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RESUME

Dans le cadre du développement d’une forme pharmaceutique a base des plantes médicinales, nous
nous sommes intéressés a 1’é¢tude de la plante « Ivette Musquée ». Ce travail est consacré dans un
premier temps a étudier 1’activité thérapeutique fertilisante de la plante Ivette Musquée. L’étude
commence par une extraction par macération de la plante Ivette Musquée afin de pouvoir identifier
les substances actives de la plante par plusieurs méthodes d’analyse a savoir UV-Visible et
infrarouge. Ainsi qu’une évaluation par une étude in-vivo a été effectué¢ dans le but de prouver
I’efficacité de cette matiere active extraite. D’autre part la formulation de deux types d’émulsions
a ¢été réalisée (Micro-émulsion & Nano-émulsion) a base de cet extrait, optimisée et caractérisée
par plusieurs techniques comme la DLS, I’observation macroscopique et microscopique pour
¢tudier la stabilité de nos formulations obtenues.

Mots clés : ivette musqué, extraction, nano-émulsion, microémulsion, DLS, stabilité.

Abstract

As part of the development of a pharmaceutical form based on medicinal plants, we were interested
in the study of the plant "Musk Ivette". This work is dedicated in a first time to study the fertilizing
therapeutic activity of the Musk Ivette plant. The study begins with an extraction by the maceration
of the Musk Ivette plant in order to be able to identify the active substances of the plant by several
methods of analysis, namely UV-Visible and infrared. As well as an evaluation of an in-vivo study
was carried out in order to prove the effectiveness of this active ingredient extracted. On the other
hand, the formulation of two types of emulsions was carried out (Microemulsion & Nanoemulsion)
based on this extract, optimized and characterized by several techniques such as DLS. Macroscopic
and microscopic observation to study the stability of our obtained formulations.

Key words : Musky ivette, extraction, nanoemulsion, microemulsion, DLS, stabilité.
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INTRODUCTION GENERALE

Depuis plusieurs années les plantes médicinales sont utilisées de fagcon préventive ou
curative sur l'organisme, car elles ont la capacité de modifier. On peut les utiliser dans un but
thérapeutique pendant un certain temps, afin de mieux profiter de leurs effets. De plus, la

phytothérapie connait un nouvel essor ces dernicres années.

Une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés thérapeutiques. Cela
signifie qu’une de ses parties (feuille, bulbe, racine, graines, fruits, fleurs) peut étre employée
dans le but de guérir. Leur utilisation remonte a des milliers d’années, lorsque ’homme utilisait
les plantes pour se soigner. A 1’époque, le choix des plantes se faisait instinctivement, ce qui a
permis de déceler petit a petit celles qui pouvaient étres utilisées, et celles qui s’avéraient
toxiques [1]. Aujourd’hui, elles sont la base de la phytothérapie. Il existerait plusieurs centaines
de milliers d’espeéces différentes, que I’on peut cueillir ou récolter. En effet, les plantes
médicinales étant issues de la nature, il est possible d’en croiser tous les jours. De plus, on
distingue les plantes herboristes qui sont utilisées telles quelles, de maniere « traditionnelle »,
et les plantes qui constituent une matiére premiere pour 1’industrie pharmaceutique. Enfin, il

faut savoir que la matiere principale de la pharmacopée est restée végétale [2].

Un médicament est le résultat de nombreuses années de recherche de la chimie, en passant
par les essais pré-cliniques sur les animaux (in-vivo) puis 'homme. Le processus qui permet de
parvenir a la commercialisation d'un nouveau traitement est long et difficile.
Le parcours est également semé d'embuches réglementaires. Il existe sous formes de
suspensions buvables, suppositoires, comprimés, sachets et gélules. Ils servent généralement a

soulager les douleurs.

La production des médicaments est soumise a de nombreuses exigences, notamment en
matiere de qualité. Pour maitriser cette qualité, 1’industrie pharmaceutique doit avoir un systeme
d’assurance qualité performant qui permet de garantir I’efficacité
et la sécurité des produits mis sur le marché comme elle est un élément important des systémes

de santé dans le monde d’entier.

Pour avoir une mise en forme pharmaceutique on a les principes actifs qui sont

transformés en médicament avant d’étre distribués ou administrés a 1’humain ou a 1’animal. Ils



sont mélangés a des adjuvants appropriés notamment les liants, supports, aromatisants, diluants

conservateurs, colorants et antioxydants.

L’objectif de notre travail présenté dans ce mémoire traite I’extraction d’une plante
médicinale de la famille des lamiaceae (ivette musquée), puis une formulation pharmaceutique

et des études in vivo sur des souris de ’extrait traité et formulé.

Le premier chapitre de I’étude renferme une synthése bibliograpgique qui inclus, une
bréve description de la plante Ajuga iva, sa classification botanique, sa composition chimique,
sa répartition géographique et enfin ses activités pharmacologiques, thérapeutiques et

biologiques.

Ensuite une présentation générale des différentes formes pharmaceutiques innovantes

ainsi que les émulsions, leurs méthodes de formulation avec leurs avantages et inconvénients.

Dans le deuxiéme chapitre, nous détaillerons les techniques d’extraction et les procédés

de formulation d’ivette musquée. Ces techniques seront utilisées ultérieurement dans ce rapport.

Finalement le troisiéme chapitre comporte les résultats obtenus sur 1’extrait de la plante,

la formulation et les études in-vivo sur les souris.
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CHAPITRE 1. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

I. Introduction

Aprés plusieurs recherches et innovations dans le domaine pharmaceutique, aujourd’hui
I’industrie pharmaceutique s’oriente plus vers la médecine naturelle « phytothérapie » tout en

prouvant le pouvoir thérapeutique de la nature.

Dans ce premier chapitre, nous décrivons la plante choisie pour réaliser cette recherche, ainsi
que les formes pharmaceutiques innovantes, nous exposons aussi des généralités sur les émulsions

avec leurs différents types notamment la formulation de ces derniers.

I.2. Généralités sur la plante

1.2.1. Description de la plante
Ajuga Iva ou Ivette musquée est une plante qui appartient a la famille des lamiacées, en fait

le mot Ajuga dérive du mot Latin: jugum, joug corolle sans lévre supérieure développée. C’est une
petite plante, herbacée, vivace, ordinairement velue-blanchatre, souvent a odeur musquée, de 6 a
20 Cm de hauteur. Ses fleurs purpurines de 15 mm a deux I¢vres et tubulaire, et surtout bleu, violet
ou de couleur jaune s’épanouissent depuis le mois de Mai jusqu’au mois de Juin. Les tiges sont
¢talées, rameuses, ligneuses a la base, a rameaux couchés et redressés. Les feuilles, qui sont de 5 a
10 fois plus longues que larges, sont denses, trés serrées, opposées elles sont sessiles: leur forme
est étroite, persistante, Linéaires-Lancéolées enroulées aux bords, entiéres ou en dentées au

sommet. [3]



Figure I.1. Les differentes parties d’Ajuga iva.

Description de la figure : a) Plante Ajuga Iva; b) Branche fleurie; ¢) Feuille; d) Corolle;

e)Etamine; f) Fruit tétranucléaire; g) Nucule; h) Calice fructifere [4]

a. Dénomination de I’espece Ajuga Iva :

L’Ajuga a plusieurs denominations a titre d’exemple:

Nom local arabe: Chengoura;

Nom local berbére: Touf et-toulba;

Nom Scientifique: Ajuga Iva;

Synonyme: Teucrium Iva L;

Nom vernaculaire: en Frangais: petit if, ivette musquée, Ivette-de-narbonne,
Arthétique. En Anglais: Herob-Ivy, Musky Bugle, Herb-Ive. En Italien: Iva, Iva

moscata.

b. Classification botanique de I’espéce Ajuga Iva :

L’Ajuga iva est classifiée comme suit:

Grade: Lamiidées (Euastéridées I);
Classe: magnoliopsida;

Ordre: Lamiales;



e Famille: Lamiaceae;

e Sous-famille: Ajugoidea;
e Genre: Ajuga;

e [Espéce: Ajuga iva;

e Sous-Espéce: Ajuga Ivassppseudovia.
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Figure 1.2. Quelques photographies d’Ajuga iva [5].

1.2.2. Distribution de la plante Ajuga Iva en Algérie
D’aprés un itinéraire d’un voyage botanique en Algérie, exécuté en 1856 dans le sud des
provinces d’Oran et d’Alger, Ernest Cosson a cité Ajuga Iva parmi la liste de plantes observées

aux environs de Djelfa et dans les montagnes voisines.

Quelques années plus tard, Bénédict Pierre Georges Hochreutener a cité Ajuga Iva comme

circummeéditerranéen dans son livre.

En fait cette plante ne s’éléve pas a une grande altitude sur les montagnes, elle est trouvée

en région méditerranéenne, au sud de I’Europe, en Afrique du nord et aux Iles Canaries. [6-9]

1.2.3. Propriétés pharmacologique et biologique d’Ajuga Iva
Ajuga iva est une plante tres utilisée en médecine traditionnelle pour traiter : le Diabéte,
I’Hypertension, le Cancer, L’asthme, les troubles gastro-intestinaux pour calmer les douleurs
rhumatismales.
Ajuga Iva est une plante connue dans les pays du Maghreb pour son usage en phytothérapie,

plusieurs maladies infectieuses, cardiovasculaires et les troubles hépatiques. [10]



A. Activité Hypoglycémiante :
L’extrait aqueux lyophilisé des feuilles d’Ajuga Iva a montré une activité hypoglycémiante,

qui a été examingé sur des rats normaux et des rats diabétiques Streptozotocine-induits. Des études

toxicologiques ont révélé que 1’extrait est sans effet toxique a des doses hypoglycémique. [11]

Cette recherche a été réalisée par El Hilaly suite a des études in vivo de I’extrait aqueux

d’Ajuga Iva par laquelle il a examiné I’activité vasculaire chez des rats Wistar normotendus. [12]

B. Activité hypotriglycéridémie :
Une étude a été faite pour montrer que 1’extrait aqueux lyophilisé, administré par injection

intraveineuse, diminue les teneurs en triacylglycérol. [13]

C. Activité antioxydante :

Bouderbala a examiné I’effet d’un extrait aqueux d’Ajuga Iva sur la peroxydation lipidique
sérique et tissulaire ainsi que sur les activités des enzymes antioxydantes dans les globules rouges

(GR) et les tissus chez des rat hypercholestérolémiques (HC). [14]

D. Activité hypolipidémiante :
Une étude a été réalisée sur des rats hypercholestérolémiques pour montrer I’activité

hypolipidémiante, cette activité est exercée sur la peroxydation lipidique sérique et tissulaire chez

ces rats. [14]

E. Activité hypocholestérolémiante :

L'extrait aqueux lyophilisé de Globularia alypum sur les teneurs en lipides plasmatiques et
hépatiques a été utilisé pour étudier 1'activité hypocholestérolémiques d'Ajuga iva. [15]
F. Activité antimicrobienne :

L’étude réalisée in vitro de 1’extrait aqueux des parties aériennes qui a été evaluée a I’aide

de la méthode standard de la diffusion.

L’extrait aqueux a été déterminé par la présence d'une zone d'inhibition et en comparant son

diamétre avec celui des antimicrobiens de référence. [16]
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G. Activité analgésique :
Une recherche comparative sur des souris montre que 1’extrait aqueux a 0,4g/ L de cette
plante induit une diminution du nombre de crampes abdominales dans le test de writhing provoqué

par I’acide acétique a 1% d’Ajuga iva a un effet analgésique plus efficace que celui de I’ibuproféne.

[17]

Dans le test de torsion induit par 1'acide acétique, l'acide acétique a provoqué une réaction
nociceptive moyenne dans le groupe témoin, contorsions abdominales. L'extrait aqueux d’A.iva a

réduit de manicre significative le nombre de contorsions abdominales chez les souris. [18]

H. Activité antifongique :

Une étude comparative a été réalisée sur 1’activité antifongique des extraits méthanoliques de
la tige, la feuille et la racine d'Ajuga iva, cette derniere a été évaluée vis-a-vis de Candida albicans.
A.iva a montré I'efficacité antifongique contre Candida albicans. Les extraits méthanoliques de la

feuille et la tige, ont la capacité de tuer ou d'inhiber la croissance des champignons. [19]

1.2.4. Toxicité d’Ajuga iva

Les études réalisées n’ont révélé aucune toxicité d’Ajuga Iva. Aucune morbidité n’a été
observée chez les souris traitées par (dosage précis). La consommation de I’ivette par des personnes
normales; n’aboutit pas a la réduction de leurs glycémies, alors qu’elle a un effet hypoglycémiant
chez les personnes diabétiques. Par voie orale, la DL50 est supérieure a 14g/kg PC tandis que celle
de la voie intrapéritonéale est d’environ 3.6g/kg Poids corporel. Quant au traitement chronique
(Jusqu’a 600 mg/Kg PC) n’occasionne aucun effet néfaste sur les paramétres biochimiques et
hématologiques. L’analyse histologiques des organes vitaux refléte des structures anatomo-
morphologiques normales, les DL50 montrent que les flavonoides d’ Ajuga iva ne sont pas toxiques

du fait de leurs valeurs élevées (3600 mg/kg pour les souris et 4800 mg/kg pour les rats). [10]

1.2.5. Métabolites secondaires isolés de I’Ajuga Iva

Les études effectuées sur la plante Ajuga Iva ont permis d’isoler plusieurs composés,
polyphénoliques. Les flavonoides, les tanins, tri-terpénes et les huiles essentielles se trouvent en
grande quantité dans 1’Ajuga iva. Elle contient aussi les anthocyanes, les acides phénoliques, les

néo-clérodane diterpénoides comme 1’ajugarine et d’autres substances. Les études ont montré que
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I’ivette contient le 24,28- dehydromakisterone A ainsi que les phytoecdystéroides (ajugasterone C,
cyasterone, cyasterone diglycerides, 24,25-dehydrocyasterone, 24-dehydroprecyasterone,
ecdysone, ecdysterone, 23-hydroxycyasterone, 20-hydroxyecdysone, makisterone A, 22-oxo-
cyasterone, polypodine B). Elle contient aussi le 2-deoxy-20-hydroxyecdysone, et le 14,15-
dihydroajugapitine et Withanolides. [20-25]

Ben Jannet et al ont isol¢ les ivaides d’ Ajuga iva. Les cicatrisants (externes), les diterpénoides
neo-clérodane diterpénoides (14,15-dihydroajugapitin, Ivain I, II, III & IV), les iridoides
(harpagide, 8-O-acetylharpagide), Ivaides A (1,3- di-(R)-B-hydroxy-glycéride glycérol), des
saponosides, diacylglycerides, 1’acide palmitique et I’acide myristique sont aussi des composés

chimiques que les chercheurs trouvent dans I’ Ajuga iva, elle est tres riche en fer. [26-27]

1. Les flavonoides :
La quercétine (flavonol), la lutéoline, la chrysoériol, la 5,5’-dihydroxy 4’,7-diméthoxy
flavone, la 5,7-dihydroxy 4°,5’- diméthoxy flavone, 1’apigénine (flavones), la naringénine

(flavanone) et le néohespéridoside sont les flavonoides isolés a partir de Ajuga iva. [28-29]

2. Les tanins :

Les tanins condensés (TC) sont des produits végétaux secondaires polyphénoliques tres
répandus dans le régne végétal. Par définition, les TC se lient aux protéines et sont considérés
comme des composés "antinutritionnels" qui réduisent la digestibilité des protéines. Les variations
de la chimie des TC modifient les capacités de liaison aux protéines entre les polymeres provenant

de différentes especes végétales et de différents stades de développement. [30]

3. Les polyphénols simples :

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés par
la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec un
glucide. Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles,
fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques
comme la croissance cellulaire, la rhizogenese, la germination des graines ou la maturation des

fruits. Les plus représentés sont les anthocyanes, les flavonoides et les tanins. [31]
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4. Les saponines :

Les saponines sont les principaux constituants de nombreuses plantes médicinales, les
saponines doivent leur nom au fait que, comme le savon, elles produisent de la mousse quand on

les plonge dans 1’eau. Les saponines existent sous deux formes, les stéroides et les tnterpenoides.

[32]

5. Les stéroides :

Le terme générique « stéroide » rend compte des caractéristiques physico-chimiques des

premiers représentants de cette famille.

Les hytoecdystéroides sont connus pour étre des métabolites secondaires de plantes assez
répandus. Il s'est avéré que ces composés, ayant en général une similarité structurelle avec la
molécule d'a-ecdysone (1) (la principale hormone des invertébrés en mue), sont caractérisés par

une variabilité des structures chimiques beaucoup plus grande que les hytoecdystéroides.

A ce jour, plus de 500 structures différentes de phytoecdystéroides ont ét¢ identifies. Il est
pratiquement impossible d'établir des limites absolues pour ce groupe de composés, puisqu'ils
forment une sorte d'ensemble de molécules, et une série continue avec d'autres stéroides de plantes
ayant une structure chimique similaire : brassinostéroides, vitanolides, glycosides stéroidiens, etc.
Les ecdystéroides sont tres diversifiés dans leur structure. Ainsi, le nombre total de carbone dans
une structure peut étre de 27, 28, 29 ou 30 pour les composés ayant une chaine latérale compléte,
ou de 24, 21 et 30 pour les composé€s ayant une chaine latérale compléte, ou 24, 21 et 19 pour les
composés ayant une rupture de chaine latérale dans les positions C24-C25, C20-22, et C17-C20
[33].

Les ecdystéroides peuvent contenir :
1. Des groupes 38-OH, 30-OH ou 3-oxo0 ;

2. Les groupes OH dans le noyau stéroide peuvent étre localisés aux positions C1,

C2,C5,C11,C19;;

3. Les groupes OH en positions C20, C22, C23, C24, C25, et C26-27 pour les

composés ayant une chaine latérale ;
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4. Des liaisons insaturées supplémentaires n° 9-11, n°® 24-25, n® 25-26, ou n® 24-28 ;
5. Des cycles lactone a 5 ou 6 chainons.

Les ecdystéroides peuvent former des conjugués aux positions C2, C3, C20, C22, ou C25
avec des acides inorganiques (phosphates), des acides organiques (acétates, cinnamates, benzoates,
palmitates, p-coumarrates), des sucres (galactosides, glucosides) ou de I'acétone (acétonides 2,3 et
20,22). Puisqu'une combinaison de n'importe quelle modification individuelle peut avoir lieu, on
peut théoriquement s'attendre a I'existence de plus d'un type de modification, on peut s'attendre a
l'existence de plus de 1000 structures différentes, on peut supposer que les phytoecdystéroides
identifiés a ce jour ne représentent qu'une petite fraction de ces composés qui existent dans la nature

[34-35].

De nombreuses modifications trouvées dans les phytoecdystéroides se retrouvent également

dans d'autres classes de triterpénoides végétaux (par exemple, les brassinostéroides, les stérols).

Les phytoécdystéroides sont synthétisées chez les plantes a partir de I'acide mévalonique via

le cholestérol et/ou le lanostérol.

Ainsi, les plantes sont capables de synthétiser de nouveau les ecdystéroides a partir de leurs
précurseurs (ex, l'acide mévalonique) par la formation de stérols en tant que précurseurs
métaboliques les plus proches, ce qui a été démontré dans un certain nombre d'expériences utilisant

du cholestérol et du mévalonate marqués peu apres la découverte de 1'acide mévalonique.

En outre, on peut supposer que dans plantes produisant des ecdystéroides C28 et C29, les
ecdystéroides C27 ordinaires (par exemple, 20-hydroxyecdysone) peuvent étre d'origine

secondaire par désalkylation des ecdystéroides en C28 et C29. [36-37]
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Figure 1.3. Structure chimique de 20- Figure 1.4. Structure chimique de
Hydroxyecdysone. Makisterone A.

Figure 1.7. Structure chimique de 24(28)- Figure L.8. Structure chimique de 22-

Dydromakisterone A. Oxocyasterone.
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Figure 1.9. Structure chimique d’Ecdysterone [38-39]

1.2.6. Travaux réalisés sur la plante Ajuga iva

L’ensemble des travaux sur la plante Ajuga iva par ordre chronologique :

En 1991, Ghedira et Al, ont suggéré que la défense antioxydante chez les rats
hypercholestérolémiques traités par Ajuga-iva peut étre du aux flavonoides et les irodoides
qui ont été isolés de cette plante. [40]

En 1992, Breschi, M.C et Al, ont trouvé I’activité vasoconstrictrice du 8-O-acétylharpagide
de I’Ajuga reptans. [41]

En 1994, Aliotta. G et Pollio. A, ont démontré que la plante est utile dans la thérapie rénale
selon Pliny the elder. [42]

En (1998-1999), les ¢tudes de Pascual Villalobos et Robledo, ont montré que I’extrait
aqueux d’Ajuga iva inhibe la croissance de la larve tribolium lasteneum (70-100% de
mortalité). [43]

En 1999, Ben jannet et Al, ont trouvé que I’ivette a une activité antibactérienne contre
Escherichia coli, staphylococus aureus, salmonella typhimurium et pseudomonas
aeruginosa. [44]

En 2002, El Hilaly et Lyoussi, ont trouvé 1’effet hypoglycémique de I’extrait aqueux
lyophilisé d’Ajuga-iva chez des rats normaux et diabétiques a la streptozotocine. [45]

En 2004, El Hilaly et ses collaborateurs ont trouvé que 1’extrait aqueux d’Ajuga iva a des
propriétes vasodilatrices et donc, considéré comme agent anti-hypertensif. [46]

En 2006, El Hilaly et ses collaborateurs, suggerent que 1’Ajuga iva peut étre considéré

comme un agent anti-diabétique et hypolipidémique. [47]
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En 2007, Chenni et ses collaborateurs ont etudié¢ 1’extrait aqueux d’Ajuga iva qui diminue
les endommagements issus du stress oxydatif chez les rats traités par des doses élevées de
cholestérol. [48]

En 2008, Bouderbala et Al ont montré que I’extrait aqueux lyophilisé d’Ajuga iva peut
réduire le stress oxydant et diminuer la péroxydation lipidique chez les rats
hypercholéstérolimiques. [49]

En 2009, D. Taleb Senouci et ses collaborateurs ont montré que 1’Ajuga iva a un effet
antioxydant (antioxydant de I’extrait aqueux d’ajuga-iva chez les rats diabétiques induits
par la streptozotocine). [50]

En 2010, F. El Amrani et Al, ont fait une étude ethnopharmacologique de quelques plantes
utilisées dans le traitement de diabete dans la région de Meknées-Tafilalet Maroc parmi ses
plantes I’ Ajuga iva. [51]

En 2011, Radi Aly et ses collaborateurs ont fait une étude sur 1’activité biologique des
phytoecdystéroides naturels d’ Ajuga iva contre I’aleurode de la patate douce Bemisia tabaci
et I’acarien du perce olingonychus perseae. [52]

En 2012, A. Rouibi et ses collaborateurs ont fait I’étude pharmacologique de I’extrait
aqueux d’Ajuga iva sur des animaux pour évaluer son activité analgésique. [53]

En 2013, D. Chabane et ses collaborateurs ont fait une étude pour évaluer ’activité
hypoglycémique de 1’extrait aqueux de la partie aérienne de cette plante sur un modele
animal. [54]

En 2014, A. Kemassi et ses collaborateurs, ont montré qu’il ressort 33 especes a caractere
médicinal utilisées par les autochtones de la vallée de M’Zab pour le traitement de
I’hyperglycémie parmi ces plantes 1’Ajuga iva. [55]

En 2014, Ahmed Bakrim et ses collaborateurs ont fait une comparaison entre deux profils
ecdystéroides de deux espéces d’ajuga, A. iva et A. remota pour identifier les
phytoecdystéroides. [S6]

En 2015, M. Hachi a montré que plusieurs especes sont utilisées pour le traitement digestif
et parmi eux I’Ajuga iva. [57]

En 2015, H. Orch et Al ont fait une étude sur les plantes médicinales utilisées pour le

diabete et I’hypertension artérielle dont I’ Ajuga iva. [S8]
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En 2015, Amel Boudjelal, a fait une étude sur I’effet thérapeutique des infusions aqueuses
d’artemisia herba-alba et d’Ajuga iva sur des rats diabétiques. [59]

En 2016, Amal El Hamsas El Youbi et Al, ont déterminé le profil thérapeutique naturel
utilisé dans la médecine populaire marocaine pour traiter dix maladies liées directement ou
indirectement a un dysfonctionnement du systéme immunitaire et ont démontré que I’ Ajuga
iva a un effet thérapeutique sur I’allergie. [60]

En 2017, M. Barkaoui et Al, ont fait un inventaire des especes végétales utilisées en
médecine populaire pour la prise en charge du diabéte dans les provinces de Chtouka Ait
Baha et Tiznit, parmi les especes les plus utilisées les Lamiacées. [61]

En 2017, Chouitah et Al, ont preparé¢ I’extrait de I’Ajuga iva, donné la composition
chimique et démontré que cette derniere a une activité antimicrobienne. [62]

En 2018, S. Mouheb, M. Khali, A. Rouibi et F. Saidi, ont étudié 1’effet antimicrobien et
analgésique de I’extrait d’Ajuga iva. [63]

En 2019, S. Fettach et Al, ont fait I’¢tude de la teneur en composés phénoliques de 1’activité
antioxydante de 1’Ajuga iva. [64]

En 2020, Abdelhakim Bouyahya et ses collaborateurs, ont mis en évidence les rapports
précédents sur A.iva, y compris ses utilisations ethnopharmacologiques, la chimie de ses
métabolites secondaires, ses propriétés pharmacologiques in vitro et in vivo et les preuves
toxicologiques. [65]

En 2020, Souad Senhadji et ses collaborateurs, ont démontré que 1’Ajuga iva a un contenu
phénolique et des propriétés antioxydantes et organiques dans 1’extrait aqueux. [66]

En 2021, Abdelhakim Bouyahya et ses collaborateurs, ont visé a identifier les composés
volatiles des huiles essentielles d’Ajuga iva (AIEO) a trois périodes de développement, et
a évaluer leurs propriétés pharmacologiques. [67]

En 2021, Karima Ounaissia, a montré que 1’ Ajuga-iva a une activité antifongique, d’apres

I’évaluation qui a été faite vis- a-vis de candida albicans. [68]
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L.3. Apercu sur les formes pharmaceutiques innovantes

Les formulations galéniques, actuellement considérées comme lun des défis du
développement de médicaments innovants, sont congues pour assurer la stabilité du principe actif
a la concentration optimale afin d’assurer le meilleur effet thérapeutique avec la plus faible dose,
optimiser la biodisponibilité, améliorer la tolérance, rationaliser la production et réduire les étapes

et les couts.

1.3.1. Encapsulation

L’Encapsulation est utilisée pour piéger un principe actif (PA) solide / liquide dans une

matrice polymérique sous une forme membrane / dispersée dans le réseau. [69]

Tableau I.1. Encapsulation par les capsules et les spheres

Les Capsules

Les Sphéres

Le systéme réservoir est constitué¢ d’un coeur
contenant la matiere active SOLIDE /
LIQUIDE entourée d’une enveloppe solide

continue de matériau enrobant. Les capsules

Elles sont constituées d’un réseau

macromoléculaire formé d’une matrice dans
laquelle la maticre active est finement divisée

ou dispersée.

ne sont pas nécessairement de forme

sphérique.

1.3.2. Liposomes

Les liposomes sont de petites vésicules artificielles de forme sphérique qui peuvent étre
créées a partir de cholestérol et de phospholipides naturels non toxiques. En raison de leur taille et
de leur caractere hydrophobe et hydrophile (en plus de leur biocompatibilité), les liposomes sont

des systemes prometteurs pour I'administration de médicaments. [70]
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Figure 1.10. Constitution d’un liposome [71].

1.3.3. Implants

D’apres la pharmacopée européenne, ce sont des préparations solides stériles de tailles et
formes appropriées destinées a I’implantation pour assurer une libération du principe actif pendant

une longue durée.

Les implants sont généralement administrés par voie sous-cutanée au niveau du bras, de

I’abdomen ou de la cuisse, a I’aide d’une seringue pré-remplie ou incision chirurgicale.
Les implants sont classés en deux types :

a. Implants polymérique : La plupart des implants sont de nature polymérique soit sous forme

de capsule ou de sphere. Les polymeres peuvent tre : Biodégrables /non-biodégradable [72]

b. Les Pompes : C’est une forme innovante des implants qui a été mise au point ces dernicres
années, elle est basée sur le principe de la pression osmotique. C’est un implant miniature constitué
d’un cylindre creux en titane pour protéger le PA, ce dernier va étre placé dans le compartiment,
aprés I’implantation, 1’eau des tissus pénétre par une extrémité a travers une membrane semi-
perméable dans une chambre osmotique qui se met a gonfler pour pousser un petit piston en

direction du compartiment contenant le PA.

1.3.4. Nanoparticules

Les nanoparticules sont définies comme des particules solides dont la taille est comprise entre
10 et 1000 nm. Le médicament est dissous, piégé, encapsulé ou attaché a une matrice nano-

particulaire.
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Les propriétés physiques et chimiques de ces nano-objets différent de celles des matériaux
classiques. Elles couvrent un large domaine de développement en industrie pharmaceutique elles

peuvent étre classées en deux grands groupes :
1. Les NP organiques (liposomes, NP polymeéres, nanotubes de carbone, fullerénes)
2. Les NP inorganiques (boites quantiques, NP magnétiques, sondes Raman).

La NP peut étre congue pour agir comme un systeme d'administration des médicaments

(thérapeutique), une sonde d'imagerie (diagnostique) ou les deux (théranostique). [73]
1. Classification des nanoparticules :
Selon la méthode de préparation, on obtient :

e Des nanoparticules : Ces dernieres années, les nanoparticules polymeres biodégradables,
en particulier celles recouvertes d'un polymére hydrophile tel que le polyéthyléne glycol
(PEG) connues sous le nom de particules a longue circulation, ont été utilisées comme

dispositifs potentiels d'administration de médicaments.

e Des nanosphéres: sont des systémes matrice dans laquelle le médicament est

physiquement et dispersé¢ de maniére uniforme.

e Des nanocapsules : sont des systemes dans lesquels le médicament est confiné dans une

cavité entourée d'une membrane unique en polymere unique. [74-78]
2. Préparation des nanoparticules :
Les nanoparticules sont préparées par trois méthodes :

1- Dispersion de polymeéres préformés.

2- Polymérisation de monomeres.

3- G¢lification ou coacervation ionique de polymeres hydrophiles. [79]

1.4. Emulsions

Depuis plusieurs décennies, I’émulsion présente une forme de dosage lipidique et un systéme
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populaire d’administration attrayante pour les molécules de médicaments hydrophobes. Jour apres
jour son application pharmaceutique s’¢largit et son développement prend une importance dans ce

domaine. [80]
1. Définition :

Selon les définitions courantes, une émulsion est composée par un systeme de deux liquides

non miscibles dont 1'un est finement divisé en gouttelettes dans l'autre.
e La phase dispersée est encore appelée phase interne, dispersé ou discontinue.
e La phase dispersante est aussi appelée phase externe, dispersante ou continue.

Selon la Pharmacopée Francgaise, les ¢émulsions dans lesquelles la phase dispersée est
lipophile (L), huile végétale ou minérale par exemple, et la phase dispersante hydrophile (H), eau
par exemple, sont dites de type aqueux L/H (anciennement H/E : huile dans eau) et les émulsions
dans lesquelles la phase dispersée est hydrophile et la phase dispersante lipophile sont dites de type

huileux H/L (anciennement E/H : eau dans huile).

I1 existe aussi des émulsions dites multiples, par exemple H/L/H (anciennement E/H/E : eau

dans huile dans eau).

1.4.1. Notion d’émulsification

L’émulsion est présente dans des nombreuses applications industrielles ; des formulations
pharmaceutiques font appel a ce genre de dispersion d’un liquide dans un autre liquide non-
miscible, conduisant a des applications pharmaceutiques avec 1’encapsulation d’un PA. Pour ce, il
existe une variété de techniques permettant la formation des émulsions en citant dans le cas

d’émulsification simple les méthodes suivantes :

A. Méthode de la gomme séche : Triturer le mélange d'émulsifiant et d'huile en ajoutant de I'eau
pour former une émulsion primaire. Ajouter ensuite de I'eau pour diluer et mélanger

continuellement pour former I'émulsion.

B. Méthode de 1a gomme humide : Dans un premier temps, triturer I'huile avec de I'eau, puis avec
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I'émulsifiant pour former une émulsion primaire. Ajouter ensuite de I'eau, diluer et mélanger pour

former une émulsion.

C. Méthode in situ : Prenez de l'huile et de I'eau de chaux (solution d'hydroxyde de calcium).

Mé¢élanger en agitant pour former une émulsion.

D. Méthode mécanique : Prendre de 'huile, de 1'eau et un émulsifiant, bien mélanger et remuer a

la machine pour former une émulsion.

E. Emulsification par membre (membranaire) : Elle consiste a former le passage de la phase

dispersée vers la phase continue a travers les pores d’une membrane.

1.4.2. Classification des émulsions

a) Emulsions simples : Elles sont composées d’une phase lipophile, d’une phase hydrophile et
d’un émulsifiant. Suivant que la phase continue est lipophile ou hydrophile, on définit deux types

d’émulsions simples :

1. Emulsion huile dans eau (H/E) (émulsion aqueuse), (émulsion & eau externe)
» Phase dispersée : lipophile.
» Phase dispersante : hydrophile.

2. Emulsion eau dans huile (E/H) est une émulsion de type huileux étant les moins courantes, elles

sont parfois appelées : Emulsions inverses ou a huile externe
» Phase dispersée : hydrophile.
» Phase dispersante : lipophile.

En fonction de la taille moyenne des gouttelettes on distingue des émulsions plutdt grossieres,
appelées macroémulsions et des émulsions plus fines, submicroniques, appelées mini ou

nanoémulsions.

b) Les émulsions multiples : Les émulsions multiples sont utilisées dans le domaine

pharmaceutique sauf que leur formulation est plus complexe que celle des émulsions simples.
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Il s’agit d’émulsion / dispersion d’une émulsion dans une phase dispersante :

- Ladispersion d’une émulsion H/L dans une phase aqueuse (H) donne une émulsion H/L/H

ou E/H/E.

- A D’inverse, la dispersion d’une émulsion L/H dans une phase huileuse (L) donne une

émulsion L/H/L.

Ces deux exemples correspondent au cas le plus simple d’émulsions multiples : les émulsions

doubles.

Nous avons deux autres classifications les nano émulsion et microémulsion.

1.4.3. Stabilité des émulsions

Les émulsions présentent un souci d’instabilité, c’est-a-dire. les deux phases qui forment
I’émulsion, se séparent d’une fagon plus au moins rapide, ce qu’on ’appelle un systéme Hors

equilibre (thermodynamiquement instable).
Une émulsion se rompt :

» Soit par coalescence des globules de liquide dispersés et séparation compléte des

phases.

I ... N —
L )
W )

Figure I.11. Phénomene de coalescence [80].

» Soit par crémage ou sédimentation, c'est-a-dire par rassemblement de tous les

globules a la surface ou au fond du liquide dispersant selon que le liquide dispersé est
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plus léger ou plus lourd que le liquide dispersant.

» Soit par coalescence et crémage ou sédimentation a la fois.

.9

Sédimentation Crémage

Figure 1.12 Phénomeéne de sédimentation et de crémage [80].

Pour ces raisons, les émulsions doivent souvent comporter des émulsifiants,
émulsionnants qui forment un film interfacial mince, une membrane interfaciale, autour des
globules de la phase dispersée. Ces derniers ont de I’affinité pour la phase hydrophile et
hydrophobe de I’émulsion, ce qui rend I’émulsion a pouvoir présenter une stabilité

importante dans le temps.

Les émulsionnants, émulsifiants sont souvent de petites molécules amphiphiles
appelées tensioactifs, surfactifs, surfactants, agents de surface qui se caractérisent par un pdle

hydrophile et un pdle hydrophobe.

Micelle

Hydrophilic Head
Hydrophobic Tail

° Counter lon
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Figure 1.13. Micelle d’un tensioactif [80].
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Ils peuvent agir sur la stabilité d'une émulsion de trois fagons :

1. Soit en diminuant la tension inter-faciale, c'est le cas des surfactifs dont les molécules
deviennent un film a l'interface, une extrémité de chaque molécule se dépose dans 1'eau et 1'autre

dans I'huile.
2. Soit en améliorant la viscosité de la préparation : cas des gommes par exemple.
3. Soit aussi en agissant a la fois sur la tension inter-faciale et sur la viscositeé.

Donc pour assurer la stabilité¢ des émulsions, il est nécessaire de recourir a ces molécules

permettant de les stabiliser comme :

a. Bio-polymére amphiphile : grace a leur interaction avec les surfactants hydrophobes, ce qui
forme un film qui améliore la résistance mécanique et diminue les phénomenes de coalescence par
I’encombrement stérique des molécules en prenant I’exemple des protéines (La dénaturation des
protéines favorise leur pouvoir stabilisant), les polyholosides (qui sont naturellement hydrophiles

mais elles peuvent étre greffées avec des composés hydrophobes).

b. Les Solides finement divisés : 11 est possible d’utiliser des poudres insolubles dans les deux
phases comme émulsifiant. Les particules vont se positionner a I’interface et ainsi limiter le
phénomene de coalescence. Les émulsions stabilisées de cette technique sont appelées émulsions

de pickering.

c. Les Additifs de viscosité : La stabilisation de I’émulsion peut également étre obtenue par
augmentation de la viscosité de la phase continue. Le choix de I’additif dépend de la nature de cette

phase.

1.4.4. Les agents émulsifiants

Les tensioactifs (également appelés surfactants ou agents de surface) sont les molécules
émulsifiantes les plus utilisées pour la stabilit¢ des émulsions. Elles sont classées par leurs
propriétés chimiques ou physicochimiques dont la nature des tensioactifs aide a déterminer la

stabilité des émulsions.
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Ces tensioactifs peuvent étre :
Non-ioniques/ Anioniques/ Cationiques/ Zwitterioniques.

> Leurs roles dans la stabilisation des émulsions :

Les tensioactifs sont de petites molécules amphiphiles ayant des propriétés
émulsifiantes. Ces molécules se placent a I’interface entre les phases de 1’émulsion. Du
coté hydrophile de I’interface, le tensioactif établit des liaisons hydrogenes et des liaisons
ioniques avec la phase aqueuse. Du c6té lipophile, la molécule établit des liaisons de Van
der Waals et des interactions hydrophobes avec la phase grasse. Cette disposition permet
de diminuer la tension interfaciale du systéme, ce qui favorise I’émulsification (diminution

de I’énergie a apporter) et stabilise 1’émulsion.

La quantité¢ du tensioactif employé dépend de la taille des gouttelettes que 1’on
souhaite obtenir, de la stabilité voulue et de I’efficacité du procédé d’émulsification. (Dans
le cas des émulsions fines et notamment des microémulsions, il est nécessaire de travailler

avec des couples de tensioactifs), les micelles inverses et les bicouches (Figure 1-14).

R/ NG WA 1411241
s N 88ssisésss

Micelles Micelles inverses Bicouche

Figure I.14. Organisation de tensioactifs en solution [80].

1.4.5. La formulation des émulsions
La formulation des émulsions passe par des étapes structurées ;

e La lére étape : consiste a choisir les différentes phases de I’émulsion (La phase hydrophile

qui est toujours aqueuse et la phase Grasse qui est variable).

e La 2¢éme étape : consiste a choisir les émulsifiants appropriés pour obtenir une stabilité

optimale.



Méthode de formulation des émulsions sont comme suit :

a. Régle de Bancroft : cette régle énoncée en 1913 permet de prévoir le sens d’une émulsion
en fonction de I’affinité du tensioactif employé¢ comme émulsion ; d’aprés cette régle la phase

dispersante sera celle ayant le plus d’affinité avec le tensioactif.

b. Méthode HLB : cette méthode est basée sur la classification mise au point en 1949 par
Griffin elle permet d’orienter le choix des tensioactifs pour déterminer la formulation la plus

stable sans avoir réalis€¢ un nombre trop important d’essais.

c. Rapport R de Winsor : En 1954, Winsor synthétisa ses travaux sur les systémes comportant
des tensioactifs. Il explique que le comportement des systemes eau/huile/surfactant peut étre
prédit par le calcul du rapport R : c’est un rapport qui compare les interactions eau-surfactant

aux interactions huile-surfactant.
d. Méthode HLD (déviation hydrophile-Lipophile) : ce concept a été développé par Salager
en 2001 pour compléter le concept de formulation des émulsions, HLD est un nombre sans

dimension pouvant s’exprimer de maniere différente en fonction du type de tensioactif. Ce

concept permet de comparer de maniere quantitative I’influence des différents parametres.

1.4.6. Les microémulsions

1. Définition : L'UICPA définit la micro-€émulsion comme une dispersion composée d'eau, d'huile

et de tensioactif(s) qui est un systéme isotrope et thermodynamiquement stable dont le diamétre

des domaines dispersés varie approximativement de 1 a 100 nm, généralement de 10 a 50 nm.

2. Composition :
Les principaux composants du systeme de micro-émulsion sont les suivants :
e Phase huileuse.
e Tensioactif (tensioactif primaire).
e Co-surfactant (surfactant secondaire)
e Co-solvant

3. Les types des microémulsions :

Selon Winsor, il existe quatre types de phases de microémulsion en équilibre, ces phases sont

appelées phases de Winsor.
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» Winsor I (systéme biphasé) : la couche d'huile supérieure existe en équilibre avec la phase
inférieure de microémulsion (huile/eau).

» Winsor II (systéme biphasé) : la microémulsion supérieure (eau/huile) existe en équilibre
avec l'exces d'eau inférieur.

» Winsor III (systéme triphasé) : la phase intermédiaire bicontinue (huile/eau et eau/huile)
existe en équilibre avec la phase supérieure d'huile et la phase inférieure d'eau.

» Winsor IV (systéme monophasé) : il forme un mélange homogéne d'huile, d'eau et d'agent
de surface. [81-85]

4. Méthodes de préparation
» Méthode de titrage de phase :

La préparation d’une microémulsion se fait en dispersant la quantité requise de médicament

dans une quantité appropriée d'huile, nécessaire a la solubilisation du médicament.

Le mélange doit étre homogénéisé et une quantité précise des mélanges de tensioactifs et de

co-tensioactifs est ajoutée en petites portions tout en agitant.

Les mélanges vont étre soigneusement mélangés a l'aide d'un agitateur magnétique et de I'eau
distillée double s’ajoutera a la goutte a goutte avec une agitation continue pendant 10 minutes.

L’optimisation de la vitesse d'agitation est en fonction de la taille des particules.
» Méthode de température d'inversion de phase (PIT) :

L'inversion de phase des microémulsions signifie la conversion d'un systéme H/E en E/H en

ajoutant un exces de phase dispersée ou d'eau doublement distillée.

L’ajout d'un exces de la phase dispersée ou par I'augmentation de la température lorsque des
tensioactifs non ioniques sont utilisés pour modifier la courbure spontanée du tensioactif, ce qui
rapproche le systtme d'une tension superficielle minimale en formant des gouttelettes d'huile

finement dispersées.

Cette méthode montre des changements extrémes dans la taille des particules, ce qui conduit

a des changements dans le modele de libération des médicaments in vivo et in vitro. [86-97]
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5. Avantages et inconvénient : [98-102]

Tableau I.2. Avantages et inconvénients des microémulsions.

Avantages

Inconvénients

- Il est trés facile a préparer et a mettre a
I'échelle en raison de sa capacité de formation
spontanée.

- C'est un tres bon systeme pour augmenter le
taux d'absorption ainsi que la biodisponibilité
en ¢liminant les variations interférentes.

- Il est capable d'améliorer la solubilité des
médicaments lipophiles.

- C'est un systeme thermodynamiquement plus
stable que le systtme conventionnel et donc
adapté a une utilisation a long terme.

- Il peut étre préféré pour développer des
de libération

systémes médicaments a

prolongée et controlée.

- L'utilisation supplémentaire d'une quantité
excessive de tensioactifs et de co-tensioactifs
augmente le coft.

- Une concentration excessive de tensioactifs

peut entrainer une toxicité pour les muqueuses.

1.4.7. Les nano-émulsions

A. Définition : Elles sont trés similaires aux microémulsions qui sont des dispersions de particules

a D’échelle nanométrique mais obtenues par une force mécanique contrairement aux

microémulsions qui se forment spontanément. [103-104]

B. Types des nano émulsions :
» Huile dans I'eau (H/E)
» Eau dans I'huile (E/H)

» Huile-dans-eau-dans-huile (H/E/H)

» Eau-dans-huile-dans-cau (E/H/E). [105-106]
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C. Les méthodes de formation des nano émulsions : Il existe une variété de techniques qui

permettent la formation des nano émulsions :

1. Méthode d'émulsification a haute énergie : Ultra-sonication et homogénéisation a haute

pression.

2. Emulsification a faible énergie : Méthode d'inversion de phase par la température, méthode de

déplacement du solvant et méthode d'inversion de phase par la composition.

3. Homogénéisation a haute pression : Un instrument d’homogénéisation a haute pression
spécialement congu est utilis€ pour produire des particules de taille nanométrique. A tres haute
pression de (500 a 5000 PSI), la phase huileuse et la phase aqueuse peuvent étre forcées a travers
un petit orifice d’entrée. Des particules de taille extrémement petites sont donc créées en raison de
la forte turbulence et du cisaillement hydraulique. Mais cette méthode nécessite une température
et une energie élevées. La pression et les cycles d’homogénéisation sont directement responsables
de la taille des particules. Plus la pression et les cycles d’homogénéisation sont ¢lévés, plus la taille

des particules est petite. Cette méthode est facile a mettre a I’échelle. [107-108]

4. Ultrasonication : Lorsque I’émulsion est dans un champ ultrasonique et que la pression externe
augmente, le seuil de cavitation augmente également jusqu’a la limite ou des fines particules de

taille nanométrique sont formées. [109]

5. Microfluidisation : Dans cette methode, un dispositif spécialement congu appelé Micro-
fluidiseur est utilisé pour créer une haute pression (500 a 20000 PSI). Initialement, on prépare une
émulsion grossiere en mélangeant 1’huile et la phase aqueuse. Ce dispositif consiste en une chambre
d’interaction composée de petits micro-canaux a travers lesquels 1’émulsion grossiere est forcée
vers une zone d’impact pour former des particules fines de taille nanométrique, suivie d’une

filtration pour obtenir des particules uniformes. [110-111]

6. Technique d’évaporation du solvant : Dans cette technique, on commence par mélanger le
médicament avec un solvant organique en utilisant un tensioactif approprié et on prépare une
émulsion H/E en mélangeant la phase continue. Ensuite, on évapore le solvant organique sous-
vide, par chauffage ou dans des conditions atmosphériques pour obtenir des demi-sphéres chargées

de médicament, puis on les centrifuge ou on les filtre. [112]
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7. Méthode des hydrogels : Cette méthode présente des similitudes avec la méthode
d’évaporation du solvant. Des forces de cisaillement élevées sont utilisées pour former une

nanoémulsion de médicament et de solvant qui est miscible avec I’anti-solvant. [113]

8. Emulsification spontanée (auto-émulsification) : Cette simple méthode utilise une
composition de solvants organiques volatiles composés d’huile, d’eau, de tensioactifs lypophiles
et hydrophiles. On laisse cette composition se mélanger d’une facon homogene en 1’agitant
magnétiquement, puis on €vapore le solvant miscible a 1’eau sous vide pour obtenir une nano

émulsion. [114]

9. Méthode d'inversion de phase : Cette méthode utilise le principe de la température d'inversion
de phase qui est la température a laquelle la transition de phase se produit. Une température basse
favorise les émulsions H/E et une température élevée favorise les émulsions E/H. Des cycles
rapides de refroidissement et de chauffage produisent de fines particules. Les tensioactifs non
ioniques comme le polyoxyéthyléne deviennent lipophiles a haute température et hydrophiles a

basse température en raison de la déshydratation de la chaine polymere. [115]

D. Les avantages et inconvénients des nano émulsions [116-117]

Tableau 1.3. Avantages et inconvénients des nano émulsions

Avantages

Inconvénients

- 11 est utilisé pour améliorer la solubilité
dans l'eau et la biodisponibilit¢ finale des
médicaments lipophiles.

- C'est la forme de dosage préférée pour
incorporer des médicaments actifs provoquant
une irritation du tube digestif.

- Les problemes de stabilit¢ comme le
crémage, la floculation, la coalescence et la
sédimentation sont rarement observés dans les

nano émulsions.

- Le principal inconvénient est le cotit de
fabrication de la nano émulsion qui est tres
¢éleve.

- La maturation d'Ostwald est le

probléme majeur des nano émulsions.
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CHAPITRE II. MATERIELS ET METHODES

II.1. Introduction

Dans ce chapitre, nous exposons d’abord, les sites d’accueil ou notre étude a été réalisée,
ensuite nous présentons la partie relative aux matériels et méthodes pour étudier 1’extraction de
notre maticre active de la plante Ajuga Iva en vue d’application dans une formulation

pharmaceutique (nanoparticules, microémulsions et nanoémulsions).

11.2. Présentation des lieux d’accueil

Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de recherche de chimie, physique des interfaces
des matériaux appliqués a I’environnement (PIMAE) de I'université de Saad Dahleb-Blida 1 ainsi
que le centre de recherche et de développement de SAIDAL-Gué de Constantine Alger et le centre

de recherche scientifique et technique en analyses physico-chimiques (CRAPC).

I11.3.1. Présentation de la plante :
Notre étude est portée sur la plante d’Ajuga iva, récoltée dans la région d’Aflou (Laghouat) en

mars 2022. La plante a été cueillis, puis lavée et séchée afin d’éliminer toutes traces de poussiéres
et d’impuretés.

Une fois complétement séchée, la plante d’ 4juga iva a été broyée a 1’aide d’un broyeur ¢électrique,
puis tamisée pour devenir une poudre fine et homogene. La poudre obtenue a été consevée dans un

récipient et stockée a I’abri de la lumicre et de I’humidité.



34

Figure II.1. La plante Ajuga Iva

11.3.2. Procédé d’extraction

Pour extraire la matiere active qui représente 1’¢lément responsable de 1’activité
thérapeutique (activité fertilisante) qu’on a étudi€, on a choisi I’extraction par macération comme
un procédé adéquat pour effectuer cette étape. Ce procédé consiste a mélanger dans un erlenmeyer
500 ml d’ethanol, avec la poudre d’Ajuga iva.

Figure I1.3. Pesée de la plante en poudre Figure I1.4. Ajout de I’Ethanol a la poudre
pesée.

Le mélange a été soumis a des vibrations ultrasonique, la solution obtenue a été filtrée sous

vide. Ensuite le filtrat a été évaporé pour éliminer le solvant.



35

Figure I1.5. Mélange hydroéthanolique au sein du bain ultrasonique.

Figure IL.6. Filtration Figure IL.7. Rota-vape durant I’élimination

des solvants

Le résidu obtenu a été traité par un mélange d’hexane — méthanol — éthanol — eau distillée.
b . rur r 4 7 D r o
L’extrait a été évaporée et conservée dans un flacon en verre ambré a une température de 4 °C pour

éviter toute dégradation.
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I1.4. Caractérisation de 1'huile essentielle

L’objectif principal de la caractérisation de ’huile est de pouvoir identifier la matiére active,
leur structure et leur composition chimique. Afin d’évaluer les différentes propriétés de 1’huile
obtenue, nous avons procédé a différentes analyses :

a) Spectrophotométrie UV-Visible :

Le spectrophotometre utilisé dans cette étude est de type "Shimadzu 1700 Pharmaspec ". Dans
ces analyses, nous avons utilis¢ des cuves en quartz d'épaisseur (1 = 1 cm). La longueur d’onde
maximale d’absorption de notre principe actif est obtenue directement par balayage automatique
entre 200 et 400 nm. Cette méthode rapide et reproductible permet une analyse immédiate et fiable
des échantillons qui sont dosés au fur et a mesure de leurs prélévements pour éviter toute éventuelle
photo-dégradation. La détermination des concentrations de principe actif libéré en fonction du
temps est effectuée par dosage spectrométrique UV-visible. Au préalable, une courbe d’étalonnage
a été réalisée en fonction de la concentration du milieu. [118]

C) Etude in-vivo de I’activité fertilisante chez les souris :
C-1) Protocole du Gavage:

Dans cette partie, nous avons utiliser deux lots de 03 souris femelles matures pesant entre 18
et 22 g récoivent pendent 6 jours (I’équivalent d’un cycle oestral chez la souris) par gavage de
I’extrait obtenu de la plante. Au 7°™ jour, les souris sont éuthanasiées par rupture de la nuque,
disséquées, les ovaires prélevés et pesés. Le lot témoin également composé de 03 souris mais ne
recevant aucun traitement nous permet de comparer le poids moyen des ovaires des souris traitées
a celui des ovaires des souris non traitées.

C-2) Protocole de dissection :

Pour réaliser cette dissection nous avons procédé comme suit :
v" Euthanasie des souris par rupture de la nuque.
v" Fixation des souris sur la planche a dissection a I’aide d’aiguilles.

v Incision de la peau au niveau de la région urogénitale et introduction de la sonde cannelée pour
pouvoir pratiquer une incision longitudinale a 1’aide d’une paire de ciseaux.

v Aprés avoir soulevé les organes du systéme digestif a I’aide d’une paire de pinces, I’ensemble
des organes génitaux internes apparait lequel est délicatement soulevé, prélevé et dégraissé.

v L’appareil génital prélevé est pesé ainsi que les ovaires apreés avoir procédé a leur séparation a
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I’aide d’une lame de bistouri.

Figure I1.8. Dissection des souris Figure I1.9. Gavage des souris

I1.5. Formulation des Nanoparticules, Microémulsions et Nano-émulsions

I1.5.1. Procédé de Synthése des Nanoparticules

Les nanoparticules d’argent ont été synthesies a I’aide de ’extrait d’Ajuga iva a base d’éthanol,
selon la méthode de Gauthami, avec certaines modifications. Briévement, 5 ml d’extrait d’éthanol
d’Ajuga iva ont été ajoutés a 200 ml d’argent de 1 M nitrate d’argent (AgNO3). Le mélange est
ensuite agité et stocké dans un endroit sombre pendant 72 heures. La formation d’AgNPs a été
prédite par le changement de couleur en brun foncé. Enfin, le mélange a été pénétré et la suspension

a été lavée 5 fois, a plusieurs reprises. [119-120]

11.5.2. Formulation des microémulsions

L’¢élaboration des microémulsions est basée sur 1’utilisation de la méthodologie « des plans
d’expériences » qu’il s’agit d’optimiser la formule qualitative et quantitative de la microémulsion,
ainsi que sa caractérisation. Afin de construire la matrice d’expériences, nous avons choisi
d’utiliser le logiciel statistique MODDE 6.0. En introduisant les différents facteurs et leur intervalle

de variation.
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Tableau IL.1. Les facteurs et leur intervalle de variation de la matrice d’experience

‘Facteurs B3 SW Phase

d’Ajuga Iva aqueuse

Intervall 2 20-90 QSp
e (%)

Compte tenu de I’objectif visé par cette étude, les réponses sont comme suit:

Tableau IL.2. Les réponses de la matrice d’experience

119009 Conductivité | Taille des
s particules

D32

mS/cm nm

La stratégie de planification expérimentale la plus adéquate est I’étude de surface de réponses La

matrice d’expériences répondant a cette stratégie est de type D-Optimal. [119-124].

Tableau I1.3. Matrice d’experience en variables centrées et réduites

Formule PA SM (Excipient 1 :2) Eau distillée
1 0.05 (1.5:1) Qsp
2 0.05 (1.5:1) Qsp
3 0.05 (1.5:1) Qsp
4 0.05 (1.5:1) Qsp
5 0.05 (1.5:1) Qsp
6 0.05 (1.5:1) Qsp
7 0.05 (1.5:1) Qsp
8 0.05 (1.5:1) Qsp
9 0.05 (1.5:1) Qsp
10 0.05 (1.5:1) Qsp
11 0.05 (1.5:1) Qsp
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A) Protocole de formulation :

Aprés avoir arréter la matrice d’expériences, nous avons réalisé la préparation de I’emulsion
E/H par mélange de la phase aqueuse et la phase huileuse qui contient 2% de 1’extrait d’Ajuga iva
dissous dans le SW en utilisant un agitateur magnétique a 300 tr/min pendant 30-45min jusqu’a la
dissolution compléte de I’extrait. Les deux phases ont été mélangées en utilisant un agitateur
magnétique a 350 tr/min. Les microémulsions ont été préparées par homogénéisation du mélange

(phase aqueuse et huileuse) pendant 30 min a une vitesse de 600 Rpm. [119-124]

11.5.3. Formulation des nano-émulsions

La formulation des nano-émulsions s’articule dans un premier temps a faire une présélection
des excipients potentiellement compatibles et de définir le procédé de nanoémulsification a travers
des essais d’orientation et d’optimiser la formule qualitative et quantitative de la nano-émulsion
dans un deuxiéme temps.

A)Méthodes de préparation :

Procédé n°1: Le tension actif et I’huile sont mélangés a 450 trs/min pendant 40 minutes. L’ajout
de la phase aqueuse se fait gouttes a gouttes. L’homogénéisation est faite a 1’ultra-Turrax®
Procédé n°2: La phase organique est préparée en mélangeant 1’extrait, le solvant organique et le

tensioactif. Cette derniére est ensuite introduite dans la phase aqueuse sous agitation.

B) Essais d’orientation :
Afin de réussir une formulation de nanoémulsion stable, transparente et de savoir choisir un
procédé de préparation adéquat, une série d’expériences préliminaires a été réalisée selon le tableau

suivant:



Figure I1.10. Agitation magnétique des deux
phases H/E.

Figure I1.11. Homogénéisation des Nano-

émulsions.

Tableau I1.4. Récapitulatif des premiers essais d'orientation.

Composition gl F2 F3 F4 FS Fé6 F7 F8 F9 F10
[ [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ J
[ J [ ] [ ] [ J [ J [ J [ J [ J [ J [ J
Solvant X X X X ° ° ° ° ° °
Organique
Tension ° ° ° ° ° ° ) ) ° °
Actif
Co-surfactif X X ° ° % ° % ° ° )
Polymére ° ° ° ° ° ° ° ) ° )
H/E Ratio 20/80 | 10/90 | 20/80 | 10/90 | 20/80 | 20/80 | 10/90 | 10/90 | 15/85 | 30/7
0
A A A A A A A A A

-A
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Procédé

e Composant inclus. X Composant non-inclus
NA: Non-Applicable. A: Applicable

1 : Procédé n°1. 2 : Procédé n°2

Afin de dégager la formulation la plus stable, nous avons pris comme réponse (critére choix)
I’épaisseur du gel et la transparence.
C) Optimisation de la formulation des nanoémulsions

Apres avoir prouve la faisabilité¢ de la préparation des nanoémulsions, nous poursuivons les
autres essais d’optimisation.

La conduite d’expériences se fait sur la base des plans d’expérience, nous allons travailler

s’inspirant des conditions déja optimis€s dans les études d’orientation.

D) Plan des expériences

Notre objectif étant I’optimisation autour de la formulation 10 qui nous permettra de revoir les
valeurs et ensuite délimiter la zone des expériences dont laquelle nous pouvons produire des NEs
stables et transparentes.

Nous avons choisi un plan composite centré cubique qui est un plan factoriel réduit présenté dans
le (Tableau IL.7.).

La stabilité de la NE dépend de plusieurs facteurs (Tableau IL.5.), tels que le rapport massique, du
mode de préparation et surtout de la nature et de la concentration du tensioactif entrant dans sa
composition. Le facteur nouvellement introduit dans cette phase de développement est R, le rapport
co-surfactif : polymére. Un autre composant important présent dans la formulation, est Le co-
surfactif qui est un tensioactif anionique connu pour étre également stabilisant. L’influence de ces
composants sur les attributs qualit¢ de la NE a été globalement appréciée au cours des essais
d’orientation.

Dans le (Tableau I1.6.) les facteurs étudiés sont exprimés en valeurs centrées réduites, codées (-1
désignant le niveau bas, 0 le niveau moyen, et +1 le niveau haut), telles que fournies par le logiciel
MODDE 06. Seul le procédé de préparation est fixe, il correspond a celui appliqué au formule 10

(Procédé 2).
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Tableau ILS5. Présentation des variables de 1’étude et caractéristiques.

Facteurs Unité L’intervale
Co-surfactif G 0.1-1

H/S % 0.2- 0.4

R % 3-4

SOR % 1-3.33
H/E % 10-30

Tableau I1.6. Caractéristiques des réponses enregistrées par le formulateur.

Réponses Unité de mesure Description
Epaisseur de gel Cm Hauteur de sédimentation
Observation Aspect (Translucide ou
Transparence
macroscopique pas)

Tableau I1.7. Présentation de la matrice du plan composite centré pour I’étude des surfaces de

réponses en vue de 1I’optimisation de la formule lors des essais préliminaires.

Formule H/E SOR R H/S Co-surfactif
1 -1 -1 -1 -1 1
2 1 -1 -1 -1 -1
3 -1 -1 1 -1 -1
4 1 -1 1 -1 1
5 -1 1 1 -1 1
6 1 1 1 -1 -1
7 -1 -1 -1 1 -1
8 1 -1 -1 1 1
9 -1 -1 1 1 1
10 1 -1 1 1 -1
12 -1 0 0 0 0
13 1 0 0 0 0
14 0 -1 0 0 0
15 0 0 1 0 0
16 0 0 0 -1 0
17 0 0 0 1 0
18 0 0 0 0 -1
19 0 0 0 0 1
20 0 0 0 0 0
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21 0 0 0 0 0
22 0 0 0 0 0
23 0 0 0 0 0

E) Méthodes de caractérisation des microémulsions et des nanoémulsions :

a. Observation macroscopique :

Pour voir la transparence et la couleur des MEs et NEs, et 1’épaisseur du gel pour les NEs.

b. Observation microscopique :

Pour montrer I’aspect de la dispersion a 1’aide d’un microscope optique.

c. Mesure de la distribution granulométrique des MEs, NEs :

Le but de notre analyse est de mesurer la taille des gouttelettes, indice de polydispersité et potentiel
z€ta en utilisant DLS.

La diffusion dynamique de la lumiére, appelée aussi « Dynamic Light scattering » (DLS en
abréviation anglo-saxonne), sert a mesurer la taille des particules et des molécules. Cette technique
mesure la diffusion des particules soumises au mouvement brownien et calcule une distribution de
taille des particules. Nous introduisons dans une cellule un volume défini de ME sans aucune
dilution ni filtration, en prenant la précaution d’éviter la génération de bulles d’air. Nous tapotons
légérement la cellule avant de mettre le couvercle. Nous placerons ensuite cette cellule dans le sens
indiqué sur ’appareil et lancer la mesure. On doit veillez a bien rincer la cellule apres chaque
mesure. En ce qui concerne le potentiel zéta, un autre type de cellule est utilisée tandis que la
procédure reste la méme. Observer 15 minutes de repos apres retournement des tubes et avant
chaque mesure. Il est impératif de travailler dans les mémes conditions a chaque fois et par le méme
opérateur. Les mesures sont répétées trois fois.

Chaque échantillon est soumis a une dilution de 1% dans de I’eau distillée et injecté dans 1’appareil

a I’aide d’une seringue propre sans filtration. Les mesures sont répétées trois fois.

d. La taille des gouttelettes, indice de polydispersité et potentiel zéta :
DLS a permis de déterminer non seulement la taille des particules, mais aussi le degré de stabilité
et d’homogénéité dans les différents milieux, grace au pourcentage de polydispersite (Pi) et indique

a la fin le type de distribution.
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Mesure du potentiel zéta fournir des informations utiles sur la stabilit¢ des MEs et donner des

indications sur les phénomenes d’instabilité tels que la précipitation ou la floculation.

e. Analyse rhéologique :

Afin de mesure de la viscosité des microémulsions, on a eu recours a des analyses Rhéologiques.
Une mesure de la viscosité, le suivi de son évolution dans le temps et I’examen de son
Comportement rhéologique, montre si I’émulsion est suffisamment visqueuse « collable » ou Facile
a étaler, selon I’usage envisagé.

Il est clair que plus le fluide est €pais, plus la viscosité est importante, plus il est liquide, plus la
viscosité est faible. En générale, les émulsions les plus visqueuses ont tendance a avoir une
meilleure stabilit¢ dans le temps.

= Test d’écoulement

=  Test de viscoélasticité
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CHAPITRE III : RESULTATS
ET DISSCUSION
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CHAPITRE 1II. RESULTATS ET DISCUSSIONS

IIL.1. Introduction
Dans ce chapitre, nous allons exposer et discuter 1’essentiel des résultats expérimentaux

obtenus de ’extraction, la caractérisation et 1’évaluation de ’activité fertilisante in vivo de notre
extrait. Une derniére étape relative a la formulation des nanoparticules, nano-émulsion et

microémulsion a base de notre plante (4juga iva) ainsi leurs caractérisations.

IIL.2. Les résultats de I’extraction
Dans notre étude, nous avons réalisé une extraction par macération, I’extrait obtenu est

caractérisé par UV-VIS pour but I’identifier et évaluer I’activité fertilisante.

II1.2.1. Propriétés organoleptiques de I’extrait
L’examen organoleptique de 1’extrait d’4juga iva obtenues a donné les résultats presente comme

suit :
Tableau II1.1. Caractéristiques organoleptiques de 1'extrait.
Parameétre Aspect Couleur Odeur
Observation Huileux Verte Douce

II1.2.2. Teneur en extrait :
Le rendement en extrait est représenté dans le tableau suivant, il a été calculé en fonction de la

matiere végétale seéche de la plante.

Tableau II1.2. Rendement de 1’extrait.
Poids Végétal (g) | Poids d’extrait (g) | Rendement en EX (%)

10 g 2253 ¢g 22.53

IIL.3. Caractérisation de ’extrait :
A) Résultats de la spéctrophotométrie UV-Visible :

Nous avons analysé I’extrait obtenu par spectrophotométrié UV-VIS, le spectre d’analyse est

représenté dans la figure suivante :
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Figure III.1. Spectre UV- visible d’Ajuga iva.

D’aprés la monographie nous avons trouvé que les phytostéroides sont généralement
détecté¢ par UV-Vis a une longueur d’onde de 243 nm. Et les flavonoides sont détectés en deux
bandes de longueur d’onde de 330 nm et 280nm. [125]

A partir de cette information, nous avons conclus que la langueur d’onde 249 nm obtenu
par la dilution de I’extrait dans le méthanol signifie la présence des phyecdystéroides dans I’extrait,
et que les deux pics d'absorption a 330 et 282 nm liés aux groupes des flavonoides.

La légere différence entre les valeurs des longueurs d’onde revient aux conditions de travail

et la précision de I’appareil.

B) Résultats de I’évaluation de I’activité fertilisante in-vivo

Afin d’évaluer I’activité fertilisante, nous avons étudié 1’effet de 1’extrait de la plante Ivette
Musquée sur les ovaires des souris matures de poids de 18g a 22g, les résultats obtenus sont décrits
dans les tableaux suivants :

Tableau III.3. Tableau récapitulant le poids des ovaires des souris traitées par 1’extrait.



) Poids de souris Poids des ovaires
Souris N°
(2) (mg)
1 18,2 40
2 19,3 62,65
3 22,3 78,8
Moyenne +o 19,93 £2,12 60,48 +£19,49

Tableau II1.4.Tableau récapitulant le poids des ovaires des souris matures non traités par

I’extrait.
Souris N° Poids de souris (g) Poids des ovaires (mg)
1 21,3 30,45
2 19,3 27,5
3 20,8 24,95
Moyenneto 20,47+1,04 27,63+2,75

POIDS DES OVAIRES

SOURIS FEMALE TRAITEES AVEC l
L'EXTRAIT

SOURIS FEMALE NON TRAITEES 27.63

Figure II1.2. Histogramme montrant I’évolution pondérale des ovaires chez les différents

groupes de souris.
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Au regard des résultats obtenus, nous avons remarqué que le poids moyen des ovaires des
souris matures apres traitement oral a la dose de de 500 mg pendant une durée de 06 jours
(correspondant a un cycle menstruel chez I’espéce murine) présente une augmentation tres
significative de I’ordre de 2 fois supérieure a celui des ovaires de souris non traitées. Ce qui nous
renseigne une action qui se déroule au niveau ovarien témoignant d’un effet de 1’extrait d’Ajuga
Iva, L’effet fertilisant féminin qui reste a confirmer ultérieurement par d’autres tests d’activité
approprié.

I11.4. Formulation des Nanoparticules, Microémulsions, et Nanoémulsions :

I11.4.1. Synthése des Nanoparticules :
Apres avoir synthétisé des nanoparticules d’Ag plusieurs fois, nous avons obtenus une

quantité négligeable d’ AgNPs, pour cette raison nous n’avons pas pu les caractériser.

111.4.2.Formulation des microémulsions :

Apres avoir réalisé les formulations des microémulsions, le tableau suivant résume les résultats

des caractérisations obtenues.

Tableau II1.5. Les caractérisations des microémulsions.

Formule | PA | SM Eau Conductivité | D32 | Potential | Pi Observation
(%) | (excipi | distillée | (mS/cm) (nm) | zeta macroscobiq
ent (mV) ue
1:2)
(%)
1 0.05|(1.5:1) | QSP 0.226 9.8 |-28 0.216 | Transparent,
Fluide, stable
2 0.05 | (1.5:1) | QSP 0.230 10 -22.6 0.185 | Transparent,
Fluide, stable
3 0.05 | (1.5:1) | QSP 0.243 11.6 |-24 0.240 | Transparent,
Fluide, stable
4 0.05 | (1.5:1) | QSP 0.240 253 | -22.4 0.185 | Transparent,
Fluide, stable
5 0.05 | (1.5:1) | QSP 0.224 10.3 | -244 0.200 | Transparent,
Fluide, stable
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6 0.05 | (1.5:1) | QSP 0.264 9.9 -18.9 0,359 | Transparent,
Fluide, stable
7 0.05 | (1.5:1) | QSP 0.253 11.3 |-214 0.231 | Transparent,
Fluide, stable
8 0.05 | (1.5:1) | QSP 0.232 10.2 | -23.9 0.169 | Transparent,
Fluide, stable
9 0.05 | (1.5:1) | QSP 0.228 10.2 | -13.6 0.185 | Transparent,
Fluide, stable
10 0.05 | (1.5:1) | QSP 0.255 10.2 | -21.2 0.185 | Transparent,
Fluide, stable
11 0.05](1.5:1) | QSP 0.232 10.3 | -27.7 0.185 | Transparent,
Fluide, stable

A la lumiére des résultats obtenus de la formulation des microémulsions des différents

essais, nous constatons qu’il s’agit des nanoémulsion et non pas des microémulsions et nous

conclurons que la formulation 1 est I’optimum qui possédé un potentiel z€Eta tres satisfaisant (= 30

mV) et une charge libre des gouttelettes négative de méme elle présente, un aspect transparent et

une bonne stabilité physique, avec une distribution monomodale (Pi < 1).

A) Observation microscopique :

La morphologie des gouttelettes dispersées des nanoémulsions peut €tre observée qu’avec

la microscopie électronique a transmission, les images suivantes sont obtenues au microscope

optique type « Leica » montrent 1’aspect des dispersions qui montre une dispersion dans une phase

aqueuse des gouttelettes huileuses de 1’extrait de la plante A. Iva

Figures II1.3. Observation microscopique (grossissement *1000)

B) Analyse réhologique :
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= Test d’écoulement :
Dans le but de définir le type de fluide et le comportement rhéologique des nanoémulsions,
des mesures de la viscosité apparente (p) et de contrainte de cisaillement (1) en fonction des vitesses

de cisaillement ont été également réalis¢ et sont représentées sur la figure I11.5.

Ecoulement Me F1

100

10

[Pa.s],[Pa]

0,1 1 10 100 1000 10000

Taux de cisaillement

—®@— Taux de cisaillement vs Viscosité

—O— Taux de cisaillement vs Contrainte de cisaillem

Figure I11.4. Test d’écoulement de la formulation F1

Figure IILS. Montre que la contrainte de cisaillement augmente avec la vitesse de
cisaillement et la viscosité apparente reste constante avec I’augmentation de la vitesse de
cisaillement. De ce fait nous pouvons conclure que les MEs obtenues sont de type fluide newtonien

d’un comportement rhéofluidifiant.

111.4.3.Formulation des nanoémulsions

Les resultats des essais preliminaries sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau II1.6. Récapulatif des premiers essais d’orientation.
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Parameétres F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 EF8 F9

Aspect ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ -
Consistance | * * * * * * * * * *
Stabilité ° o ° ° o o ° ° o °

Décision Rejeté | Rejeté | Rejeté | Rejeté | Rejeté | Rejeté | Rejeté | Rejeté | Rejeté | Retenue

*indice
Aspect : Translucide (—), Légérement Trouble (+), Trouble( ++)
Contrasistance : Fluide (*), Consistante (*), Moins constitante (*)
Satabilité : Stable (¢), Non-stable o

Suite aux résultats décrits dans le tableau, nous reprenons la formule séléctionnée, la
formule 10 sur la base de leur stabilité physique et leur aspect pour mesurer le potential Zeta, DLS,
image microscopique et rhéologie comme des critéres de séléction ultime afin de delimiter les

valeurs des variables de composition et procédé.

Figure IILS5. Essais préliminaires.

A. Mesures de potentiel zéta :
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Le potentiel zéta d’une émulsion est un indicateur de stabilité. Plus la valeur absolue du
résultat obtenu est élevée, plus I’émulsion est stable. En effet, le potentiel zéta représente la distance
entre le plan de mouvement d’une particule dispersée et le plan de neutralité de cette derniére. Plus
cette distance est élevée, plus les particules se repoussent, on note alors des forces d’attraction tres
faibles.

Généralement, dans le cas des NEs stables, les valeurs du potentiel z&ta avoisinent au moins
en valeur absolue 30 mV.

La mesure de potentiel z&ta est réalisée en phase aqueuse et nécessite un milieu relativement
non turbide. Aussi, la mesure est réalisée sur une emulsion tres diluées obtenues par mélange de 1
mL de nanoemulsion dans 100mL d’eau. Le potentiel zeta a été determiner en utilisant un Zetasizer.
D’apres le résultat de la zétamétrie obtenue (-28.7 mv), en remarquant que sa charge est négatifve,
ce qui désigne que la charge libre des goutellettes est negative ainsi le potential zeta obtenue est
avoisine du la valeur abolue 30mV, (28.7mv =30 mv) se qui signifie que notre NEs est stable.

B. Mesure de la distribution de taille des nanoemulsions :

La mesure a été effectué en utilisant la technique de la diffusion dynamique de la lumiére,
appelée aussi « dynamic light scattering » DLS, sert a mesure le diamétre moyen des particules (Z-
average) et I’indice de polydispersité), Cette technique mesure la diffusion des particules soumises

au mouvement brownien et calcule une distribution de taille des particules.

Les resultats comfirme qu’il s’agit bien d’une nanoemulsion avec une taille des goutelletes
de 8.4 nm qui en accord avec les données de la littérature. [126]

La distribution de taille des gouttelettes dispersées, est diterminé grace au pourcentage de
polydispersite (Pi) de notre cas est inferieurs a 1 de valeur de 0.417, ce qu’indique que notre
distribution est monodispérsée. Cette dernicre fait apparaitre un seul pic et montre que la majeure

partie de la population des particules dispersées possede une taille qui au tour de 10 nm.
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Figure II1.6. Distribution des diametres des nanogouttelettes de la formule sélectionnée a 1’issue

des essais préliminaires.

C. Observation microscopique :

La morphologie des gouttelettes dispersées des NEs peut etre observée qu’avec la
microscopie ¢lectronique a transmission, les images suivantes sont obtenues au microscope optique
type « Leica » montrent I’aspect des dispersions qui montre une dispersion dans une phase aqueuse
et organisation du tension actif, co-surfactif et du polymére autour des goutteletes huilleuses de

I’extrait de la plante A. Iva ce qu’indique une encapsulation de notre principe actif.

Figures II1.7. Observation microscopique optique (grossissement *1000)

I11.4.4. L’optimisation des nano-émulsions

Dans cette étape d’optimisation de la formule, le nombre de facteurs se résume a quatre
(H/E, SOR, R et H/S). La matrice du plan composite centré cubique ainsi que les réponses

enregistrées sont présentées dans le tableau I11.8. La caractérisation est faite aprés 12j de repos.
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Tableau II1.7. Matrice du plan composite centré cubique et réponses enregistrées.

Formule H/E SOR R H/S Co-surfactif Y1 Y2
1 -1 -1 -1 -1 1 0 2
2 1 -1 -1 -1 -1 0.3 3
3 -1 -1 1 -1 -1 0 2
4 1 -1 1 -1 1 0 2
5 -1 1 1 -1 1 0 1
6 1 1 1 -1 -1 0 2
7 -1 -1 -1 1 -1 0.3 3
8 1 -1 -1 1 1 0 2
9 -1 -1 1 1 1 0 2
10 1 -1 1 1 -1 0 2
12 -1 0 0 0 0 0 2
13 1 0 0 0 0 0 2
14 0 -1 0 0 0 0.4 3
15 0 0 1 0 0 0.1 3
16 0 0 0 -1 0 0 2
17 0 0 0 1 0 0.1 3
18 0 0 0 0 -1 0.1 3
19 0 0 0 0 1 0,6 3
20 0 0 0 0 0 0.8 3
21 0 0 0 0 0 0.3 3
22 0 0 0 0 0 0.2 3
23 0 0 0 0 0 0.2 3

*indice de transparence : 1) transparente, 2) légerement trouble, 3) trouble

La figure IIL.11. Montre I’effet des facteurs (H/E, SOR, R et H/S) sur les réponses : 1’épaisseur du
gel et transparence.
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Figure I11.8. Representation groupée des coefficients normalisés pour 1’analyse de surface de

réponses.

Le facteur H/E agit positivement sur I’épaisseur du gel et négativement sur la transparence,
alors que les facteurs SOR et le H/S agissent positivement sur I’épaisseur du gel et la transparence.
Et le R agit négativement sur 1’épaisseur du gel et la transparence. En revanche, plus le SDS est
¢leve, plus I’épaisseur de gel est €levée.

Par ailleurs, ’interaction SOR*SOR présente une influence non négligeable sur Y1 et Y2. De

méme pour les interactions suivantes concernant Y1, citons R*R et H/S*H/S.
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Figure II1.9. Histogrammes de I’influence des coefficients sur la transparence.
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Figure II1.10. Histogrammes de I’influence des coefficients sur I’épaisseur du gel.

En effet, les Figure I11.12 & Figure II1.13 montrent clairement les effets de chaque facteur
sur chacune des réponses épaisseur de gel et la transparence.
Ces données confirment I’influence du rapport R sur I’apparition du gel. Et lorsque le rapport H/S
¢levé entraine la formation d’une NE moins transparente, tandis qu’un rapport R élevé minimise
I’apparition du gel, ¢’est-a-dire qu’un polymére en exceés entraine inévitablement 1’apparition du
phénomene de désolvatation.

De la méme manicre, la transparence de la préparation est influencée par plusieurs facteurs

a savoir H/E, SOR et H/S, a travers leurs termes lin€aires mais également les termes quadratiques

(SOR2 et H/S2), ainsi que certaines de leur interactions, telles que H/E*SOR, H/E*H/S et SOR*H/S
(figure II1.8). Selon la littérature, dans une NE contenant la tension active utilisé, lorsque son
rapport a sa phase huileuse est ¢levé, I’émulsion gagne en transparence. Aussi, les émulsions les
plus transparentes sont celles dont la fraction huileuse est importante dans la phase organique. Les

données récoltées dans notre étude sont en accord avec les études présedentes.

II1.4.5. Caractérisations des nano-émulsion

Auregard, des résultats obtenus sur la formulation des nano-émulsions des différents essais,
nous dégageons que la formulation ? est la plus stable qui présente un aspect transparent et une
bonne stabilité physique.

La formulation 5 ? retenue subir une caractérisation physicochimique (taille des particules,

PdI et potentiel zEta) ainsi qu’une observation au microscope optique.
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Les principales caractérisations physicochimiques effectuées sont présentées dans le tableau

suivant :
Tableau IIL.8. Caractérisation physicochimique.
Formule Diamétre (nm) | Potentiel zeta(mV) | PdI PH
5 100.1 nm -28 0,206 6,02

Les résultats de la caractérisation confirme qu’il s’agit bien d’une nano émulsion stable
avec un potentiel z€ta satisfaisant (£ 30 mV) et une distribution monomodale (Pi < 1), de méme
un diametre avec une valeur acceptable en raison des problémes techniques rencontré lors de leur
préparation.

A) Observation microscopique :
La figure suivante montre des images d’observation microscopique avec grossissement de

1000.

Figure IIL.11. Observation microscopique (grossissement *1000).

Les images suivantes montrent la formation d’un réseau autour des gouttelettes grace au
tention active et la combination du couple polymére-co-tensionactif qui permettra de les stabiliser,

ce qu’indique une encapsulation de notre principe actif.
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B) Analyse rhéologique

= Test d’écoulement :

Le résultat obtenu montre que la viscosité apparente est constante avec 1’augmentation de la
vitesse de cisaillement et la contrainte de cisaillement va en croitre avec la vitesse de cisaillement.
De ce fait nous pouvons conclure que les NEs obtenues sont de type fluide newtonien d’un

comportement rhéofluidifiant.

Figure I11.12. Test d’écoulement de la formulation E5

= Test de viscoélasticité
Afin de déterminer les modules G’et G’” a basse fréquence caractéristique d’émulsion, on
¢tablit la dépendance de ces modules en fonction du taux de déformation en %. Les résultats
obtenus sont représentés sur la Figure II1.16.
= Lorsque le module élastique G’ est au-dela du module visqueux G’’ dans la zone LVE donc
notre dispersion est viscoélastique.
= Aupoint de croisement G’=G"’, la valeur de déformation ou contrainte seuil représente une
valeur de déformation suffisante pour désorganiser les particules et modifier le réseau de
particules connectée et obtenir un comportement d’un liquide.
= La valeur de contrainte seuil y est alors égale a 2.75 Pa a 1% au de cette valeur et pour des
déformations élevées, le comportement liquide domine, le module visqueux G’’est plus

¢élevé que le module élastique G’.
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Donc on conclut que le caractére visco¢lastique est un comportement non-Newtonien trés
important et trés fréquent dans les solutions de polyméres. La réponse du fluide a une

déformation présente a la fois un aspect €lastique.

Figure I11.13. Test de viscoélastisité
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CONCLUSION GENERALE

La présente ¢tude a été portée sur la plante d’ivette musquée, utilisées en médecine
traditionnelle dans le traitement de la fertilit¢. Dans notre étude nous nous sommes intéressés a
étudier 1'efficacité de l'extrait de la plante

Ivette Musqué obtenue par le procédé d'extraction par macération pour traiter l'infertilité.

Au cours de cette étude, Le protocole d’extraction par macération nous a donné un rendement de
22.53%.

L’extrait obtenu a été caractérisé afin d'identifier la substance active qui est responsable de
l'activité thérapeutique en utilisant plusieurs méthodes d'analyse, a savoir : UV Visible et IR. A
travers ces résultats de la caractérisation obtenus, nous avons conclus qu’il s’agit des
phytoecdysteroides et les flavonoides.

Apres la réalisation de I'é¢tude in-vivo sur les souris femelles matures, I'évaluation de 1'ovulation
a prouvé que notre extrait présente une activité fertilisante, reste a confirmer par d’autres tests.
Au cours de cette étude, trois formulations ont été réalisés, nanoparticule, nanoémulsion et
microémulsion a base de cet extrait obtenu.

La synthése des nanoparticules d’argent a été réalisé, et en raison de leurs faibles
rendements, on n’a pas pu les caractérisés.

L’¢laboration des microémulsions est basée sur I’utilisation des plans d’expériences, qu’il
s’agit d’optimiser la formule qualitative et quantitative de la microémulsion, ainsi que sa
caractérisation. Apres avoir formulé nous avons constatés que I’essai 1 est I’optimum qui possédé
une bonne stabilité physique et aspect transparent.

Les nano émulsions ont été¢ formulés suite a des essais préliminaires et en se basant sur des
criteres de choix (épaisseur de gel et transparence). Une des formulations a été sélectionnée sur la
base de leur stabilité physique et leur aspect. Des critéres de sélection ultime ont été réalisées a
savoir : DLS, Zeta métrie, rhéologie et une observation microscopique afin de délimiter les valeurs
des variables de composition et procédé. La formule 10 est sélectionné comme la formulation la
plus stable et transparente qui posséde un diametre de 8.4nm et une distribution monodispersé avec
une charge de potentiel Zeta —28.7mV. L’observation microscopique a montré une dispersion dans

la phase aqueuse et une organisation au tour des gouttelettes huileuses (substance active) ce
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qu’indique leur encapsulation.

L’analyse rhéologique prouve que les nanoémulsions préparées sont de type de fluide
newtonien d’un comportement rhéofluidifiant.

Suite a ces résultats obtenus, une étape d’optimisation de formulation des nanoémulsions a été
réalisée. L’essai optimal sélectionnée c’est la formulation ? qui présente un aspect transparent et
une bonne stabilité physique avec un potentiel Zeta -28mV, une distribution monodispérs¢ et un

diamétre de ?70.4 nm en raison des problémes techniques rencontré lors de leur préparation.
En perspective, il serait intéressant de donner suite a ce travail en :

= Optant pour une formulation d’une autre forme pharmaceutique (des ovules, injectables) a partir
de I’extrait obtenu.
= Effectuant d’autres tests d’activité approprié€s pour confirmer I’effet fertilisant (bilan hormonale,

¢tude histologique).
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ANNAXES

Les graphes suivantes sont le test d‘écoulement de la matrice d’optimisation des
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Les graphes montrent que la contrainte de cisaillement augmente avec la vitesse de
cisaillement et la viscosité apparente reste constante avec ’augmentation de la vitesse de
cisaillement. De ce fait nous pouvons conclure que les MEs obtenues sont de type fluide

newtonien d’un comportement rhéofluidifiant.
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