UNIVERSITE YAHIA FARES DE MEDEA
FACULTE DES SCIENCES
DEPARTEMENT DES SCIENCES DE LA MATIERE

Meémoire
Présenté pour obtenir le diplome de :

Master En Chimie

Spécialité : Chimie pharmaceutique

Par :
DROUICHE Fatma

HAJ MOUSSA Soumia

Theme :

Etude de ’activité biologique d’un extrait
vegetal

Soutenu publiquement/ le : 22 /06 /2022, devant le jury composeé de :

BOUCHERIT N. Grade : MCA UYF de Médéa Présidente
MIMI N. Grade : MCB UYF de Médéa Examinatrice
ARBIA W. Grade : MCA UYF de Médéa  Encadreur

Année universitaire : 2021/2022




Bemenciements

Tout d'abord nous tenons & remercier <4/ qui nous a aidé et nous a donné la patience

et le courage durant ces années d'études et nous a donné la volonté et la force pour réaliser

ce travail de recherche.

Au terme de ce modeste travail, nous tenons a exprimer nos sincéres remerciements a

tous ceux qui ont contribué a notre formation scientifique.

Ces remerciements au corps professoral et administratif de la faculté des Sciences, pour la
richesse et la qualité de leur enseignement et qui déploient de grands efforts pour assurer a

leurs étudiants une formation.

Nous remercions trés chaleureusement notre promotrice Dr. ARBIA W. enseignante a
[’universite YAHYA FARES, Médéa. Malgré ses multiples responsabilités et occupations,
elle a mis minutieusement, ses remarques et corrections tout au long de ce document. Son

sens de travail méthodique, ses conseils, suggestions et remarques pertinents nous ont

toujours poussées a mieux faire.

Nous exprimons également toute notre reconnaissance aux membres de jury : Dr. MIMI et
Dr. BOUCHRIT pour d'avoir accepté d'évaluer ce memoire.
Notre gratitude va également aux ingénieurs du laboratoire de département science de la
matiere
Nous voulons également remercier tous nos enseignants qui ont constitué un apport
considérable pour que nous atteignions ce jour.
Enfin, nous tenons a remercier nos familles, et nos remerciements les plus profonds a

nos parents.



Dedeeace

Tows les mote we saunacent exprimen la gratitude, ¢ amoar, le nespect,

la neconnaissance, ¢ edt ot dimplement que : je dédie ce mémoine 4

4 ma maman, poar don amoun, Zam‘eé'e'w'zqc'egﬂ'eéfeﬂdéémd
tous les sacnifices gu elle a faite poar nous.

A mon papa, mencé poarn don amoun, don doulien fenmanent, et ded
enconrnagements. Menec d avoin tougouns woulu ce gu'd ¢ a de mieux
pour mol, menec de m avein encounagé a rnéaliser mes réved.

A Mes saans - Ragiha, Scham et Fafidha que 7 adore, acudi gue
A mon bidbme : Fatma et sa jamille poar leguel Je southaite ane vic
plecne de joce et de néusocte.

Mo deuricme famille la promotion Chimie Pharmaceatique
Wes dédicaces wont également é. tous mes amis et é tous ce gui m oul
aidé du pres ou du loin et a fous ceur quc me connaissent
« Soumia »



Dedicace

Cilallall dtenty s3I 4 2anl)
Je dédée ce modeste travad gui «'aunait pu abioutin et voin La lumicne sane { 'aide de
Déew le tout puissant 4 :
La mémoine de mon chern fene WWobammed

A mon PAPA allat yantunon que 7' aime beaucouts quc a touwjouns cnu ew moc et mid G

saunact exprimern { amoan, ( 'estime, le dévouement et le nespect que 7 'ac tougouns eu frour

b, e le nemencie uivement frour don Souticn fermanedt méme en don abdence gue Diew e
A ma cline maman Sicha

A ma tnés chine AN symbole de la bouté par excellence, la source de tendresse,
lumciene de mes year. ucane dédicace e cannact étre assey dloguente foan exfrimer ce
waissance, durnant mon eajance et méme é { dge adulte gue Diew la garde pour meo.

A mes seuns : Sanak, Houda, Hajfoa

Poar leans soutiens monauy et leans conseds préciear, dans le moments deffccdles tout au
long de mes études .

A ma chene Soumia, mon binime et sa jamdlle pour ton souticn monal, ta patience ot ta
comprétension tout au long de ce travad.

A toute ma promotion « Chimic pharmaceutique 02112022 »
A toute persoune qui m'a acdée d 'un geste o petit soct-d je die « Menee ».

« fatma»



Table des matieres

Résume

Liste des figures

Liste des tableaux

Liste des abréviations et des Symbole

Introduction Générale

Chapitre I : généralités sur ’eucalyptus

I. 1. Historique et origine de la plante L’eucalyptus

I. 2. Description botanique de la plante

I. 3. Présentation d’Eucalyptus globulus

I. 3. 1. Nomenclature

I. 3. 2. Classification de dans la systématique botanique
I. 4. Caracteristiques morphologiques

I. 5. Principaux Composants chimiques du genre Eucalyptus
I. 6. Usage thérapeutiques

I1. L activité biologique des extraits de végétaux

I1. 1. Les polyphénols

I1. 1. 1. Classification

[1. 1. 2. Activités antimicrobiennes

I1. 1. 3. Activité antioxydant

Chapitre 11 : généralités sur les émulsions

I1.1. Définition d’émulsion
I1.2. Composition

I1. 2. 1. Phase hydrophile

I1. 2. 2. Phase lipophile

I1. 2. 3. Les émulsifiants
I1.3.Les types des émulsions
1. 3.1.Emulsions simples

I1. 3.2. Emulsion multiple

11.4. Les classes d’émulsions

1. 4.1. Macroémulsions

1. 4.2. Nano/mini émulsions

© 0 00 N N 0o BB B WO W

e
[N N

13
13
13
13
14
14
14
15
15

15
15



11.4.3. Microémulsions

[1.5. Stabilité et instabilité des émulsions

I1.6. Domaine d’application les émulsions

I1. 6. 1. Formulation cosmétique

11.6. 1.1. Cosmétique naturelle

I1. 6. 1.2. Cosmétique conventionnelle

[1.6. 2. Formulation pharmaceutique
Chapitre 111 : Matériel et Méthodes

[11.1. Matériels

[11.1.1. Matériel du laboratoire

111.1.2. Matériel biologique

[11. 1. 2. 1. Matériel végétal

[11.1. 2. 2. Les souches microbiennes

I11. 2. Préparation de I’extrait végétal

[11. 3. Analyse phytochimique de I’extrait

I11.3.1. Screening des composés chimiques

[11.4. Analyse quantitative

I11.4.1. Dosage des flavonoides totaux

[11.4.2. Dosage des polyphénols totaux

I11. 5. Analyse physico-chimiques de I’extrait

[11. 6. La formulation

[11. 6.1. Produits utilises

I11. 6. 2. Techniques de formulation

III. 6. 2. 2. Type d’émulsification

III. 6. 2. 3. Formulation de I’émulsion

I11. 7. Composition des émulsions

[11. 8. Procéde de formulation

I11. 8.1. Etape de préparation la phase huileuse et la phase aqueuse

I11. 8.2. Etape d'émulsification

I11. 8. 3. Caractérisation physico-chimique des émulsions formulées

111.8.3.1. Caracteres organoleptiques

[11. 8.3.2. Etude de stabilité

I11. 8.3.3. Mesure de PH

III. 8. 3.4. Sens de I’émulsion

[11. 8. 3. 5. Examen microscopique

16
16
17
17
17
18
18

19
19
19
19
19
20
20
20
21
21
22
22
23
23
24
24
24
25
26
27
27
27
27
27
27
28
28



I11. 8. 3.6. Etude de la viscosité

II1.9. Etude de I’activité antimicrobienne de I’extrait d’Eucalyptus et des émulsions

préparés

1. 9.

1. La Préparation de préculture

III. 9. 2. Préparation de I’inoculum

Chapitre VI : Résultats et discussions

IV. 1. Caractérisation de I’extrait végétal

IV. 1. 1. Rendement d’extraction

IV. 1. 2. Analyses qualitatives et screening

IV. 1. 3. Dosage des polyphénols et flavonoides

IV. 1. 4. Les caractéristiques physico-chimiques de ’extrait aqueux d 'Eucalyptus
IV. 2. Formulation

IV. 2. 1. Caractérisations physico-chimique des émulsions formulées

IV. 2. 1. 1. Caractéres organoleptiques

IV. 2. 1. 2. Etude de stabilité

IV. 2. 1. 3. Test de stabilite a la température de stockage

IV. 2. 1. 4. Mesure de Ph

IV. 2. 1. 5. Sens de I’émulsion

IV. 2. 1. 6. Examen microscopique

IV. 2. 1. 7. Etude de la viscosité

IV. 2. 2 Etude de I’activité antimicrobienne de I’extrait d’Eucalyptus et des émulsions
préparées

Conclusion Générale

Les références bibliographique

Annexes

28
28

28
29

30
30
31
31
33
33
33
33
35
35
35
36
37
38

39



uadla
13 el e a8 sacants (el Sl paliiiall il Sall slaall Ll dul s Jeadl 138 (e Cargll
5 Y gl e 2 gia) il el Gasdl) elal 13Sa 5 710 s ¢ G Kaidia (DAY 2 S Galiiull
a8l ¢ 648&»@}@@)&@&@1&&du\ b_:l.m.:g\ 4:"1".)"5“ il )@.L\ O bl g Gadall g 2y g5 s8Nl
71.98 ) 3 5i e (s sing adl oS Jalaill jelal 1,34 sl Jalaa s 1.8 4S5 ¢ o / Jiwsns e 2.1107 (5 sasi el 56U
plaaiul (10:90 H / E) Sl i LA) (e iy o, 253830l e (20.28 mg EQ/Q ) 5 (Jsiid sl gsmg EAG/g
ol e (40:60 H / E) laives 458 5 cabaef 5 e Cllaius Lgie iy ol CldatiusS U seall (il ) o) 53S0
43)11\ a)‘);‘\;)dm JA&)\);)\)M\JMSM\SAAUAJLAAML:JLAa)wuml\.:)l;ﬂ\&_:L\XA.\MAS\J\\J}A\u.\.um.\]
LSy a5 8 dadie Lol 4l Sl aliiud) of @il s ySaall slaall Jalaall 4l o gl @ elal A5 a0 4 die
Loyt Aihaie aa dagiall puls An il hadie il Al sl Ly e 23 @i i dshale a3 d4IStaphylococcus
e 15 L ki
Résumé

L’objectif de ce travail est 1’étude de ’activité antimicrobienne de I’extrait aqueux de I’Eucalyptus et
la préparation d’une créme a base de cet extrait. Le rendement d’extraction était relativement faible
d’ordre de 10%. Ainsi, le screening phytochimique a montré qu’il contient des phénols, des
flavonoides, des tanins et de la saponine. Sa caractérisation physicochimique a montré qu’il a un
caractére légérement acide avec un pH de 6.48; une conductivité de 2,1107ms/cm, une densité de 1.8
et un indice de réfraction de 1.34. L’analyse quantitative a montré qu’il contient une concentration de
71.98mg EAG/g de polyphénols et 20.28 mg EQ/g de flavonoides. Des essais de formulations (10 : 90
H/E) en utilisant le chitosane ou la lécithine de soja comme émulsifiants n’ont pas abouti a des
émulsions stables. La formulation d’une émulsion (40 :60 H/E) a base de lécithine de soja ou des
émulsifiants commerciaux a donné des émulsions physiquement stables avec des propriétés
mécaniques, et d’une bonne stabilité thermique a température ambiante et a 4°C. Les résultats de
I’étude de I’activité antimicrobienne montrent que I’extrait végétal a une activité fortement inhibitrice
contre Staphylococcus epidermis avec une zone d’inhibition de 23mm. Tandis que 1’émulsion présente
un effet 1égérement inhibiteur contre le méme germe avec une zone d’inhibition de 15mm de diamétre.

Mot clés : Extrait végétal, Eucalyptus globulus, activité biologique, polyphénols, les émulsions.

Summary

The objective of this work is the study of the antimicrobial activity of the aqueous extract of
Eucalyptus and the preparation of a cream based on this extract. The extraction yield was relatively
low, around 10%. Thus, the phytochemical screening showed that it contains phenols, flavonoids,
tannins and saponin. Its physicochemical characterization showed that it has a slightly acid character
with a pH of 6.48; a conductivity of 2.1107ms/cm, a density of 1.8 and a refractive index of 1.34.
Quantitative analysis showed that it contains a concentration of 71.98mgEAG/g of polyphenols and
20.28mg EQ/g of flavonoids. Formulation tests (10:90 O/W) using chitosan or soy lecithin as
emulsifiers did not result in stable emulsions. The formulation of an emulsion (40:60 O/W) based on
soy lecithin or commercial emulsifiers gave physically stable emulsions with mechanical properties,
and good thermal stability at room temperature and at 4°C. The results of the antimicrobial activity
study show that the plant extract has a strong inhibitory activity against Staphylococcus epidermis
with a zone of inhibition of 23mm. While the emulsion has a slightly inhibiting effect against the same
germ with an inhibition zone of 15mm in diameter.

Keywords: Plant extract, Eucalyptus globulus, biological activity, polyphenols, emulsions.
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Introduction générale

Depuis toujours, I’homme a eu recourt a la médecine traditionnelle pour se soigner de
diverses maladies telles que le rhume, la toux, la tuberculose, etc. (Iserin, 2001), Les plantes
medicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments. Elles sont considérées
comme source de matiére premiere essentielle pour la découverte de nouvelles molécules
necessaires a la mise au point de futurs médicaments (Maurice, 1997).

L’étude de la chimie des plantes est toujours d’une brilante actualité malgré son
ancienneté. Cela tient principalement au fait que le régne végétal représente une source
importante d’une immense variété de molécules bioactives. Cette mati¢re végétale contient un
grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples mis a profit dans I’industrie
alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on retrouve, les coumarines,
les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les terpenes et les flavonoides (Bahorun et al.,
1996).

L’une des classes de métabolites secondaires les plus étudiées, est celle des composés
phénoliques, également appelés polyphénols, dont [’utilisation est déja importante en
phytothérapie. Selon plusieurs études, ces derniers seraient a 1’origine d'un nombre important de
propriétés medicinales des plantes (Hennebelle et al., 2004), Ils sont dotés de multiples vertus
thérapeutiques. Ils jouent un role trés important (Bruneton, 2009).

Le genre Eucalyptus inclut des espéces végétales médicinales bien connue possédants
diverses propriétés biologiques, parmi eux Eucalyptus globulus, utilisé ses feuilles pour ses
vertus médicinales, notamment antitussives et expectorantes, elle n’en a pas moins des propriétés
febrifuges, toniques, astringentes, antiseptiques hémostatiques et vermifuges (Martinetti, 2013).
En médecine traditionnelle africaine, I’infusion ou la décoction de feuilles se prend ou s’emploie
en usage externe dans le bain, en lotion ou en lavement (Goetz, 2012).

Dans ce contexte, I’objectif de notre étude est d’évaluer I’activité antimicrobienne de
Iextrait d’Eucalyptus globulus, et afin de faciliter le processus d’utilisation quotidienne,
notamment dans le domaine cosmétique et thérapeutique nous avons préparé une créme a base
de I’extrait aqueux de /’Eucalyptus.

Notre mémoire se divise en :

- La premiere partie du manuscrit est consacrée a une synthese bibliographique, celle-ci
regroupera deux chapitres :

e Chapitre | porte sur des genéralités sur I’Eucalyptus.
e Chapitre Il présente des généralités sur les émulsions.
- La deuxiéme partie, c’est la partie expérimentale, celle-ci regroupera les chapitres

suivants :



Introduction générale

e Matériel et méthodes
e Résultats et discussions

Ce travail est achevé par une conclusion générale.
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I. 1. Historique et origine de la plante I’Eucalyptus

Les Eucalyptus, ont été découverts en Australie par I'explorateur et botanique francais
Jacques-Julien Houtou de La Billardiére en Australie en 1792 (Botineau, 2010). C'est un genre
tres grand et diversifié, c'est lI'un des arbres les plus hauts au monde, ce sont des arbres tres
adaptables, souvent a croissance rapide; qui présentent une grande variété au niveau de la taille
adulte, de la couleur de 1’écorce, de la couleur des fleurs, de la forme et de la couleur des
feuilles, de la résistance aux basses températures.

Une classification complete, mais informelle, de toutes les espéces d'Eucalyptus connues a
été publiee en 1971 par Pryor et Johnson. Elle comprend sept grands groupes bases sur
I'association de plusieurs caractéeres morphologiques et suggérées par l'incompatibilité de
reproduction entre eux. Leur systéme a été soumis a un examen minutieux au cours des 30
dernieres années. De nombreuses améliorations de cette classification ont été proposées par
Johnson lui-méme et par d'autres, méme s’il n'a jamais officiellement publié un systéme de
classification (Nathalie, 2015).

IIs sont utilisés pour soigner depuis des milliers d’années en Australie. Les feuilles étaient
utilisées par les Aborigénes pour traiter les fievres (notamment la malaria), d’ou son nom
commun d’arbre a la fievre ou (Australian fever tree). Les Aborigénes vivants en Tasmanie
avaient également compris 1’intérét de I’eucalyptus par sa capacité a assécher les zones
marécageuses pour éradiquer les insectes, porteurs de maladies (Batish et al ,2008 ; Martinetti,
2013).

Les Eucalyptus ont été introduits dans de nombreux pays, pour la production de bois ou
pour assécher les sols. Les feuilles éloignent les insectes, d’ou des plantations en Afrique pour
diminuer la propagation de la malaria (Treiner, 2000). Un grand nombre d'espéces d'Eucalyptus
ont été introduites en Algérie, notamment par M. Cordier de 1864 a 1876 (Trabut, 1914).

I. 2. Description botanique de la plante

Les Eucalyptus appartiennent a la famille des Myrtacées grande famille de 72 genres et
300 especes, Le genre Eucalyptus compte environ 600 a 700 espéces et variétés (Warot, 2006).
Ils sont de grands arbres dont certains peuvent dépasser 100 m de hauteur, mais la moyenne des
especes les plus courantes est de 40 a 50 m, d’autres ont des dimensions plus faibles (Traore et
al., 2013). Parmi les espéces les plus connues sont : Eucalyptus globulus (gommier bleu),
Eucalyptus camaldulensis (gommier rouge), Eucalyptus radiata (Eucalyptus radié), Eucalyptus
regnans (le plus grand des Eucalyptus), Eucalyptus smithii (Eucalyptus de Smith), Eucalyptus
citriodora (Eucalyptus citronne).
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Les Eucalyptus ont des capacités de survie et de croissance exceptionnelle, ce qui leur
permet de coloniser des terrains nus dévastés par les feux, les inondations, I’activité volcanique,
grace notamment aux graines petites et nombreuses. La plupart des eucalyptus sont a feuillage
persistant (Jacob, 1936). Une autre caractéristique est que les feuilles ont des formes différentes
a différents stades du cycle de développement (Penfold et Willis, 1961).

I. 3. Présentation d’Eucalyptus globulus

Bel arbre des Angiospermes, fleurit de juin a novembre, les graines sont mares de fin
décembre & avril. Bois blanc verdatre souvent a fibre torse il est utilisé pour les travaux en mer
parce que non attaqué par les tarets. En Espagne, au Portugal et en Afrique du Sud, c'est un
fournisseur de pate a papier. Ce sont les feuilles d’E globulus qui sont vendues par les
herboristes parce que riches en eucalyptol (Jacques, 1966).
I. 3. 1. Nomenclature

Il est connu sous les noms de "gommier bleu", "arbre au koala", "arbre a la fievre" et
"eucalyptus officinal "(Ait Youssef, 2006).Le nom botanique fut créé par le botaniste francais
Charles-Louis L’héritier de Brutelle en 1792. Le nom « Eucalyptus » vient du grec eu qui
signifie « bon » ou « bien » et de kalypto qui signifie « couvrir », car les Pétales et sépales sont
soudés. Le nom commun de « gommier » fait allusion a la gomme résineuse rouge qu’ils
exsudent quand ils sont blessés (Lis-Balchin, 2006; Louppe, 2008). Calitouss et Kafor, ces noms
sont les plus populaires en Algérie qui sont appelés dans plusieurs différentes régions.
I. 3. 2. Classification de dans la systématique botanique

Selon la classification scientifique APG (Angiospermes Phylogeny Group) (Guignard,
2001), le genre Eucalyptus appartient a la famille de Myrtaceae.

Tableau | .1. Classification d’Eucalyptus globulus

Embranchment Phanérogames
Sous Embranchment Angiospermes
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre Eucalyptus
Espéce Eucalyptus globulus
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I. 4. Caractéristiques morphologiques
v' L’écorce (fig. 1. 1)
Son tronc variant du blanc au gris est lisse, la vieille écorce se détache en grandes lanieres
qui pendent le long du tronc et des branches principales ce qui donne un aspect particulier a
I’espece (Menager, 1952). Son écorce se détache facilement en bandes longues (Nathalie, 2015).

Fig. I. 1. L’écorce d'Eucalyptus globulus (Nathalie, 2015).

v Feuillage
Les Eucalyptus globulus portent des feuilles persistantes, coriaces, glabres mais différentes
en fonction de 1’dge des rameaux: les jeunes rameaux posseédent des feuilles larges (fig. I. 2),
courtes, opposees, sessiles, ovales, bleu-blanc et cireuses, avec un vrai limbe nervuré. Les
rameaux plus agés possédent des feuilles aromatiques, falciformes, longues de 12 a 30 cm,
étroites, pointues, épaisses, vert foncé, courtement pétiolées, alternes et pendantes verticalement
(Goetz et Ghedira, 2012).
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Fig. I. 2. Eucalyptus globulus (a) Jeune rameau (b) rameau adulte (Mekelleche, 2015)

v Les fleurs
Les fleurs naissent a 1’aisselle des feuilles et sont de couleur blanc créme (en bouton de
couleur (blanc-bleu) (fig. I. 3), en toupie surmontée d’une pseudo-corolle en forme de coiffe qui

tombe lors de I’épanouissement, laissant apparaitre un panache d’étamines (Baba Aissa, 1999).

Fig. I. 3. La fleur d’Eucalyptus globulus

v' Fruit et graine
Le fruit ligneux (fig. I. 4) est une grosse capsule glauque prenant une teinte marron a

maturité, dure, anguleuse, verruqueuse, et s’ouvrant 1égérement par trois, quatre ou cinq fentes

6
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(qui dessinent une étoile a son sommet) pour libérer de nombreuses graines sombres et
minuscules (Goetz et Ghedira, 2012).

A"

»

Fig. I. 4. Les Fruits et les graines de I’Eucalyptus globulus (Mekellech, 2015)

I. 5. Principaux Composants chimiques du genre Eucalyptus
e Huile essentielle (Oxydes terpéniques : 1,8-cinéole; monoterpenes : alpha-pinéne, limonéne,
gamma-terpinéne, paracymeéne ; Sesquiterpénes : aromadendrene ; Sesquiterpenes : globulol,
lédol) ;
¢ Flavonoides (des hétérosides de flavones avec les aglycones suivants : quercétine, myricétine,
kaempférol et rutine) ;
e Tanins (Daroui-Mokaddem, 2012).
I. 6. Usage thérapeutiques

L'Eucalyptus est connu pour ses bienfaits sur le systeme respiratoire, On utilise les feuilles
en infusion, en inhalation, fumigation et sous forme de cigarettes (Sijelmassi, 1991).
L’Eucalyptus globulus est un antiseptique et un antispasmodique des voies respiratoires
(Sijelmassi, 1991), sédatif, hypoglycémiante, antirhumatismal, stimulant et vermifuge.
On [l'utilise donc pour soigner les maladies de refroidissement, le diabete, les douleurs
rhumatismales, certaines affections des voies urinaires, les migraines, les sinusites et les vers
intestinaux (Perroti et al., 1999).L’extraction d’huile essentielle est réalisée a partir des feuilles et
rameaux (Padrini et Lucheroni, 1996).

Les propriétés remarquables d’Eucalyptus globulus sont appréciees a leur valeur, et on se
préoccupe d’en tirer parti, non seulement pour la thérapeutique, mais encore pour
I’assainissement des pays marécageux (Ait Youssef, 2006). En effet, les propriétés absorbantes

qu’il procure, les émanations aromatiques qu’il répand autour de lui suggérent qu’il peut jouer un
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role salutaire dans les pays marécageux et exercer une action salubre sur laquelle on avait cru
pouvoir compter pour assainir les pays infestés par le paludisme (Batish et al., 2008 ; Leicachet
al., 2012).

I1. L’activité biologique des extraits de végétaux

I1. 1. Les polyphénols

Les composés phénoliques forment une famille de molécules organiques largement
distribuée dans le regne végétal. lls sont qualifiés de métabolites secondaires, car ils n'exercent
pas de fonction directe au niveau des activités fondamentales de la plante, comme la croissance
ou la reproduction, ils ne sont donc pas strictement indispensables a la vie du végétal.
Cependant, ils jouent un réle majeur dans les interactions de la plante avec son environnement,
contribuant ainsi a la survie de I’organisme dans son écosysteéme. Présents dans toutes les parties
de la plante, ce sont les métabolites secondaires les plus abondants du régne vegétal (Dai et
Mumper, 2010).

L’¢élément structural fondamental qui caractérise les polyphénols est la présence d’au
moins un groupement phénolique (fig. 1. 5), auquel est directement lié au moins un groupe
hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside. Ils sont
communément subdivisés en acides phénoliques (dérivés de I’acide benzoique ou cinnamique),

coumarines, stilbénes, flavonoides, lignanes, lignines et tanins.

OH
L
)
Fig. 1. 5. Structure chimique du groupement phénolique (Cheynier, 2005).

Il. 1. 1. Classification

v’ Les acides phénoliques

Un acide-phénol (ou acide phénolique) (fig. 1. 6) est un composé organique possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Le nombre de carbones dans la
chaine renfermant la fonction acide définit le type d’acide phénolique comme I’acide gallique ou
caféique par exemple. Ces deux acides sont connus pour leurs activités antioxydantes et
antiradicalaires. Pour 1’acide caféique, il se montre tres efficace contre les virus, bactéries et

champignons (Hsu et al, 2006).
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HO

HO

Fig. I. 6. Structure chimique de I’acide phénolique.

v' Tanins
Les tanins sont des substances végétales de la famille des polyphénols, le plus souvent
hydrosolubles, ils possédent la capacité de précipiter les protéines, les alcaloides, et les
polysaccharides (fig. 1. 7). lls sont utilisés par les plantes supérieures comme moyen de défense
chimique contre les parasites et une protection contre les prédateurs (herbivores et insectes). Sur
le plan structural, les tanins sont divisés en deux groupes : les tanins hydrolysables et les tanins
condensés (Ozcan et al., 2014).

P =
/ |
HO 0—¢ v \[H .
r"J"'fr,,nH ,?J' OH
o o oS
£— OH - J\rj "Hom
G}{f o
{anin hydrolysable tanin condensé

Fig. I. 7. Structures des tannins (Bahaz et Rachdi, 2010).

v' Les flavonoides

Les flavonoides au sens large sont des pigments quasiment universels des végétaux.
Structuralement, 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. Ces diverses structures se
rencontrent a la fois sous forme libre (aglycone) ou sous forme de glycosides (fig. I. 8). On les
trouve, d’une maniére trés générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre
localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits (Paris et Hurabielle,
1980).
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Fig. I. 8. Structure de base d'un flavonoide (Laguerre et al, 2007).

v Les saponines

Les saponines sont des molécules naturellement produites par des plantes ou des
animaux, dont le réle n'est pas encore clairement cerné. Ce sont des hétérosides complexes dits
saponosides, appartenant aux terpénes cycliques (nom générique donné aux hydrocarbures
saturés cycliques ou acycliques ayant pour motif de base le terpene) ou aux stéroides (fig. I. 10).
On les trouve chez de nombreux végétaux (salsepareille, quinoa...) mais sont dégradées a la
cuisson. Douées de propriétés tensioactives, les saponines font mousser leurs solutions et servent
de détergent. Elles présentent une toxicité plus ou moins importante (selon les saponines, les
especes qui les ingerent, et le contexte).

Injectées dans le sang ou dans les tissus, elles provoquent la dissolution (lyse) de cellules
ou de tissus sous l'influence d'agents chimiques, physiques ou biologiques des globules rouges
(Paolini et al., 2003).

Fig. I. 10. Structure générale des saponines stéroidique (Garai, 2014).

1. 1. 2. Activités antimicrobiennes
Les polyphénols sont doués d’activités antimicrobiennes importantes et diverses,

probablement dd a leur diversités structurales (tableau I. 2). Les sites et le nombre des groupes

10
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hydroxyles sur les groupes phénoliques sont supposes étre reliés a leur relative toxicité envers les
microorganismes, avec 1’évidence que le taux d’hydroxylation est directement proportionnel a la
toxicité. 1l a été aussi rapporté que plus les composés phéenoliques sont oxydés et plus ils sont

inhibiteurs des microorganismes (AliShdayeh et al., 1997).

Tableau I. 2. Activité biologiques de quelques composes phénoliques

Polyphénols Activités Auteurs

Antibactérien (Didryet al., 1982)

Acide phénoliques | Antifongique (Ravnet al., 1984)
Antioxydants (Haase et Kato, 1984)

Flavonoides Anti tumorales (Stavric et Mutula,
Anti carcinogénes 1992) (Daset al., 1994)
Anti-inflammatoire (Daset al., 1994)
Hypotenseur et diurétiques | (Bidet et al., 1987)
Antioxydants (Bruneton, 1993)

L’échelle de I’estimation de ’activité antimicrobienne est donnée par Mutai et al. (2009), ils
ont classé les zones d’inhibitions de la croissance en 5 classes :

v' D>30mm : Trés fortement inhibitrice.
21mm<D<29mm : Fortement inhibitrice.
17mm<D<20mm : Modérément inhibitrice.

1 1Tmm<D<16mm : Légeérement inhibitrice.

NN N X

D<10mm : Non inhibitrice.
I1. 1. 3. Activité antioxydant

Un antioxydant peut étre defini comme toute substance qui est capable d’entrer en
compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou empécher 1’oxydation de ces
substrats par les espéces réactives.

Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de substances, comprenant
des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques (superoxyde dismutase, catalase et la
glutathion peroxydase) et des petites molécules hydrosolubles ou liposolubles (Vit. E, Vit. C,
oligoéléements et les polyphénols) (Droge, 2002).

e Les principaux antioxydants naturels

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydants, In- vivo, ont été proposeées. Elles
incluent le béta-caroténe, l'albumine, l'acide urique, les cestrogénes, les polyamines, les
flavonoides, I'acide ascorbique, les composés phénoliques, la vitamine E...ctc. Elles peuvent
stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont également une capacité de
lier les acides gras libres (Cheklat, 2018).
11
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e Meécanisme d’action des antioxydants

D’une maniére générale, en s’oxydant lui-méme plus rapidement qu’un autre, un antioxydant
pourra empécher I’oxydation d’un autre substrat. Un tel effet résulte d’une structure de donneurs
d’atomes d’hydrogéne ou d’électrons souvent aromatiques, cas des dérivés du phénol. Les
antioxydants interviennent en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant
rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-Ci ne puisse réagir avec un autre acide

gras (Bersert et Cervelier, 1996).

12



Chapitre |1

Généralités sur les émulsions



Chapitre 11 Généralités sur les émulsions

Il. Les émulsions
11.1. Définition d’émulsion

Une émulsion est, selon la définition courante, une dispersion d'un liquide en fines gouttelettes
dans un autre liquide, les deux liquides étant non miscibles : - le liquide sous forme de gouttelettes
est qualifié de phase dispersée, phase discontinue ou phase interne ; - l'autre liquide est appelé phase
dispersante, phase continue ou phase externe. Les émulsions appartiennent donc aux systemes
dispersés.

La définition traditionnelle de I'émulsion comme dispersion liquide/liquide a été modifiée
I'"UPAC (International Union of Pure and Applied par Chemistry) pour y inclure les cristaux
liquides (le cristal liquide désignant un état combinant les propriétés d'un liquide conventionnel et
celles d'un solide cristallisé). Une émulsion est donc une dispersion liquide/liquide ou cristal
liquide/liquide. Cette modification se justifie par le fait que de nombreuses émulsions commerciales,
dans toutes les bio-industries, contiennent de telles structures. Les deux phases non miscibles de
I'émulsion n'ont pas la méme solubilité. L'une est hydrophobe ou lipophile. On parle couramment de
phase huileuse (mais elle n'est pas forcément lipidique). L'autre est hydrophile. On parle aussi de
phase aqueuse.

Il. 2. Composition

Une émulsion est en général composée de deux phases : une phase hydrophile et une phase
lipophile.
Il. 2. 1. Phase hydrophile

La phase hydrophile appelée aussi phase aqueuse ou phase dispersante contient de I'eau et divers
composants hydrosolubles. Les solutés de la phase aqueuse sont de nature diverse : ion minéraux,
acides, bases, protéines, glucides et vitamines etc.
Il. 2. 2. Phase lipophile
La phase lipophile appelée aussi phase huileuse, phase dispersée, phase grasse ou phase organique
qui contient de I'huile et dautres produits de stabilisation et de viscosité comme les émulsifiants et

les polymeres (Fig. I1. 1).

13
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hase dispersée
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*hase dispersante

Fig. Il. 1. Représentation schématique d'une émulsion (Bouregaa et Hayaoui, 2021)

Il. 2. 3. Les émulsifiants

Les émulsions conventionnelles sont des systemes thermodynamiquement instables qui se séparent,
plus ou moins rapidement, en deux phases. On parle de systéemes hors équilibre. En raison de cette
instabilité les émulsions industrielles comportent toujours des émulsifiants, ou émulsionnants,

formant un film interfacial, ou film mince, ou membrane interfaciale, autour des globules de phase

dispersée (fig. 11.2) (Gasmi, 2017).

Phase dispersée
Phase dispersante

Emulsifiant

Fig. 1. 2. Représentation d’une émulsion avec émulsifiant (Gasmi,2017)

1. 3. Les types des émulsions
Les émulsions peuvent étre classées selon leurs types et le nombre de phases comme suivant

I1. 3.1. Emulsions simples
Elles sont composées d’une phase lipophile (L ou H), d’une phase hydrophile (H ou E) et
d’un émulsifiant. Suivant que la phase continue est lipophile ou hydrophile, on définit deux types

d’émulsions. Les symboles utilisés (L ou H) désignent toujours la phase dispersée en premier. Les

14
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émulsions de type huileux étant les moins courantes, elles sont parfois appelées émulsions inverses
(Bouzid et Kehal, 2020).
11. 3. 2. Emulsion multiple (fig. 1. 3): Il s’agit de I’émulsion d’émulsions ou dispersion d’émulsion
v' Emulsion L/H/L, c’est la dispersion d’une émulsion H/E dans une phase aqueuse ;
v' Emulsion H/L/H, c’est la dispersion d’une émulsion E/H dans une phase huileuse (El-
Hadjdahmane et Mazari, 2021).

°, 0 O% '@
o © OO -

H/E E/H E/H/E

Fig. I1. 3. Schémas représentant des émulsions simples H/E et E/H et une émulsion
multiple E/H/E (Desplan,2018).

I1. 4. Les classes d’émulsions

Suivant la taille des globules, les émulsions se divisent en plusieurs classes :
I1. 4. 1. Macroémulsions, ce sont des émulsions classiques dont le diamétre moyen des gouttelettes
est supérieur ou égal au micrometre. La taille des gouttes peut &tre comprise entre 0.5 et 500 pm.
Il. 4. 2. Nano/mini émulsions, ces deux termes sont utiliseés pour nommer des systemes
biphasiques, constitués de gouttelettes de tailles comprises entre 20 et 200 nm. En raison de la taille
des gouttelettes, les nanoémulsions sont transparentes ou translucides a 1’ceil nu et sont stables a la
sédimentation ou au crémage. La préparation des nanoémulsions exige soit 1’utilisation de méthodes
hautement énergétiques, comme la microfluidisation, ou bien I’utilisation de méthodes non
conventionnelles et complexes, mais de faible consommation énergétique, comme 1’inversion de
phase. L’avantage des miniémulsions est leur extraordinaire stabilité au vieillissement et a la
dilution.
Il. 4. 3. Microémulsions, ce terme est utilisé aujourd’hui pour désigner un systéme monophasique

dans lequel un tensioactif particulierement performant rend possible la coexistence, a I’échelle quasi
15
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moléculaire, des phases eau et huile. Contrairement aux (macro ou nano) émulsions, elles sont
thermodynamiquement stables (YYahoum, 2017).
I1. 5. Stabilité et instabilité des émulsions

Du fait de leur nature, les émulsions sont thermodynamiquement instables. Les collisions, lors
desquelles les gouttelettes peuvent soit rebondir soit s’agréger, ont des causes diverses selon les
conditions dans lesquelles est placée I’émulsion. Les phénoménes de déstabilisation fréquemment
rencontrés dans les émulsions cosmétiques sont relativementnombreux et bien décrits dans la

littérature (fig. 1. 4) (Slimani et Ayad, 2012).
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Fig. 1. 4. Phénomenes d’instabilité des émulsions (Slimani et Ayad, 2012)

» Le crémage ou la sédimentation, provoque une separation gravitationnelle en fonction de la
densité de la phase disperseée.

> La floculation, est le passage d’un systéme dispersé a un systéme non-dispersé dans lequel
existent des agrégats appelés flocs, elle peut étre due :

= aux forces attractives présentes dans le systeme ;
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= a un déficit en tensioactif, par exemple, ce qui induit une séparation de phase,
encore appelée floculation par pontage ;
= 3 I’écoulement du solvant hors de la région entre deux gouttelettes du fait d’une
différence de pression osmotique, c’est la floculation par déplétion (Dubuisson,
2017).
> La coalescence, consiste en la rupture du film présent entre deux gouttelettes au point de
contact et la formation d’une plus grosse gouttelette.
> le miirissement d’Ostwald, représente la diffusion du contenu des petites gouttelettes vers
les plus grandes gouttelettes via la phase externe, a cause d’une tension interfaciale élevée,
d’une phase dispersée soluble ou d’une différence de pression de Laplace élevée, jusqu’a
disparition compléte des petites gouttelettes qui entraine une augmentation de la taille
moyenne des gouttelettes dispersés dans 1’émulsion (Caullet et al., 2018) ;
> L’inversion de phase, pour laquelle une émulsion E/H se transforme en H/E et inversement
due a un mauvais choix de matiéres premiéres et notamment de tensioactif ou a une
augmentation de la température (Dubuisson, 2017).
Il. 6. Domaine d’application les émulsions
Parmi les différents domaines existant dans la formulation Nous s’intéressons aux :
Il. 6. 1. Formulation cosmétique
Par definition, la cosmétique, terme génerale applique a tout substance ou préparation destinée a
étre mise en contact avec les divers parties superficielles du corps humains ou avec les dents et les
mugueuses buccales en vue exclusivement ou principalement de les nettoyer de les parfumer, d’en
modifier I’aspect, de corriger les odeurs corporelles les et/ou de les protéger ou les maintenir en bon
état (Baures et al., 2009).
Il. 6. 1. 1. Cosmétique naturelle
Bien que le terme « cosmétique naturelle » ne dispose toujours pas d'une véritable définition
légale, les produits répondent néanmoins a certaines exigences spécifiques. En premier lieu, ils ne
sont pas testés sur les animaux, leurs ingrédients viennent d’un commerce de matic¢res premicres
durables et équitables et sont d'origine naturelle. Ensuite, les cosmétiques naturels sont généralement
exempts d'additifs tels que les paraffines, les dérivés du pétrole, les huiles minérales et les
conservateurs synthétiques. Enfin, qu’il s’agisse d’un véritable produit a base de plantes ou pas,
c’est la présence d’un label de qualité qui indiquera la nature du produit au consommateur (Kara et

al., 2017).
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I1. 6. 1. 2. Cosmetique conventionnelle

Dans la cosmétique conventionnelle, on trouve des ingrédients d’origine synthétique et parfois
méme d’origine animale. L’impact des cosmétiques dérivés de la pétrochimie sur 1’organisme est
difficile a prévoir a, plus ou moins, long terme. De plus, la plupart des procédés de fabrication
utilisée pour la transformation des matiéres ont des effets néfastes pour I’environnement. Ces
ingrédients de synthése permettent d’obtenir des textures et des parfums agréables avec des formules
dites efficaces. Malgré cet état de fait, on continue a nous servir des arguments prétendant que les
doses contenues dans ces cosmétiques sont si infinitésimales que les risque de toxicité ou d’allergie
sont faibles pour ’homme (Kara et al., 2017).
Il. 6. 2. Formulation pharmaceutique

Ce type de formulation consiste en général au développement pharmaceutique et transformer un
principe actif en un médicament (Gibson, 2004).

L’utilisation des méthodes d’études de criblage des facteurs est trés utile pour comprendre et
définir ’influence des différents facteurs, la possibilité d’existence d’interaction entre les uns et les
autres, et ainsi de prendre les bons choix pour la conduite d’une bonne formulation (Rodriguez et al.,

1996).
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Notre travail a été réalisé au niveau de Laboratoire des Sciences de la Matiere (SM)
faculté des sciences, De I'université de Médéa.
L’objectif de ce travail est de formulation d’une créme en utilisant un extrait végétal, a

effet thérapeutique anti-acnéique, ainsi qu’un émulsifiant naturel, pour application topique. La

créme formulée est une émulsion (H/E).

I11. 1. Matériel

I11. 1. 1. Matériel du laboratoire

Tableau I11. 1. Les appareilles et les produits et les Matériels utilisées.

Appareillages

Produits

Matériels

microscope optique,
agitateur,

pH métre,

conductimetre, Bras mixeur,
centrifugeuse, bain
autoclave,

réfractometre, micropipette.

Balance, densitomeétre, Etuve,

marie,

AICl 3, FeCls, H2SOs, NaoH,
HCI, Na>COs, folin-ciocaleu,
acide acetique, chloroforme,
solution de Fehling.

Spatule, tubes a essais,

verre de montre, fioles,
bicher,

erlenmeyer,

entonnoir

pipette pasteur,

pipettes jaugées, éprouvettes,

boites de Pétri.

I11. 1. 2. Matériel biologique
1. 1. 2. 1. Matériel végétal

Les feuilles de I’Eucalyptus globulus sont récoltées dans la ville de Médéa, pendant le
mois de février de l'année 2022. La récolte a ¢été faite d’une maniere aléatoire, apres
identification de la plantes, les feuilles sont nettoyées des poussieres et autres impuretes, puis
mises a secher pendant dix jour. Apres le séchage, la matiére séche broyée a été utilisée pour
I’extraction.
I1. 1. 2. 2. Les souches microbiennes

L’activité antimicrobienne de I’extrait aqueux d’Eucalyptus globulus a été testée contre

quatre bactéries pathogénes qui sont cités dans le tableau I11. 2.
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Tableau Il1. 2. Les souches bactériennes étudiées

Nome de la souche Type Référence
Bacillus subtilis Gram+ ATCC 6633
S. epidermidis Gram+ ATCC12228
Escherichia coli Gram- ATCC 8739
Staphylococcus aureus Gram + /

I11. 2. Préparation de ’extrait végétal

v Extraction par décoction

On prend 20g de la poudre végétale de I’Eucalyptus globulus, auquel on ajoute 200ml

d’eau, on laisse le mélange bouillir sur le chauffage a T°= 60C°, pendant 1h sous agitation

magnétique. Puis, on filtre et on concentre le filtrat avec le rota-évaporateur a une tempeérature de

65C° a 68C°. L’extrait aqueux obtenu, est séché a I’étuve a 40C°pendants 24h, L’extrait est

conservé a 4 C°, Les étapes de I’extraction sont résumées dans la figure I11.1

Fig. 111. 1. Les différentes étapes de I’extraction.
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v" Calcul de rendement
Le rendement d’extraction est calculé par la formule suivante qui donnée par Falleh et ses

collaborateurs (2008).

R (%) :Mext/ Mechxloo

Sachant que :
R : rendement de [’extrait en %
Mex: : masse de [’extrait en gramme

Mecn : masse de la matiére végétale utilisée en gramme

I11. 3. Analyse phytochimique de I’extrait
La mise en évidence des différentes classes des métabolites secondaire constituants de
I’extrait de I’Eucalyptus globulus a été faite selon les méthodes standards de screening
phytochimique (Kumar et al., 2010 ; Dohou et al., 2003).
La quantité de la substance recherchée est proportionnelle soit a ’intensité du précipité
formé ou a I’intensité de la couleur.
I11. 3. 1. Screening des composés chimiques
v Recherche des phénols
3ml de I’extrait est mélangée avec 3ml de I’éthanol et quelque gouttes de de FeCla.
v Recherche des tanins
On ajoute 3 gouttes de solution de FeClz (1%) & 1ml d’échantillon, puis on fait une incubation
pendant 2min.
v" Recherche des flavonoides
A 0.5ml de P’extrait, on ajoute 2ml d’eau distillée, 1ml de NaOH (10%),et quelque goutte de
HCI (33%).
v Recherche des saponosides
On met 1ml d’extrait dans Sml d’eau distillée et agite verticalement pendant 20 secondes.
I11. 4. Analyse quantitative
I11. 4. 1. Dosage des flavonoides totaux
La méthode du trichlorure d’aluminium AICls (Kosalec et al., 2004) a été adoptée pour
quantifier les flavonoides dans I’extrait.
» Principe
Le principe de la méthode est basé sur ’oxydation des flavonoides par ces réactifs. Elle

entraine la formation d’un complexe brunatre qui absorbe a 430nm. La comparaison de la D.O
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observée a celle obtenue par un étalon de quercétine (Athamena, 2009), de concentration connue,
cité dans 1’ Annexe.

» protocole

Le dosage des flavonoides totaux représentés dans le diagramme dans la figure I1I. 2.
L’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 430 nm. Le résultat est exprimé en mg

équivalent quercétine par gramme de la matiere seche de la plante.

2ml de I’extrait

!

2ml de solution éthanoique d’AlC13(2%
massique) diluée dans 100 ml d’éthanol

1

Agiter par le vortex pendant 20s, et
incuber pendant 30 min & température
ambiante a 1’abri de la lumiére

!

Lire I’absorbance a 430 nm

Fig. I11. 2. Les étapes du dosage des flavonoides totaux.

I11. 4. 2. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits est réalisé par la méthode de
Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999).

» Principe

Le principe de la méthode est basé sur ’oxydation des composés phénoliques par ce réactif,
elle entraine la formation d’un nouveau complexe molybdéne-tungsténe de couleur bleu qui
absorbe a 700 nm, le dosage de PPT est effectué par la comparaison de la D.O observée a celle
obtenue par un étalon d’acide gallique (Athamena, 2009), de concentration connue, cité dans
I’ Annexe.

> Protocole

Le dosage des polyphénols totaux dans I’extrait de la plante d’eucalyptus globulus

représenté par le diagramme de la figure Ill. 3. L’absorbance a été mesurée a une longueur
d’onde de 700 nm. Le résultat est exprimé en mg de acide gallique (mg EQ/g Ms) sur la base de

la courbe standard de I’acide gallique.
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Ajout de 0,1 ml de I'extrait de
I'échantillon

!

2ml solution de carbonate a 2%

Agitation et incubation 5mn

100uL de réactif de folin -
ciocalteur (1N)

Incubation 30 mn a
I’ obscurité a température
ambiante

Lecture de DO a 700 nm

Fig. 111. 3. Etapes de dosage des polyphénols

I11. 5. Analyse physico-chimiques de I’extrait
v Mesure de pH et de la conductivité
Mesurés a l'aide d'un pH-meétre et d’un conductimétre, respectivement. Les électrodes
sont plongées dans un volume V de I’échantillon et la valeur du pH et de la conductivité
sont affichées directement sur I’afficheur de I’appareil.
v Mesure de la densité
Elle est directement mesurée a I’aide d’un densitomeétre, en prenant un volume de
I’extrait que ’on met a ’intérieur du densitometre. La valeur est directement lue.
v' Mesure de I’indice réfraction
L’indice de réfraction est mesuré a 1’aide d’un réfractométre a température ambiante.
I11. 6. La formulation
L'objectif de notre étude est la préparation d’une creme (émulsion) a base de produits
naturels a savoir : un extrait végétal, comme phase aqueuse, I’huile d’amande comme phases
huileuse, en faisant varier les proportions des principaux ingrédients. Pour cela on a utilisé la
technique de plan d’expérience qui permet, de planifier les essais de formulation et faire varier

plusieurs facteurs a la fois.
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I11. 6. 1. Produits utilisés

Les principaux produits

dans le tableau Il11. 3.

utilisés pour la réalisation de notre expérience sont regroupés

Tableau I11. 3. Les principaux produits utilisés

Phase aqueuse

Produits Principales caracteres
-C’est une eau préparée par distillation a partir de 1’eau potable, nous
Eau distillé I'utilisons pour la préparation les différentes formulations

Extrait végétale

-C’est D’extrait de I’Eucalyptus, nous l'utiliserons comme phase
aqueuse dans la préparation de I’émulsion
- odeur : bon odeur, Couleur : marron

Chitosane

-Apparence : solide translucide et amorphe,
-Couleur : blanc cassé, Odeur : inodore
-Solubilité : soluble dans les solutions acides aqueuses

Gomme xanthane

-Apparence : Poudre blanchatre inodore
-Formule brute : (C35H9029)n
- solubilité : soluble dans I’eau, insoluble dans I’éthanol

Glyceérine

HO/Y\OH

OH

-Aspect : liquide, transparent, Couleur : incolore,
- saveur et a I’Odeur : inodore, faiblement toxique, au godt sucré
- Toucher : visqueux

Phase huileuse

Huile d’olive

-Aspect : liquide huileux fluide, Couleur : verte
Saveur et a I’Odeur : naturelle agréable

Huile d’amande
Douce

-Aspect : liquide huileux fluide, Couleur : légerement jaune, Odeur
: douce et discréte, Toucher : gras

Lécithine de soja

-Aspect : liquide visqueux, huileux, couleur : jaunatre Odeur : quasi
inodore, Toucher : gras

Emulsifiants
commerciaux

Emulsifiant 1
Emulsifiant 2
Emulsifiant 3

I11. 6. 2. Techniques de formulation

Dans cette ¢tude nous avons réalisé deux séries d’expériences. Dans la premicre, on a

utilisé le chitosane, biopolymére biodégradable, comme émulsifiant. Et dans la deuxiéme série

on a utilisé la lécithine de soja comme émulsifiant.

La premiere partie de I'étude consistera a faire des essais préliminaires et préparer deux

séries d'émulsions avec différentes quantité en chitosane (série 1), puis en lécithine de soja (série

2).

24




Chapitre 111 Materiel et Méthodes

Les résultats obtenus nous ont permis de choisir, parmi les séries d'émulsions réalisées, la
formule la plus stable en apparence et le pourcentage optimal des phases pour étudier leur
stabilite.

1. 6. 2. 2. Type d’émulsification

C’est une émulsification de type huile dans I'eau (H/E), a chaud. L’introduction de la phase
huileuse se fait goutte a goutte dans la phase aqueuse a 70°C. Au préalable le tensioactif est
rajouté a la phase aqueuse ou bien a la phase huileuse selon la nature de 1’émulsifiant utilisé.
Chaque serie est formulée en deux types :
Type (A): (10 /90; H/E)
Type (B): (40 /60; H/E)
I11. 6. 2. 3. Formulation de I’émulsion

Le mode opératoire qu’on a suivi dans cette étude est simple et effectué dans les
conditions d’hygiéne et les bonnes pratiques de fabrication afin d'assurer la qualité hygiénique de
la créme sans contamination microbiologique.

Toutes nos expériences de formulation ont été réalisées selon la matrice expérimentale

présentée dans le tableau I11. 4.

Tableau Il1. 4. La matrice expérimentale

Xl XZ X3
1 + + -
2 - + +
3 + - +
4 - - -
5 0 0 0
6 0 0 0
7 0 0 0
8 0 0 0

Les différentes variables étudiées ainsi que leurs valeurs sont présentées dans le tableau I11. 5.

Tableau Il1. 5. Facteurs étudiés et leurs valeurs

Facteur Valeur
+ 0 -
X1 : solution de Chitosane 3% (g) (1 série) |20 15 10
X1 : lécithine de soja (g) (2°™ série) 5 4 3
X2 : gomme xanthane (g) 0.6 0.45 0.3
X3 : ajustement de Ph 6.5 6 55

(+) la valeur maximale, (0) la valeur moyenne et (-) la valeur minimale.
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I11. 7. Composition des émulsions

L’objectif de notre travail est la préparation d’une émulsion H/E avec une proportion aqueuse
tres importante et en utilisant le chitosane comme émulsifiant. En cherchant la stabilité
mécanique, plusieurs émulsions ont été préparées, afin de trouver la formule la plus stable. Le
tableau Ill. 6, présente toutes les compositions détaillées de chaque émulsion.

Il est & noter qu’on a ajouté la formulation 3, a cause de I’instabilité des émulsions préparées

lors des expériences de la série 1 et 2.

Tableau I11. 6. Les compositions des formules étudiées

Formulation 2 Formulation 3

Formulation 1

Phases aqueuse

Phases aqueuse

Phases aqueuse

-Eau distillé
-Chitosane
-Gomme xanthane
-2ml de glycérine

- Eau distillé
- gomme xanthane
- glycérine (2ml)

-Eau distillé
-gomme xanthane
- glycérine (3ml)

Phases huileuse

Phases huileuse

Phases huileuse

-’huile d’olive

- I’huile d’olive
- lécithine de soja

-I’huile d’olive

- les 3 émulsifiants :

* Emulsifiant 1 (39)

* Emulsifiant 2 (2.59)
* Emulsifiant 3 (29)

Aprés avoir préparé et caractérise les émulsions presentées dans le tableau Ill. 6, les
émulsions stables ont été reprises en utilisant I’huile d’amande a la place d’huile d’olive et ’eau

distillé par I’extrait végétal (tableau Ill. 7).

Tableau Il1. 7. Les compositions des formulations stables a I’huile d’amande douce

Formulation 2

Formulation 3

Phases aqueuse

Phases aqueuse

- Extrait d’Eucalyptus
- Gomme Xanthane

- Glycérine

- Extrait d’Eucalyptus
- Gomme xanthane

- Glycérine

Phases huileuse

Phases huileuse

- L’huile d’amande

- Lécithine de soja

- L’huile d’amande

- Les 3 émulsifiants
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I11. 8. Procédé de formulation
Dans notre travail on a procédé par la méthode d’émulsification a chaud selon le

diagramme présenté dans la figure 111.4.

Phases aqueuse Phases huileuse

T=70°C

Meélanger les phases

L

Homogénéisation

4
2

Refroidissement et finition

Fig. I11. 4. Diagramme présentant les différentes étapes de préparation des émulsions

I11. 8. 1. Etape de préparation la phase huileuse et la phase aqueuse
La premiere etape consiste en la préparation de la phase huileuse et la phase aqueuse. Il
s’agit de peser dans des récipients séparés les ingrédients de chaque phase et seront portés au

bain-marie, a une température de 70°C.

Il. 8. 2. Etape d'émulsification

Afin d’avoir une formulation bien homogeéne, la phase huileuse est ajoutée goutte a goutte
a la phase aqueuse a 70°C en maintenant l'agitation pendant S5minutes a 1’aide d’un mélangeur
afin de faciliter la dispersion, pour obtenir une émulsion de type (H/E). Lorsque I’émulsion
commence a prendre, le récipient est placé dans un bain d'eau froide pour accélérer le
refroidissement et la formation de I'émulsion. A la fin de I’émulsification, ajuster le pH par les
solutions HCL (2M) et NaoH (2M).

Aprés cette étape 1’émulsion est introduite dans des tubes et flacons en verre pour les
différents tests et contréles. Ces échantillons doivent étre conservés a température ambiante et
dans un endroit sec pour I’étude de la stabilité physique.

I11. 8. 3. Caractérisation physico-chimique des émulsions formulées

La caractérisation sont des opérations visant a déterminer, a l'aide de moyens appropriés, si
le produit préparé est conforme ou non aux spécifications ou aux exigences.
I11. 8. 3. 1. Caracteres organoleptiques

Il s’agit de contrdler 1’odeur, 1’aspect et la couleur de I’émulsion. Donc il s’agit de 1’aspect

visuel.
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I11. 8. 3. 2. Etude de stabilité

v Test de stabilité a la centrifugeuse (stabilité mécanique)

Les émulsions préparées ont été soumises a deux régimes centrifuges de 3000 et
6000rpm/minutes, pendant 10 minutes, on note chaque fois ’apparition ou non des phénoménes
de crémage sedimentation ou déphasage.

v Test de stabilité a la température de stockage

La température est un facteur essentiel de l'étude de stabilité. Donc on a étudié ce
paramétre afin de voir l'influence de la variation de température sur la stabilité de la creme
(I’émulsion). La détermination de la température du changement d'état sera trés utile pour
specifier n'importe quelles précautions d'entreposage. Les températures testées sont 4°C, 35° C et
la température ambiante.

I11. 8. 3. 3. Mesure de pH

La mesure de pH est un paramétre important car I'émulsion est congue pour une application
humaine. La détermination du pH de chaque émulsion se fait en insérant I'électrode directement
dans I’émulsions et lire la valeur de pH qui s’affiche sur I'écran de I'appareil.

I11. 8. 3. 4. Sens de I’émulsion
Pour déterminer le sens de I’émulsion, on a utilisé les trois méthodes :

v' Meéthode par dilution, une émulsion H/E se dilue facilement dans I'eau.

v' Meéthode de la conductivité, le passage du courant a été vérifié par un conductimetre. La
phase aqueuse, qui contient habituellement des électrolytes, est caractérisée par une forte
conductivité, tandis que la phase huileuse, par sa nature apolaire, a une conductivité tres
faible. Par conséquent, une émulsion H/E aura une conductivité élevée tandis gqu'une
émulsion E/H aura une conductivité nulle.

v' Meéthode de Coloration au bleu de méthyléne, en ajoutant quelques gouttes de bleu de
méthyléne (hydrosoluble) a la créme et agitée : si le colorant diffuse dans I'émulsion,
c'est-a-dire que les bords de la goutte de colorant ne sont pas nets, la phase continue de
I'émulsion est de la méme nature que la solubilité du colorant, c'est-a-dire I'homogénéité
de la coloration, la phase continue de I'émulsion est aqueuse, ce qui signifie "émulsion
H/E". Si le colorant ne diffuse pas dans I'émulsion, c'est-a-dire que la coloration est
hétérogene, c'est que la phase continue de I'émulsion n'est pas de méme nature que la
solubilité du colorant, C’est-a-dire coloration hétérogéne, la phase continue de 1’émulsion

est huileuse ce qui signifie "émulsion E/H"

I11. 8. 3. 5. Examen microscopique
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Cet examen est realisé en placant une petite quantité de la creme entre lame et lamelle d’un
microscope photonique et avec une goutte de bleu de méthylene et on fait une observation au
grossissement X 40
I11. 8. 3. 6. Etude de la viscosité

Il s'agit d'étudier la variation de la viscosité apparente (n) en fonction de la vitesse de
cisaillement, les mesures de la viscosité sont réalisées a température ambiante par un
viscosimetre
I1l. 9. Etude de Plactivité antimicrobienne de P’extrait d’Eucalyptus et des émulsions
préparés

La méthode utilisée est celle de diffusion sur milieu gélosé. Les étapes consistent en :
I11. 9. 1. La Préparation de préculture

L’analyse antimicrobienne doit étre effectuée a partir de cultures jeunes. Les germes
utilisés ont été cultives sur la gélose nutritive, et incubées a 37°C pendant 24 h pour les bactéries
et a 25°C pendant 48 heures pour les champignons.

I11. 9. 2. Préparation de I’inoculum
A partir des cultures préparées, on préleve 2 a 3 colonies bien isolées et identiques dans 10 ml
d’cau physiologique stérile, aprés une bonne agitation a 1’aide de vortex, on mesure 1’absorbance
a une longueur d’onde de 600nm par spectrophotometre. La suspension microbienne doit avoir
une DO de I’ordre de 0.08 & 0.1 correspondant & une concentration de 107-108germes/ ml.

v' Ensemencement

Les boites pétries stériles précédemment coulées, sont ensemencées par écouvillonnage a la
surface du milieu gélosé.

v Dépbdts des disques

A T’aide d’une pince stérile, les disques stériles de papier de Wathman de 9 mm de diametre
contenant I’extrait d’Eucalyptus sont déposés sur la surface du milieu gélosé. On laisse a
température ambiante pendant 15minutes et on incube les boites a 37°C pendant 24 heures pour
les bactéries et 25°C pendant 48 heures pour les champignons.

Pour les émulsions, on dépose un spot de I’émulsion directement sur la surface du milieu
gélosé ensemencé.

v’ Lecture
La lecture se fait aprés I’incubation par la mesure du diametre de la zone d’inhibition (le

diamétre du disque inclus), la lecture se fait & ’aide d’un pied a coulisse ou une régle.
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L’objectif de notre travail est la préparation d’un extrait végétal, d’étudier son effet
antimicrobien et de I’utiliser pour préparer une créme a effet antimicrobien.
IV. 1. Caractérisation de I’extrait végétal
IV. 1. 1. Rendement d’extraction

L’extraction a été réalisée en utilisant I’eau distillée comme solvant d’extraction. A la fin
on a obtenu 2g d’extrait végétal de I’Eucalyptus (Fig. IV. 1), ce qui donne rendement

d’extraction de 10%.

Fig. IV. 1. L’extrait d’Eucalyptus aprés évaporation du solvant

Le rendement de obtenu lors de notre travail 10% est nettement supérieur a celui obtenu
par Gueddahi et Soualat (2019) qui ont obtenu un rendement de 8,639% par décoction dans de
I’eau distillée a (1/10 m/v). Nos résultats sont, également supérieurs, a ceux obtenu par Raho et
son équipe (2008) dont le rendement est de I’ordre de 1,2%, et de Pal singh et ses collaborateurs
(2012) et qui ont obtenu de 1,8% en utilisant des feuilles fraiches. De nombreux auteurs ont
remarqué que les plantes seches donnent un meilleur rendement que les plantes fraiches. Zrira et
al. (1994) ont rapporté que les feuilles d’E. globulus donnaient un meilleur rendement a 1’état sec
(4,29%) que frais (3,91%). Donc il y’a une relation entre le rendement et 1’état de fraicheur de la
plante utilisée pour ’extraction. Cette différence de rendement entre les mémes especes peut étre
attribuée a des nombreux facteurs tels que : le stade de croissance, conditions pédoclimatiques et
édaphiques de la région, technique d’extraction, etc..... (Ben Ammar et al., 2007).

Un rendement de méme ordre de grandeur, 12.94%, a été obtenu par Adouani et
Merghadi (2021), qui ont travaillé sur I’extraction des polyphénols & partir des feuilles
d’Eucalyptus globulus par un mélange méthanol/eau distillé donne le rendement le plus élevés
avec un taux de 12.94%. Beggas et Bendoukhane (2017) ont trouvé un rendement égal a 13,62%
pour 50 g de poudre et Amari (2016) 5,37% pour 25 g de poudre.

1V. 1. 2. Analyses qualitatives et screening
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Les différents constituants chimiques des feuilles d’Eucalyptus MS. et leur présence dans
le tableau IV. 1 (Annex 1).

Tableau IV. 1. Screening des constituants chimique des feuilles d’Eucalyptus

Meétabolites secondaires Observation Présence
Polyphénols Présente une coloration verdatre +
Flavonoides Présente une coloration orange +

Tannins Présente de la Coloration bleue noire +
Saponines Présente d’une mousse +

Réaction positive : (+) abondant ; Réaction négative : (-) absent

A la fin de cette étude qualitative des différentes substances bioactives, nous apercevons
I’existence des substances naturelles bioactives. D'aprés ces résultats, nous nous déduisons que la
plante Eucalyptus de la région de Médéa, comme d'autres especes de la famille myrtacées, est
riche en divers métabolites secondaires (Flavonoides, Polyphénols, Tanins, Saponines).

IV. 1. 3. Dosage des polyphénols et flavonoides

La concentration en polyphénols totaux de I’extrait a été calculée a partir de 1’équation de la
courbe étalonnage acide galliqgue (Annex 2), et exprimée en milligrammes équivalent d’acide
gallique par gramme d'extrait. La mesure de la densité optique a été effectuée a une longueur

d’onde de 750nm. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau IV. 2.

Tableau IV. 2. Concentration en polyphénols et en flavonoides

EAG/g) EQ/9)

Extrait d’eucalyptus 71.98 20.28

Le tableau montre que I’extrait aqueux de /’Eucalyptus contient 71.98 mg EAG/g de
polyphénols. D’une maniére générale, ’estimation de la concentration de polyphénols totaux, en
utilisant le réactif du Folin- Ciocalteu.

La concentration de flavonoides de 1’extrait a été calculée a partir de 1’équation de la courbe
d’étalonnage de quercétine (Annex 3) et exprimée en mg d’équivalents quercétine par gramme
(mg EQ/g ). La mesure de la densité optique a été effectuee a la longueur d’onde de 430 nm. Les
résultats sont présentés dans le tableau IVV. 2. On remarque que la quantité de flavonoides est
20.28 mg EQ/ g.
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IV. 1. 4. Les caractéristiques physico-chimiques de I’extrait aqueux d’Eucalyptus

Les résultats de la caractérisation physico-chimique de I’extrait d’Eucalyptus sont
présentés dans le tableau 1V. 3.

Tableau IV. 3. Les parametres physico-chimiques de I’extrait aqueux d’Eucalyptus

Parametre Résultat
pH 6.48
Conductivité (mS/cm) 2.1107
Densité 1.8
Indice de réfraction 1.340

Le tableau montre que I’extrait aqueux d’Eucalyptus a un pH légerement acide dont la
valeur est de 6.48 a une température de 22°C. Sa conductivité est de 2.1107mS/cm avec une
densité de 1.8. Son indice de refraction est de 1.340.

IV. 2. Formulation

IV. 2. 1. Caractérisations physico-chimique des émulsions formulées
IV. 2. 1. 1. Caractéres organoleptiques

Les émulsions préparées sont présentées dans la figue 1V. 2, et leurs descriptions sont
présentées dans le tableau V. 4.

Fig. IV. 2. Aspect des émulsions prépareées (a) formule 1 (b) formule 2 (c) formule 3
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Tableau IV. 4. Caracteres organoleptiques des différentes formules

Formulations de sériel

Formulations de série 2

Formulation 3

couleur Blanche Légérement jaune Légérement jaune
L’odeur Odeur agréable Douce et discréte Douce et discréte
(odeur d’huile d’olive) (odeur d’EH d’arbre a (odeur d’EH d’arbre a thé)
thé)
Apparence Créme fluide, légere Créme fluide, légeére, Créme fluide, légére,
(f brillante au toucher brillante au toucher
orme et doux et soyeux doux et soyeux
brillance)

L’analyse des propriétés organoleptiques des différentes formules étudiées dans notre

travail montre qu’en général 1’utilisation des huiles et de cire donnent des cremes légére, de

toucher soyeux et doux, laissant une sensation de fraicheur agréable. Ces textures sont obtenues

en fonction de la composition et la richesse de la créme en huiles et en cire ainsi que le type de

I’émulsifiant utilisé.

IV. 2. 1. 2. Etude de stabilité

Test de stabilité a la centrifugeuse (stabilité mécanique)

Ce test consiste a mettre la préparation sous 1’effet d’une centrifugation. Les résultats sont

résumés dans le tableau IV. 5.

Tableau 1V.5. Etude de la stabilité a la centrifugation des formules 1 et 2

3000 rpm/t=10

mn

6000rpm/t=10mn

Série 1

Série 2 Série 1

Série 2

Type AetB Type A

Type B Type AetB

Type A Type B

+ -

- +

N oo B~ W N

8

(-) instable, séparation de phase ; (+) stable, pas de séparation de phase

A :10:90 (H/E), B : 40 :60 (H/E), A et B : méme résultats pour les deux types d’émulsion
Série 1 : & base de chitosane ; Série 2 : a base de Iécithine de soja ; Formule 3 : les 3 émulsifiants (40 :60)
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On remarque que toutes les formules que ce soit a base de chitosane (Annex 5) ou
lécithine de soja (Annex 4) sans instables sauf I’essai 1 pour I’émulsion B (émulsion & base de
lécithine de soja). Ces résultats nous ont poussés a préparer une 3°™ formule en utilisant des
émulsifiants commerciaux. Cette formule (3) présente une trés bonne stabilité mécanique a la

vitesse de centrifugation 3000 rpm et 6000 rpm pendant 10 minutes (fig. IV. 3).

Formule 2 Formule 3

Fig. VI. 3. stabilité a la centrifugation de formule 3
(F2 a base de lécithine de soja et F3 a base de 3 emulsifiants)

L’instabilité physique de ces émulsions est due au fait que le volume de la phase aqueuse
était plus important par rapport a la phase huileuse en plus des tensioactifs utilisés, c’est-a-dire
que les facteurs étudiés ont un effet négatif sur la stabilité de notre émulsion dans les conditions
de notre travail.

Apreés l'essai de stabilité mécanique, on a effectué les autres caractérisations seulement
pour les formules stables.

IV. 2. 1. 3. Test de stabilité a la température de stockage

Pour connaitre I’influence de la température des échantillons ont été stockés a différentes
températures, On a obtenu les résultats suivant apres trois semaines de stockage (Annex 6) :

v A température ambiante : les créemes conservent les caractéres physico-chimiques
’aspect, I’odeur et la couleur.

v A 4°C: les cremes conservent les caractéres physico-chimiques I’aspect, ’odeur et la
couleur.

v' A 37°C : on remarque qu’il y aura un léger changement de couleur et d’odeur.

Remarques : Toutes les photos sont présentées dans /’Annexe.
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IV. 2. 1. 4. Mesure de pH

La mesure de pH des émulsions stable, a été effectuee apres 24h de repos. Les résultats
sont présentés dans le tableau IV. 6.

Tableau IV. 6. Les valeurs de pH des formules préparées

Formule 2 Formule 3
pH 5.20 5.08
Masse (g) 95.6 92

Sachant que le pH des préparations a usage dermique doit étre compris entre 5 et 6 pour

puisque le pH de la peau est légérement acide, donc on peut dire que notre créme est conforme et
idéale pour la peau.

IV. 2. 1. 5. Sens de I’émulsion
A. Méthode par dilution

Les résultats de test de détermination du sens de 1I’émulsion sont présentés dans la figure IV.

Formule 2 Formule 3

Fig. IV. 4. Dilution des émulsions dans I’eau

Nous avons remarqué une dispersion facile des émulsions dans ’eau donc on peut dire que

la phase continue est la phase aqueuse ce qui signifie que 1’émulsion est de type H/E.
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B. Meéthode de la conductivité
Les résultats de la mesure de la conductivité de différentes formules préparées sont

présentés dans le tableau 1V. 7.

Tableau IV. 7. Le résultat de mesure de la conductivité.

Formule 2 Formule 3

Conductivité (mS/cm) 5 4.90

Les résultats de mesure de la conductivité électrique montrent que la conductivité des
formules est élevée (mS/cm) ce qui montre que la phase continue est une phase aqueuse.
C. Méthode de Coloration au bleu de méthyléne
Les résultats de test de détermination du sens de 1’émulsion par la coloration au bleu de

méthyléne sont présentés dans la figure IV. 5.

Formule 2 Formule 3

Fig. IV. 5. Coloration des émulsions au bleu de méthylene

On observe une bonne solubilisation du colorant dans I’échantillon étudié ce qui confirme

que la phase continue est la phase aqueuse ce qui confirme que 1’émulsion est de type H/E.
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IV. 2. 1. 6 .Examen microscopique
Le résultat de 1’observation microscopique des deux émulsions préparées et de la créme

témoin (Nivea Soft), est présenté dans la figure V. 6.

Fig. 1V. 6. Observation microscopique des émulsions (F1, F2 et T : Créme Nivea Soft) au

grossissement X40

L’observation microscopique au grossissement 40 nous a permis d’obtenir la photo IV. 5, qui
montre que la taille des globules est homogéne
IV. 2. 1. 7. Etude de la viscosité

Le résultat obtenu est présentés dans la figure IV. 7.
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=
S

La viscosite (mPa/s)
5 3
ST

2000 - N F3
1000 -
l} T T T 1
6 12 30 60

Vitesse de rotation (Rpm)

Fig. IV. 7. La viscosité des émulsions en fonction de la vitesse de rotation du
viscosimetre

Cette figure montre egalement que la viscosité des deux formules diminue en fonction de
la vitesse de cisaillement. De ce fait nous pouvons conclure que les émulsions obtenues sont de
type fluide non-newtonien d’un comportement pseudo-plastique (rhéofluidifiant). Sachant que le
comportement le plus freqguemment rencontré pour les émulsions de types créeme cosmétiques est
le comportement rhéofluidifiant, permettant notamment de faciliter leur application sur la peau.
Ces caractéristiques correspondent a une rhéologie particuliere des cremes et lotions
cosmétiques, définies et optimisees lors de la formulation ; elles donnent ainsi des informations
intéressantes sur les propriétés d’écoulement du produit, qui affectent par exemple la fagcon dont
le technicien doit pomper le produit en usine ou encore I’'impression sensorielle percue par le
consommateur lorsqu’il utilisera le produit (Gilbert, 2014).

IV. 2. 2 Etude de ’activité antimicrobienne de I’extrait d’Eucalyptus et des émulsions
préparées

L’analyse microbiologique des émulsions contre les souches pathogénes a donné les

résultats présentés dans la figure IV. 8.
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Fig. IV. 8. L’activité antimicrobienne de (a) I’extrait végétal de I’Eucalyptus (b) I’émulsion

Contre S. epidermidis

Les résultats de 1’étude de P’activité antimicrobienne contre des souches pathogénes
montrent que D'extrait végétal a une activité fortement inhibitrice contre Staphylococcus
epidermidis avec une zone d’inhibition de 23mm. Tandis que I’émulsion présente un effet

Iégérement inhibiteur contre le méme germe avec une zone d’inhibition de 15mm de diamétre.
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Les plantes médicinales restent toujours la source des principes actifs connus par leurs

propriétés thérapeutique. Ce travail a pour objectifs de préparer un extrait végétal d’Eucalyptus,

d’évaluer son activité biologique ainsi que de la préparation d’une émulsion. L’effet antimicrobien

de cette derniere a été également évalué.

Les résultats obtenus au cours de cette étude sont résumés comme suit :

Le criblage phytochimique — screening a démontré la richesse de la plante en métabolites
secondaires telles que : polyphénols, flavonoides, tanins, saponines. La décoction de 1’extrait
a donné de un rendement relativement faible, de 10%, par rapport a la masse de la matiére
séche utilisée.

L’analyse physicochimique de I’extrait aqueux de 1I’Eucalyptus montre qu’il présente un pH
Iégerement acide de 6.68, une conductivité de 2.1107ms/cm, un indice de réfraction de 1.34
et une densité de 1.8.

Le dosage quantitatif des polyphénols totaux, et des flavonoides totaux par le réactif de
Folin-Ciocalteu et de ALCLs respectivement a révélé que les feuilles de la plante
d’Eucalyptus globulus contiennent, dans les conditions de notre travail, une concentration de
71.98mg EAG/g de polyphénols et le dosage quantitative des flavonoides par le réactif 20.28
mg EQ/g de flavonoides.

La caracteérisation physicochimique des formules préparées a montré que :

v L’émulsion constituée de 10 : 90 (H/E) et contient le chitosane ou la lécithine de soja
comme émulsifiant est physiquement instable apres une centrifugation a 3000
rpm/mn pendant 10 minutes.

v L’étude de la stabilité thermique les émulsions préparées a montré que ces cremes
conservent leurs aspects, odeurs et couleurs a température ambiante et a 4°C. tandis
qu’a 37°C un léger changement de couleur et d’odeur a été constaté.

v Toutes les émulsions obtenues ont un pH acide allant de 5 a 6.

v Toutes les émulsions préparées sont de types H/E dont la conductivité varie de 4.90 a
5 mS/cm.

v L’observation microscopique montre que la taille des globules homogenes.

v" La mesure de la viscosité montre que la cette derniére diminue avec 1’augmentation
de la vitesse de cisaillement.

Les résultats de I’étude de I’activité antimicrobienne montrent que 1’extrait végétal a une

activité fortement inhibitrice contre Staphylococcus epidermis avec une zone d’inhibition de
40



Conclusion Générale

23mm. Tandis que 1I’émulsion présente un effet Iégérement inhibiteur contre le méme germe

avec une zone d’inhibition de 15mm de diameétre.

En perspective, on propose de

Faire une étude approfondie pour comprendre le probléme de I’instabilit¢é mécanique des
émulsions a base de chitosane.

Déterminer le ou les principes actifs responsables de 1’activité antimicrobienne de 1’extrait
vegétal étudié.

Etudier I’effet anti-inflammatoire de 1’extrait végétal préparé.

Formulation d’une autre forme pharmaceutique « gel » a base de I’extrait d’Eucalyptus.
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Annexes

Résultats des tests phytochimique des composées phénoliques

Composé Polyphénols Flavonoides Tanins Saponines
phénolique

Photo

y=0.0113x + 0.0686
R*= 0.9984

Absorbance i 765 nm

(1] 50 100 150 200 250

Concentration (ug/ml)

Courbe d’etalonnage de I'acide gallique (Athamena, 2009).

Annexe 3

(=

v=0.035x+0.288

RI=0(.005 )/0
1.5

/

Absorbance i 430 nm

0 T . .
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Concentration (ng/ml)

Courbe d’étalonnage de quercétine (Athamena, 2009).
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Emulsion a base de chitosane instable a 3000 rpm /min



Résultats de tests de stabilité thermique
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