d’une particule au sein d’un fluide provoque une perturbation des champs de
vitesses par rapport a un fluide sans particules. La viscosité apparente d’une dispersion est
proportionnelle a la concentration en particules et peut étre exprimée sous la forme n=f(®).
De nombreux modeles empiriques tels que les modeles de Quemada ou Krieger-Dougherty
sont proposés dans la littérature pour établir une relation entre la viscosité et la

concentration en particules des dispersions[130,131].

IV .7.5.2. Dispositif de mesure :

a) Criteres de choix de mesures :

En rhéomeétre rotatif, le fluide est soumis a un cisaillement entre deux surfaces,
I’une en rotation sur son axe (le rotor) et ’autre immobile (le stator). Ces surfaces peuvent
étre de géométries différentes : la géométrie plan-plan, cdne-plan ou bien encore, a
cylindres coaxiaux (plus communément appelés géométrie Couette). Les grandeurs
rhéologiques accessibles sont d’une part la vitesse de cisaillement e ydéterminé a partir de
la géométrie de la surface et de la vitesse de rotation, et d’autre part, la contrainte de
cisaillement o mesurée a partir du couple a appliquer pour maintenir le mouvement du
rotor. Ces deux grandeurs permettent d’établir le rhéogramme o=f ( ¢ y ), justifiant

I’écoulement du matériau.
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Des mesures ont été effectuées sur un rhéometre MCR302 avec une géométrie cOne-
plan (un diametre de 60 mm, un angle de 1° a T° 20 °C) pour les dispersions qui sont tres
visqueuses et les gels

b) Technique de mesure

La dispersion est déposée sur le plan fixe et le cone mobile est en mouvement a une
vitesse de descente constante afin d’avoir un étalement identique quel que soit
I’échantillon. Le comportement rhéologique dépend fortement de [’agrégation des
particules et des contacts qui les connectent. Dans le cas d’une dispersion stable, les
particules ne sont pas agrégées, il n’y a pas de résistance au cisaillement et nous obtenons
un comportement newtonien. Mais la majorité des fluides, comme les dispersions, se

comportent comme des fluides dits non-Newtoniens dépendant de la vitesse de

cisaillement. Les deux comportements les plus courants sont [130] :

- Rhéofluidifiant: la viscosité décroit lorsque le cisaillement augmente. Les
dispersions se présentent souvent comme des fluides rhéofluidifiants : les
particules s’organisent sous I’effet de I’écoulement et le cisaillement par des

forces hydrodynamiques qui peuvent causer la rupture d’agrégats.

- Rhéoépaississant : la viscosité augmente lorsque le cisaillement augmente.

Ce caractere est moins marqué pour les dispersions : lorsque ces dernieres sont tres
concentrées, I’augmentation du cisaillement entraine un désordre dans la dispersion et une

réorganisation causant ’augmentation de la viscosité.
IV .7.5.3.Viscoélasticité du milieu

Les propriétés d’écoulement des gels colloidaux et notamment la viscoélasticité
sont utilisées pour évaluer si la dispersion est a I’état liquide ou a 1’état de gel
(viscoélastique) mais aussi pour caractériser les forces inter-particulaires et la nature du

réseau formé par les particules.

IV .7.5.4. Mesure en écoulement dynamique :

N

L’échantillon est déformé sinusoidalement, la méthode consiste a appliquer une
déformation y de 0,001% a 1000 % a une vitesse angulaire @ constante de 10 rad/s et a

mesurer la variation du module élastique G’ et du module visqueux G".
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Pour analyser la réponse de 1’échantillon soumis a la déformation vy, le signal est
décomposé en deux oscillations, I'une en phase permettant de calculer G’ et 1’autre en
déphasage pour G”’ pour une fréquence w. Par la suite, nous pouvons écrire I’expression de

la contrainte, ici notée t [130,132].
Mise en place de I’échantillon

» On releve la téte du rhéometre, a 1’aide d’une spatule non métallique et on place
I’échantillon sur le plateau du rhéometre directement sous le mobile.

» On abaisse la téte du rhéometre sur 1’échantillon. L’indicateur a cadran doit
indiquer le méme écart établi.

» On coupe I’échantillon en exces a partir du bord avec une spatule non métallique et
on attend 5 minutes ou plus pour permettre a 1'échantillon de se réchauffer

» On mesure et on enregistre en mode Piloté par un logiciel (Rheo3000).

Figure I'V .12: Le Rhéometre utilisé.

IV .7.6. Mesure du pH :

La mesure du pH est réalisée a I’aide d’un pH-meétre muni d’une ¢€lectrode en verre
plongée dans la solution a controler a température ambiante. L’appareil renvoie une valeur
comprise entre 0 et 7 dans le cas de solution acide, et entre 7 et 14 dans le cas de solutions
alcalines. Les ¢lectrodes doivent étre controlées et calibrées régulierement a 1’aide de

solutions tampons de pH connu.

IV .8. Elaboration de patch dermique :
Afin d’appliquer les extraits de cette espece végétale en tant que principe actif, on a

opté pour la préparation d’une forme galénique d’administration le patch transdermique.
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IV .8.1. Les polyméres utilisés :

e Polyvinyl alcool (PVA) dont les propriétés sont :
» Soluble dans I'eau
» Excellentes propriétés filmogenes et adhésives

» Non toxique et biocompatible [133] .
e Ethyle cellulose (EC) :

» Matériau non toxique, non irritant et non allergique.

» Bonnes propriétés filmogenes qui forment des films plus résistants[134].
IV .8. 2. Préparation des patchs transdermiques :

Les patchs transdermiques contenant de NES étaient préparés par la technique
d'évaporation de solvant [135]. Le mélange support a été coulé en versant un 2% (m/V)
solution d'alcool polyvinylique (PVA) suivi de séchage a 60 ° C pendant 6 h. Le réservoir
de médicaments est préparé¢ en dissolvant EC dans I’éthanol et le Glycérol 15%(p /p)

comme plastifiant.

Le principe actif 50 mg dans 5 ml d’éthanol a été ajouté dans la dispersion homogene

sous agitation lente avec un agitateur magnétique.

S

Figure I'V.12 : a) Coulée de la solution ;b) formation d'un film transparent

décollement du film apres thérapie.

IV .9.Caractérisations du Patch :

IV.9.1. Caractérisation physico-chimique : Les patchs élaborés ont été

caractérisés par détermination de certaines propriétés a savoir :
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IV .9.1.1. Epaisseur :

L'épaisseur des patchs a été mesurée a trois différents endroits a l'aide d'un

micrometre [136]et les valeurs moyennes ont été calculées.
IV .9.1.2. Variation de poids :

Les patchs ont été soumis a une variation de masse en pesant individuellement des

patchs choisis au hasard.
IV .9.1.3. Pliage d'endurance :

Déterminé en pliant a plusieurs reprises un film au méme endroit jusqu'a ce qu'il se
brise. Le nombre de fois ou le film a pu étre plié au méme endroit sans se casser/se fissurer

donne la valeur de I'endurance au pliage[137].

IvV.9.2. Caractérisation spectroscopique :

On a réalisé cette analyse pour identifier les groupements fonctionnels présents
dans notre film et aussi sur le patch. Pour se faire, on a déposé des deux échantillons sur le
support qui est spécifique pour les films du spectrophotométre FTIR a 1’aide d’une spatule

et on lance I’analyse.

IV.10. Cinétique de libération du principe actif :

Contenu du médicament :

Des patchs de surface spécifiée (1 cm2) ont été porté a 10 ml avec un tampon
phosphate pH 5,4. Un blanc a été préparé en utilisant un patch sans médicament traité de
maniere similaire. Les solutions ont été filtrées a travers une Seraing a filtre, diluées de
maniere appropriée et 1'absorbance a ét€ lue a 210 nm dans un spectrophotometre UV-Vis a

double faisceau.
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V. Résultats et discussion :

V.1. Rendement d’extraits de teucrium pollium L :

L’extraction est réalisée par la méthode de macération qui a donné lieu a un extrait

de couleur vert-foncé avec une tres forte et persistante odeur.

Calcul de rendement :

Rd =2 « 100 Rd= 20,6 %
mthe

Le rendement de la partie aérienne de Teucrium polium L est de I’ordre de 20,6 %,

ce résultat est satisfaisant et comparable a ceux trouvés dans les travaux précédents[138].

D’une maniere générale, les rendements des extraits sont dépendants du type de
solvant utilisé (la méthode d’extraction) ainsi que de 1’origine de la plante et la taille de
I’échantillon étudié, ainsi que de la présence de substances interférentes [139]. Donc la
technique d’extraction est une étape trés importante dans la libération et la récupération

des composés phytochimiques existants dans le matériel végétal [140].
V.2. Etude phytochimique :

Le criblage phytochimique préliminaire montre que 1’extrait éthanolique de
Teucrium polium L contient plusieurs composés chimiques comme les tanins, les
saponosides et les terpénoide qui sont en quantités plus importantes, d’autre part, les
quinones et les alcaloides existent en quantités moyennes, et pour les composés réducteurs

sont présentes en faibles quantités.
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M tanin H saponosides O terpénooide
H quinones M alcaloides M composés réducteurs
[ polyphénoles [ flavanoides

Figure V.1’ : Diagramme circulaire sur les caractéristiques phytochimiques.

De fagon générale, notre étude vient de confirmer le travail de Y BELLIK, SM
HAMMOUDI et al [141] qui ont montrés que 7. polium est riche en divers métabolites
secondaires comme : tanins, saponosides, huiles essentielles, alcaloides, anthraquinones
libre. Cette richesse explique I’intérét et 1’attention particuliere portée par les chercheurs, a
travers les études scientifiques.

La présence des terpenoides possede des propriétés anti inflammatoire
[13],antiseptiques[116],effet anticancéreux et cytotoxique[142], la richesse saponosides de
cette plante pourrait expliquer ses actions hémolytique, molluscicide, anti-inflammatoire,
antibactérienne et antiparasitaire, cytotoxique et anti tumorale[143], antibiotiques[116], les
tanins ramolliraient la gencive, ils ont aussi des propriétés hémostatiques et astringentes
prononcés qui hatent la guérison des blessures et des muqueuses enflammées [144], ils ont
aussi reconnus pour leur propriétés antioxydants[145] , la présence d’alcaloide explique le
role anesthésiant local des cette plante[143] les quinones constituent un groupe de

substance biologiquement tres actives , ils ont aussi des fongicides[110] .
V.3. Activités Biologiques :

V.3.1. Evaluation de Dactivité antibactérienne de I’extrait teucrium pollium par la

méthode de ’antibiogramme :

La détermination de la zone d’inhibition permet une estimation du caractere de

sensibilité ou de résistance de la souche bactérienne vis-a-vis de 1’extrait testé. L’extrait est
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considéré comme bactéricide si aucune colonie n’est observée dans la zone d’inhibition.
Par contre, il est caractérisé de bactériostatique quand quelques colonies sont présentes

méme en densité faible.

Les résultats montrent que les réponses sont tres variables en fonction de la souche
testée, du type d’extrait et de la concentration utilisée. Ils sont donnés dans le tableau V.1

et les figures V.1, V.2, et V.3.
Dans le tableau ci-apres :

D : diamétre de la zone d’inhibition ; S : Sensibilité ; - : Résistante ; + : Sensible ; ++ : Tres
sensible.
L’activité antibactérienne s’est manifestée par I’apparition des zones d’inhibition autour

des disques imprégnés d’extrait éthanolique et représentée dans les figures ci-dessous.

Tableau V.1 : Activité antibactérienne d’extrait T.pollium.

Diameétre des zones d’inhibition (mm) et sensibilité des souches bactériennes
Staphylococns  Psodomonas. Bagillus

C (pg'ml) |D 5 |D S |D 8

Cl=63 10 +|8 — | 00 f

C2=31 1]1] f11 + | 00 /

Extraits Cil=25 9 + |12 + [ 00 /
I polium C4=16 12 + |7 - |12 +
C5=13 14 + |9 + [ 13 +

C6=8 8 -8 — | 10 +

CT7=6 12 + | 14 + | 14 +

C8=5 11 + |8 — |11 +

Co=4 10 + |0 + | 12 +

Clo=23 8 - |8 — | 12 +
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Figure V.3: Activité de différentes concentrations d’extrait sur Bacillus
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L’extrait T.pollium a montré le meilleur résultat sur bacillus, avec un diametre élevé
de la zone d’inhibition avec un diametre de 14mm a 6 pg/ml. Il posséde un large spectre
d’inhibition puisque son effet inhibiteur couvre aussi bien les bactéries Gram positif que

celles Gram négatif.

Les résultats les plus intéressants et les plus saillants ont été enregistrés sur
psodomonas a 6pg/ml 14 mm, et sensibles pour les concentrations 63, 16, 8,5et 3 pug/ml, par
contre pour Staphylococus, un diameétre del4 mm a 13 pg/ml a été observé et s’averent

sensibles pour les concentrations 8 et 3 pg/ml.

Tableau V.2 : Diamétres des zones d’inhibition en mm (moyenne =+ écart-type) et sensibilité

des souches microbiennes vis-a-vis des antibiotiques commercialisés.

Psodomonas Bacillus Staphylococus
Antibiotiques D S D S D S
utilisés
Gentamycine 15,30+2,31 | ++ 14,10+0,67 | + 30,70+1,08 | +++
Tétracycline 30,01%1,27 | +++ 16+1.23 + 31,90+0,53 | +++

+++ : Extrémement sensible.
L’antibiogramme (tableau V.2) montre que toutes les souches bactériennes a

I’exception de bacillus, sont treés sensibles a extrémement sensibles et dépassent, pour S.

aureus, largement les résultats obtenus avec les autres extraits.

Pour bacillus, 1’extrait éthanolique de T.pollium révele un résultat (13,00+0,00) et
(14,00£0,00) (voir tableau V.1) qui se rapproche le plus de celui exprimé par la
Gentamycine (14,10+0,58),et pour Psodomonas 1’extrait révele un résultat (14,00+£0,00) pour
la concentration 6 pg/ml qui se rapproche le plus de celui exprimé par la Gentamycine

(15,30+2,31).
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e Vis-a-vis des bactéries a Gram négatif Pseudomonas aeruginosase sont avérées les plus
résistantes.

e La présence d’une zone d’inhibition bien appréciable autour des extraits testés permet de
constater une activité relativement importante vis-a-vis des Cocci Gram +
Staphylococcus aureus et Bacille Gram -.

e On peut dire que cette espece de Teucrium est significativement sensible aux extraits

avec des CMI extrémement faibles montrant un effet bactériostatique.

. Les résultats obtenus par les travaux précédents[146]montrent une résistance envers
Pseudomonas par contre dans d’autres travaux[147], sont actives sur Pseudomonas et d'autres
bactéries.

. Les résultats rapportés par les chercheurs révelent une activité antibactérienne des

extraits de Teucrium [148].

L’activité antimicrobienne des produits naturels est expliquée par la présence de
groupes d'hydroxyles phénoliques capables de former des liaisons hydrogenes avec les
emplacements actifs des enzymes de la cellule ciblée. Le mode d’action des extraits dépend

du type de microorganismes, du type d’extrait et de sa concentration. [149]

En général, les bactéries Gram(-) sont plus résistantes que les bactéries Gram(+) et ce
grace a la structure de leur membrane externe[17]. Plusieurs travaux ont confirmé la grande
résistance des bactéries G- par rapport aux G+. Ce constat peut étre dii a I'action de certains
composés, d’une part et a la présence d'une couche de lipopolysaccharide (LPS) chez les
bactéries G- qui pourrait fonctionner comme barriere efficace contre n'importe quelle
biomolécule entrante, d’autre part [150].

L’activité des principes actifs et des extraits végétaux peut dépendre de leur
composition chimique. Elle peut étre liée a la polarité des substances bioactives, aux
conditions de séchage, de broyage de la plante[151]et dépend également de plusieurs facteurs
dont le mode d’extraction et la concentration en principes actifs [152].

Par conséquent, il est suggéré que les extraits phénoliques soient utilisés comme source

potentielle d'agents antibactériens naturels contre les bactéries multi-résistantes [153].
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V.3.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice d’extraits de T.pollium :
La valeur de la CMI correspond a la premiere concentration qui inhibe la croissance

bactérienne. L’inhibition de croissance se traduit par un éclaircissement de la couleur du

milieu. Les figures (V.4 - V.6) montrent les résultats obtenus de 1’activité antibactérienne de

I’extrait sur les souches bactériennes apres la période d’incubation.

Figure V.4 : Résultat d’inhibition apres 24h d’incubation d’extraits contre Bacillus.

Figure V. 5: Résultat d’inhibition apres 24h d’incubation d’extraits contre P. aereuginosa.

5
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Figure V.6 : Résultat d’inhibition apres 24h d’incubation d’extraits contre S. aureus.

L’évaluation des CMI de ’extrait de T. polium a donné une valeur de 0,2mg/ml avec

b. subtilis par contre aucune différence n’a été notée pour le reste des souches.

Selon les travaux antérieurs, 1’activité antimicrobienne est considérée comme forte lors
que les valeurs de CMI sont comprises entre 50 pg/ml et 500 pg/ml, modérée quand elles sont
entre 600pug/ml et 1 500 pg/ml et faibles quand elles sont supérieures a 1500 pg/ml. En basant
sur cette classification, les extraits éthanoliques de Teucrium poliumL. semblent avoir une

activité forte pour bacillus et faible sur les souches bactériennes Pseudomonas aeruginosa et

S. aureus.[154]

V.3.3. Evaluation de I’activité anti oxydant de I’extrait T.pollium par la méthode DPPH :

Dans cette étude, la méthode choisie pour I’évaluation de I’activité anti-oxydante des
extraits préparés de cette plante, est le piégeage du radical libre DPPH car cette technique est
reconnue comme étant simple, rapide et efficace, en raison de la grande stabilit¢ du

radical[155]. L’activité antioxdante est déterminée par la diminution de I’absorbance d’une

E
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solution alcoolique de DPPH a 515 nm qui est due a sa réduction a une forme non radicalaire
DPPH-H, par les antioxydants présents dans 1’extrait végétal [155, 156].

L’effet de piégeage des extraits sur le radical DPPH est exprimé en valeurs d’IC50
(ng/ml). On rappelle que I’IC50 représente la quantité de réactifs nécessaire a I’inhibition de
la moitié de la quantité initiale de radicaux présents. En effet, la IC50 est inversement liée a la
capacité antioxydante d'un composé, plus cette valeur est basse, plus l'activité antioxydante
est grande.

Cette concentration est calculée graphiquement par les régressions linéaires des tracés du
pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations des échantillons testées.

Les résultats obtenus du test de mesure de 1’absorbance du radical libre DPPH (Tableau V.3
et V.4) nous a permis de tracer I’histogramme de variation du pourcentage d’inhibition en

fonction de la concentration de chaque extrait de la plante étudiée (Figure V.7 et V.8).

C (mg/ml) PI1% = (m(;g/ & PI()%
0 0 10 2777

0,01 26,22 G 35,99

0,012 57.56 50 16,45

0,014 74,2 25 65,87

0,025 87,42 30 74,84

0,03 91,47 40 83,93

Tableau V.3 : représente la variation du Tableau V.4 : représente la variation du

pourcentage d’inhibition en fonction de la pourcentage d’inhibition en fonction
concentration de I’acide ascorbique. concentration de 1’extrait éthanoique.

de la
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y = 3.0985x + 9.1506
R? = 0.8505

acide ascorbique

120 -
100
80

60
== P|%

—— Linéaire (P1%)

PI %

40

20

0 5 10 15 20 25 30 35
C(mg/ml)

Figure V.7 :I’histogramme de variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la

concentration d’acide ascorbique.

I'extrait éthanolique
y=2.1892x +4.051

100 ~ R?=0.9696

PI %

== P|1%

—— Linéaire (P1%)

0 10 20 30 40 50
C (mg/ml)

Figure V.8 :I’histogramme de variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la

concentration d’extrait éthanolique.

Tableau A : CIS0 du test DPPH (pg/ml) des différents extraits

Antioxydants Valeur d’IC50 (ug/ml)
Acide ascorbique 12
Extrait éthanolique 20
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Les résultats semblent que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
I’augmentation de la concentration pour I’acide ascorbique et pour 1’extrait de T.polium L.

On remarque que le pourcentage d’inhibition du radical libre pour I’extrait est
inférieur a celui de I’acide ascorbique pour la majorité des concentrations utilisées, mais reste
la valeur de I’extrait éthanolique est proche de la valeur de 1’acide ascorbique donc elle
possede une activité antioxydante.

A la lumiére de ces résultats, on constate que 1’extrait de Teucrium polium L peut
ramener le radical libre stable 2,2 diphenyl-1picrylhydrazyl (DPPH) au diphenyl-
picrylhydrazine jaune-coloré avec un IC50 de 20 pug/ml montrant une activité antioxydante
inférieure a celle de 1’acide ascorbique. Il semble d’apres ces résultats que 1’antioxydant le

plus efficace avec un IC50 de 12 pg/ml par rapport a I’extrait étudié.

Pour le Teucrium polium geyrri, le résultat trouvé est 19,46 pg/ml[157], malgré que
ce sont les mémes espéces. D’autre part, a comparer avec d’autres especes comme Teucrium
marum (Lamiacée), et trouvent une valeur d’IC50 de 13,13ug/ml par[147]est inferieurs de
nos résultats, ainsi que[158]qui obtient avec un IC50 de 58,6336 pg/ml montrant une valeur

supérieur a celle signalée dans notre étude.

D'une maniere générale, notre espece possede une activité antioxydante faible en
comparaison avec celle de I'acide ascorbique qui est un antioxydant puissant.
En effet, dans ce sens et d’une maniere générale, le pouvoir antioxydant est fortement

tributaire de la concentration en composés phénoliques [159].

Ces données sont corroborées par les travaux de[160], qui ont montré une corrélation
significative et positive entre les teneurs en composés phénoliques et 1’activité antioxydante.
Néanmoins dans le cas de nos résultats relatifs a 1’activité anti radicalaire DPPH, cette relation
n’est pas toujours évidente, puisqu’elle peut étre non significative voire méme négative dans
certains cas. En effet, ils estiment que I’existence d’une synergie entre les différents composés
phénoliques peut étre déterminante dans la capacité antioxydante d’une plante donnée[161].
Ainsi cette activité ne dépend pas seulement de la teneur en polyphénols mais aussi de la

structure et de I’interaction entre les différents composés [162, 163].
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V. 4. Formulation de nanoémulsion :

Dans cette partie, on a réalisé plusieurs formulations avec différents protocoles dans

les mémes conditions opératoires :

Tableau V.5 : Compositions des formulations des nanoémulsions

F1 F2 F3 F4
Huile
Phase oléique (%) 48 60 60 60
huileuse
(70%) Span80 (%) 22 05 10 10
Tween80 / 05 / /
(%)
Phase Extrait (%) 05 04 04 05
aqueuse
30%)
Eau (%) 25 26 26 25
Les différentes préparations ont présenté les caractéristiques suivantes :
Tableau V.6 : Les caractéristiques des formulations des nanoémulsions
Formulation F1 F2 F3 F4
la formulation a | I’émulsion & un | La texture | on a obtenu une
Aspect un aspect trés | aspect  parfait, | observée apres | émulsion d’une

visqueux

mais la taille a
I’échelle

macrométrique.

formulation ne
correspond pas a
celle d’une

émulsion.

taille
nanométrique
avec une bonne

texture.
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Compte tenu de ces résultats obtenus et présentés dans le Tableau V.6 , la meilleure

formulation est F4, elle a été adoptée adopté pour les prochaines étapes de notre étude.
V. 5. Caractérisation des nanoémulsions :
V .5.1 Observation des nanoémulsions a I’eeil nu :

Dans cette partie, trois criteres ont été considérés pour évaluer la qualité
organoleptique de NE d’extrais Teucruim pollium L : D’aspect, la couleur, et 1’odeur.

(Tableau V.7)

Tableau V.7 : propriétés organoleptiques de NE :

Caractéristiques organoleptiques Nanoémulsion
Aspect Visqueux avec I’absence de crémage
Couleur vert jaunatre
Odeur Forte

La stabilité des nanoémulsions retenues a été vérifiée en termes de leur apparence.
Apres plusieurs jours, les nanoémulsions laissées a 1’air libre n’ont fait apparaitre aucun

changement de leurs aspects et sont restées toujours stables et homogenes.

En effet, les nanoémulsions contenant de grosses gouttelettes pourraient initialement
se former, mais sont plutot instables, entrainant la croissance des gouttelettes pendant une

durée de stockage prolongée.

En effet, la floculation des gouttelettes apparait chaque fois que les forces d'attraction

nettes de la phase dispersée sont plus fortes que sa propre tension interfaciale
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En conséquence, l'augmentation de la température de stockage des nanoémulsions
provoque I’augmentation de l'agitation thermique des molécules[164] et la diminution aussi

dans leur tension interfaciale.

Par conséquent, les NE thermodynamiques instables auraient tendance a augmenter
leur diametre de goutte pour réduire leur énergie libre totale. De méme, [165] ont démontré
que le stockage de 10 % de NE en phase dispersée a haute température ont généré de
nouvelles populations de gouttelettes plus grosses apres 15 jours de stockage. Cependant
qu'en pratique, les nanoémulsions seraient généralement stockées a des températures

modérées, et seraient donc plus stables qu'aux températures plus élevées.

V. 5.2. Mesure de la distribution de taille des nanoémulsions par DIs :

La dimension des particules de la phase dispersée conditionne la stabilit¢ de la
dispersion. En outre, la connaissance de la taille moyenne des particules peut aider a prévoir
les tendances et les caractéristiques d'arrangement, donc savoir si les particules vont se
disperser ou floculer et par voie de conséquence utiliser d'autres alternatives, telle que
I'homogénéisation, pour modifier la distribution des particules et pour améliorer, de ce fait, la
qualité du produit, son efficacité, et sa stabilité. Sachant que plus, la taille des gouttelettes est
petite, plus I’émulsion n’aura des chances d’étre stable. Cependant, la taille des gouttelettes a
lui seul n’est pas une garantie de la stabilité d’une émulsion.

La mesure de la taille des gouttelettes des émulsions préparées va nous permettre

principalement a ce stade de connaitre le type d’émulsion.

Tableau V.8 : les résultats des tailles de gouttelettes obtenus par Dls

Diametre (nm) Pi
13,1 1,037
15,7 0,492 Myn: 14,56 nm
14,9 0,487
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Les résultats obtenus dans le (Tableau V.8) sont en accord avec les données de la
littérature, la taille nanométrique est confirmée avec un diametre moyen des gouttelettes situé
entre 10et 50 nm.

Par DLS a permis de déterminer non seulement la taille des particules, mais aussi le
degré de stabilité et d’homogénéité dans les différents milieux, grace au pourcentage de
polydispersite (Pi). Dans notre cas le Pi est inferieurs a 1, ce qu’indique que notre distribution

est monodispersée. (Voir Annexe IV)

V. 5.3. Mesure du potentiel Zéta :

Le potentiel z€ta est un parametre tres important qui fournit des informations utiles sur
la stabilité des nanoémulsions et peut donner des indications sur les phénomenes désagréables

tels que la précipitation ou floculation.

Notre nanoémulsion a montré un potentiel z&ta positif de valeur + 1.2 en raison de la
charge positif libre. En effet, les différents excipients ont conféré a la gouttelette une charge
nette positive. Cependant cette partie mérite d’étre plus approfondie compte tenu de la

complexité du systeme.

V. 5.4. Observations microscopiques :

Les images suivantes montrent 1’aspect des dispersions mais a cette échelle, on ne peut
pas prétendre que ce sont les gouttelettes de la nanoémulsion car I’observation a une échelle
nanométrique nécessite des moyens plus sophistiqués tels que la microscopie électronique a

transmission.
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Figure V.9 : Photos obtenues au microscope optique (grossissement x1000).

V. 5.5. Analyse rhéologique :

Afin de mesure de la viscosité des nanoémulsions, on a eu recours a des analyses

rhéologiques.

Une mesure de la viscosité, le suivi de son évolution dans le temps et I’examen de son
comportement rhéologique, montre si I’émulsion est suffisamment visqueuse « collable » ou

facile a étaler, selon I’usage envisagé [166, 167].

Il est clair que plus le fluide est épais, plus la viscosité est importante, plus il est liquide,
plus la viscosité est faible. En générale, les émulsions les plus visqueuses ont tendance a avoir

une meilleure stabilité dans le temps.

V.5.5.1. Test de viscoélasticité :
Pour déterminer les modules G' et G" a basse fréquence caractéristiques d’émulsions,
on établit la dépendance de ces modules en fonction du taux de cisaillement y(exprimée en s~

Y. Les résultats en régime harmonique pour émulsion sont représentés sur la Figure V.10.
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Figure V.10 : Comportement viscoélastique de la nanoémulsion pour une fréquence f=1Hz

Discussion :

Nous définissons la zone LVE pour laquelle la valeur du module G’ décrit un plateau pour
les faibles déformations.

» Lorsque le module élastique G’ est supérieur au module visqueux G’” dans la zone LVE
de 0,001 a 3,29 % et G’>1 Pa (6,92 Pa), et donc notre dispersion est viscoélastique.

» Au point de croisement G’=G’’, la valeur de déformation ou contrainte seuil représente

une valeur de déformation suffisante pour désorganiser les particules et modifier le réseau
de particules connectées et obtenir un comportement liquide.
La valeur de contrainte seuil y est alors égale a 5,3% a 2 Pa. Au-dela de cette valeur, pour
des déformations élevées, le comportement liquide domine, le module visqueux G’ est
plus élevé que le module ¢lastique G’.

» On observe bien une décroissance en fonction du taux de cisaillement caractéristique des

fluides non Newtoniens.




Chapitre V:Résultats et discussion

V.5.5.2. Test de fréquence:

-1 | | , 10-1
10 Hz 100

10 —
0. .01 0.1

;
1
Frequency f — -

Figure V.11 : test de fréquence (stabilité¢) de nanoémulsion pour une fréquence f=0,01 —

100 Hz.

Discussion :

» Entre 2, 51-100 Hz : G’’>G’ donc la formulation est visqueux dans cette partie.

> A partir de 2,51Hz jusqu’a 0.01 Hz (2 basse fréquence) : G’>G’’dans la zone LVE donc
le produit élastique dans cet intervalle.

» On remarque que le module visqueux élastique reste constant et ne dépend pas a la
variation de fréquence, et dela, on peut conclure qu’en changeant la fréquence le produit

reste stable.
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V.5.5.3. Test d’écoulement :

10 10

o 0 i 2 3
10 10 10 10 10 10 1/s10

Shear Flate-'f a

Figure V.12 : test d’écoulement de nanoémulsion sur pour un cisaillement 0.001-10005-1 .
Discussion :

La courbe montre I’évolution de la viscosité (Pa .S) et la contrainte de cisaillement (Pa)
en fonction de taux de cisaillement en s—1 . On constate que plus le taux de cisaillement est
élevé de 0.001 a 1000 S—1, plus la contrainte de cisaillement augmente jusqu'a 100 Pa, elle

est compensée par une réduction de la viscosité de 3 a -0,2 Pa.

V. 5.6. Mesure du pH :

Le controle du pH d’une solution permet d’en évaluer l’acidité ou a I’inverse,
I’alcalinité. C’est un point crucial au moment de la préparation des phases aqueuses des
émulsions pour vérifier I’activation de 1’émulsifiant ou en contrdle post-production sur
I’émulsion elle-méme, selon la norme NF EN 12850, des variations de pH importantes entre
la phase aqueuse et 1’émulsion peuvent révéler des informations importantes sur le
comportement du liant mis en émulsion. La valeur du pH est estimée a 3.30

La valeur du pH est satisfaisante par ce qu’elle est compatible avec le pH de la peau.




Chapitre V:Résultats et discussion

V.6. Formulation du Patch :

V.6.1. préparation des films :

Nous avons préparé plusieurs mélanges de solutions que nous avons introduits dans

des boites de pétrie en verre :
V.6.2. Préparation des patchs :

Nous avons réalisé trois formulations de patch jusqu’as obtenir un patch qui
correspond a un patch présentant les mémes caractéristiques structurales qu’un patch

industriel. Le tableau suivant rassemble les compositions des différentes préparations.

Tableau V.11 : Compositions des différentes préparations.

F1 F2 F3
150 200 250
EC (mg)

2,5 2,5 2,5
Ethanol (ml)

50 50 50
Emulsion (mg)

15 87 58
Glycérol (ml)

La figure ci-dessous illustre 1’aspect du mélange utilisé pour la préparation qui se

présente sous forme d’une masse visqueuse et trés consistante

Figure V.13 : aspect de la préparation




Chapitre V:Résultats et discussion

Sur le tableau ci-dessous, sont présentés les caractéristiques des différentes

préparations qui seront utilisées comme matrices réservoirs du principe actif.

Tableau V.12 : Les caractéristiques des formulations de patch

Formulation F1 F2 F3
Le réservoir Le réservoir | Le réservoir est visqueux
Aspect obtenu est trop nécessite du temps | et présente des meilleures
fluide pour le séchage caractéristiques.

Compte tenu de ces résultats, la F3 a été sélectionnée comme réservoir pour la
formulation du patch. Deux types de conditionnement des patchs ont été proposés, le premier

présente une libération prolongée et I’autre a libération immédiate.

Figure V.14 : Images des patchs avec le conditionnement proposé.

V.7. Caractérisation des patchs :

V.7.1. Structure et aspect du film :

Apres séchage du film dans les boites a pétrie, nous avons retiré avec une pince, et

nous avons obtenu, les aspects des films sont présentés sur la figure suivante :

E
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Figues V.15 : Aspect du systeme film (a) la formation d'un film transparent a 'application ;
(B) non collant, C) flexible et facile Film pliable apres séchage.

Tableau V.13 : Evaluation des caractéristiques des films.

Al A2 A3 A4
Volume du
Membrane de 15 20 25 30
support PVA (ml)
Variation de Poids
(mg cm?) 05,32+ 0.30 14.11+£0.30 20.74 +0.30 30.13 £0.30

B
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Epaisseur (um) 40+10 120 £ 10 206 + 10 282+ 10

Les résultats de la caractérisation physico-chimique des films sont présentés dans le
tableau V.1 3. L'épaisseur varie entre 40£10 et 282 + 10 um, ce qui indique qu'ils présentent
des épaisseurs différentes. Les poids variant entre 05,32 mg et 30.13 mg, ce qui indique que le
poids d’un film a un autre.

Parmi ces résultats et aussi selon le pliage, le choix a porté pour la formulation du film
N°3 qui est le meilleur par rapport aux autres car le Al de 40+10um est tres fin et se déchire
facilement et le film N°4 est plus €pais et non pliable donc les films A2 et A3 de 120 + 10 et
206 £ 10 d’épaisseur sont les meilleurs en termes de durabilité de pliage et d'épaisseurs

raisonnables mais d’un coté de 1’aspect, le A3 est plus lisse et transparent que A2 .

Les résultats indiquent que le processus utilisé pour préparer les patchs dans cette

étude était capable de produire des patchs avec une teneur en principe actif uniforme

V.7.2. Evaluation de la qualité des patchs :

V.7.2.1. Observation a I’ceil nu :

Tous les patchs ont présenté une surface lisse et plate; et cette surface lisse a été
conservée une fois le patch appliqué sur la peau. Les résultats des tests d'endurance au pliage
ont indiqué que les patchs ne se cassent pas et ont maintenu leur intégrité avec le pliage

général de la peau une fois appliqués[168].
V.7.2.2.Perméation cutanée in vitro :

Le profil de libération in vitro est un outil important qui prédit a I'avance comment un
médicament se comportera in vivo[169] .Les résultats d'études de perméation cutanée in vitro

de NE a partir de patchs transdermiques sont présentés sur la figures V.17 et le tableau V.14.

Le Taux de libération de médicament imprégné par centimetre carré de timbres ont été

tracés en fonction du temps.
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Tableau V.14 :L’¢évolution de Taux de libération de médicament imprégné

t (heure) 0,25 0,5 1 2 5 6 20 22 24
Taux de 33,3 34,4 39,1 81,6 83,6 86,2 86,4 86,7 86,9
Libération
en %

Taux liberation(%) en fct de temps

100 -
90 ——
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

0 T T T T T ]
0 5 10 15 20 25 30

=== Taux L %

Figure V.18 : Profil de taux de libération du PA du patch
Discussion :

A partir des résultats obtenus, on observe au début une libération immédiate du
principe actif suivi d’une libération prolongée (Figure V.18), ce profil de libération est obtenu
grace a deux types de nanoémulsions. Une population de nanoémulsion a libération
intermédiaire qui fait que 1’on atteint trés rapidement des concentrations élevées en PA dans
le systeme cutané (soulagement rapide), et une libération prolongée, permettent de maintenir
des concentrations élevées et quasiment constantes en PA pendant 24 heures (soulagement a

long terme).

On remarque que pour la cinétique de libération du NES du film va commence a
libérée apres 2 heure, et le pourcentage maximal de NES libéré est estimé a 86 % pour un
temps de 6h pour se libérer completement au bout de 24 h. On remarque que le principe actif

ne commence a se libérer qu’a partir de 15min avec une quantité de 33.3%.
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V.7.2.3. Analyse réalisé sur le film et le patch par IR :

Les spectres infrarouges (4000-500 cm™) réalisés sur le film transdermiques et le patch

sont présentés sur les figures (Figure V. 19 et 20).

0.5

0,25

3000

,,,,,,

Figure V. 19 : Spectre IR du film
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Figure V.20 : Spectre IR de patch
Discussion :

La technique d’IR a été utilisée ici pour faire la comparaison entre le film
transdermique et le patch pour identifier la présence des pics qui correspondent a notre
émulsion. Les spectres sont montré la présence de groupement acide carboxylique (3500-3560
cm™) et également la présence de bandes d’absorption des liaisonsC-N (1990-2140cm™) ;

C=0 aldéhyde et cétone et N-H amine ou amide (1650-1730 cm'et 1560-1640 cm‘l).

A la lumiere de ces spectres, on peut conclure que les composés de la nanoémulsion
sont présents dans le patch, ceci est justifié par ’apparition de groupements caractéristiques et

qui n’existent pas du tout dans le film placebo.(Voir Annexe V)
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Notre pays est doté d’une biodiversité¢ végétale immense qui reste a découvrir. Une
grande partie de cette flore est constituée par des especes médicinales et c'est dans le cadre de
la recherche de molécules a activités biologiques nouvelles, d'origine végétale, que notre

travail s'inscrit.

L’objectif visé dans ce présent travail est d’extraire les substances actives du T.
polium ; espece tres répandue dans notre pays, 'évaluation des activités antioxydante et
antibactérienne. Apres 1’avoir encapsulé dans une nanoémulsion, proposer une forme

galénique d’administration sous forme de patch.

La sélection de la plante a ét€ basée sur quelques données ethno-pharmacologiques. Le
screening phytochimique réalisé, a mis en évidence la présence de divers métabolites
secondaires tels que: huiles essentielles, polyphénols, flavonoides, tanins, stérols, terpenes,

saponosides et alcaloides dans cette plante.

L’extraction par solvants a fait ressortir 1’éthanol polaire comme meilleur agent
d’extraction dans les conditions opératoires optimisées. La caractérisation phytochimique de
cette espece a mis en évidence sa richesse en tanins, flavonoides, alcaloides, composés
réducteurs etc. Les valeurs exactes déterminées seront exposé€es dans un autre document du

projet de recherche ou notre travail est inséré.

L’évaluation de l'activité antioxydante de I’extrait de cette plante est effectuée par la
méthode de piégeage du radical libre DPPH, elle a donnée des résultats acceptables, avec une
valeur de 20 pg/ml donc I’extrait de notre plante présente une capacité de réduction du DPPH
non négligeable, mais celle-ci reste modérée par rapport au pouvoir antioxydant des extraits

des autres especes de la famille des Lamiacées.

L’activité antibactérienne des extraits a été estimée en termes de diamétre de la zone
d'inhibition autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de trois souches :
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Bacillus. Les souches testées ont montré
une sensibilité aux extraits de la plantes avec des diametres de zones d’inhibition variant entre

7 a 14mm.

Les tests biologiques effectués dans ce travail ont montré que 1’effet antibactérien de
notre plante sur différentes souches bactériennes de gram positif et négatif est significatif.

Cette efficacité est due a la présence des polyphénols qui sont des antioxydants naturels et les
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constituants des huiles essentielles qui sont des métabolites secondaires réputés pour leurs

effets antibactériens.

La nanoémulsion a été formulée suite a des tests préliminaires et en se basant sur des
observations visuelles. Une des formulations a été sélectionnée pour la suite de 1’étude
compte tenu de son aspect homogene, sa transparence et une stabilité potentielle et non

confirmée sur une durée déterminée.

Par DLS, la taille moyenne des gouttelettes a été estimée a 15nm, aucune augmentation
de taille n’a été enregistrée pendant un mois de stockage ce qui semble conférer a notre

systeme une stabilité.

Des patchs ont été élaborés a partir de biopolymeres disponibles. Un film rigide avec
une bonne endurance a été obtenu. Des propriétés de viscoélasticité ont été confirmées par la

rhéologie.

L’incorporation dans le film formulé de la nanoémulsion a montré par des tests de
libération a montré que le principe actif se libere progressivement et de maniere prolongée

pendant 24 h, durée estimée tres convenable dans le cas d’une cicatrisation.

Enfin, ce travail nous a permis de nous initier a de nombreuses techniques
expérimentales et particulicrement [’encapsulation d’un extrait végétal dans une
nanoémulsion puis incorporé dans un patch formulation d’un patch contient NES. Loin d’étre

achevé, il est recommandé de :

v Réaliser une matrice d’expériences pour rentabiliser plus 1’extraction

v Approfondir le volet formulation des nanoémulsions qui & Iui seul constitue un axe de
recherche innovant

v' Déterminer le taux d’encapsulation par HPLC

v Réaliser des tests in-vivo pour mettre en avant les activités surtout cicatrisantes de
cette plante qui est connue sous le nom de Khiata et qui est utilisée sous forme brute
pour panser les blessures. La conditionner sous forme de patch serait meilleure, plus
esthétique et aseptique plus efficace et nous réconforte du moment que ce travail est

au cceur de notre formation.
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Annexe I : Matériels et réactifs utilisé€s

Matériels lors de cette étude :

Les matériaux, réactifs et les solvants utilisés dans nos études sont présentés dans les

tableaux 1 et 2 ci-dessous :

Balance électronique

Etuve

Chauffe ballon Barreau magnétique
Réfrigérant Papier a filtre
Pompe a vide Entonnoir
Cryostat Boite de pétrie
Agitateur et plaque chauffante Pro pipette
Rota-vapeur Ecouvillon
Broyeur a couteau Support

Bain marié

Bec benzéne

Vortex autoclave
Tube a essai stérile Pipette pasteur
Coton Pince stérile
Disque Gentamycine et Tetracycline Chauffage a reflux

Un certain nombre d’accessoires et petit matériel spécifique est utilisé dans le cadre de
cette étude : Spatule, papier aluminium et film, des sacs propre, gants et masques et lunette de
protection pour la manipulation des produits dangereux et différents types de verrerie (fioles

jaugées, bécher, Pissette, erlenmeyer, burette, éprouvette ...... ).

Avant emploi, le matériel est rincé a I’eau distillée puis nettoyé a I’acétone rincé a
I’eau distillée afin d’¢liminer toute trace de poussieres et de graisses afin d’éviter la

contamination de produit au cours de la formulation.

Réactifs chimique et solvants utilisés :

L’¢éthanol L’eau distillée
Acétone Eau de javel
DMSO Milieu Hinton
LB liquide Souches bactériennes
Huile oléique Span 80
PVA Méthanol
DPPH EC
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Annexe II : Liste des souches microbiennes testées
Staphylococcus aureus :

Position taxonomique :

Régne : Eubacteria
Embranchement :Fimicutes.
Classe : Bacilles.

Ordre : Bacillales.

Famille : Stphylococcaceae
Genre : Staphylococcus
Espece : Staphylococcus aureus.

Description et pathogénéicité :

C’est une bactérie de forme arrondie, groupée en grappe de raisin. Elle est gram positif et

facultativement anaérobie. Elle se développe généralement sur les muqueuses nasales et la

peau, dans les appariés gastro-intestinal et urinaire des animaux a sang chaud. Contrairement

aux autres staphylocoques communs, S, aureus produit une coagulas qui est une enzyme

responsable de la coagulation du sang.

S .aureus est 1’agent pathogene le plus important chez ’homme, il cause des abces,

I’infection des blessures, des pneumonies, des empoisonnements alimentaires et d’autres

maladies (Klein, 1995).
Pseudomonas aeruginosa :
Régne : Bactérie
Division : Proteobacteria
Classe : Gamma proteobacteria
Ordre : Pseudo monadales

Famille : Pseudomonadaceae
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Genre : Pseudomonas
Espece : Pseudomonas aeruginosa
Description et pathogénéicité :

C’est une bactérie gram-négative du genre Pseudomonas. Les bacilles sont fins,
droits et trés mobiles grace a un flagelle polaire : ciliature monotriche, dépourvus de spores et

de capsules. Ils apparaissent la plupart du temps isolés ou en diplobacilles.

Elle peut, dans certaines conditions, étre pathogene. Tres résistante, elle est avec
d'autres bactéries a gram-négatif de plus en plus souvent responsable d'infections
nosocomiales. C'est 1'une des bactéries les plus difficiles a traiter cliniquement. Le taux de

mortalité atteint 50 % chez les patients vulnérables (immunodéprimés).
bacillus subtilis :

Régne : bactérie
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Genre : Bacillus

Espéces : Bacillus subtilis
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Annexe III : Les rhéometres rotatifs cone-plan

Dans cette géométrie, le fluide est cisaillé entre un cone et un plan. Le cOne est
caractérisé par son rayon R et par ’angle a. Il est fixé sur la partie tournante du rhéometre,
qui lui confere une rotation par rapport a son axe avec une vitesse angulaire constantew.
L’angle a est tres faible (< 4°) pour obtenir un taux de cisaillement vertical constant dans le

volume de mesure.

Mobile (cone)

Plateau (plan)

Annexe IV : Mesure de la distribution de taille des nanoémulsions par Dls
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Annexe V : Les Spectres d’IR

Spectres IR pour le film :

Liaison Nombre d’onde Intensité
N-H amine primaires 3100-3500 m
O-H alcohols 3200-3400 large
;phénols
N-H ions 2 400-3 200 multiples bandes larges
ammoniums
O-H acide 2500-3200 Fam; large
carboxilique
C=C 2100-2250 f
C=0 ester 1700-1740 F
C=C 1625-1685 m
N=0O 1510-1580 F ; 2 bandes
N=0O 1325-1365 F ; 2 bandes
C-O (ester) 1 100-1 300 deux bandes (distinctes des cétones, qui ne
possedent pas une liaison C—0)
C-N amines 1020-1220 souvent chevauchées par d'autres
aliphatiques
Cyi-H aromatique 800-860 F
C-X chloroalcanes 540-760 Fam
C-X Bromoalcanes 500-600 maF
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Spectres IR pour le patch :

Liaison Nombre d’onde Intensité
O-H acides 3 500-3 560
carboxyliques
N-H amine primaires 3100-3500 m
O-H alcohols ;phénols 3200-3400 large
N-H ions ammoniums 2 400-3 200 multiples bandes larges
O-H acide 2500-3200 Fam;large
carboxilique
Cc=C 2100-2250 f
C-N (R—N=C=S) 1990-2140
C=0 ester 1700-1740 F
C=0 aldéhyde et 1650-1730 F
cétone
N-H amine ou amide 1560-1640 Foum
N-O composés nitro
aromatique 1 350-1 520 plus basse si conjuguée
C-O (ester) 1 100-1 300 deux bandes (distinctes des cétones,
qui ne possedent pas une liaison
C—0)
C-N amines 1020-1220 souvent chevauchées par d'autres
aliphatiques
Cyi-H aromatique 800-860 F
C-X chloroalcanes 540-760 Fam

C-X Bromoalcanes 500-600 maPF




