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RESUME :

Inula Viscosa est fréquemment utilisée comme plante médicinale en Algérie. Les
flavonoides sont des substances actives qui donnent une valeur thérapeutique a cette espéce. Ce
sont la source de la majorité des antioxydants naturels. Ce travail a pour objectif la valorisation de
cette espece médicinale, par la mise en évidence des propriétés antioxydante de ses extraits, ces
derniers extraitent par macération, a partir des feuilles fraiches. Le pouvoir antioxydant a été évalué
par la technique de piégeage du radical libre DPPH (2.2-diphényl-1-picrylhydrazyl).

En effet, la sensibilité des flavonoides a la lumiére a limité leurs applications, a cet effet
I’encapsulation des molécules actives constitue un outil trés attrayant en mesure de résoudre
l'inconvénient majeur des flavonoides en assurant la protection de la substance active et également
le contréle de sa libération au sein d’une matrice polymérique.

Mots clés : Inula Viscosa, flavonoides, principe actif, activité anti oxydante,
encapsulation.

e

oS Alad slge (o LgigdMall Shll 3 (b OWS Inula Viscosa pazus b 1S

30305 dl el e Gugy  dagdall BuuSYI Glslas 4le juuas (. Foill g 4dle dad

o @y dgilaliius (§ 80uS3 Baladl pasbasdl Sl s o «ghll gl lis dad

8 o oe Aty 8ISl ilsbias 598 @uis @ Ldzjlall Bhedl e addl G,k e Lo
DPPH (2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl).s,>J 59d=!

I3 9 ol g3Mal gl Il oadl Jod duadlls LU lad 8181 ddn )l olosadl Cadas JSKag
eddsr dgiuae S35 g8Mb] (§ (Sl 1iSy Al 8olall Glax Glass IS 49

sbadl bladl ¢ Jaad)l Tl ¢ weigddMall dnula Viscosa: dubiaall Sl
il ¢ BawsSW

ABSTRACT :

Inula Viscosa is frequently used as a medicinal plant in Algeria. Flavonoids are active
substances which give therapeutic value to this species. These are the source of the majority of
natural antioxidants. This work aims to enhance the value of this medicinal species, by highlighting
the antioxidant properties of its extracts, which are extracted by maceration from the fresh leaves.
The antioxidant power was evaluated by the technique of trapping the free radical DPPH (2.2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl).

Indeed, the sensitivity of flavonoids to light has limited their applications, for this
purpose the encapsulation of active molecules constitutes a very attractive tool able to solve the
major disadvantage of flavonoids by ensuring the protection of the active substance and also the
control of its release within a polymer matrix.

Keywords: [nula Viscosa, flavonoids, active principle, antioxidant activity,
encapsulation.
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INTRODUCTION

Les plantes médicinales ont toujours fait partie de la vie quotidienne de ’homme,
puisqu’il s’en sert pour se nourrir et se soigner [01]. L’utilisation de ces plantes en
thérapeutique a travers le monde est trés ancienne et connait actuellement un regain
d’intérét aupres de la population et cela malgré les progres de la médecine moderne. Selon
I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS), plus de 80 % de la population mondiale a

recours a la médecine dite traditionnelle pour faire face a ses problémes de santé [02].

Depuis toujours les plantes ont constitué la source majeure de médicaments grace a
la richesse de ce qu'on appelle le métabolisme secondaire [03]. Elles sont capables de
produire des substances naturelles treés diversifiées. En effet, a coté des métabolites

primaires, ils accumulent des métabolites dits secondaires [04].

Ces plantes doivent leur pouvoir thérapeutique aux substances, dites actives
qu’elles renferment. Dans la plupart des cas, D’activité biologique des métabolites

secondaires est reconnue bien avant la détermination de leurs structures chimiques.

Environ 35000 espéces des plantes sont employées par le monde a des fins
médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres

humains [05].

En effet, la flore algérienne est caractérisée par sa diversité florale, estimée a plus
de 3000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques [06], parmi lesquelles la

famille des Astéracées représentée par le genre Inula Visvosa [07].

Les flavonoides sont des métabolites secondaires qui donnent une valeur
thérapeutique a cette espeéce. Ils constituent une richesse largement exploitée par les
industries pharmaceutiques. La sensibilité a la lumiére a limité leurs applications. En effet,
I’encapsulation des molécules actives constitue un outil trés attrayant en mesure de
résoudre 1'inconvénient majeur des flavonoides en assurant la protection de la substance
active, le masquage du gout, I’augmentation de sa solubilité et assure également le contrdle

de sa libération au sein d’une matrice polymérique.

Dans le cadre de la valorisation des espéces végétales algériennes, et compte tenu
des vertus thérapeutiques que représentent les plantes médicinales, et dans cette optique se

situe notre étude, au cours de laquelle nous allons évaluer in vitro 1’activité antioxydante




des extraits d’/nula Viscosa et les encapsuler dans un biopolymeére afin d’introduire le

systeme dans une matrice médicale.

Alors, nous sommes intéressés dans ce travail a I’étude de cette espece provenant
de la région de Larhat (Dairat de Damous) a 1’ouest de la wilaya de Tipaza en Algérie,
cette plante de la famille Astéracées, appréciée pour ses propriétés aromatiques,
antioxydantes, largement utilisée dans les produits pharmaceutiques et en médecine

traditionnelle. Il nous semble donc, d’inscrire notre travail dans ce contexte de recherche.

Notre choix est porté sur cette plante, car elle est trés répandue en Algérie et

largement utilisée en médecine traditionnelle.

L’objectif de ce travail est d’encapsuler les flavonoides de la plante choisie en

¢valuant 'activité antioxydante tout en utilisant la méthode d’extraction par macération.
De ce fait, notre étude est présentée en cinq chapitres.

Le premier chapitre est réservé a la présentation de la maticre végétale Inula
Visvosa, en abordant leur classification, description, compositions chimiques et leur

utilisation en médecine traditionnelle avec les travaux réalisés.

Le second chapitre est consacré a la présentation d’un abrégé sur les flavonoides et

leur activité antioxydante.

Le troisiéme chapitre sera la présentation générale des techniques d’encapsulation
dans le domaine pharmaceutique ainsi que les types de polymeéres utilisés. Nous donnerons
par la suite quelques applications de cette technique. Un point sera consacré sur le mode et

le mécanisme de libération de la substance active encapsulée.

Pour le quatrieme chapitre, la partie expérimentale, nous présenterons en premier
lieu le matériel, les méthodes et les techniques utilisées pour la réalisation de ce travail
suivi par une évaluation de I’activité antioxydante et la technique d’encapsulation. Puis en
abordant les différents résultats obtenus et leurs discussions dans le chapitre cing. Nous

terminerons par une conclusion qui résume l'ensemble des résultats obtenus.




PARTIE THEORIQUE

Chapitre

1

GENERALITES SUR INULA VISCOSA



CHAPITRE 01 GENERALITES SUR INULA VISCOSA

1. Définition

Inula Viscosa (Figure 1.1) est une plante des régions méditerranéennes, largement
utilisée en médecine traditionnelle, et qui fournit en fin de saison du nectar et du pollen en

abondance aux abeilles [08].

C’est une plante herbacée pérenne ou vivace a racine pivotante de la famille
Astéracées. Elle a une racine pivotante, toute glanduleuse-visqueuse, et une odeur
agréable. Elle est ligneuse a sa base. Elle est dressée, d’assez grande taille et peut former

d’assez vastes populations [08].

Figure 1.1 : Inula Viscosa

2. Etymologie
Inula Viscosa est une plante connue depuis longtemps, elle a été utilisée au moyen

age jusqu’a nos jours pour ses vertus médicinales variées [09].

Le nom [nula viendrait du grec : Inéo qui désigne je purge. Et Viscosa signifié

visqueuse : Aunée visqueuse [09].

3. Classification taxonomique

La taxonomie de cette espece est configurée selon Quezel et Santa [10]. Elle est

présentée dans le tableau suivant :
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Tableau 1.1: Classification taxonomique d’Inula Viscosa

Sous-régne Tracheobionta ou plantes vasculaires
Sous-embranchement Angiosperme
Classe Magnoliopsida ou dicotylédones
Sous-classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteracées (composées)
Genre Inula L
Espéce Viscosa
Sous-régne Tracheobionta ou plantes vasculaires

4. Appellations

Inula Viscosa connait par plusieurs dénominations, selon la langue et la région. En

général on trouve :

» Nom scientifique : Dittrichia Viscosa (L) Greut, Inula viscosa Ait [11] ;
» Francais: Inule visqueuse, Aunée visqueuse [12] ;

» Anglais: Woody fleabane [12] ;

» Arabe: Magramane, Bagramane, El Tibek, El Tyoun, Mersitt [11] ;

» Berbere: Amagramane ou bayraman ;

» Au Maroc on la trouve sous le nom Trehla [13].

5. Habitats

Selon Catherine Reeb, Inula Viscosa se rencontre dans les lieux incultes surtout en
région méditerranéenne : bords de chemins, décombres, terrains abandonnés, jacheéres,
arriere-dunes ou garrigues bien ouvertes. Elle affectionne les milieux fraichement
perturbés par des travaux ou le passage du feu. Elle se rencontre autant sur sols argileux

que sableux [08].

En Algérie, Inula Viscosa est largement répandue dans les rocailles et les terrains

argileux, sur les sols salés, les prairies humides et les bords de cours d’eau [14].

6. Description botanique
Inula Viscosa se caractéristique par sa taille qui peut atteindre /50 cm de hauteur.

Sa tige est dressée en éventail et trés ramifiée qui devient avec le temps ligneuse et d'une
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couleur plus foncée a la base. Elle est recouverte d'un poil glanduleux, libérant une résine

collante, a forte odeur (odeur de camphre), présente sur toute la plante.

La racine de cette plante est forte, visqueuse, glanduleuse, odoriférante, peut

atteindre jusqu'a 30 cm de long et présente la particularité d'étre tournante.

Les feuilles d’Inula Viscosa ont une taille moyenne (larges de 2-3 c¢m). Elles n'ont
pas de pétioles. Elles sont rattachées directement a la tige. Elles sont ondulées, dentées,
denses, alternes, lancéolées, glanduleuses aigiies, rudes recouvertes sur les deux faces de

glandes visqueuses qui dégagent pendant la phase végétative une odeur forte et acre.

Les fruits sont des akénes de un a 2 mm de long. Ils sont rassemblés sur le

réceptacle du capitule [08].

Les fleurs regroupées en inflorescences, elles forment des grappes de capitules d'un
diametre entre /0-20 mm, elles sont de deux types : des fleurs jaune orange en tubes et des

fleurs jaunes a pétales [15].

La floraison selon les régions ou elle se développe, 1'Inula Viscosa fleurit a partir
d’aout-septembre jusqu'a la fin du mois d'octobre et parfois méme novembre, donc elle

fleurit a la fin de 1'été et au début de 1'automne [08].

La dissémination des graines de /'Inula Viscosa se fait par le vent. C'est la petite

touffe qui surmonte la graine qui facilite sa dispersion dans 'air.

7. Utilisation médicinale
Inula Viscosa est une plante médicinale traditionnelle majeure du bassin
méditerranéen, dont on retrouve les traces dans de trés anciens écrits romains, hébreux ou
arabes. Les principes actifs (PA) d’Inula Viscosa sont notamment le camphre, 1’eucalyptol

et le thymol [08]. Cette plante connait par de multiples applications :

7.1 Comme poudre

» Les feuilles fraiches ou poudre de feuilles séches sur les plaies ouvertes et pour
I’arrét de ’hémorragie et sert comme antiseptique.

= Une pate a partir de poudre des feuilles mélangées avec de I’huile d’olive comme
une pommade au corps.

» Dans le traitement des mycoses cutanées [16].
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7.2 Comme tisanes

Les inflorescences et les feuilles sont utilisées séchées en tisanes ou des huiles

essentielles en sont extraites. Citons, parmi les dizaines d’indications référencées, le

traitement des rhumatismes, des bronchites, des maladies du systéme urinaire, digestif et

méme du paludisme [08].

En Algérie, Inula Viscosa est utilisée dans la médecine populaire comme
antipyrétique en tisanes ou en bains dans la lutte contre le paludisme.
7.3 Comme décoction

Les parties aériennes de la plante sont employées comme décoction dans le

traitement du diabete, de l'hypertension et des maladies rénales, dans le secteur

méditerranéen [17].

7.4 Comme Cataplasme

Pour les douleurs de rhumatisme [18,19].

La plante écrasée est appliquée directement sur la plaie [17].

Contre les maux de téte et les affections pulmonaires : chauffer la plante dans un
couscoussier, 1’asperger d’huile d’olive et I’appliquer, enroulée dans un linge, sur
les parties a traiter (téte, poitrine) [17].

En Maroc, les feuilles sont utilisées en cataplasme pour traiter les abces, la gale,
dermatoses, furoncles, des ulceéres, des gercures et comme cicatrisant des plaies
cutanées [20].

Mastication des feuilles : Analgésique dentaire [17].

7.5 Comme traitement d’autres maladies

Utilisée comme antigale, antiinflammatoire, elle est connue pour ses propriétés
antiseptiques et son efficacité contre les inflammations de la peau, antilytique rénal,
diurétique, Antihypertensive [21].

Agit comme sédatif de la toux et des spasmes bronchiques [17].

Corrige ’atonie de ’estomac et de I’intestin, elle améliore I’appétit et elle est
antiémétique [22].

Intervient dans le traitement des leucorrhées et sa propriété antiseptique au niveau
de I’appareil génital et des voies urinaires [23].

Ainsi, elle est utilisable comme anthelminthique, expectorant, et pour traitement de
I’anémie et aussi prescrite comme un agent dans I’induction de I’avortement et la

stérilité des femelles [18,19].
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8.

La partie aérienne de cette plante est utilisée pour le traitement de la pression
artérielle et diabéte et des pathologies rénales [24].

La racine crue écrasée est ingérée dans le traitement de 1’hypertension, de la
tuberculose, des affections poitrinaires, des infections respiratoires et bronchiques
[25].

Intervient dans le traitement des troubles gastroduodénaux [26,27,28].

Employée contre les affections pulmonaires et les maux de téte [21].

Des propriétés antibactériennes notamment contre mycobacterium tuberculosis,
anti-protozoaires contre Entamoeba histolytica, qui cause des amibiases et
antifongiques contre de pathogénes opportunistes comme certains dermatophytes
[21].

Employée pour ses propriétés anthelminthiques donc vermifuge et ses activités
antipyrétiques [17].

7.6 Autres usages

Elle posséde une activité¢ biologique pour prolonger la durée de conservation de
nourriture [29].

Ses huiles essentielles exploitées dans I’industrie agroalimentaire a fin d’augmenter
la durée de vie d’un grand nombre de produits alimentaires en particulier les corps
gras [30,31].

Elle agit comme un insecticide végétal qui combat la mouche de I’olive.

Contre les odeurs des pieds, étaler quelques feuilles a I’intérieur des chaussures
avant de les mettre [17].

Est un désinfectant, un cicatrisant, et un déodorant de premier ordre.

Travaux réalisés sur Inula Viscosa

L’espece Inula Viscosa est considérée comme la reine des plantes médicinales.

Grace a sa richesse en divers métabolites secondaires, elle a fait ’objet de nombreuses

études antérieures.

8.1 Aspects phytochimiques

Des travaux rapportent que les parties aériennes d’/nula Viscosa contiennent des

flavonoides, des acides sesquiterpéniques et des triterpenes esters [17].

Plusieurs équipes dont celle de chercheurs espagnols, anglo-saxons et algériens ont

pu isoler sur des feuilles d’/nula Viscosa, couvertes de leurs exsudats visqueux, de
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nombreux flavonoides a savoir : [’Hispiduline, la Népétine la Sakuranétine,

[’Aromadendrine et la Taxifoline [32].

Une étude phytochimique aussi réalisée sur la racine et la partie aérienne d’Inula
Viscosa, d’origine espagnole, a abouti a I’isolement de nouveaux sesquiterpénoides tel que

I’Inulviscolide, 4-HTomentosin, et [’acide Ilicique [30].

Des recherches ont montré que la plante contient également d’autres substances
dites « mineures », comportant des résines et des pectines constituant une matiére noiratre

appelée : la Phytomélane [14].

D’autres études réalisées sur 1’espece confirment 1’existence de nombreux
composés au niveau de sa partie aérienne a savoir : les flavonoides, les lactones
sesquitereniques et les triterpenes esters. Ces mémes travaux ont permis également de
révéler la présence d’autres constituants au niveau des racines. Il s’agit principalement de
la Paraffine, de 1’Inuline, de 1’Hélénine et de trois Sesquiterpénes essentiels a savoir

I’Alantole, I’ Alantolactone et ’Acide Allantique [17].

De plus, d’autres équipes de chercheurs ont étudié¢ la composition chimique de
I’huile essentielle (HE) d’/nula Viscosa, dont la teneur varie selon ses différentes parties :
les feuilles (0,42 %), les fleurs (0,29%) et les racines (0,28%,). L’analyse de I’HE par
chromatographie CG/MS a révélé la présence de plusieurs constituants variés dont les
composants majoritaires sont : y-terpene (36,9%), a-pineme (18,9%,), p-pineme (8,9%), p-
cymene (11,7%), limonene (18,9%), 2,5-dimethoxy-p-cymeéne (21,2%), p- caryophylléne
(16,58%) et a-cadinol (4,2%) [33].

8.2 Aspects pharmacologiques

Selon les travaux antérieurs, la plante médicinale Inula Viscosa a plusieurs
activités : antiinflammatoire, antidiabétique, antipyrétique et antiseptique, antifongique
contre les cératophytes et contre les moisissures, antimicrobienne curative de blessure

hypolipidémies , antiulcérogeénique , antioxydante, antivirale et antitumorale.

Harmonic et Parrissot ont mis en évidence son action dans le traitement des
leucorrhées et sa propriété antiseptique au niveau de [’appareil génital et des voies

urinaires. [34]

Reeb en 1987 montre 1’action hypoglycémiante d’/nula Viscosa absorbée en

infusion chez ’homme diabétique [08].
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En 1988 Abdellah et al par des essais «in vivo » sur le cochon nain, démontrent
I’action spasmolytique de 1’extrait aqueux d’Inula Viscosa sur les fibres lisses intestinales

et bronchiques en prouvant I’inhibition de I’action de 1’ Acétylcholine [35].

Les travaux de Chari et Hamdi Pacha en 1999 attribuent a Inula un pouvoir
cicatrisant certain d’apres les essais de traitement des brulures expérimentales réalisées sur

des lapins [35].

9. Métabolites secondaires d’Inula Viscosa
D’un point de vue pharmacologique, les métabolites secondaires constituent la base
des PAs que I’on retrouve chez les plantes médicinales. Ils font, en outre, I'objet de
nombreuses recherches. Ils ont un intérét multiple et sont mis a profit aussi bien dans
I'industrie alimentaire, cosmétique que pharmaceutique. Ils sont également utilisés en

thérapie pour leurs propriétés antioxydantes, antimicrobiennes et antiinflammatoires.

Les propriétés médicinales des plantes du genre /nula sont dues a leur richesse en

métabolites secondaires. La composition chimique de ce genre est représentée par :

= Hispiduline [36].

= Les Terpenoides : Sesquiterpénes, Lactones [37,38].
» Les dérivés d’Acide anthranilique [39].

» Les HEs avec différents composants chimiques [40].

* Les Flavonoides : Comme la Quercétine, Apigénine, Sakuranétine
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1. Qu’est-ce qu’un flavonoide ?
Le terme flavonoide (de flavus, <gjauney» en latin) désigne une trés large gamme de
composés naturels appartenant a la famille des polyphénols [41]. Ils représentent la classe

la plus répandue des composés phénoliques dans le régne végétal.

Les flavonoides sont des pigments végétaux qui sont responsables de la coloration
des fleurs et des fruits. Du point de vie chimique, ils possédent deux cycles benzéniques

[42]. Assurant ainsi la protection des tissus contre les agressions des ultraviolets [43].

Selon Marie-Céline Ray, les flavonoides ont été découverts par Albert Szent-

Gyorgyi (prix Nobel de physiologie ou médecine 1937 apres avoir isolé la vitamine C).

De nombreux flavonoides, comme le [ycopéne dans les tomates, et les
procyanidines dans les pommes, le raisin et les fraises, sont utilisés en médecine pour la
prévention du cancer et des maladies cardiovasculaires, ainsi que comme agents antiviraux,

d’autres sont utilisés pour leur saveur ou leur parfum [44].

Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, dont les plus
importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les dihydroflavonols, les

isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les aurones et les anthocyanes.

2. Structure chimique
Les flavonoides sont une grande classe de métabolites secondaires englobant plus
de 70 000 structures [45]. La structure des flavonoides est constituée de deux noyaux
aromatiques (noyaux A et B) et d'un hétérocycle oxygéné (cycle C). Ce sont des dérivés du
noyau flavone (Figure 2.1) ou 2-phényl chromone portant des fonctions phénols libres,

¢éthers ou glycosides.

Figure 2.2 : Noyau Flavane Figure 2.1 : Novau Flavone
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Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base (Figure2.3), ils
possédent un squelette carboné de quinze atomes de carbone constitués de deux cycles

aromatiques (A) et (B) qui sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi

I'hétérocycle (C) [46].
(1

Figure 2.3 : Squelette de base des flavonoides

3. Classification et caractéristiques
En général, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, selon
la structure et les modifications apportées aux anneaux A, B et C qui constituent leur

produit chimique structurel [47].

Les composés flavonoidiques les plus répandus sont les flavonols et les flavones,
alors que les flavanones, les flavonols et les anthocyanidines sont considérés comme des

flavonoides minoritaires [48,49,50,51].

Il y a d’autres flavonoides qui se trouvent a faible concentrations dans les aliments
tels que les flavane-3,4-diols, les dihydroflavonols, les coumarines, les dihydrochalcones,

les chalcones, et les aurones.

3.1 Les flavonols

Les flavonols (hydroxy-3 flavone) sont les plus omniprésents dans les aliments
avec la quercétine le composé le plus représentatif. Ils sont incolores. Ils ont une double
liaison entre C2 et C3, avec un groupe hydroxyle en position C3 (Figure2.4).Les flavonols
qui possedent en plus des hydroxydes en 6 ou 8 colorent certaines fleurs en jaune tels que
la primevere (Guignard 1996 ; Alais et Linden, 1997). Les principales sources de flavonols

sont 1’oignon, poireau, brocolis, pomme, chou frisé, olive, tomate [46,52].

4|

Figure 2.4 : Structure chimique des flavonols




LES FLAVONOIDES

3.2 Les flavones

Les flavones ont une double liaison entre C2 et C3 et sont les flavonoides les moins
communs (Figure2.5). lls se distinguent des flavonols seulement par 1’absence d'un OH
libre en C3, ce qui affecte leur absorption aux UV (Ultra-Violet), mobilité
chromatographique et la réaction de coloration. Ils se trouvent essentiellement dans le

persil, le céleri, le thym, romarin, peau des fruits [46,52].

O

Figure 2.5 : Structure chimique des flavones

3.3 Flavanones

Les flavanones se caractérisent par la présence d'une chaine saturée a trois atomes
de carbone et d'un atome d'oxygene dans le C4 (Figure 2.6). Ces composés ne comportent
pas des groupements OH en position 3 et présentent de fortes similitudes de structures avec
les flavonols. Dans cette catégorie sont assemblés les flavonoides responsables de la saveur
amere de certains fruits tels que les pamplemousses (Alais et Linden, 1997). Ils sont
présents dans les plantes sous forme libre ou glycosylée. Les flavanones existent dans
certains aliments tels : Graines de soja et produits qui en dérivent et fruit de genre citrus.

[46,52].

Figure 2.6 : Structure chimique des Flavanones
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3.4 Les Flavanols

Les flavan-3-ols ou flavanols (Figure 2.7) sont un sous-groupe de flavonoides
avec un carbone C3 saturé dans I'hétérocycle C. Ils représentent la sous-classe de
flavonoides la plus complexe allant des simples monomeres (catéchine et épicatéchine),
aux polymeéres de proanthocyanidines qui sont connus aussi comme des tanins condensés

[53]. Ces composés existent dans : Vin rouge, thé noire, thé vert, cacao et chocolat [46,52].

4|

Figure 2.7 : Structure chimique des Flavanols

3.5 Anthocyanidines

Les anthocyanes (Figure 2.8) sont des pigments hydrosolubles, responsables de la
plupart des couleurs rouge, bleu et violet des fruits, légumes et fleurs [54]. Ils existent
dans : Raisins, vin rouge, certaines variétés de céréales, et certains légumes, mais ils sont

plus abondants dans les fruits [53].

@ @
(1
Z S oH
oH

Figure 2.8 : Structure chimique des Anthocyanidines

4. Présence et role dans la plante
Les flavonoides peuvent étre présents dans toutes les parties de la plante.

Généralement, ils sont présents sous forme glycosylée car la glycosylation a pour effet de
les rendre moins réactifs et plus hydrosolubles permettant alors leur stockage dans les

vacuoles des cellules épidermiques des fleurs, tiges et racines [55].

Ces composés sont responsables de donner la coloration aux végétaux. Cette

derniére attire et guide les insectes vers le nectar en assurant le transport du pollen [56].
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Ainsi, les flavonoides repoussent certains insectes par leur gout désagréable, en
jouant un réle dans la protection des plantes. Certains d'entre eux jouent également un role

pour lutter contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries [57].

De plus ils sont impliqués dans la photosensibilisation, morphogenése,
détermination sexuelle, photosynthése et régulation des hormones de croissance des

plantes [55].

5. Travaux réalisés sur les flavonoides : Propriétés pharmacologiques
Plusieurs propriétés biologiques ont ét¢ attribuées aux polyphénols, exactement les

flavonoides:

= L’¢quipe de (Choi h et al, 2009 [58]) montre que les flavonoides possedent une
activité antivirale.

* Une recherche a été faite par A.Boutlelis Djahra et al sur I’activité antibactérienne
des flavonoides. Ils ont montré que I’extraction des flavonoides a donné un
rendement assez important égal a 5.9 %. Les composés flavonoiques isolés ont été
séparés par CCM (Chromatographie sur Couche Mince) et leur activité
antibactérienne vis-a-vis de six souches bactériennes responsables de certaines
maladies infectieuses a été déterminée in vitro [59].

= Des ¢tudes montrent que les flavonoides sont des agents antimicrobiens [49]. Ils
s’attaquent a un grand nombre de souches bactériennes. Ils sont capables d’inhiber
la croissance de Staphylococcus aureus [60],

»  Escherichia coli [61].

» Le travail de (Kuster et al, 2009 [62]) qui a été réalisé sur les flavonoides extraits
de Tibouchina grandifolia, montre qu’ils ont une forte activité¢ antifongique contre
différents types de moisissures.

* Plusieurs recherches montrent que les flavonoides sont capables de moduler le
fonctionnement du systéme immunitaire grace a leurs propriétés antiinflammatoires
(Middleton et Elliott, 1996).

» MANACH indique dans son étude sur les polyphénols et leurs propriétés que
d’autres métaanalyses solides montrent qu’une forte consommation de flavonoides

réduit le risque de maladies cardiovasculaires et le diabéte de type 2 [63].
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6. Activité biologique : Pouvoir antioxydant

Les effets antioxydants d'huiles essentielles et d'extraits des plantes sont dus

principalement a la présence des groupes d'hydroxyle dans leur structure chimique [64].

6.1 Radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule, contenant un électron
non apparié, extrémement instable, donc trés réactif. Cette molécule est trés instable et
réagit rapidement avec d’autres composants, essayant de capturer 1’électron nécessaire
pour acquérir la stabilité, une réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la
molécule stable la plus proche en lui arrachant son électron, et la molécule attaquée devient

elle-méme un radical libre [65,66].

6.2 Types de radicaux libres

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un role
particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux
libres, dits radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les

composés biochimiques de la cellule [67].

Du point de vue de la terminologie, il est souvent fait mention d’espéces réactives
de I’oxygene. Ces espéces incluent non seulement des radicaux libres dérivés de 1’oxygene
:anion superoxyde (0O27), radical hydroxyle (OH) , radical hydroperoxyle (HO2), radical
peroxyle (RO2.) , radical alcoxyle (RO.), mais d’autres espéces non radicalaires dérivées
de "oxygene : peroxyde d’hydrogeéne (H202), acide hypochloreux, ozone (O3), oxygene
(02), peroxynitrite (ONOQ") [68].

Par ailleurs, tous les radicaux libres ne sont pas des dérivés de I’oxygene, par

exemple le monoxyde d’azote (NO) est un radical libre dérivé de 1’azote [68].

6.3 Stress antioxydant
Un antioxydant est toute substance capable de retarder ou d’inhiber 1’oxydation des
substrats biologiques. Ce sont des composés qui réagissent avec les radicaux libres et les

rendent ainsi inoffensifs [69].

6.4 Méthodes d’évaluation du caractére antioxydant
Les méthodes d’évaluation du caractére antioxydant sont nombreuses et peuvent
étre qualitatives ou quantitatives. Les méthodes qualitatives, utilisées pour repérer I’activité

antioxydante des composés, sont relativement nombreuses et font intervenir en général, la
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coloration ou la décoloration d’un réactif spécifique en présence d’agents antioxydants.
Une des méthodes les plus utilisées pour la détection d’antioxydants est la CCM, qui donne

naissance a des réactions colorées en présence de tels composés [70].

D’autres méthodes, moins pratiques, nécessitent la pulvérisation successive de deux
solutions différentes. Une méthode a phase reversée de la CCM, combinée avec la
détection visuelle pour 1’évaluation de ’activité de balayage de radical libre des fractions

antioxydantes en employant le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (DPPH) [71].

La plupart des méthodes sont basées sur l’utilisation de systémes générant des
radicaux trés variés. Ce sont principalement des méthodes dites "d’inhibition " dans
lesquelles une espece chimique capable de générer des radicaux libres est utilisée avec une
substance capable de détecter ces especes. L’¢échantillon dont on souhaite mesurer le
pouvoir antioxydant est capable d’inhiber la génération des radicaux. Compte tenu de la
complexité des processus d’oxydation, il n’existe pas de méthode unique qui permettrait de
refléter le profil antioxydant d’un échantillon. C’est pourquoi on effectue différents tests de

mesure de pouvoir antioxydant [72].

6.5 Piégeage du radical du DPPH
Le composé chimique DPPH fut I’un des premiers radicaux libres utilisés pour

¢tudier la relation structure activité antioxydante des composés phénoliques.

La réduction du radical DPPH par un antioxydant peut étre suivie par
spectrophotométrie UV visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 5/7nm

provoquée par la présence des extraits phénoliques.

Le DPPH est initialement violet, se décolore lorsque 1’¢lectron célibataire s’apparie.
Cette décoloration est représentative de la capacité des composés phénoliques a piéger ces

radicaux libres indépendamment de toutes activités enzymatiques.

Ce test permet alors d’obtenir des informations sur le pouvoir antiradicalaire direct

de différentes substances phénoliques des extraits [73].
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1. Qu'est-ce qu'une encapsulation ?
L’encapsulation fait référence aux technologies permettant de formuler un (ou
plusieurs) actif (s) au sein de particules individualisées présentant une géométrie et des

propriétés spécifiques.

C’est dans les années 50 que les premiers produits encapsulés ont vu le jour, avec la
fabrication du papier copie sans carbone, sur lequel étaient fixées des microcapsules

contenant de I’encre [74].

1.1 Définition
L'encapsulation peut étre définie comme un processus pour piéger une substance
dans une autre substance, produisant ainsi un support de délivrance d'un diamétre de

quelques nanometres a quelques millimeétres [75].

C’est un procéd¢ qui a pour but de piéger une substance ou un mélange de
substances précis a 1’aide de matériaux adaptés. Les substances qui feront 1’objet d’une
encapsulation peuvent étre liquides, solides ou gazeuses. Généralement, ce sont des
principes actifs sensibles ou instables a certains facteurs environnementaux et qui ont une
action bien ciblée. Il peut aussi s’agir de substances dont on souhaite modifier 1’état

comme par exemple la transformation d’un liquide en solide [74].

1.2 Terminologie
Dans la terminologie, ne discute pas uniquement I’encapsulation, mais bien aussi

on peut mentionner la microencapsulation et la nanoencapsulation.

= Le terme «encapsulation» ne définit pas une gamme de taille particuliere / donnée ;

= Le terme « microencapsulation» fait référence a des particules de tailles comprises
entre [ um et I mm

* Le terme « nanoencapsulation» est utilis¢ pour les particules de tailles
nanométriques, mais est parfois utilisé pour des objets de 1 ou quelques um [76].
1.3 Structure des particules
Généralement, les produits d’encapsulation se présentent sous deux formes

différentes [74]:

= Capsule (structure cceur / membrane): Particule réservoir comportant un actif
liquide ou solide au cceur de sa structure (Figure 3.1). Le cceur est entouré d’un

matériau enrobant constituant une membrane solide. En effet 1’actif (pur ou non)
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est confiné dans un cceur par une ou plusieurs membranes (microparticules,

microcapsules).

Figure 3.1 : Capsule (structure coeur / membrane)

= Sphére (structure matricielle) : Particule comportant un réseau polymérique ou
lipidique continu constituant une matrice dans laquelle un composé actif finement y
est dispersé a 1’état de molécules, de particules fines et solides, ou de gouttelettes
de solution (Figure 3.2). C’est-a-dire la dispersion du (ou des) actif (s) au sein du

matériau support (billes, microparticules, microspheres).

Figure 3.2 : Capsule Spheére (structure matricielle)

= Les deux structures peuvent étre combinées : cceur matriciel / membrane, ou coeur /
membrane matricielle (un actif dans le cceur et un autre dans la membrane) etc.

[76].

Dans ce cas, il est nécessaire de différencier les deux morphologies. Une capsule
est caractérisée par sa structure cceur-couronne ou la matiére active (solide, liquide ou
gazeuse) est confinée au cceur tandis que le matériau polymeére constitue autour une
membrane. La sphére, quant a elle, contient la maticre active sous forme dispersée au sein

d’une matrice polymere [77].

1.4 Objectifs

L’encapsulation d’un principe actif (PA) répond a quatre grands objectifs (Tableau

3.1)[76].
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Tableau 3.1: Objectifs d’encapsulation

= Composés volatils (fragances, aromes) ;

Immobilisation | . p,c24¢5 de bioconversion en continu (enzymes, microorganismes).

= Stabiliser et protéger le composé actif vis-a-vis de son

Protection / environnement (O, lumiere, T°, H20, pH) ;

Stabilisation * Protéger le manipulateur ou le consommateur (protéases dans les

détergents, pesticides).

Libération = Diffusion, réhydratation, dégradation, rupture ;

controlée (un | . | jparation déclenchée par une condition prédéterminée (chimique,

temps donne, physique, mécanique) : température, pH, humidité, pression...

o gt
sous action = Libération prolongée avec un profil cinétique déterminé (vitamines,

9
d’un ardmes, pesticides).

déclencheur)

= Conversion d’un liquide ou d’un gaz en solide ;

Structuration/ | , Masquage de gout, d’odeur ou de couleur ;

Fonctionnalisati | Propriétés de surface et rhéologique des poudres, absence de fines ;

on = Aspect visuel et concept marketing.

2. Matériaux d’encapsulation

Les matériaux d’encapsulation sont principalement des polymeres d’origine

naturelle ou synthétique, ou des molécules amphiphiles pour leur double polarité.

2.1 Polyméres naturels

Les polyméres naturels, également appelés biopolymeéres, sont des matériaux
naturels, formés au cours des cycles de vie des plantes vertes, des animaux, des bactéries et
des champignons. Ils sont classés principalement en trois groupes: les polysaccharides, les

polypeptides et les polynucléotides [78].

Parmi les biopolymeéres d’origine végétale, animale ou bactérienne, on peut citer:
alginates, pectines, chitosanes, carraghénanes, gomme arabique, dérivés cellulosiques,

amidons, gélatines, protéines de lait, gomme de gellane...
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2.2 Polymeéres synthétiques

Les polymeéres synthétiques biodégradables sont actuellement a I’étude en tant que
véhicules ou comme échafaudages pour l'ingénierie tissulaire. La caractéristique la plus
importante de polymeéres biodégradables dans 'administration de médicaments est qu'il n'y
a pas de retrait chirurgical de suivi une fois que le médicament de 1'offre est épuisé. Les
produits de dégradation sont biocompatibles avec les tissus vivants et peuvent étre

facilement ¢éliminés du corps [79].

Parmi les polymeres synthétiques : PVA, PEG, PLGA, polyurée, isocyanates,

polycaprolactone, polyamides, polyuréthanes, mélamine formaldéhyde...

3. Techniques d’encapsulation
Plusieurs procédés permettant I’encapsulation de principes actifs sont disponibles
(Figure 3.3). Le choix d’une technique se fera en fonction de la nature de D’actif a
encapsuler, de la taille de particule souhaitée, de 1’application envisagée (cosmétique,
pharmaceutique, agroalimentaire, peinture...), de la vitesse et des conditions de libération
prévues, des rendements d’encapsulation nécessaires, mais ¢galement des contraintes de

fabrication et de cout.

En effet, la classification des techniques d’encapsulation la plus répandue

s’intéresse principalement au principe méme du procédé [80]:

Coacervation Phy sico-chim ique

simple ou L.

complexe

Extrusion-

sphéronisation Evaporation

\

Enrobage en Gélification
lit fluidise Techniques de thermique

microencapsulation

Mécanique
Polymérisation
en milieu
disperse

Gélification ou
congélation de
gouttes

Nébulisation- Polycondensation
séchage interfaciale

Chimique

Figure 3.3 : Techniques d’encapsulation
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3.1 Procédés physicochimiques

Les procédés physicochimiques basés sur des variations de solubilité des agents
enrobant sous ’effet de variations de conditions physiques (température, pH, ajout d’un
non-solvant ou d’un polymére incompatible...), et de changements d’état (fusion et

solidification) des agents enrobants.

3.1.1 Coacervation simple
Le procédé de coacervation consiste a abaisser la solubilit¢ d’un polymere
(coacervation simple) initialement solubilisé dans un solvant organique ou en milieu
aqueux, en variant la température ou par ajout d’un électrolyte, d’un non-solvant ou d’un
deuxiéme polymére (agent de coacervation). Il se formera deux phases liquides : 1’'une

riche en polymére appelée coacervat et I’autre pauvre en polymere [81].

Au départ la dispersion du PA dans la solution de polymeére. Ensuite, la formation
des gouttelettes de coacervat, et le dépdt du coacervat. Puis, la fusion des gouttelettes de

coacervat et formation d’un enrobage continu. Enfin, la solidification de 1’enveloppe.

3.1.2 Coacervation complexe
La coacervation complexe permet de fabriquer des microcapsules a base de deux
polyméres de charges différentes qui en complexant, fixent les composés du PA. Ces
microcapsules sont ensuite emprisonnées dans une enveloppe sous forme de billes. Il

s’agit d’une double encapsulation.

Au départ, le PA a encapsuler est dispersé dans une solution aqueuse comportant
les deux polymeres. Ensuite, la coacervation est réalisée par un ajustement du pH de la
solution, de sorte que les charges positives du premier polymere équilibrent les charges
négatives du deuxieme. Un coacervat mixte apparait grace a 1’attraction électrostatique des
deux polymeres. Finalement, les gouttelettes de coacervats ainsi formées vont venir
s’adsorber a la surface du PA a encapsuler et former un enrobage continu. Cet enrobage

sera consolidé par réticulation des macromolécules constituant du coacervat [74].

3.1.3 Emulsion et Evaporation-Extraction de solvant
Le principe consiste a 1’évaporation de la phase interne d’une émulsion donnant
lieu a la précipitation du polymeére d’enrobage préalablement dissout dans cette phase, sous

forme de microspheres [81].

En effet, I'utilisation des polyméres généralement hydrophobes dissous dans un

solvant organique peu miscible avec I’eau (dichlorométhane). De plus, le PA dissout ou
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dispersé dans la solution de polymere. Ensuite, le mélange est émulsifié afin d’obtenir une
émulsion huile-dans-eau. Enfin, 1’évaporation du solvant aprés diffusion progressive dans
la phase continue est réalisée sous pression atmosphérique ou pression réduite et sous

agitation lente.

3.1.4 Gédélification thermique
Au départ, la dissolution ou la dispersion du PA a encapsuler dans le matériau
d’enrobage en fusion puis a émulsionner 1’ensemble dans une phase dispersante a une
température supérieure a la température de fusion du matériau enrobant. Matériau
d’enrobage : des lipides de bas point de fusion (cire de Carnauba, alcool cétylique...).

Enfin, le refroidissement rapide afin de solidifier les particules obtenues [81].

3.2 Procédés mécaniques
Ces procédés sont basés sur le séchage ou la solidification de gouttelettes contenant

tous les constituants de la future particule, comme 1’extrusion ou la formation des gouttes.

3.2.1 Nébulisation-séchage par atomisation
C’est un procédé continu en une étape permettant d’obtenir une poudre a partir
d’une solution, d’une suspension liquide, ou encore d’une émulsion. Le principe de base
consiste a pulvériser la formulation liquide a travers une buse d’atomisation sous forme

d’un aérosol de fines gouttelettes de 5 a 500um dans une enceinte.

Les microgouttelettes formées sont mises en contact avec un flux d’air établi a
contre-courant ou co-courant préalablement chauffé. Grace a une surface d’échange
importante, 1’évaporation du liquide est rapide ce qui permet la formation de
microparticules solides. En effet, dans le cas d’une solution, le volume liquide diminuant,
la concentration du produit dissout augmente et il y a apparition du solide par précipitation

[82].

3.2.2 Gélification et Congélation des gouttes
La gélification de gouttes est basée sur une solution, dispersion ou émulsion de
maticre active dans une solution aqueuse de polymeére capable de former des gels sous une
action extérieure physique (température) ou chimique (pH, présence d’un composé

induisant la précipitation) [83].
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3.2.3 Extrusion sphéronisation
La technique d’extrusion peut étre utilisée pour I’encapsulation de maticre active
dans des polymeres thermoplastiques, dont la viscosité a 1’état fluide permet de préparer

des microcylindres homogeénes et réguliers [84].

D’abord, le produit a encapsuler et le matériau enrobant sont préalablement
mélangés. Ce mélange est passé a travers une extrudeuse ou il subit un certain nombre
d'opérations: mélange, malaxage, mise en pression, échauffement, détente. La séquence de
ces opérations est établie de maniere a obtenir une transition d’état de la maticre
(solide/liquide).Aprés extrusion, la matiére obtenue est découpée en microparticules
cylindriques, qui sont ensuite érodées mécaniquement pour rendre leur forme voisine de
celle de microsphéres. Enfin, le PA doit étre stable thermiquement a la température
d’extrusion et les tailles initiales des poudres de polymeére et de PA doivent étre voisines.

La taille des particules est supérieure a 200 um [85].

3.2.4 Enrobage en lit d’air fluidisé
Ce procéde, il s’applique exclusivement a des maticres actives sous forme solide
(granules, cristaux). Durant le procédé d’enrobage, il y a formation d’une couche de
matrice homogene autour du PA donnant aux microparticules obtenues une structure de

type capsule [86].

L’encapsulation se déroule dans une chambre cylindrique verticale d’un lit fluidisé

et les particules a encapsuler sont "fluidisées" a I’aide d’un flux d’air.

En effet, le matériau enrobant est pulvérisé sur cette suspension fluide de particules.
Les gouttelettes de la solution de polymeére entrent en contact avec la surface de particules
du PA et si les conditions d’étalement sont respectées, le polymeére s’adsorbe a la surface
des particules. Ainsi, la couche d’enrobage se forme aprés plusieurs passages successifs
par les zones de pulvérisation et séchage permettant de couvrir la totalité de la surface de la
particule par une couche continue et homogene.de plus, I’épaisseur de la couche de

polymeére formé peut étre variable de quelques um a une vingtaine de um [86].

L’obtention d’un bon enrobage va dépendre a la fois des paramétres de
pulvérisation (concentration de la formulation, débit, taille des gouttelettes) et des
paramétres de séchage (volume d’air de fluidisation, température de [Dair, degré

d’humidité) [80].
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3.3 Procédés chimiques
Les procédés chimiques au cours desquels se déroulent de maniére simultanée la
synthése de la membrane (ou de la matrice) et I’encapsulation de la substance active. Ces

procédés chimiques n’utilisent donc pas de matrices enrobantes préformées.

3.3.1 Polycondensation interfaciale
Ce procédé consiste a faire réagir deux monomeres, 1’un dans la phase dispersée,
I’autre dans la phase dispersante, afin d’obtenir une membrane de polymeére a la surface

des gouttelettes formées [9,82].

Dans le cas d’un PA lipophile, la premiére étape consiste a préparer une solution
contenant le PA et un premier monomere dans un solvant organique puis de former une
émulsion grace a un tensioactif. On ajoute ensuite dans cette phase aqueuse le second
monomere hydrosoluble afin d’induire la réaction des deux monomeres a I’interface

huile/eau ou ils auront diffusé [80].

3.3.2 Polymérisation interfaciale
L’encapsulation par polymérisation interfaciale nécessite la formation d’une
émulsion, dans laquelle deux monomeres réactifs sont solubles respectivement dans
chacune des phases de I’émulsion et/ou la matiére active se trouve dans la phase dispersée
.La réaction de polymérisation se déroule alors a I’interface des gouttelettes contenant la
matiere active (pure, en solution ou en dispersion) créant ainsi la paroi des microcapsules

[87].

3.3.3 Polymérisation en milieu dispersé
Le procédé chimique de microencapsulation en milieu dispersé peut avoir lieu en
dispersion, émulsion ou encore en microsuspension. La voie de polymérisation peut étre

soit anionique soit radicalaire [84].

Au début, le monomere est solubilis¢ dans la phase continue d’une dispersion
(émulsion, suspension), alors que le PA se trouve dans la phase dispersée). Apres
amorgage de la réaction de la polymérisation, les polymeéres formés précipitent a partir
d’une longueur de chaines critique formant ce que 1’on appelle les noyaux primaires.
Ensuite, la précipitation des chaines polymériques autour du PA permet la formation d’une

particule finale de type microcapsule.
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4. Libération du principe actif
4.1 Mode de libération
Dans le cas de la majorit¢ des applications de la micro-encapsulation, les
substances actives sont dans un premier temps maintenues et protégées dans le cceur des
microcapsules durant une période de temps définie, et dans un second temps sont soit
libérées progressivement a travers la membrane selon une certaine vitesse de libération,
soit libérées massivement en une seule fois. Dans ce cas la libération est déclenchée par un

procédé assurant une libération spécifique [88].

La libération de l'agent actif encapsulé dépend de la solubilité, de la diffusion et de
la biodégradation des matériaux d'enveloppe ou de matrice. Cette libération peut étre
modifiée par le choix du polymére ou du matériau de revétement. La capacité de charge est
directement proportionnelle a la vitesse d'éclatement et de libération des molécules nano-

encapsulées [75,89].

Un certain nombre de facteurs physicochimiques permettent de caractériser la
membrane d'une microcapsule ou la matrice d'une microsphere : charge électrique de

surface, mouillabilité, porosité, tortuosité des pores, degré de gonflement.

Le taux d'encapsulation (ou la teneur en maticre active) peut étre tres élevée dans
les microcapsules, de l'ordre de 85 a 90 % (rapport massique). Comparés a ceux rencontrés

dans les microspheres qui sont plus faibles, de I'ordre de 20 a 35 %.

Le rendement d'encapsulation est le rapport entre la masse de PA encapsulé et la

masse de PA a encapsuler [88].

4.2 Mécanismes de libération des substances encapsulées
Plusieurs mécanismes sont possibles, mais dépendent de la fagon dont le PA doit
étre libéré, ainsi que des capacités du PA d’atteindre sa cible. Les différentes pratiques

sont:

= La pression externe : Le contenu de la capsule est libéré par rupture de la
membrane suite a I’écrasement de cette derniére ;

= La pression intérieure : Ceci n’est possible que si le PA produit des composants
gazeux qui augmentent la pression a I’intérieur de la capsule jusqu’a I’éclatement ;

= L’abrasion : la capsule est progressivement usée jusqu’a la libération de la

substance contenant ;
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= La chaleur : le contenu est libéré suite a la fusion de I’enveloppe de la
microcapsule ;

= La combustion-décomposition : les substances extinctrices d’incendie libérent leurs
contenus suite a la combustion ou la décomposition de I’enveloppe ;

» Les solvants : Certaines microcapsules sont destinées a étre dissoutes dans un
solvant spécifique ;

= Le pH : la libération du PA par dissolution de la membrane au contact d’une
substance a pH donné permet de libérer le produit dans un site spécifique ;

» La dégradation enzymatique : Cela permet de libérer la substance a un endroit
donné c’est-a-dire ou les enzymes sont présentes et digeérent la membrane ;

= La perméabilit¢ : la membrane étant perméable, le contenu est libéré
progressivement par diffusion, dissolution ou évaporation. La membrane peut
¢galement étre semi-perméable pour le substrat qui va diffuser a travers la

membrane [88].

5. Domaines d’encapsulation
Actuellement, les applications de 1’encapsulation sont trés nombreuses et
généralisées a plusieurs secteurs d’activités partant de la chimie a 1’agroalimentaire en
passant par les secteurs pharmaceutiques, cosmétiques, 1’agriculture, les textiles ou encore

la peinture.

11 est facile de constater que les domaines d’application de I’encapsulation sont tres
larges et diversifiés. Chaque procédé d’encapsulation répond a des critéres bien définis

[80].
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1. Matériel
Ce travail expérimental a été réalisé sur une période de 3 mois, allant du mois
d’avril jusqu’au mois de juin 2021, au sein du laboratoire de chimie organique de

’université Saad DAHLAB Blida 1.

1.1 Matériel végetal
Le matériel végétal utilisé au cours de cette étude est constitué de feuilles fraiches
d’Inula Viscosa (Figure 4.1) dont l'identification a été réalisée par des personnes qui ont

des connaissances préalables sur cette plante.

Figure 4.1 : Matériel végétal ([nula Viscosa)

Les feuilles d’Inula Viscosa ont été récoltées dans la région de Larhat (Damous) a
I’ouest de la wilaya de Tipaza en Algérie au mois d’avril 2021 durant la période
printaniere. Cette période correspond au stade feuillaison de la plante. La récolte a été

effectuée dans une matinée, ensoleillée ou la température variait entre 20 et 24°C.

Les feuilles d’Inula sont débarrassées des impuretés et conservées a 1’abri de la

lumicre et de I’humidité puis les utilisées fraiches apres un jour.

1.2 Produits et équipements
Pour réaliser le travail expérimental, nous avons utilis¢ des solvants pour faire
I’extraction et le dosage de polyphénols et flavonoides, ainsi des solvants pour évaluer
I’activité antioxydante, 1’encapsulation et la dissolution. De plus nous avons exploité les

appareils, instruments et verreries de laboratoire (voir Annexe B).
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2. Méthodes

2.1 Extraction des flavonoides
Nous avons réalisé I’extraction des flavonoides de ’espéce a 1’échelle laboratoire

par macération dans un mélange de solvant organique /aqueux.

L’extraction est une étape trés importante dans 1’isolement et la récupération des
composés d’intérét. Elle est influencée par plusieurs facteurs notamment la méthode

utilisée et la présence de substances interférentes.

La macération est la méthode d’extraction solide-liquide la plus simple qui
consiste a mettre en contact prolongé le matériel végétal avec un solvant, pour permettre
aux constituants actifs de bien diffuser. C’est une extraction qui se fait a température

ambiante afin de préserver les substances thermosensibles [90].

2.1.1 Protocole expérimental

2.1.1.1 Préparation de I’extrait brut

Les flavonoides sont extraits du matériel végétal par macération (Figure 4.2)
dans un mélange hydroalcoolique : éthanol/eau (50/50 : V/V) a température ambiante et a
I’obscurité, cette opération est renouvelée trois fois toute les 24h. Le rapport solvant /

matériel végétal utilisé était de 10/1 (ml / g) [91].

Figure 4.2 : Macération

L’extrait hydroalcoolique est récupéré aprés filtration (Figure 4.3). Ensuite, le
mélange ¢éthanol/eau est ¢éliminé du filtrat par évaporation (Figure 4.4) permettant

d’obtenir I’extrait brut (Figure 4.5) de ’espéce.
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Figure 4.3: Filtration Figure 4.4: Evaporation

Figure 4.5 : Extrait brut

L’extrait brut est repris dans de /00 ml de 1’eau distillée bouillante solubilisant
quantitativement les flavonoides, ensuite il est laissé décanter a température ambiante
pendant 24 heures (Figure 4.6). La décantation est nécessaire pour ¢liminer les boues, les
graisses et les résines risquant de géner la suite des opérations .Un volume 50 ml de cet
extrait a été soumis a une évaporation jusqu’a 1’élimination de I’eau puis conservé jusqu’a

usage et cela donne I’extrait aqueux. Le volume restant sera fractionné ultérieurement [91].

Figure 4.6 : Décantation
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2.1.1.2 Fractionnement de I’extrait brut

Dans des ampoules a décanter, I’extrait brut est épuisé successivement par 3
solvants (éther diethylique; 1’acétate d’éthyle et le n-butanol) L’extrait brut est
initialement mélangé avec 20 ml d’éther diethylique le mélange est laissé décanter pendant
30 min ; la phase organique supérieure est récupérée (Figure 4.7). L’extraction est refaite
deux fois, I’éther diethylique est par la suite évaporé a sec a 1’aide d’un évaporateur rotatif
puis pesées et reprises par 5 m/ du méthanol, et conservés jusqu’a utilisation. L’extrait
résultant est considéré comme étant la fraction d’éther diethylique. La phase aqueuse
résiduelle est soumise a une autre extraction liquide-liquide par I’acétate d’éthyle et le n-

butanol, en suivant les mémes étapes que la premiére extraction. [91]

Figure 4.7 : Décantation (extraction liquide-liquide)

La série d’extraction permet d’obtenir quatre fractions, la fraction d’éther
diethylique (EEth) (Figure 4.8), la fraction d’acétate d’éthyle (EAc) (Figure 4.9), la
fraction du n-butanol (En-BuOH) (Figure 4.10), et la fraction aqueuse (EAq) résiduelle
(Figure 4.11).

Figure 4.8 : E.Eth Figure 4.9: E.Ac  Figure 4.10 : E.n-BuOH Figure 4.11 : E.Aq

Le schéma (Figure 4.12) représente les différentes étapes de 1’extraction des

flavonoides. [91]
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Les feuilles d’inule visqueuse

l -1¢" Macération avec éthanol — eau (50 :50) V/V

- Filtration
Filtratl Sédiment1

1 - 2" macération avec éthanol — eau

- Filtration
<€ Filtrat 2 Sédiment

1—3"”’" macération avec éthanol — eau
_ Liltration

v
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Filtration ]( Filtrat 3 Sédiment
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Filtration par papier filtre | =] Evaporation a sec
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Décantation a froid pendant 24 h |« Traitement avec /00 ml d’eau distillée
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Extrait brut
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‘ Extraction liquide —liquide par [’éther diethylique

¥ ¥

Extrait éther diethvlique Phase aqueuse

J Extraction liquide —liquide par d’acétate d’éthyle
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Extrait acétate d’éthyle Phase aqueuse

* Extraction liquide —liquide par n-butanol
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Extrait n-butanol Phase aqueuse

\/ ¥

FEvanoration a sec
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A

EEth EAc E n-BuOH EAq

Figure 4.12: Schéma de ’extraction des flavonoides d’[nula Viscosa
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2.1.2 Rendement en extrait flavonoiques
Le calcul du rendement de D’extrait brut et le rendement de chaque extrait
flavonoique (fraction éther d’éthylique, acétate d’éthyle, 1-butanol et aqueuse) a été

déterminé par rapport a /00 g du matériel végétal selon la relation suivante :
Rdt (%) =[(M1-M2)/M3]x100 ————> (Eqt:4.1)

= M1 : masse du ballon apres évaporation.
= M2 : masse du ballon avant évaporation (ballon vide).

® M3 : masse de la matic¢re végétale de départ.

Le poids de I’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon

plein (aprés évaporation) et le poids du ballon vide (avant le transfert du filtrat a évaporer)

2.2 Dosage des polyphénols
Le dosage des Polyphénols a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin-

Ciocalteu selon la méthode citée par [91].

2.2.1 Principe

Ce dosage est bas¢ sur la quantification de la concentration totale de groupements
hydroxyles présents dans l'extrait. Le réactif de Folin-Ciocalteau consiste en une solution
jaune acide contenant un complexe polymérique d'ions (hétéropolyacides). En milieu
alcalin, le réactif de Folin-Ciocalteau, oxyde les phénols en ions phénolates et réduit
partiellement ses hétéropolyacides, d'ou la formation d'un complexe bleu. Cette coloration
bleue dont I’intensité est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans

le milieu donne un maximum d’absorption a 765 nm [91].

2.2.2 Mode opératoire

» Introduire 200 ul de la solution de ’acide gallique a différentes concentrations dans
les tubes d’une premiére série ;

» 200 pl de chaque extrait dilué dans 5 m/ du méthanol dans les tubes d’une
deuxiéme série ;

» Ajout de /ml du réactif Folin Ciocalteu dilué 70 fois ;

= Laisser agir 4 min puis ajouter 8§00 u/ de la solution de carbonate de sodium
(Na2COs3) a 7.5% dans chaque tube ;

= Agitation puis incubation a I’obscurité pendant 2 heures ;

= Lecture des absorbances a 765 nm.
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Le blanc est représenté par 200 u/ de méthanol, additionnée de / ml du

réactif de Folin-Ciocalteu et 800 u/ de carbonate de sodium a 7.5 % [91] .

2.2.3 Expression des résultats
La concentration en composé€s phénoliques extractibles totaux est déterminée en
se référant a la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique, les résultats sont exprimés en

milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait de plante (mg EAG / g E).
Le total des composés phénoliques est déterminé selon 1'équation suivante :

T=CV/M —_— (Eqt : 4.2)

T : Représente le total des composés phénoliques (mg EAG / g d’extrait sec de la

plante) ;

C : Concentration d’extrait éthanolique équivalente a 1’acide gallique, obtenue a

partir de la courbe d'é¢talonnage (mg/ml) ;

V. le volume d'extrait éthanolique (ml) ;

* M : masse séche d'extrait éthanolique de la plante (g).

2.3 Dosage des flavonoides
La méthode du trichlorure d’aluminium est utilisée pour quantifier les flavonoides

dans les extraits de I’/nula Viscosa [89].

2.3.1 Principe
La méthode de chlorure d’aluminium est basée sur la formation d’un complexe

Flavonoides-aluminium, ce dernier 2 un maximum d’absorption 430nm.

2.3.2 Mode opératoire

Une gamme de 05 concentrations de quercétine allant de 2,5 a 25pg /ml a été
préparée a partir d’une solution mere de 40 pg /ml de concentration 1 ml de chaque extrait
et du standard a été ajouté a un volume égal d’une solution d’AlCl3 (2% dans le méthanol).
Le mélange a été vigoureusement agité et 1'absorbance a 430 nm a été lue aprés 10 minutes

d’incubation a I’aide d’un spectrophotomeétre [90].

2.3.3 Expression des résultats
La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage

linéaire (y = a x + b) réalisé par un standard étalon " la quercétine " et les résultats sont
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exprimés en microgrammes d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait (ug EQ/g

d’extrait).

2.4 Evaluation de Pactivité antioxydante
2.4.1 Principe
Pour évaluer I’activité antioxydante, Nous avons utilisé la méthode du DPPH (2.2
diphényl-1-picrylhydrazyl) selon le protocole qui permet de mesurer le pouvoir réducteur

par le calcul de la CI50 des substances antioxydantes contenues dans un extrait [92].

Le DPPH est un radical libre, stable de couleur violette qui absorbe a 517nm. En
présence de composés antiradicalaires, le radical DPPHe est réduit et change de couleur en

virant au jaune.

Les absorbances mesurées a 517 nm servent a calculer le pourcentage d’inhibition

du radical DPPHe qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de I’échantillon [92].

Le schéma ci-dessous (Figure 4.13) montre la réaction d’un donneur d’hydrogene

(antioxydant) avec le radical DPPHe.

VIOLET JAUNE

Figure 4.13 : Réaction d’un donneur d’hydrogéne (antioxydant) avec le radical DPPHe

2.4.2 Mode opératoire
Pour cette expérience, nous avons réalisé les étapes suivantes :
= La solution de DPPH est préparée avec 4mg de DPPH dissout dans 100 ml de
méthanol absolu, nous obtenons une solution mére d’une concentration de 0.004%.
* En parallele, nous avons préparé une solution mere de 0.1 g de chaque extrait dans

1 ml de méthanol. Par la suite des dilutions sont réalisées a différentes

concentrations (0.05 mg/ml, 0.025 mg/ml, 0.01 mg/ml, 0.005 et 0.0025).
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* 1 ml de la solution DPPH est rajouté aux différentes solutions a tester. Apres
agitation, les tubes sont placés a I’obscurité et a température ambiante pendant 30
min.

= La lecture de I’absorbance des échantillons est faite contre un blanc a 517 nm, a
’aide d’un spectrophotométre UV-visible.

2.4.3 Expression des résultats
Le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH est exprimé par la formule suivante
[92]:
1%= [(A contréle - AE) / A contréle] x 100 — gt 4.3)
Avec:

» [%: Pourcentage de DPPH réduit ;

= A controle : Absorbance du blanc (absorbance du DPPH a t0) ;

= AE: Absorbance de I’échantillon a tester.

Nous allons déterminer la valeur de la concentration inhibitrice a 50% (CI50) des
extraits. Elle représente la concentration de 1’extrait qui cause la perte de 50% de I’activité

du DPPH.

2.5 Encapsulation
Dans le cadre de cette étude, nous nous proposons de préparer des microcapsules a
base d’alginate contenant les différents extraits de I’espéce étudiée Inula Viscosa comme
PA. L’objectif visé par cette étude est de suivre, en fonction du temps, la libération de PA
des microcapsules formées de chaque extrait dans un milieu similaire au milieu gastrique
de I’homme, dont le PH de milieu assez acide.
Le choix de polymeére s’est fait en tenant compte aux quatre critéres suivants :
* Sabiodégradabilité ;
= Sa disponibilité ;
= De faible cout de I’encapsulation ;
* Conditionnement relativement simple de 1’encapsulation (sans impact négatif sur
I’activité du PA).
La libération s’exécutera en trois €tapes :
=  Pénétration de milieu de dissolution a travers la membrane qui par la suite se
gonfle apres certains temps ;
= Dissolution du PA a I’intérieur du réservoir ;

= Diffusion vers I’extérieur.
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2.5.1 Production des microcapsules
2.5.1.1 Composition des capsules
a) Comme Polymére : Alginate de sodium
L'alginate de sodium (ou polymannuronate sodique), est un polymeére. C’est une
longue molécule extraite d'algues brunes séchées, constituée par la répétition régulicre
d'unités appelées monomeres (de formule brute NaCsH7Os) reliées entre elles pour former
une chaine (Figure 4.14).Ces monomeéres ¢étant des sucres, l’alginate est donc un
polysaccharide composé d’acide D-mannuroniques et L-glucuroniques. Il est utilis¢ dans
ce travail comme excipient pour transporter les médicaments sous forme de microcapsules

ou microspheres.

ONa

Figure 4.14 : Structure d’Alginate de sodium

b) Comme Réticulant : Chlorure de Calcium
Le chlorure de calcium (CaCl>) utilisé comme agent réticulant pour la synthese des
billes a base d’alginate. nous avons choisi ce réticulant pour sa disponibilité, sa bonne

réactivité avec 1’alginate et sa faible toxicité.

¢) Comme Principe actif
L’extrait brut obtenu par macération des feuilles fraiches de la plante /nula Viscosa

et les extraits obtenus par fractionnement sont utilisés comme PA dans 1’encapsulation.

2.5.1.2 Mode opératoire
En effet, la production des microcapsules selon cette technique nécessite une

préparation en quatre étapes principales. Ces dernicres sont répétées avec tous les extraits.

Etape 01: Cette ¢étape consiste a préparer la solution nécessaire au processus de
gélification. Pour cela, une solution d’alginate de sodium a 2% est préparée par dissolution

dans I’eau distillée sous agitation rapide a température ambiante durant cinq heures.
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y

Etape 02 : Dans cette étape, on ajoute 1’extrait a la solution d’alginate de sodium sous
agitation jusqu’a ’obtention d’une solution homogene stable de couleur marron clair et

caractérisée par I’odeur de I’extrait.

/4

Etape 03 : Cette étape comprend a préparer la solution qui servira de bain réticulant. Elle

nécessite de dissoudre le Chlorure de Calcium (Ca CI>) dans I’eau distillée a 0.1 M.

Etape 04 : Le mélange est introduit ensuite dans la solution de (Ca CL) a I’aide d’une

seringue pour 1’obtention des microcapsules.

Les microcapsules obtenues sont laissées 24 heures dans la solution de Ca Clz, puis

nous avons les rincé, les égoutté et les laissé dans des boites a pétri jusqu’a 1’utilisation.

Remarque : Un assemblage adéquat serait la constitution dans un délai de quelques

secondes de billes assez résistantes et solides pour étre manipulé avec les doigts.

2.5.2 Test de dissolution in vitro

Le test de dissolution in vitro appliqué aux capsules permet de s’assurer qu’une
fois administrés, ces derniers libéreront le PA qu’ils contiennent, pour le mettre a la
disposition de 1’organisme, et ceci dans les limites de concentration et de vitesse

déterminées, afin de garantir I’effet thérapeutique désiré [93].

L’essai de dissolution in vitro appliqué aux capsules est destiné a déterminer
leur plus ou moins grande aptitude a laisser passer en solution dans un milieu
déterminé, le ou les PA qu’ils contiennent. Le passage en solution est apprécié par
dosage du PA dans des échantillons prélevés dans le milieu de dissolution a intervalles

de temps différents [94].

Les pharmacopées préconisent 1’appareil a palette tournante pour réaliser le
test de dissolution in vitro des formes pharmaceutiques orales solides a libération

immédiate [93].

2.5.2.1 Mode opératoire
Pour réaliser le test de dissolution in vitro des capsules a tester, en utilisant
I’appareil a palette tournante ou 1’appareil a panier tournant, il faut procéder de la

maniére suivante [95]:
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Prélevez les capsules a controler ;

Introduisez dans le récipient de 1’appareil utilisé, le volume indiqué (& 1 %) du
milieu de dissolution prescrit. Assemblez [’appareil. Chauffez le milieu de
dissolution a 37 °C et retirez le thermometre.

Placez les capsules au fond du récipient avant que la palette ne soit mise en action.
Mettez immédiatement 1’appareil en marche a la vitesse indiquée qui est contrdlée.
Effectuez les prélévements du milieu de dissolution.

Lorsque des prélevements multiples, par intervalles de temps, du milieu de
dissolution sont exigés, compensez chaque volume prélevé, soit par addition d’un
volume égal du milieu de dissolution, soit par calcul. Gardez le récipient couvert
pendant toute la durée du test et vérifiez la température du milieu de dissolution par
intervalle de temps.

Filtrez les prélévements du milieu de dissolution et procédez a 1’analyse du filtrat
suivant les indications données.

Pour chaque test de dissolution in vitro a réaliser, les conditions suivantes sont

précisées par les pharmacopées :

I’appareil a utiliser ;

la composition, le volume et la température du milieu de dissolution ;

la vitesse de rotation ;

I’intervalle de temps, la méthode et le volume d’échantillonnage du milieu de
dissolution ou les conditions d’enregistrement continu ;

la méthode d’analyse du milieu de dissolution prélevé;

les critéres d’acceptation.

Les résultats du test peuvent étre exprimés en cinétiques de dissolution

(pourcentage de PA dissout en fonction du temps).

2.5.3 Simulation du compartiment gastrique

Nous avons réalis¢ le test de dissolution des capsules utilisant 1’appareil a palette.

Ce test a été réalisé dans les conditions suivantes [96] :

Durée de 1’essai : 6 & ;

Milieu de dissolution : solution aqueuse d’HC! a 0,IM et NaCL ;
Volume du milieu de dissolution : 600 m! ;

Température du milieu de dissolution : 37 °C ;

Vitesse de rotation de la palette : 50 rotations par minute
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*  Volume de prélévement du milieu de dissolution : 05 ml (prélévement manuel a
I’aide d’une seringue de 05m/ du milieu de dissolution) ;
» Temps de prélévements : Dans les deux premieres heures, nous avons prélevé
chaque /5 min, puis chaque 30 min pour les heures restantes.
*= Nombre de capsules prélevées : une quantité de /0 a 15 capsules de chaque extrait.
Au cours du test de dissolution, nous allons déterminer le pourcentage de
libération de PA dissoute a partir de chaque extrait, en mesurant I’absorbance a chaque

temps mentionné précédemment des milieux de dissolution de chaque extrait.
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Inula Viscosa est une plante qui est utilisée par les Algériens en médecine

traditionnelle pour traiter de nombreuses pathologies. Cette

¢tude avait pour but de

valoriser les substances actives et d'évaluer au laboratoire leur activité antioxydante. De ce

fait, nous avons adopté¢ la technologie de 1’encapsulation afin de contrdler leur libération

dans un milieu similaire a ce de ’homme. Les expériences ont été réalisées sur cette espece

de plante et par la suite nous avons obtenu les résultats donnés ci-apres.

1. Extraction des flavonoides

La méthode d’extraction par macération sous agitation permet d’accélérer le

processus d’extraction et de minimiser le temps de contact d’eau avec 1’extrait tout en

préservant la bioactivité de ses constituants. De méme, le déroulement de cette extraction a

température ambiante ainsi que I’épuisement d’extrait a pression réduite permet d’obtenir

le maximum des composés et de prévenir leur dénaturation ou modification probable dues

aux températures ¢levées utilisées dans d’autres méthodes d’extraction.

1.1 Rendement en extrait flavonoiques

a) Résultats

=  Calcule du rendement de I’extrait brut :

Rt (%) = [(M1 -M2)/ M3] x 100

ﬁ

= M1 : masse du ballon aprés évaporation =377.31 g ;

= M2 : masse du ballon avant évaporation (ballon vide) = 357.95 g ;

® M3 : masse de la matiere végétale de départ = 100 g.

Rdt (%) = [(377.31 — 357.95) / 100] x 100

Rdt (%) =19.36

=  Calcule du rendement des fractions :

Le tableau (7ableau 5.1) représente les résultats obtenus

rendements des fractions

Tableau 5.1: Rendement des fractions

(Eqt 4)

apres le calcule de

Extraits EAq EEth EAc E n-BuOH
Ml (g)-M2(g) | 111,76-103,12 | 104,42-104,10 | 105,56 - 105,35 109,59 - 108,18
Rdt (%) 8,64 0,32 0,21 1,41
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b) Interprétation

Le résultat obtenu par le calcul du rendement de 1’extrait brut des feuilles montre
que ce dernier a enregistré un rendement appréciable, il est de 7/9.36 % en comparant avec

les autres extraits.

Selon le tableau, au contraire, nous avons observé que I’extrait aqueux a marqué
un rendement assez remarquable de 8,64% par rapport aux extraits de I’Eth, ’AC et le n-
BuOH qui ne représentent que 0,32% ; 0,21 % et 1,41% respectivement, des teneurs tres
faibles.

Le résultat du rendement de I’extrait brut est appréciable comparativement a
celui rapporté par Haoui et al [40], qui notent des rendements de 0,148% et 0,22%

respectivement.

Cette différence est due a plusieurs facteurs : I’origine géographique, I’age de la
plante, les facteurs écologiques notamment climatiques (la température et 1’humidité),
I’organe végétal, le stade de développement, la période de récolte, la conservation du

matériel végétal matériel employé, et la méthode d’extraction.

D’une manicre générale, les rendements en extraits varient non seulement d’une
plante a une autre de la méme famille, mais également en fonction de plusieurs parametres

de I’extraction solide-liquide [97,98].

1.2 Dosage des polyphénols
La quantification des composés phénoliques a été faite en fonction d’une courbe
d’¢étalonnage linéaire réalis€ par une solution étalon (I’acide gallique) a différentes

concentrations (Figure 5.1).

a) Résultats
Les résultats obtenus des absorbances en fonction des concentrations sont

présentés dans le tableau suivant :

Tableau 5.2: Absorbance d’acide gallique

[C] (mg/l) 20 50 80 100 120 150

Abs 0,226 0,616 0,856 0,963 0,963 0,963
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Figure 5.1: Courbe d'étalonnage de 1’acide gallique

Les polyphénols totaux dans cet extrait sont dosés selon la méthode de bleu de
Folin Ciocalteau. La teneur en composés phénoliques des extraits a été calculée a partir de
la courbe d’étalonnage et exprimée en milligrammes équivalents en acide gallique par
gramme de la matiére végétale, la mesure de la densité optique a été effectuée a la

longueur d'onde de 765 nm. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant:

Tableau 5.3: Teneur en composés phénoliques des extraits

Extraits EBrut EAq EEth EAc E n-BuOH
Abs 0,968 0,8 92 0,8 30 0,7 99 0,879
[C] (mg/l) 99,66 90,61 83,23 79,54 88,23
(mgEAG/gE) 01,02 2,09 52,01 75,75 11,19

b) Interprétation

La figure ci-aprés (Figure 5.2) indique la quantit¢ des phénols totaux dans

I’extrait aqueux et les autres extraits équivalant d’acide gallique.
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Figure 5.2: Polyphénols totaux dans les extraits

D’aprées les résultats présentés dans cette figure indique que la teneur la plus
¢levée en phénols totaux est celle de EAc (75,75ug EAG / g E) par rapport EEth (52,01
ng EAG/ g E) et E n-BuOH (11,19 ug EAG / g E) qui sont les deux aussi sont marqués
une teneur remarquable. Concernant I’EAq (2.09 ug EAG / g E) et EBrut (01,02 pg EAG /

g E) ils ont une teneur assez faible.

Ces résultats que nous avons obtenus sont au contraire aux travaux de I’équipe
algérien de (Bekkara en 2008) qui montre que I’extrait ethanolique d’/nula viscosa a une

teneur de 2.745 + 0.38 mg EAG / g E [99].

Dans une autre étude, la teneur en phénols totaux de I’extrait méthanolique et
aqueux Satureja calamintha est de 2,968 = 0,809 et 12,6 = 0,775 mg EAG / g E

respectivement [ 100].

Une ¢étude montre que le méthanol est 1’un des solvants les plus utilisés pour une
haute récupération des composé€s phénoliques [101], et cela confirme I’effet de solvant

pour récupérer les polyphénols existants dans la plante.

1.3 Dosage des flavonoides
L’étude quantitative des extraits que nous avons obtenus au moyen des dosages
spectrophotométriques, selon la méthode de trichlorure d’aluminium avait pour objectif la
détermination de teneur totale des flavonoides. Pour cet objectif, nous avons tracé la
courbe d’étalonnage (Figure 5.3) qui a été établie avec la quercétine a différentes

concentrations. Des mesures de densité pour chaque fraction réalisées a 430 nm.
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Les quantités des flavonoides correspondantes ont été rapportées en équivalent

microgramme de quercitrine par gramme d’extrait et déterminées par 1’équation de type

(y=ax +b).

a) Résultats
Les résultats obtenus des absorbances en fonction des concentrations sont

présentés dans le tableau suivant :

Tableau 5.4: Absorbance de Quercétine
2,5 5 10 15 25
0,025 0,034 0,096 0,113 0,146

0,2
0,18
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R?=0,9129
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Figure 5.3: Courbe d'étalonnage de la Quercétine

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant:

Tableau 5.5: Teneur en composés flavonoiques des extraits
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b) Interprétation

La figure ci-aprés (Figure 5.4) indique la quantité des phénols totaux dans

extraits équivalant d’acide gallique.
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Figure 5.4: Flavonoides totaux dans les extraits

La détermination quantitative des flavonoides totaux par la méthode du trichlorure
d’aluminium révele que E Ac (68, 85 mg EQ / g E) posséde la teneur la plus grande en
flavonoides par rapport EEth (40,62 mg EQ / g E) et E n-BuOH (08,60 mg EQ / g E).
Concernant I’E Aq (01,34 mg EQ / g E) et E Brut (0,94 mg EQ / g E) ils ont une teneur

assez faible.

Notre résultat se differe avec ce de (BAKHTA, 2013) ou la teneur en flavonoides
de I’extrait methanolique d 'Inula Viscosa est de 13,25+0,34 mg Eq/g. [102].

Cette variation de la teneur en flavonoides peut étre due au standard utilisé ou au
solvant d’extraction. En effet 'utilisation de solvants a polarité différente permet de

séparer des composés selon leur degré de solubilité dans le solvant d’extraction.

En général, la teneur en flavonoide est variée d’une espece a une autre de la méme
famille. Les résultats de ce travail sont relativement en accord avec des études qui ont montré

que la teneur en flavonoides totaux varie d’une plante médicinale a une autre [103,104].




RESULTATS ET DISCUSSION

2. Evaluation de I’activité antioxydante (Test au DPPH)

Le DPPH- est un radical libre stable de couleur violacée qui absorbe a 517 nm. En

présence de composés anti-radicalaires, le radical DPPH- est réduit et change de couleur en

virant au jaune. Les absorbances mesurées a 517 nm servent a calculer le pourcentage

d’inhibition du radical DPPH-, qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de

I’échantillon.

a) Résultats

L’Absorbance du blanc (absorbance du DPPH a t0) que nous avons trouvé est de

0,877, et a partir la relation mentionnée dans le chapitre 4 (Eqt 4.3), nous avons calculé les

concentrations inhibitrices des extraits.

Les résultats des absorbances des extraits a tester sont mentionnés dans le tableau

(Tableau 5.6) et ceux des concentrations d’inhibitions sont indiqués dans le tableau

(Tableau 5.7).

Tableau 5.6: Absorbances des extraits

[C] (mg/l) 0,0025 0,005 0,01 0,025 0,05

E brut 0,745 0,721 0,523 0,356 0,041
E Aq 0,721 0,601 0,544 0,234 0,034
E Eth 0,794 0,664 0,652 0,479 0,097
E Ac 0,863 0,791 0,721 0,442 0,132
E n-BuOH 0,824 0,812 0,654 0,339 0,208

Tableau 5.7: Pourcentage d’inhibition des extraits

[C] (mg/]) 0,0025 0,005 0,01 0,025 0,05
E brut 06,04 07,41 25,42 61,34 76,28
E Aq 01,59 09,80 17,78 49,60 84,94
E Eth 15,05 17,78 40,36 59,40 95,32
E Ac 17,78 31,47 37,97 73,31 96,12
E n-BuOH 09,46 24,28 25,65 45,38 88,93
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Les figures suivantes montrent le pourcentage de réduction du radical libre

(DPPH) en fonction des concentrations des extraits.

= Extrait brut

100

y = 1546,1x + 6,6988
R?=0,9032

1% Brut
&

o

u T T T T T T T T T 1
o 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04 0,045 0,05

Concentration de l'extrait (g/ml)

Figure 5.5: Pourcentage de réduction du radical libre (DPPH) par I’Ebrut
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Figure 5.6: Pourcentage de réduction du radical libre (DPPH) par I’E Ag
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= Extrait Eth
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Figure 5.7: Pourcentage de réduction du radical libre (DPPH) par I’EEth
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Figure 5.8: Pourcentage de réduction du radical libre (DPPH) par I’'E Ac
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= Extrait n-BuOH

1% n-BuOH
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Figure 5.9: Pourcentage de réduction du radical libre (DPPH) par I’E n-BuOH

Les concentrations des extraits qui causent la perte de 50% de ’activit¢é du DPPH

sont mentionnées dans le tableau suivant :

Tableau 5.8: Concentration d’inhibition des extraits a 50%

Extraits

E Brut E Aq E Eth E Ac E n-buOH

CI50%

0,028 0,028 0,021 0,017 0,025

La figure suivante montre les résultats obtenus pour 1’activité antioxydante des

extraits d’/nula Viscosa.
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Figure 5.10: Concentration (IC50) des extraits
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b) Interprétation

D’apres la figure ci-dessus, nous avons remarqué que ’effet antiradicalaire des

extraits est vari¢ entre 0,17g/ml et 0, 028g/ml.

Les extraits E Brut et E Aq, possédent la méme concentration d’inhibition de
DPPH (0, 028g/ml) et ceux de E Eth, E Ac et E n-BuOH présente les valeurs (0,021 g/ml,
0,017 g/ml et 0,025 g/ml) respectivement. Cela montre que [’activité antiradicalaire
manifestée par les deux extraits E Brut et E Aq est plus faible que celle de I’E Eth, I’E Ac
et I’ E n-BuOH. Alors que I’E Ac inhibe par une concentration plus a celui de Et, et ce
dernier inhibe plus que E Ac. En effet I’E Ac son inhibition du radical libre atteint 96,12%,
et celui de E Et, E n-BuOH, E Brut et E Aq atteint 95,32% ; 88,93%, 84,94%, 76,28%
respectivement. Cela a montré que L’E Ac présente une grande activité de piégeage des

radicaux hydroxyles par rapport aux autres extraits.

En effet, nos résultats ne concordent pas avec 1’étude qui montre que I’extrait
méthanolique d’/nula Viscosa étudié a la concentration 0,5 mg/ml a donné un piégeage de
radical hydroxyle par un pourcentage (78,23%) supérieur a ce de l'extrait éthanolique
(28.35%) a la méme concentration [95]. Ainsi, avec ceux obtenus par Chahmi et al [105],
qui indiquent que tous les extraits d’/nula Viscosa montrent un effet antioxydant important

et contiennent des niveaux importants de phénols.

Selon ces études nous pouvons signifier que notre plante /nula Viscosa peut étre
considérée comme un bon piégeur de radicaux hydroxyles. De plus, nous avons constaté
qu’il y a une corrélation entre le potentiel de 1’activité antioxydante et la quantité de
composés phénoliques dans la plante. Il serait probable que le contenu phénolique soit
responsable de I’activité antiradicalaire libre de 1’espece ce qui suggere que lnula Viscosa
constitue une bonne source de composés naturels antioxydants qui pourraient avoir des

avantages pour la santé.

En général, le mécanisme de la réaction entre 1’antioxydant et le DPPH dépend
de la conformation structurale de 1’antioxydant [106,74]. Quelques composés se réagissent
trés vite avec le DPPH en réduisant un nombre de molécules de DPPH égal a celui des
groupements hydroxyles de ’antioxydant [107]. L’effet antioxydant des flavonoides sur
les radicaux libres dépend de la présence des groupements OH libres [105]. Le nombre et/
ou la position des groupes hydroxyle sur les noyaux de ces molécules, les substitutions sur

les cycles B et A avec la présence de la double liaison C2-C3 en conjugaison avec la
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fonction sur le cycle C renforcent 1’activité antioxydante des flavonoides (Figure 5.12)

[108].

OH (8}

Figure 5.11: Principaux éléments de l'activité antioxydante des flavonoides

3. Encapsulation

Aprés la combinaison entre les différents composants de 1’encapsulation, les

capsules formées sont montrées dans les figures suivantes :

Figure 5.12: Capsules E brut Figure 5.13: Capsules E Aqg Figure 5.14: Capsules E Eth

Figure 5.15: Capsules E Ac Figure 5.16: Capsules E n-buOH
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3.1 Aspect morphologique

Le tableau suivant montre la forme, la surface, la couleur et la taille des capsules

formées.
Tableau 5.9 : Caractéristiques des capsules
Extraits Forme et surface Couleur Taille
Brut, Aq, Eth, | Billes sphériques résistantes a la | Elles sont claires | Environ 01 mm
AC et déformation mécanique avec une | et de couleur
n-BuOH surface lisse. marron

D’apres les résultats obtenus, nous avons remarqué que tous les extraits ont

presque les mémes caractéristiques soit la forme, la couleur ou bien la taille (une différence

assez faible).En effet, La couleur marron des microcapsules de chaque extrait implique la

présence de PA.

3.2 Humidité

Pour calculer le taux d’humidit¢ des extraits, nous avons pris une masse de

microcapsules de chaque extrait et nous avons cherché leur masse apres le séchage a 1’aide

d’une étuve a une température de 60.

Nous avons pesé les microcapsules chaque 05 minutes jusqu’a 1’obtention d’une

masse finale stable a chaque extrait. La différence entre la masse finale et la masse initiale

de chaque extrait constitue le taux d’humidité.

Les résultats que nous avons obtenus sont mentionnés dans le tableau suivant :

Tableau 5.10: Taux d’humidité des Extraits

Extrait mi (g) m (g) Taux d’humidité
Brut 1 0.92 8
Aq 1 0.91 9
Eth 1 0.96 4
AC 1 0.99 1
n-BuoH 1 0.9 10

3.3 Densité

La densité relative d’une substance est le rapport entre la masse d’un certain

volume de cette substance et la masse d’un volume égal d’eau a la méme température.

Les résultats de calcul de la densité sont montrés dans le tableau suivant :
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Tableau 5.11: Densités relatives aux Extraits

Extraits Vi (ml) Vi (ml) V (ml) m (g) Densité (g/cm?)
Brut 1 2.1 1.1 0.98 0.89
Aq 1 2 1 0.95 0.95
Et 1 1.8 0.8 0.93 1.16
AC 1 2 1 0.95 0.95
n-BuoH 1 1.9 0.9 0.97 1.07

3.4 Rendement

Selon I’équation suivante, nous avons calculé le rendement d’encapsulation.

Rdt=M2/M1) x 100 ——> (Eqt)5)
Avec:

Rdt(%) : Rendement d’encapsulation ;
M2 : masse de principe actif encapsuler ;

M1 : masse de principe actif a encapsulé.
Les résultats de calcul du rendement sont montionnés dans le tableau suivant :

Tableau 5.12: Rendement d’encapsulation

Extraits brut Aq Eth Ac n-BuOH

Rdt(%) | 62.07 57.73 59.45 53.55 45.29

Selon les résultats, nous avons constaté¢ que le rendement d’encapsulation atteint
un pourcentage assez important. Donc, nous pouvons dire que la méthode adoptée nous a

donné un taux appréciable avec tous les extraits.

3.5 Cinétique de libération
A des temps prédéterminés, des échantillons de 05mL étaient prélevés et le
dosage ¢était réalisé en spectrophotométrie UV visible a A=430 nm pour les trois extraits
flavonoique et & A=765 nm pour les deux extraits, brut et aqueux. Pour déterminer la
cinétique de libération de PA dissouts au cours du test de dissolution, nous avons eu

recours aux résultats montrés dans les tableaux suivants et les figures ci-dessous.
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a) Résultats
=  Extrait Brut
Tableau 5.13: Absorbance de I’E Brut a 765 (nm)

Temps
. 0 15 | 30 45 60 90 | 120 | 150 | 180 | 210 | 240 | 270 | 300
(min)
= = g g g g g g g g = = =
EBrut S S S S S S = = = = = =
0,048
’g 0,044
— 004
o
— 0036
=
= 0,032
rJ
= 0,028
aal
M 0024
W
- 0,02
3 0,016
2 .
(e}
L 0012
o
E 0,008
< 0,004 -
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Temps (min)

Figure 5.17: Absorbance de I’E Brut en fonction du temps

Cette figure montre que la libération du PA de I’E Brut a été faite a /5 min puis

elle a diminué jusqu’a 60 min. Ensuite elle a fixé dans le temps restant.

= Extrait Aq
Tableau 5.14: Absorbance de I’E Ag a 765 (nm)

Temps
. 0 15 30 45 60 90 120 | 150 | 180 | 210 | 240 | 270 | 300
(min)
ABS © ® — — n © 7 ~ ~ — — ~
S (3 — o - S (3 S (3 [ (3 [
= =) =) =) =) =) =) =) =) =) =) =) =)
E Aq D = = = = = = = = =) =) =

59
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Figure 5.18: Absorbance de I’E Ag en fonction du temps

La figure indique que la libération du PA de I’E Aq a été faite a 60 min puis elle a

diminuée jusqu’a /80 min. Ensuite elle a fix¢é dans le temps restant.

=  Extrait ETh
Tableau 5.15: Absorbance de I’E ETh a 430 (nm)

Temps
. 0 15 30 45 60 90 120 | 150 | 180 | 210 | 240 | 270 | 300
(min)
ABS [on — I — ~ N < — ) n o <+
- < = n = =) N < p= 15e) — = =
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Figure 5.19: Absorbance de I’E Eth en fonction du temps
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Dans cette figure, nous avons remarqué que la libération du PA de ’E ETh a été
faite a 15 min puis elle a diminué jusqu’a 30 min. Ensuite, cette libération a été répétée

chaque période dans le temps restant.

=  Extrait Ac

Tableau 5.16: Absorbance de I’E Ac a 430 (nm)

Temps
. 0 15 30 45 60 90 120 | 150 | 180 | 210 | 240 | 270 | 300
(min)
ABS — N ~ — — N n ) N — ) ~
= = = = =) =) =) — =) =) — =)
= = = = = = = = =) = = =] =
E Ac = = = =4 = =4 = = = = = =
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Figure 5.20: Absorbance de I’E Ac en fonction du temps

Dans cette figure, nous avons constaté que la libération du PA de ’'E Ac a été
commencée apres /50 min puis elle a diminué jusqu’a 240 min. Ensuite, cette libération a

été répétée encore une fois.
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=  Extrait nBu-OH
Tableau 5.17: Absorbance de I’En-buOH a 430 (nm)

Temps
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Figure 5.21: Absorbance de I’En-buOH en fonction du temps

Pour I’E n-buOH, la figure représente libération du PA avant /5 min, puis elle a

diminuée jusqu’a 90 min. Ensuite, cette libération a été répétée chaque période.

b) Interprétation

La libération de PA a partir des capsules de chaque extrait dans le milieu similaire

aux conditions du milieu gastrique a été faite durant les 06 h.

Les figures ci-dessous ont presque la méme allure, cela montre que les extraits

possedent la méme libération, mais dans des temps différents.

Ainsi, les trois extraits bruts, nBuOH et Eth qui montrent le taux de libération le
plus élevé dans le milieu simulant dés les premiéres minutes. Aussi, une plus faible
libération de I’extrait Ac en comparant avec ce de EAq qui représente un taux élevé et

répété chaque durée.
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En général, il est largement connu que le niveau d’enrobage influence le taux de

libération. En plus de cette étude, il a été observé que le facteur entre le PA et son excipient

avait un important effet sur le taux de libération. Ainsi un faible taux est di au caractére

physiologique de polysaccharide utilisé.

En effet si nous comparons les résultats avec les courbes présentées dans la figure

(Figure 5.22) qui indique les différents profils de libération des PAs des formes solides a

administration orale, cela explique que les extraits ont un profil de libération immédiate

[109].

Concentration
plasmatique du
principe actifh

Seuil toxique

Zone

thérapeutique

g

Seuil thérapeutique
Libération immédiate

—_ib&ration soutenue
Libération prolongée
Libération retardée
Libération séquentielle

LY

7
Temps

Figure 5.22: Différents profils de libération des PAs

En fin, nous pouvons dire que la vitesse de libération du P4 de la forme galénique

peut étre accélérée, retardée, ciblée par rapport a la libération immédiate grace a des

formulations, des excipients ou des processus de fabrication différents.







CONCLUSION

Pendant plusieurs années, les plantes médicinales ont été utilisées dans la médecine
traditionnelle. Elles sont toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques. Les flavonoides sont parmi les composés phynoliques qui se
trouvent dans ces plantes. Ce sont la source de la majorité des antioxydants naturels ils ont
des potentiels antiradicalaires trés importants. Leur caractére de sensibilité a la lumicre a
limité leurs applications. En effet, ’encapsulation des molécules actives constitue un outil
trés attrayant en mesure de résoudre l'inconvénient majeur des flavonoides en augmentant
leur stabilité chimique et de les protéger au sein d’une matrice enrobante pour donner son

efficacité réelle.

Cette ¢étude a concerné une plante appartenant a la famille des Astéracées, Inula

Viscosa employée en Algérie grace a ses effets thérapeutiques.

Ce travail a porté sur la détermination de I’activité antioxydante de cette plante et
de mener a bien ses métabolites secondaires par [’utilisation de la technologie de

I’encapsulation.

Dans un premier temps, la macération reste une méthode d’extraction des extraits
bruts a partir des feuilles fraiches. Cette méthode, nous a permis de montrer que la plante

donne un rendement assez appréciable de I’extrait brut (/9.36 %).

De plus, la teneur en polyphénols, en flavonoides des extrais (E brute, Aq, EETh, E
AC et E nBu-OH) a été effectuée.
En effet, la teneur en polyphénols des extraits et celle des flavonoides est

remarquable, et elle se différe d’un extrait a un autre selon cette étude.

Dans un second temps, 1’étude pharmacologique a montré que les feuilles de la
plante possédent une activité antioxydante marquante. En effet le potentiel antiradicalaire
des extraits a ét¢ déterminé par la méthode de DPPH. Donc, nous pouvons dire que les
extraits donnent une capacité de piégeage de radicaux libres et un effet inhibiteur assez

bien.

En ce qui concerne I’encapsulation, et au cours de cette étude également le test de

libération in vitro dans le milieu gastrique a été réalisé. Nous avons noté que la libération




du principe actif dans ce milieu a été faite. De plus ce test a montré une libération

considéré pour chaque principe actif de chaque extrait dans cette étude.

En conclusion, la plante médicinale /nula Viscosa est une source prometteuse
d’agents antioxydants ce qui est expliqué par la nature des composés présents dans cette
plante. Et la technologie d’encapsulation reste une étude intéressante pour la valorisation

des plantes médicinales d’une fagon ou d’une autre.

En fin, cette étude nous mene a ouvrir ce théme sur d'autres recherches sur la plante

médicinale /nula Viscosa. 1l serait intéressant de :

» Procéder d’autres techniques d’extraction pour avoir la méthode optimale qui
donne le meilleur rendement des extraits de 1’espéce étudiée.

= Réaliser d’autre  activités pour une connaissance approfondie sur [’effet
thérapeutique de cette espéce comme: [’activité antidiabétique, anticancéreuses,
anti inflammatoire etc.

* Faire une étude approfondie sur I’encapsulation pour valoriser la substance active

de I’espece étudiée par d’autres technologies comme 1’encapsulation par émulsion.
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Annexe

PRODUITS ET REACTIFS

1. Solvants employés pour I’extraction
= Ether di¢thylique ;
= Acétate d’éthyle ;
= n- butanol ;
=  Me¢éthanol ;
= FEthanol ;

=  Fau distillée.

N

Solvants utilisés pour le dosage des polyphénols
= Standard des acides phénoliques (acide gallique) ;
= Réactif des phénols de Folin-Ciocalteu ;

= Carbonate de sodium (NaxCO3).

@

Solvants utilisés pour le dosage des flavonoides
= Standard des flavonoides (la quércétine) ;

= Chlorure d’aluminium (AICI3).

4. Solvants utilisés pour P’activité antioxydante
= DPPH (2, 2- Diphényl-1-DicrylHydrazyl) ;
=  Me¢éthanol.

5. Solvants utilisés pour I’encapsulation
= Alginate de sodium ;
= Chlorure de Calcium (Ca Cly).

6. Solvants utilisés pour la dissolution

= Acide chlorohydrique (HCI) ;

= Chlorure de sodium (NaCl).




MATERIELS UTILISES

Annexe

1. Verreries

Béchers ;

Pipette ;

Eprouvette ;
Burette ;

Ballon a fond rond ;
Fioles jaugées ;
Tubes a essais ;
Boites a pétri ;
Cristallisoir ;
Ampoule a décanté ;
Entonnoir ;

Verre de montre ;
Capsule de pesée ;

Erlenmeyer.

2. Instruments

Micropipette ;
Barreau ;

Pro pipette ;
Pissette ;
Papier filtre ;
Spatule ;
Support.

MATERIELS UTILISES




ANNEXE B MATERIELS UTILISES

3. Appareillage
= Agitateur magnétique ;
= Balance de précision ;
= Rota vapeur ;
= Spectrophotométre UV-visible ;
= Dissolutest ;

= Plaque chauffante.
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