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Résume :

Ce travail vise a la formulation d'une créeme cicatrisante a base d'extraits de Teucrium
polium L, avec un accent particulier sur I'extraction assistée par ultrasons. Les résultats ont
démontré que cette méthode innovante offre un rendement supérieur d'une valeur de 12,4%
par rapport aux techniques traditionnelles, (11,8 % par Soxhlet, et 10,5 % par macération
classique). Les analyses physico-chimiques, biologiques et microbiologiques des extraits ont
révélé une concentration élevée en flavonoides (36,63 mg EQ/g) et en polyphénols (67,76 mg
EAG/g), reconnus pour leurs propriétés antioxydants. L'extrait obtenu par ultrasons a présenté
une forte activité antioxydante avec une valeur d'IC50 de 0,24 mg/ml, soulignant son potentiel
thérapeutique. De plus, les extraits ont montré une activité antibactérienne significative, avec
un diametre d'inhibition de 17 mm, renforcant leur utilité médicinale. Cette étude a conduit a

la formulation d'une créme cicatrisante a partir de ces extraits, laquelle a été développée et




Caractérisée a travers des tests approfondis de controle qualité. Les tests in vivo sur des plaies

cutanées chez un lapin ont confirmé une amélioration notable de la cicatrisation sans irritation

cutanée. Ce travail met en lumiére le fort potentiel des extraits de Teucrium polium L dans le

domaine thérapeutique et souligne les avantages de I'extraction assistée par ultrasons pour
produire des extraits bioactifs efficaces et innovants.

Mots clés : Teucrium Polium, Extrait, Ultrasons, Créeme, Plaies, Cicatrisation.

Abstract:

This work aims at formulating a healing cream based on extracts of Teucrium polium L,
with a particular focus on ultrasound-assisted extraction. The results demonstrated that this
innovative method provides a higher yield of 12.4% compared to traditional techniques
(11.8% by Soxhlet, and 10.5% by conventional maceration). Physicochemical, biological, and
microbiological analyses of the extracts revealed a high concentration of flavonoids (36.63
mg EQ/g) and polyphenols (67.76 mg EAG/g), known for their antioxidant properties. The
ultrasound-extracted extract showed strong antioxidant activity with an 1C50 value of 0.24
mg/ml, highlighting its therapeutic potential. Additionally, the extracts exhibited significant
antibacterial activity, with an inhibition zone diameter of 17 mm, reinforcing their medicinal
utility. This study led to the formulation of a healing cream from these extracts, which was
developed and characterized through comprehensive quality control tests. In vivo tests on skin
wounds in rabbits confirmed a noticeable improvement in healing without skin irritation. This
work highlights the strong potential of Teucrium polium L extracts in the therapeutic field and
underscores the benefits of ultrasound-assisted extraction for producing effective and

innovative bioactive extracts.

Keywords: Teucrium Polium, Extract, Ultrasound, Cream, Wounds, Healing.
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Introduction générale

Introduction générale:

La phytothérapie, l'art de soigner par les plantes, est une pratique médicinale ancienne
qui conserve une importance fondamentale dans de nombreux systémes de soins traditionnels
a travers le monde [1]. Elle repose sur l'utilisation des propriétés thérapeutiques des plantes
pour traiter divers maux et troubles de santé. Cette approche, utilisée depuis des millénaires,
est présente dans diverses cultures a travers I'histoire. De nos jours, elle suscite un regain
d'intérét en tant que méthode de traitement alternative ou complémentaire dans de nombreux

domaines de la santé [2].

L'Algérie est I'un des pays disposant d'un important réservoir de plantes médicinales a des
fins phytothérapeutiques. Avec sa biodiversité exceptionnelle et ses écosystémes variés, allant
des montagnes verdoyantes au nord aux vastes etendues désertiques au sud, I'Algérie abrite
une grande variéte de plantes aux propriétés medicinales. Ces ressources naturelles
constituent une richesse précieuse pour la médecine traditionnelle et offrent également un

potentiel prometteur pour la recherche scientifique en phytothérapie [3].

Dans le cadre de ce travail sur les plantes médicinales en Algérie, l'attention s'est portée sur
la valorisation du Teucrium polium, une plante largement utilisée en phytothérapie et dans la
médecine traditionnelle pour ses remarquables propriétés dans le traitement et la cicatrisation

des plaies.

Teucrium polium L, ou la germandrée tomenteuse, est une plante herbacée médicinale
appartenant a la famille des Lamiacées, connue sous les noms ""El Khayata' ou "Gattabat
Ladjrah™ en Algérie. Originaire de la région mediterranéenne, elle est traditionnellement
utilisée en médecine populaire [4]. Elle contient divers composés phytochimiques, notamment
des flavonoides et des polyphénols, associés a des activités pharmacologiques potentielles [5].
Son potentiel thérapeutique et les précautions nécessaires a son utilisation exigent davantage
de recherches scientifiques pour étre pleinement compris et validés. C'est l'objectif principal

de cette recherche.

Ce mémoire repose sur I'exploration des trésors thérapeutiques de cette plante médicinale,
en particulier ses propriétés cicatrisantes exceptionnelles. Ses extraits renferment une

combinaison complexe de composeés bioactifs qui stimulent la régénération cellulaire et
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accélerent le processus de guérison des plaies. Inspirés par cette richesse naturelle, nous avons

eu l'idée de produire une créme cicatrisante novatrice a base d'extraits de Teucrium polium.
Cette étude est divisée en deux parties principales :
Premiére partie : Partie bibliographique

Dans cette premiere partie, nous avons réalisé une étude bibliographique détaillée en trois

chapitres :

> Le premier chapitre traite des caractéristiques botaniques de Teucrium Polium, de ses
composés actifs, ainsi que de ses usages traditionnels et modernes en médecine.

> Le deuxieme chapitre explore les classifications des cremes, leurs types et leurs procédés
de formulation, ainsi que les principaux composants utilisés dans leur composition.

> Le troisieme chapitre aborde les processus biologiques de la cicatrisation des plaies.

Deuxieme partie : Partie expérimentale
La deuxieme partie, consacree a la partie pratique de ce mémaoire, contient deux chapitres :

> Le quatrieme chapitre detaille la description du matériel et des méthodes d'extraction de
Teucrium Polium, la caractérisation des extraits obtenus, ainsi que la fabrication des
cremes et les contrbles physico-chimiques appliqués.

> Le cinquiéme chapitre est consacré a [Iinterprétation des différents résultats

expérimentaux obtenus.

Enfin, ce travail se termine par une conclusion générale qui résume I’ensemble des résultats

obtenus.
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Chapitre | : Genéralité sur la plante Teucrium polium L

Chapitre 1 : Généralités sur la plante Teucrium polium L

Les plantes médicinales ont un r6le fondamental dans le domaine de la médecine
depuis des millénaires. Leur utilisation remonte & l'antiquité, ou elles étaient considérées
comme des remedes naturels efficaces pour traiter diverses affections et promouvoir la
guérison. Aujourd'hui, malgré les avancées de la médecine moderne, l'intérét pour les plantes
médicinales persiste, en raison de leur potentiel thérapeutique et leurs propriétés curatives [6].
Parmi ces nombreuses plantes, nous allons étudier la Germandrée tomenteuse-Teucrium
polium L. plante herbacée, appartenant a la famille des Lamiacées, renommée pour ses
propriétés medicinales et cicatrisantes. Originaire de régions variees a travers le monde [7].
En médecine traditionnelle, elle a une place importante en raison de ses indications

thérapeutiques [8].
I.1. La famille des Lamiacées :
1.1.1. Présentation de la famille des Lamiacées :

Les lamiacées, communément appelées Lamiacees, Labiacées ou du Latin labié signifiant
que les fleurs ont la forme typique a deux lévres [8], est I'une de plusieurs plantes medicinales
et aromatiques [9]. La famille des lamiacées est composée de prés de 230 genres et 7 100
especes de plantes herbacées, réparties en sept ou huit sous-familles. 1l s'agit le plus souvent
de plantes herbacées, d'arbustes et tres rarement d'arbres largement répartis dans le monde

mais particulierement dans les régions tempeérées et méditerraneennes [10].

Figure 1.1: Famille des Lamiacées [11]
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1.1.2. Description botanique de la famille des Lamiacée :

Cette famille est caractérisée par [12] :

e Herbe aromatique.

e Une tige quadrangulaire bien visible sur les jeunes pousses.
e Feuille généralement opposés, simple et sans stipule.

e Racine pivotante ramifié

e Des fleurs irréguliéres zygomorphes.

e Fruit typiquement un tétrakéne (formé de 4 nucules)

Famille

Lamiacees

: . Les feuilles de lamiacées [13]

1.2. Teucrium polium L :
1.2.1. Le nom scientifique du Teucrium Polium L.:

Le nom générique des germandrées désigne en Latin "teucrion" en grec "tevkpion" troie, ou
de teucros, prince troyen qui aurait découvert les propriétés médicinales de la plante [14], elle

est connue sous plusieurs noms [15] :

= En arabe : khayata, Katabet ledjrah
= En anglais : Mountain germander
= En francais: Pouliot de montagne, Germandrée tomenteuse.

= En latin : Teucrium polium L.
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1.2.2. Description botanique :

Teucrium polium de la famille des lamiacées, C’est une plante vivace souvent pérenne,
recouverte de poils laineux qui donnent une couleur grise bleutée [16], & odeur poivrée par
frottement [17]. Les tiges sont de 10 a 30 cm de hauteur, blanches tomenteuses, ces tiges sont
nombreuses, ligneuses a base révolutées, en général a marges, gréles, dressées ascendantes et
plus ou moins ramifiées [7], portant des feuilles opposées sessiles, linéaires-lancéolées ou
oblongues, en coin et entiére a la base, et a dent arrondie en haut [18]. Les fleurs forment des
inflorescences compactes globuleuses ou ovoides serrées. Le calice brievement tomenteux, a
des dents courtes, la supérieure obtuse; Corolle a levre supérieure tronquée et a lobes

superieurs pubescents [19].

Partie végétative Fleurs et feuilles
. ] hologi | : I [20]

1.2.3.Classification systématique de la plante :

La plante tecurium polium L est classée selon les criteres suivants [21] :

e Reégne : Plantae

e Branche : Spermatophyta
e Classe : Dicotylédones

e Ordre : Lamiale

e Famille : Lamiacees

e Genre : Teucrium
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1.2.4. Distribution géographique :

Teucrium polium L est une espece euro-méditerranéenne [22], principalement en Afrique
du Nord, en Europe du Sud-ouest [23]. En Algérie elle est assez commune dans I’espace
méditerrano-saharien, plus rare au Sahara septentrional et au Tassili, elle pousse dans les lieux
rocailleux et secs, les lits arides, les roches et les sables [7]. Elle pousse a I'état sauvage dans
des régions semi-arides et arides, préférant la lumiére, le soleil et les sols bien drainés (comme

les pentes, les zones sablonneuses et les endroits arides) [24].

1.2.5. Composition chimique :

Plusieurs chercheurs ont évalué la composition chimique de Teucrium polium
développe dans différentes régions. Ces études ont utilisé des méthodes de chromatographie
en phase gazeuse pour analyser des extraits de plantes. Les resultats ont montré la présence de

plusieurs composés [25] :

v’ Certaines études ont montré que les extraits de la partie aérienne de Teucrium polium L
sont riches en polyphénols, flavonoides, iridoides et stérols.

v La présence des glycosides tels que verbascoside et poliumoside (connus sous le nom de
phénylethanoide) au niveau des parties aériennes de la plante [26].

v Les huiles essentielles contiennent principalement des monoterpénes, des diterpenes, des
sesquiterpénes hydrocarbures et sesquiterpenes oxygénés [12].

v' Des études ont montré que les plantes appartenant au genre Teucrium contiennent
différentes classes de composés tels que : les diterpénoides néocléro-daniens, les
marqueurs chimiotaxonomiques du genre, les monoterpénes, les sesquiter-penes, les
polyphénols, les flavonoides et les esters d'acides gras. A ce jour, plus de 134 substances
actives présentant une grande diversité structurelle et chimique ont été isolées et
caractérisées a partir des parties aériennes, des racines et des graines de la sous-espece

Teucrium polium[27].

v Teucrium polium constitue aussi une source riche en diterpenoides, particulierement les

furanonéoclérodanes, 1’un de ces composants majeurs est la teucrine [16].
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1.2.6. Les proprietés médicinales :

Au cours des 45 derniéeres années, les études expérimentales, pharmacologiques et cliniques
ont démontré que l'extrait et les composants individuels isolés de diverses parties de Teucrium

polium possédent différentes propriétés thérapeutiques et pharmacologiques reconnues [27] :

v Activité antioxydant :

Des études ont prouvé que les extraits de Teucrium Polium possédent des propriétés
antioxydants prometteuses, capables d'inhiber les processus oxydatifs et de jouer un réle
efficace dans la réduction et le traitement des maladies inflammatoires. Ces résultats
mettent en évidence le potentiel de Teucrium polium en tant qu’agent naturel aux
propriétés antioxydants bénéfiques pour la santé [28].

v Activité antidiabétique :

L'extrait aqueux de Teucrium polium L a démontré un effet hypoglycémiant chez les rats.
Pour évaluer sa propriété insulinotropique, des ilots pancréatiques de rat ont été utilises in
vitro. Les résultats ont montré que l'extrait brut aqueux peut réduire les niveaux de
glucose sérique en augmentant principalement la sécrétion d'insuline par le pancréas par

rapport aux flots témoins [29].

v’ Activité antibactérien :
L'examen phytochimique a montré que l'extrait hydroalcoolique de Teucrium polium L
contient des composés antibactériens. Ces extraits ont montré une activité antibactérienne

contre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Bacillus cereus [30].

v Activité cicatrisante :
L'étude a évalué les activités de cicatrisation des plaies de la plante Teucrium polium L.
Les résultats ont montré que les extraits de la plante posséde des propriétés cicatrisantes
significatives dans des modeles de plaies chez I'animal. Les extraits ont favorisé la
contraction des plaies, I'épithélialisation et la formation de tissu de granulation, indiquant

leur potentiel pour le traitement des plaies [31].

v' Teucrium polium L a également été étudiée pour d'autres activités pharmacologique
potentiellement  bénéfiques comme : effets anti-inflammatoire, antiulcéreux,

anticancéreuses [32], Anti-nociceptive, antispasmodique [33].
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Chapitre 11 : Généralités sur les cremes

Les formes semi-solides pharmaceutiques sont essentielles dans le domaine médical pour
leur capacité a deélivrer des médicaments de maniere efficace et ciblée [34]. Ces formes
incluent les pommades, les gels, les pates et les créemes, chacune ayant des particularités
uniques et des applications spécifiques [35]. Dans ce chapitre, nous allons examiner en détail
les cremes, en mettant en lumiére leurs propriétés, leurs modes d'utilisation et leur réle crucial

en pharmacologie.

11.1. Définition :

Selon la définition de la Pharmacopée européenne, les cremes sont des préparations semi-
solides pour application cutanée d’aspect homogéne typiquement composées d’une phase
lipophile et d’une phase aqueuse, dont la premiére est finement dispersée dans la seconde.
Elles sont conditionnées en récipients unidoses ou multidoses. D’un point de vue physico-
chimique, ce sont des dispersions composées d’une phase lipophile et d’une phase aqueuse,

non miscibleset généralement stabilisées par des émulsifiants [36].

Figure 11.1 : Une creme [37]
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11.2. Classifications des crémes :
Les cremes pharmaceutiques peuvent étre classées selon plusieurs critéres :
11.2.1. Classification selon la nature des phases [36] :

e Lescrémes lipophiles : qui sont des émulsions H/L ou la phase externe est lipophile. Ces
préparations contiennent généralement des agents émulsifiants qui stabilisent les
émulsions eau-dans-huile tels que des alcools de graisse de laine, des esters de sorbitan et
des monoglycerides .

e Les crémes hydrophiles : qui sont des émulsions L/H ou la phase externe est aqueuse.
Ces préparations contiennent des agents émulsifiants huile-dans-eau tels que des savons
de sodium ou de trolamine, des alcools gras sulfatés, des polysorbates et des esters
d’acides et d’alcools gras polyoxyéthylénés, éventuellement en combinaison avec des

agents émulsifiants eau-dans-huile.

11.2.2. Classification par voie d’administration [38] :

e Le plus souvent par voie cutanée : Créme dermique.
e Par voie ophtalmique : creme ophtalmique.

e Par voie vaginale : creme vaginale.

e Par voie nasale : créeme nasale.

e Par voie auriculaire : dans l'oreille.

e Sur les levres : creme labiale).
11.2.3. Classification par usages [39] :
Crémes cosmetique :

e Hydratantes

e Anti-age

e Eclaircissantes
e Protectrices

Creémes thérapeutiques :
¢ Anti-inflammatoires

e Antifongiques
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e Antibactériennes
e Analgésiques

e Cicatrisante
11.3. Les émulsions :

Une émulsion est la dispersion d'une phase liquide dans un autre liquide immiscible sous la
forme de fines gouttelettes. En général, une émulsion est obtenue sous l'effet de l'agitation
mécanique d'un systéeme diphasique (par exemple de l'eau et de I'huile). Le mélange ne
présente plus alors deux phases distinctes mais une pseudo-phase unique composée de gouttes

(phase dispersee) mélangées dans une matrice liquide (phase continue) [40].
11.3.1. Types d*émulsions :

Selon les caractéristiques des phases, les émulsions sont divisees en deux types : les

émulsions simples et les émulsions multiples :
11.3.1.1. Emulsions simples :

Les émulsions simples sont constituées de deux phases, l'une hydrophile et l'autre lipophile,
accompagnées d'un émulsifiant [41]. Les émulsions simples sont divisées en deux catégories

[42] selon la répartition de I'huile et de I'eau, comme le montre la Figure 11.2.

Fhase aqueuse = Phase huileuse

Phase agueuse

Phase huileuse =

Tensioactif: |

Emulsion H/L Emulsion LH

Figure 11.2: Types d’émulsion simples [43]

10
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> 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 types aqueux L/H (anciennement H/E : huile dans eau).

> 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). [44]

111.3.1.2. Emulsions multiples :

Les émulsions multiples sont représentées schématiquement dans la Figure 1.2 comme des
systemes compliqués qui peuvent étre décrits comme des émulsions incorporées dans d'autres
émulsions. Les deux principales variétés d'émulsions multiples sont les émulsions doubles,
telles que I'eau — dans — huile — dans -I'eau (H/L/H) et I'huile-dans 1’eau -dans I’huile (L/H/L)
[41].

Phase
externe

Phase
interne

Phase ——t—
intermeédiaire

Emulsion H/L/H Emulsion L/H/L

Eigure 11.3: Types d’émulsions multiples [43]

Pour assurer la stabilité des émulsions doubles, la taille optimum des gouttelettes interne
doit étre inférieure a 10 microns et la taille des gouttelettes externe doit étre inférieure a 100

microns [44].
I1.4. Composition des cremes :

Une creme est une dispersion sous forme de gouttelettes de deux liquides non miscibles

entre eux. Elle est donc constituée de deux phases [43].

11
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A. Phase aqueuse :

La phase aqueuse ou phase hydrophile contient I’eau déminéralisée et divers composants
hydrosolubles. Les solutés de la phase aqueuse sont de nature diverses : ions minéraux,
acides, bases, vitamines, glucides, protéines, etc. En fonction du type d’émulsion (cosmétique,
pharmaceutique), des substances peuvent étre ajoutées a 1’'une ou 1’autre phase pour conférer
au produit diverses propriétés (augmentation de la durée de conservation, modification de
I’aspect, maintien de 1’humidité, modifier le comportement rhéologique des formulations,
diminuer les risques d’oxydation par la capture et I’immobilisation des espéces ioniques
issues des eaux de rincage, ajuster le pH de la formule, limiter la perte en eau du produit,
...etc.) [45].

B. Phase huileuse :

La phase huileuse, appelée également phase grasse, phase lipophile ou phase organique,
comporte des huiles, des cires et des graisses (respectivement liquides, solides ou semi-solides
a température ambiante) d’origine végétale, animale ou minérale. Des substances synthétiques
dérivées ou non de substances naturelles sont aussi utilisées. La phase huileuse d’une

émulsion est généralement composée d’un mélange d’ingrédients [46].
C. Emulsifiants :

Les émulsions conventionnelles sont des systémes thermodynamiquement instables qui se
séparent, plus ou moins rapidement, en deux phases. On parle de systemes hors équilibre. En
raison de cette instabilité les émulsions industrielles comportent toujours des émulsifiants, ou
émulsionnants, formant un film interracial, ou film mince, ou membrane interraciale, autour

des globules de phase dispersee [47].

12
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Huile
Emulsifiant
Eau

Eau
Emulsifiant
Huile

Emuslion H/E Emuslion E/H

D. Principe actif (PA) :

Un médicament agit par un ou plusieurs constituants appelés principes actifs. Le principe
actif est une substance douée de propriétés thérapeutiques, il est le support de D’activité

pharmacologique [49].
E. Agent épaississant, agent conservateur, agent aromatisants et agent colorants [50].
I1.5. Formulation d’une creme [51] :

En fonction de leur composition et de la fraction volumique occupée par les gouttes, les
émulsions se présentent sous la forme de fluides, de créemes, de pates, de lotions, de laits ou de
gels. Les cremes, du fait de leurs propriétés rhéologiques, sont souvent considérées comme
"semi-solides". Les micelles présentes a haute concentration sont immobilisées dans une trés
faible quantité de liquide ; ainsi le fluide visqueux obtenu ne peut que difficilement s'écouler
sous l'action de la pesanteur. En revanche, les cremes se déforment de facon irréversible sous
I'action de forces suffisantes, ce qui permet leur étalement sous forme de films adhérents a la
surface de la peau. Les cremes sont fabriquées en agitant plus ou moins violemment les
phases aqueuse et huileuse et les molécules amphiphiles, puis en laissant le systéme revenir au
repos. Dans l'industrie, ce mélange est réalisé sous contrainte de cisaillement. Il existe deux

modes de préparation :

13
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e Soit I'ensemble des produits hydrosolubles et liposolubles est mélangé en méme temps.

e Soit les phases aqueuse et huileuse contenant leurs constituants respectifs sont préparées
séparément. Une augmentation de la température de chacune des deux phases, pouvant
aller jusqu'a 80°C, permet de solubiliser toutes les molécules. Ce n'est qu'aprés
refroidissement & une méme température, que les deux phases sont mises en contact et
soumises au processus d'agitation. Certains ingrédients, sensibles a haute température,

sont ajouteés a froid a la formulation finale.
11.6. Controbles qualité d'une creme :

L'assurance de la qualité des créemes est tres importante pour leur mise sur le marché et leur
acceptation par le public, comporte a la fois les contr6les en cours de fabrication et les
contréles du produit fini. La qualité de la production se base essentiellement sur la propreté
des lieux de travail et du matériel utilisé, et sur le contrdle de la qualité des matieres
premiéres, des produits en cours de fabrication (produits intermédiaires) et des produits finis
[50].

11.6.1. Le Controle des matiéres premieéres [51]:

o Vérifier la conformité de I'étiquetage, I'emballage et le conditionnement.

e Examiner les caractéres organoleptiques tels que I'odeur, la couleur, le toucher, le godt.

e Déterminer les caractéristiques physiques: densité, viscosité, indice de réfraction,
absorption des radiations ultraviolettes, point de fusion.

e Examiner les caracteres chimiques: identifications et dosages au moyen de réactions
chimiques colorées, de la chromatographie sur couche mince, en phase gazeuse ou liquide
détermination des indices d'iode, d’hydroxyle, peroxyde, d'acide; recherche des impuretés
et des produits de dégradation, etc... .

e Evaluer la qualité ou la propreté microbiologique.
11.6.2. Le contrdle en cours de fabrication [52] :

En plus de I'examen des caractéristiques organoleptiques (odeur, couleur, touché, godt), il

consiste aussi a étudier les caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques.
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> Détermination du sens d'émulsion (H/E ou E/H) : Elle est réalisée soit par la
methode par dilution, soit par la méthode utilisant des colorants solubles dans I'une des
phases. La méthode de la conductivité électrique, qui se base sur le principe que les
émulsions H/E sont conductrices d'électricité tandis que les émulsions E/H sont des
isolants électriques, est aussi préconisée par la pharmacopée.

> Controle de ’homogénéité : Ce paramétre peut étre réalisé a I'échelle macroscopique
ou par l'évaluation de la distribution granulométrique de I'émulsion a l'aide d'un
cytometre de flux ou d'un microscope équipé d'un oculaire micrométrique.

» Deétermination des propriétés rhéologiques : Consiste a étudier le comportement de sa
viscosité et de sa structure sous différentes conditions de contrainte et de température.

» Deétermination du pH : Elle est effectuée, grace a des réactions colorées ou a
I'utilisation de pH-metres, directement sur I'émulsion ou aprés dilution (a environ 10
%) dans de I'eau distillée. Elle est importante parce que le pH influence la stabilité des
émulsions, la tolérance cutanée des préparations et les incompatibilités entre les
différents constituants.

» Contrdle de la stabilité : Le controle de la stabilité des crémes consistera a observer, a
intervalles réguliers, I'évolution des caracteres organoleptiques, physico-chimiques et
microbiologiques ainsi que l'apparition des phénomenes d'instabilité. 1l peut se faire
dans les conditions climatiques normales ou sous des conditions de vieillissement
accéléré, en soumettant par exemple I'émulsion a la centrifugation, a des cycles de
congélation et de décongélation, ou encore, a I'effet de la chaleur (40 °C ou 50° C).

» Controle microbiologique : Il est fondamental afin d'éviter l'altération ou l'intolérance
aprés application des préparations cosmeétiques. Il consiste en une recherche et une
numération des germes bactériens et fongiques éventuellement présents dans la
préparation et en une recherche de germes dits pathogenes, qui ne doivent pas se

retrouver dans les préparations dermatologiques.

Dans le but de maintenir une propreté microbienne satisfaisante, il est recommandé, en plus
de la propreté du matériel et des matiéres premieres utilisés, de I'nygiéne au travail, d'ajouter
un conservateur antimicrobien efficace. Cette efficacité peut étre vérifiee par un test de
contamination artificielle, qui consiste a inoculer environ 107 UFC/g de chacun des germes

pathogenes.
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» Contrdle du produit fini : En plus des contréles organoleptiques, physico-chimiques et
bactériologiques examinés plus haut, des contrdles de tolérance (innocuité) et d'efficacité
(activité des préparations contenant des actifs ou principes spécifiques) peuvent également

étre réaliseés sur le produit.

11.7. Les Problemes Industriels dans les Procédés de Fabrication des Cremes :

La fabrication des crémes cosmétiques et dermatologiques est un processus complexe qui
rencontre divers défis industriels impactant la qualité, la rentabilité et I'innovation des
produits [53]. Voici quelques-uns des défis courants auxquels les fabricants de crémes

peuvent étre confrontés :

e Homogénéité du Mélange : Assurer une distribution uniforme des ingrédients actifs, des
stabilisants et des eémulsifiants dans la creme est crucial pour garantir la cohérence du
produit final. Les variations dans la viscosité et la densité des ingrédients peuvent

compliquer ce processus, nécessitant des methodes de mélange efficaces et adaptées [54].

e Formation d'Emulsions : Les crémes nécessitent souvent la formation d'‘émulsions
stables entre des phases aqueuses et lipidiques. Le processus de mélange doit gérer les
défis de la miscibilité des composants et éviter la séparation des phases aprés la

production [54].

e Contrdle de la Taille des Particules : La taille des particules dans la creme influence
directement sa texture et son absorption par la peau. Un contréle précis lors du mélange
est essentiel pour garantir une répartition uniforme des particules et une texture agréable
du produit final [55].

e Stabilité des Formulations : Maintenir la stabilité des formulations sur une longue durée
est essentiel pour assurer la qualité constante des produits malgré les variations
environnementales. La sensibilité aux facteurs externes comme la température et
I'humidité peut compromettre la stabilité des ingrédients actifs et des émulsions [56].

e Adaptabilité aux Ingrédients Actifs : Certains ingrédients actifs peuvent nécessiter des
techniques de mélange spécifiques pour assurer leur intégration efficace dans la créme

sans altérer leur efficacité ou leur stabilité [57].
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e Consistance et Texture : Obtenir une consistance et une texture uniformes a grande
échelle de production peut étre difficile. La viscosite, I'épaisseur et l'application de la
créme jouent un role crucial dans l'expérience utilisateur et I'efficacité du produit [54].

o Efficacité des Ingrédients Actifs : Maximiser l'efficacité des ingrédients actifs tout en
préservant leur stabilité et leur intégrité pendant le processus de fabrication est essentiel
pour garantir des résultats cohérents et efficaces sur la peau [56].

e Durabilité et Sécurité des Produits : Assurer la durabilité des produits tout au long de
leur cycle de vie, y compris leur emballage, leur transport et leur stockage, est cruciale

pour la sécurité du consommateur et la conformité réglementaire [55].

11.8. Innovations et Tendances Futures dans la fabrication des cremes :

Face a ces défis, I'industrie des cremes cosmetiques et dermatologiques explore de
nouvelles technologies et pratiques pour améliorer les processus de fabrication et répondre

aux attentes des consommateurs [58]:

e Melangeurs a Ultrasons :

Les mélangeurs a ultrasons utilisent des ondes sonores de haute fréquence pour créer des
cavitations dans le liquide, ce qui permet de mélanger et d'homogénéiser les ingrédients a un
niveau microscopique [59]. Cette technologie permet une dispersion homogene des particules,
améliore la stabilité des émulsions, et réduit les tailles de particules de maniére efficace. Les
mélangeurs a ultrasons sont particulierement utiles pour incorporer des ingrédients actifs et

des nanoparticules dans les formulations de crémes [60]

e Homogénéisateurs a Haute Pression :

Ces appareils utilisent une pression élevée pour forcer le produit a travers une valve étroite,
créant ainsi une turbulence et un cisaillement qui mélangent les ingrédients de maniére trés
fine. lls sont capables de produire des émulsions tres stables avec une taille de gouttelettes
trés petite, ce qui améliore la texture et l'efficacité des créemes. Cette méthode est idéale pour

les formulations nécessitant une consistance lisse et uniforme [60]
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¢ Nanotechnologies :

L'utilisation de nanotechnologies permet de créer des ingrédients a I'échelle nanométrique,
ce qui peut améliorer la pénétration et I'efficacité des actifs dans les cremes. Les
nanoparticules peuvent améliorer I'absorption des actifs par la peau, offrir une protection
solaire plus efficace, et fournir une libération contr6lée des ingrédients actifs. Elles permettent

également de créer des formulations plus légéres et moins grasses [61].

e Produits Naturels et Biologiques :

Il'y a une demande croissante pour des produits formulés avec des ingrédients naturels et
biologiques, exempts de produits chimiques synthétiques. Ces produits sont pergus comme
plus shrs et plus respectueux de la peau et de Ienvironnement. Ils répondent aux
préoccupations des consommateurs concernant les allergénes et les perturbateurs endocriniens

potentiels présents dans les produits synthétiques [62].

e Réduction des Conservateurs et des Additifs Synthetiques :

Les consommateurs recherchent des produits avec moins de conservateurs et d'additifs
synthétiques, qui sont souvent associés a des effets négatifs sur la santé. Reduire l'utilisation
de ces substances peut diminuer les risques d'irritation et d'allergies, et améliorer la tolérance
des produits pour les peaux sensibles. Les industriels explorent des alternatives naturelles aux
conservateurs chimiques pour prolonger la durée de vie des produits sans compromettre leur

sécurité [60].

e Innovation écologique dans les formulations

L'impact environnemental des produits cosmétiques est une préoccupation croissante. Les
entreprises cherchent a développer des formulations et des emballages plus écologiques. Les
formulations biodégradables et les emballages recyclables ou composables réduisent
I'empreinte carbone des produits. L'utilisation d'ingrédients durables et d'approvisionnements
responsables contribue également a préserver l'environnement et a répondre aux attentes des

consommateurs soucieux de 1’écologie [63].
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e Automatisation et Robotique :

L'automatisation des lignes de production avec l'intégration de robots permet daméliorer
la précision et l'efficacité tout en réduisant les erreurs humaines. Les robots peuvent étre
utilisés pour le dosage précis des ingrédients, le mélange homogene et le conditionnement des
produits finis [64].

e Durabilité et Economie Circulaire :

La demande croissante pour des produits durables pousse les fabricants a adopter des
pratiques de fabrication respectueuses de l'environnement. Cela inclut [lutilisation
d'ingrédients naturels, le recyclage des matériaux d'emballage et la réduction des déchets tout

au long de la chaine d’approvisionnement [65].
e Technologies Avancées de Formulation :

L'intelligence artificielle et la modélisation predictive sont de plus en plus utilisées pour
développer des formulations personnalisées et optimisées. Ces technologies permettent de
prédire les interactions entre les ingredients, d'optimiser les concentrations et de répondre

efficacement aux besoins spéecifiques des consommateurs [66].
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Chapitre 111 : Plaie et cicatrisation cutanée

Dans la pathologie quotidienne, les plaies restent un probléme clinique difficile, les
complications précoces et tardives étant une cause fréquente de morbidité et de mortalité.
Pour tenter de réduire le fardeau des plaies, de nombreux efforts ont été deployés pour
comprendre la physiologie de la cicatrisation et du traitement des plaies, en mettant I'accent
sur de nouvelles approches thérapeutiques et sur le développement continu de technologies
pour le traitement des plaies aigués et a long terme [67].

I11.1. Plaie cutanée :
111.1.1. Définition :

La plaie est une effraction de la barriere cutanée ou rupture de celle-ci, genéralement
associée a une perte de substance [68], ou une interruption dans la continuité d’un tissu du
corps [69], Elle a été définie comme une perturbation des structures et des fonctions
anatomiques normales [70]. Les plaies peuvent étre classées selon : leur nature lésionnelle,
leurs propriétés physico-chimiques ; leurs propriétés bactériologiques ; leur stade histologique
et clinique [71]. L’évolution de la plaie est conditionnée par son étendue et de sa profondeur,

ainsi par des facteurs qui pouvant entraver ou bloquer sa guérison [72].

Figure 111.1 : Une plaie sur la main [73]
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I11.1.2. Les types de plaies :

e La Plaie chronique : Une plaie chronique est une plaie dont le délai de cicatrisation est
allongé. Une plaie est considérée comme chronique apreés 4 a 6 semaines d’évolution,
selon son étiologie. Les causes de plaie chronique incluent notamment les ulcéres de
jambe, les escarres, les plaies du diabétique et les moignons d’amputation [74].

e La plaie aigué : La plaie aigué présente un temps de cicatrisation normal en 1’absence
de facteur local ou général pouvant retarder la cicatrisation [75].

111.1.3. Classification de plaies :

Il n'y a pas de classification standard pour les blessures. Cependant, existe un certain
nombre de fagons différentes de classer les plaies qui sont utiles pour décrire la blessure en
vue de son gestion et guérison ultime (figure 1.3). Les facteurs les plus importants de
I'évaluation sont: la nature de la blessure causant les blessures, le moment, aigu ou chronique,

et la profondeur des lésions de la peau et des tissus sous-jacents [76].
111.1.3.1. Profondeur de la plaie :
A. Premier degré :

Les plaies du premier degré (plaies partielles) ne touchent que I'épiderme. Elles proviennent
généralement d'une légere bralure, d'un coup de soleil ou d'une légére abrasion et demeurent

douloureuses pendant quelques jours [77].
B. Deuxieme degré :

Les blessures du 2nd degré concernent les plaies dont I'épiderme est détruit (superficiel)

ainsi qu'une partie du derme sous-jacent (profond) [78].
C. Troisieme degré :

Les plaies du troisieme degré se caractérisent par la destruction complete de I'épiderme et du
derme. Une brdlure importante, une coupure ou une abrasion profonde détruisent les

terminaisons nerveuses et rendent ces plaies indolores [77].
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Epiderme € &%
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superficiel profond
Plaics
Figure 111.2. Classification des plaies cutanées selon la profondeur [77]

111.1.3.2. Etendue de la plaie :

L’¢étendue d’une plaie constitue un parametre majeur lors du traitement d’un blessé. Ainsi,
les procédures thérapeutiques de méme que la prévention des infections différeront s’il s’agit
d’une blessure locale ou d’une Iésion qui affecte une proportion importante de la surface

corporelle [79].

111.1.3.3. Nature de la plaie :

La nature de I’agression produit une plaie dont les caracteristiques influencent sa
présentation, sa guérison naturelle et thérapeutique. A la suite d’une brilure, la ré-
épithélialisation débute plus tardivement de sorte que la plaie demeure ouverte plus
longtemps. Ainsi, seront traitées différemment : une brilure chaude, froide ou chimique ; une

incision ; une éraflure [79].
I11.2. Lacicatrisation :

111.2.1. Définition :

La cicatrisation cutanée est un phénomene biologique trés complexe, dynamique, qui se met
en place aprés une blessure de maniere a retablir le plus rapidement possible 1’intégrité et
I’homéostasie de la peau. La fermeture correcte d’une lésion est possible grace a la
coopération entre de nombreux meédiateurs solubles (facteurs de croissance et cytokines), la
mise en jeu de différents types cellulaires (cellules inflammatoires, endothéliales, sanguines,

épithéliales et immunitaires) et les interactions avec la matrice extracellulaire [80].
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Figure 111.3: Cicatrisation d*une plaie [81]

111.2.2. Les différentes étapes de cicatrisation :

La cicatrisation d’une plaie se déroule en trois phases principales se chevauchent entre elles

ainsi que chaque une est caractérisée par des activités cellulaires spécifiques [82] :

111.2.2.1. La phase de détersion (0 a4 jours) :

Elle permet d'éviter I'extension de la plaie par l'association de 2 processus :

» Un processus vasculaire, les saignements s'accumulent pour former un caillot sanguin qui
en séchant forme une cro(te qui va fermer la plaie et protéger les tissus profonds.
» Un processus inflammatoire; permet le nettoyage de la plaie par I'élimination des cellules

mortes et des microorganismes potentiellement [83].

Epiderme >

Caillot
sanguin

|

Fibroblastes
Derme

Vaisseau
sanguin

a. Saignement b. Phase inflammatoire

Figure I11.4 : La phase de détersion [84]
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111.2.2.2. La phase de régénération (2 a 10 jours) :

Cette étape est souvent appelée phase de bourgeonnement car elle correspond a la phase de
développement du tissu qui comblera la perte de substance. Elle aboutit a I'épithélialisation ou
ré-épidémisation [82].

b~

Prolifération —— . %

des -_
p—

fibroblastes

Figure I11.5 : La ph régéneration [83]

111.2.2.3. Laphase de remodelage (3- 6 semaines) :

La phase de remodelage débute apres fermeture de la plaie (figure I. 6), par un tissu
épithéelial qui permet l'obtention d'une cicatrice dont le remodelage peut durer quelques mois

pour aboutir a la cicatrice dite definitive [82].

l- _& — Epiderme
P cicatrisé
N N~

Derme
cicatrisé

, kit

Figure I111.6 : La phase de remodelage [83]
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111.2.3. Les différents types de la cicatrisation:

Cliniquement, il est classique de distinguer la cicatrisation de premiére intention, qui est le
résultat espéré de la suture chirurgicale, et la cicatrisation de deuxiéme intention qui est le
résultat de I’évolution spontanée de la plaie [84]:

111.2.3.1. Cicatrisation par premiére intention :

Les tissus rapprochés par des sutures ou des rubans chirurgicaux avec une perte minimale de
tissu sont dits guérir par union primaire ou par premiéere intention. Au 5e jour, l'espace
incisionnel est rempli de tissu de granulation, la néovascularisation est maximale. A la fin du
premier mois, la cicatrice est constituée d'un tissu conjonctif cellulaire dépourvu d'infiltrat

inflammatoire, recouvert d'un épiderme intact [84].

~Suture

: iére intention [85]

111.2.3.2. Cicatrisation par seconde intention :

Lorsqu'il y a une perte plus importante des cellules ou des plaies de surface qui créent de
gros défauts, le processus de réparation est plus compliqué. Le tissu de granulation se
développe a partir des marges pour terminer la réparation. Ces blessures guérissent avec une

vilaine cicatrice. C'est ce qu'on appelle la guérison par intention secondaire [84].
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\&EW

Tissu de granulation

Derme

111.2.3.3. Cicatrisation par troisieme intension :

La cicatrisation tertiaire (troisiéme intention) est un retard de cicatrisation primaire apres 4 a
6 jours. Cela se produit lorsque le processus d'intention secondaire est intentionnellement
interrompu et que la plaie est fermée mecaniquement. Cela se produit généralement apres la

formation du tissu de granulation [84].
111.2.4. Les facteurs qui influencent la guérison des cicatrices :

Les possibilités d’évolution pathologique des plaies sont nombreuses, on distingue
généralement les complications de nature septique et celles de nature aseptique. Elles peuvent
affecter une seule ou plusieurs phases de la cicatrisation et leur coexistence n’est pas rare. Les
facteurs influencant la cicatrisation et susceptibles d’entrainer une évolution pathologique
sont également nombreux. La connaissance de ces facteurs permet au praticien d’éviter ou

d’anticiper I’apparition de complications [86]. Parmi ces facteurs :

» Facteurs locaux :
e Localisation, environnement et hydratation de la plaie
e Degré de contamination de la plaie

e La présence de corps étrangers (La souillure de la plaie par des corps étrangers peut
conduire a une infection de la plaie et empécher une cicatrisation rapide)

e Vascularisation de la plaie : une bonne vascularisation est essentielle pour une bonne
cicatrisation.

26



Chapitre 111 : Plaie et cicatrisation cutanée

> Facteurs généraux :

e Malnutrition : (carence enalbumine, fer, zinc, vitamine C) ;

e Age : (diminution des processus de réparation).

e Diabéte: Dysfonctionnement leucocytaire, a cause de I'nyperglycémie. Risque d'ischémie
régionale en raison d’une oblitération vasculaire ou de I'épaississement de la membrane
basale des capillaires.

e Obésiteé : Diminution de la vascularisation du tissu adipeux et augmentation de la tension
dans la plaie.

e Tabagisme : (hypo vascularisation) : Diminution de I'oxygénation de la plaie et anomalies
de la coagulation dans les petits vaisseaux sanguins [87].
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Chapitre 1V : Matériels et méthodes

Le travail est pour les objectifs suivants :

> D'étudier l'optimisation des conditions du procédé d'extraction par ultrasons en le

comparant a d'autres méthodes d'extraction et leur influence sur le rendement.

> Une caractérisation approfondie a été entreprise pour comprendre leur composition et

leurs propriétés.
> La formulation d'une créme cicatrisante a partir des extraits végétaux obtenus.

» La creme ainsi élaborée a été soumise a une série de tests de caractérisation pour
évaluer son efficacité et ses propriétés physico-chimiques, notamment son efficacité

cicatrisante a travers des tests in vivo.
IV.1. Structure de stage :

Le travail est réalisé au niveau du Laboratoire de Génie des Procédés (Université de Chlef)
et au niveau du Laboratoire de Microbiologie (Pole d’Oueled Fares). De plus, une importante
partie des analyses est effectuée au Laboratoire de Controle et de Qualité de I'entreprise
pharmaceutique EI-Kendi Industrie du Médicament (Rahmania, Alger).

IV.2. Materiel :

IV.2.1. Matiére végétale :

Le matériel végétal est constitué des parties aériennes de Teucrium polium. La récolte de la
plante a été effectuée le mois de février dans la région de Sendjas commune de la wilaya de
Chlef.

1V.2.2. Animaux :

Lapin femelle albinos de race hybride californienne et Néo-Zélandaise d’environ 2.5 & 3 kg.
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1V.2.3. Matériels de laboratoire :

1V.2.3.1. Appareillages:

Balance de précision Plaque chauffante + Agitateur Etuve
électronique

N

Viscosimetre Centrifugeuse Microscope

EFigure V. 2 : L ifférent reill tilisé
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1V.2.3.2. Matériels et verrerie :

e Becher, Fiole, Eprouvette.
e Entonnoir

e Pissette

e Pro pipette

e Thermometre

e Boite pétrie

e Barreau magnétique

e Papier filtre whatman

e Eppendorf

e  Tubes a essais

e Thermometre
1V.2.3.3. Produits chimiques :

e Ethanol 96%

e Eau distillée

e Chlorure d’aluminium
e Solution de folin

e DPPH

e Carbonate de sodium
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Matiére végétale

|

Récolte —Séchage — Broyage

|

Extraction
Par Ultrasons Par Soxhlet Par Macération Classique

~l.—

Analyse des extraits secs

Analyse physico-chimique <€

> Analyse Biologique
e FTIR

Dosage des polyphénols

et HPLC

Dosage des flavonoides

Activité antioxydant : Test
DPPH

Analyse Microbiologique <€

I— Activité antibactérienne

v

Formulation de la créme cicatrisante

|

Analyse

|
| ! |

Physico-chimique Organoleptique

Evaluation de I’effet cicatrisant

. e : los & | il
IV.3. Préparation de la plante :
1V.3.1. Séchage de la plante :

Les feuilles de la plante sont séchées a lI'ombre dans un endroit bien aéré, a température
ambiante et a l'abri de la lumiére pendant 15 jours.
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Figure 1V.4 : La plante apres séchage

IV.3.2. Le broyage :

Apres le séchage, les feuilles ont été broyées a I'aide d'un broyeur électrique pour obtenir une

poudre fine, qui a ensuite été utilisée pour préparer les extraits.

IV.3.3. La granulométrie :

L’analyse granulométrique a été réalisée par un tamiseur, les diamétres des deux tamis

utilisés sont respectivement (2mm, 1mm).

Eigure 1V.6 : Tami la plant
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1V.4. Détermination du taux d’humidité :

La teneur en eau (taux d’humidité) est définit comme étant la perte du poids subit lors du

séchage, la masse sechée des échantillons ont été déterminé apres séchage.

H% =-1=M2 x 100
M2

H %: Taux d’humidité en pourcentage.
M3 : La masse de la plante avant séchage.

M. : La masse de la plante aprés séchage.

IV.5. Préparation des échantillons :

La plante a été divisée en trois echantillons présentant trois diametres différents pour

effectuer I’extraction : les feuilles, un diamétre de 2mm et un diameétre de 1 mm.

Les feuilles Diamétre de 2mm

: | es 3 diame e la ol

IV.6. Méthodes d’extraction :
IV.6.1. Extraction assistée par ultrasons :

L'extraction par ultrasons est une méthode d'extraction de composés bioactifs des plantes
qui utilise des ondes ultrasoniques de haute puissance et de basse fréquence pour isoler ces

composés. Cette technique est considérée comme efficace, économique et verte, car elle
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permet d'obtenir des rendements élevés et des extraits de haute qualité en un temps

relativement court [88].
e Principe :

L'extraction par ultrasons fonctionne en utilisant des ondes ultrasoniques pour créer des
bulles microscopiques dans un liquide, ce qui entraine des températures et des pressions
élevées a proximité de ces bulles. Ces conditions produisent des modifications mécaniques,
thermiques et chimiques du milieu, facilitant I'extraction des composeés bioactifs. Les
ultrasons ont un grand effet mécanique, ce qui permet de pénétrer profondément dans le
solvant et d'extraire les composes bioactifs de maniere efficace [89].

e Avantages [90]:

» L’extraction par ultrason est une alternative peu codteuse, simple et efficace aux
techniques conventionnelles d'extraction. Les principaux avantages de l'utilisation des
ultrasons dans I'extraction de solide-liquide incluent.

» L’augmentation de la cinétique et du rendement d’extraction.

» Réduction de la température de fonctionnement permettant I'extraction des composés
thermolabiles.

> Faible colt de I'appareillage et facilité de 1’opération par comparaison a d'autres nouvelles
techniques d’extraction.

> Possibilité d8utilisation de n'importe quel solvant ce qui permet d8intervenir dans

I8extraction d8une large variété de composés naturels.

e Protocole :

L’extraction a été faite en utilisant un appareil de bain ultrasons. Les étapes suivantes ont été

effectuées sur la matiere végétale séche :

e Une quantité de 10 g de la matiere végétale est mise dans un bécher contenant un solvant

d'éthanol ce dernier est placé dans I’appareil de 1"ultrason.
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1V.6.2. Optimisation des conditions d’extraction assistée par ultrason :

L'optimisation de I'extraction assistée par ultrasons a été un aspect crucial pour maximiser le
rendement des composés ciblés. Pour atteindre cet objectif, plusieurs parameétres ont éte
minutieusement ajustés. L'ensemble de ces démarches a permis de mettre au point une
méthode d'extraction assistée par ultrasons hautement efficace et reproductible, offrant des

rendements améliorés et des produits de haute qualité [91].
e Diametre de la plante :

Pour optimiser I'extraction assistée par ultrasons, I'effet du diametre de la matiere végétale
sur le rendement a été étudié. Trois diamétres différents ont été choisis : les feuilles, diamétre
de 2 mm, et fragments de 1 mm , Pour chaque essai, 10 grammes de matiére végétale ont été

utilisés avec 100 ml d'une solution d'éthanol a 60%.

e Détermination de I’intervalle de temps d’extraction:

Dans le but de déterminer l'intervalle de temps pour I'extraction assistée par ultrasons de la
matiére végétale, une série d'expériences a été réalisée en utilisant différents temps

d'extraction (5, 10, 15, 20, 25, 30,35) minute avec le diamétre fixé de 2mm.
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e Concentration du solvant :

Le choix de la concentration du solvant hydroéthanolique est trés important [92]. La matiére
végétale de la plante ont été extraits a I’aide de différentes concentrations de solvant
hydroéthanolique (50%, 60%, 70%, 80%) %). Le diameétre a éte fixé a 60% et le temps

d’extraction a 30 min.

e Rapport masse / volume :

Le rapport masse /solvant est I'un des facteurs les plus critiques lors du transfert de masse
[93]. Afin de déterminer le ratio a utiliser pour I’optimisation de I’extraction de la plante, une
extraction a été effectuée en variant le ratio (0.05% ; 0.1% ; 0.2% ; 0.3%). Le diamétre a été
fixe de 2mm et la concentration de solvant éthanolique fixés a 60% et le temps d’extraction a

30 min.
1V.6.2.1. Préparation de I’extrait optimisé :

Aprés D’optimisation et afin de continuer notre analyse, en utilisant les parametres
d'optimisation déterminés, nous avons procédé a de nouvelles extractions pour collecter les
extraits dans des conditions idéales. Ces conditions comprenaient des intervalles de temps
spécifiques, des concentrations de solvant appropriees, des diametres de feuilles optimaux,

des températures contrblées et des rapports masse-volume bien définis.

1V.6.3. Etude comparative de ’extraction assistée par ultrason avec d’autres méthodes

d’extraction :

Le but de ce travail est de faire une comparaison entre différentes méthodes d’extraction
classiques et conventionnelles telles que la macération classique et I’extraction par soxhlet et

de nouvelles méthodes innovantes telles que 1’extraction par ultrason (sonication).
1V.6.3.1. Extraction par macération classique :

La macération classique est une méthode traditionnelle d'extraction des composés actifs des
plantes. Elle consiste a laisser la plante (fraiche ou seche) en contact avec un solvant, pendant
une durée déterminée afin d'en extraire les substances solubles comme les ardmes, les

pigments et les principes actifs [93].
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e Principe :

La macération est un procédé d’extraction solide-liquide discontinu qui consiste a laisser
tremper le solide dans un solvant a température ambiante, a chaud ou a I’ébullition pour en
extraire les constituants solubles. La matiére végétale est mise dans un bécher, rempli d’un

solvant organique, ou I’eau [94].
» Mode opératoire :

e Peser 10g de la matiere végétale (broyat) des 3 diamétres (Les feuilles, diametre de 2mm
et de 1 mm).
e Mettre la matiére végétale (10g) dans des fioles puis verser 100ml d’éthanol 60.

e Laisser macérer pendant 72hr a une température ambiante.

1V.6.3.2. Extraction par soxhlet :

L’extraction par Soxhlet est une méthode classique pour une extraction solide-liquide en
continue, cet appareil porte le nom de son inventeur Franz Van Soxhlet [93].Cette méthode
implique le reflux continu du solvant a travers le matériau solide, favorisant ainsi une

extraction efficace des composes solubles [95].
e Principe :

Le principe de l'extraction par Soxhlet repose sur un processus cyclique ou un solvant est
utilisé pour extraire sélectivement des composés solubles d'une matiére végétale. Le solvant
est chauffé dans un ballon a distiller, puis il s'‘éléve jusqu'a une cartouche contenant la matiere

végeétale. Une fois le solvant saturé de composés solubles, il est automatiqguement récupéré
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dans le ballon par un siphon, ou les composés sont ensuite separés du solvant par distillation.
Ce cycle se répéte jusqu'a ce que I'extraction soit compléte, permettant ainsi de récupérer les

composeés souhaités dans le solvant [96].

L Sortie de I'eau de
‘ i refroidissement

|«— Condenseur/ réfrigérant

Entrée de I'eau de e
refroidissement b 5

) Corps principal de
r I'extracteur

Cartouche contenant

I'échantillon —[ ” «— Retourde distillation

«— Ballon

Agitateur
magnétique

Chauffe ballon avec
agitation intégrée

Figure 1V.10 : Schéma de Dextracteur Soxhlet [97]

» Mode opeératoire :

Le corps extracteur, contient une cartouche remplie de 10 g de matiere végetale, cette
cartouche est fixée sur un réservoir (ballon) contenant 100 mL de solvant et est surmonté d’un
réfrigérant. Le solvant est vaporisé puis condensé tout en restant en contact avec la matiere
végétale. La solution collectée dans le ballon s’enrichit de plus en plus du soluté a chaque

cycle d’extraction et la matiére végétale est toujours en contact avec du solvant fraichement

distillée.

Figure 1V.11 : Extraction par Soxhlet
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1V.7. La filtration :

La filtration sous vide des extraits a été effectuée en utilisant une pompe a vide. Le processus
commence par l'application du vide, qui réduit la pression au sein du systeme, augmentant

ainsi la vitesse de filtration par rapport a une filtration gravitaire traditionnelle [98].

Le montage typique comprend :

e Unentonnoir Bichner contenant le filtre.
e Une fiole a vide reliée a une trompe a eau ou une pompe a vide.

e Un joint conique assurant I'étanchéité entre I'entonnoir et la fiole.

IV.8. Evaporation :

L'évaporation des extraits a éte réalisee a l'aide d'un Rotavapeur. Cet appareil permet une
évaporation efficace et contrdlée des solvants sous pression réduite, facilitée par la rotation
continue du ballon d'évaporation. Cette technique assure une évaporation rapide tout en
préservant les composés thermosensibles, grace a la combinaison de la réduction de Ila

pression et du contréle précis de la température [99].
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Eigure 1V.13 : Elimination lvan r Rota-v r

Apres cette étape, les extraits concentrés obtenus sont transférés dans des boites de Pétri et
placés dans une étuve jusqu’a ce qu’ils soient complétement séchés. Cette procedure garantit

1’élimination totale des solvants, permettant ainsi d’obtenir des extraits secs.

1V.9. Calcul du rendement de I'extrait :

Le rendement de I’extraction est réalis¢ aprés le séchage de 1’extrait, il se calcule par le
rapport entre la masse de I'extrait obtenu et la masse de la matiere premiére végeétale traitée.

Ce rendement est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :

M ext : La masse de I'extrait aprés évaporation du solvant en g

M ech : La masse de I'échantillon végétale en g.
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1V.10. Caractérisation des extraits :

IV.10.1. Caractérisation organoleptiques [100] :

» Aspect visuel :

v Observation de la couleur : Les extraits peuvent varier en couleur en fonction des
pigments présents dans la plante. Des nuances allant du vert au brun peuvent étre
observeées.

v Transparence : Certains extraits peuvent étre transparents, tandis que d'autres peuvent
étre opaques en raison de la présence de matiéres en suspension.

v Présence de particules : L'observation de particules en suspension peut indiquer la
présence de débris de la plante ou d'autres impuretés.

» Odeur:

v' Evaluation olfactive : Les extraits peuvent avoir des odeurs distinctes qui dépendent
des composeés volatils présents dans la plante. Certaines plantes peuvent avoir des
aromes floraux, herbacés ou épicés.

» Texture:
v' Evaluation tactile de la texture des extraits, notamment de leur viscosité, de leur

fluidité et de leur consistance.
1V.10.2. Analyse physique [101] :

1V.10.2.1. Mesure du pH :

Le pH correspond au logarithme décimal négatif de la concentration en ion [H*]. Son
principe est basé sur la détermination, en unité de la différence de potentiel existant entre
deux électrodes plongée dans le produit a analyser a 1’aide d’un pH-métre.

1V.10.2.2. Analyse de la conductivité électrique :

Mesure de la conductivité électrique des extraits pour évaluer leur contenu en ions. Cette

analyse peut étre réalisée a l'aide d'un conductimetre.
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IV.11. Analyses physico-chimiques :
IV.11.1. Analyse par la spectroscopie Infra-rouge :

L'analyse infrarouge (IR) est une technique spectroscopique utilisée pour identifier et
caracteriser les composés chimiques présents dans un échantillon. Cette méthode repose sur
l'absorption de la lumiere infrarouge par les molécules de I'échantillon, entrainant des
vibrations au niveau des liaisons chimiques. Chaque type de liaison chimique absorbe la
lumiére infrarouge a des fréquences spécifiques, produisant un spectre unique pour chaque

substance analysée [102].
» Principe :

Le principe de I'analyse infrarouge repose sur l'interaction entre la lumiére infrarouge et les
molécules de Il'échantillon. Le spectrométre infrarouge mesure l'intensité de la lumiere
absorbée a différentes longueurs d'onde, produisant un spectre IR qui représente I’absorption
en fonction du nombre d'ondes (généralement exprimée en cm™') [103]. Les photos présentes
dans le spectre correspondant aux fréquences specifiques des vibrations des liaisons
chimiques, permettant ainsi I'identification des groupes fonctionnels et des composés présents
[104].

Figure 1V.14 : L a spectroscopie infra-rouge
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» Mode opératoires :

e Prendre une quantité (environ 1 a 2 mg) d’extrait sec de chaque méthode d’extraction.

e Appliquer une petite quantité de m’extraits sur la surface de ’accessoire ATR.

e Configure le spectrométre pour mesure dans la plage de 4000 A 400 cm™ |

e ldentifier les principaux pics d’absorption dans les spectres obtenus.

e Comparaison entre les spectres des différents extraits pour évaluer les différences en
fonction de la méthodes d’extraction utilisée a I’aide des bases de données de spectres de

référence pour identifier les groupes fonctionnel présent dans chaque extrait.
1V.11.2. Analyse par chromatographie liquide & haute performance :

La technique de séparation la plus appréciée en analyse phytochimique est la
chromatographie liquide a haute performance (pression), abrégée HPLC (CLHP en francais).
Elle est tres utilisée dans de nombreux secteurs d’activités tels : I’agroalimentaire, 1’industrie

chimique et pharmaceutique, les cosmétiques, etc [105].

» Principe :

La méthode de séparation qu’elle utilise fait appel aux mémes éléments de base que ceux
employés pour la chromatographie classique sur colonne, soit un ou plusieurs solvants et une
colonne remplie avec une phase stationnaire, mais avec un appareillage plus sophistiqué. C'est

une méthode physico-chimique basée sur les difféerences d’interactions entre les molécules a
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séparer et les phases mobile et stationnaire. Préalablement, les solutés sont mis en solution

dans la phase mobile (solvant). Aprés son injection, ce mélange passe sous haute pression a

travers la colonne (tube en acier inoxydable) qui renferme la phase stationnaire [106].

» Mode opératoire :

L’analyse est réalisée par un chromatographe (Waters 2475 Multi Florescence Detector), au

niveau du laboratoire de Contréle et Qualité a ’entreprise ELKENDI pharmaceutique.

» Préparation de la Phase Mobile :

Préparez une solution d'eau acidifiée a pH 3 en ajoutant de l'acide phosphorique
(HsPO4) & de I'eau déionisée.

Mélangez I'eau acidifiée avec de l'acetonitrile (CHsCN) dans un rapport de 44 /56.
Filtrez la phase mobile a travers un filtre de 0,45 um pour éliminer les particules en

suspension et dégazez-la par ultrasonication ou sous vide.

» Préparation de la Colonne :

Installez une colonne C18 (250 x 4,6 mm) dans le systeme HPLC.
Conditionnez la colonne en la ringant avec de l'acetonitrile pur pendant environ 30
minutes a un debit de 1 mL/min, puis passez a la phase mobile préparée pour une

stabilisation d'au moins 30 minutes.

> Préparation des Echantillons :

Dissolution des échantillons a analyser dans une solution appropriée pour obtenir une

concentration finale de 10 pg/mL.

Filtration les échantillons a travers un filtre de 0,45 um avant l'injection.

» Reéglage des Conditions de I'Appareil :

Réglez le débit de la pompe HPLC a 1,0 mL/min.

Maintenez la température de la colonne a 30°C.

Configurez le détecteur de fluorescence pour détecter aux longueurs d'onde de 384 nm
et 280 nm.

» Procédure d'Injection :

Injection d’un volume approprié d’échantillon 20 pL, dans le systeme HPLC.
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> Détection :
e Laissez le systtme HPLC analyser I'échantillon et enregistrez les chromatogrammes
générés aux deux longueurs d'onde spécifiées (384 nm et 280 nm).

e Analysez les pics obtenus pour quantifier les composes d'intérét en utilisant une courbe
d'étalonnage appropriee.

Eigure 1V.16 : Préparation la bh mobil

1V.12. Analyses Biologiques :

1V.12.1. Dosage des polyphénols totaux:
» Principe :

La méthode de Folin-Ciocalteu a été utilisée pour doser les polyphénols dans I'étude. Cette
technique repose sur la réaction entre les polyphénols de I'échantillon et le réactif de Folin-
Ciocalteu, contenant des ions tungstene et molybdene. Ces ions subissent une réduction
lorsqu'ils réagissent avec les polyphénols, formant un complexe coloré bleu. L'intensité de
cette couleur est proportionnelle a la concentration en polyphénols et peut étre mesurée
spectrophotométriqguement a environ 760 nm [107]. Les résultats sont comparés a une courbe
d'étalonnage obtenue avec un standard, généralement l'acide gallique, pour quantifier les

polyphénols totaux dans I'échantillon.
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_________________________________

Ajout de 1000ul
de reactif de folin-

{ Ajout de 800 pL
| carbonates de sodium
{ Na2CO3 (7.5%)

N e
S ——

’

__________________________

——————

Lecture finale d’absorbance a 760 nm

4
N

Figure IV.17 : Lesé lvphénol X

» Mode opératoire :

e Des aliquotes de 200 uL des différents extraits de Teucrium polium ou de solution d'acide
gallique a différentes concentrations (50, 100, 150, 200, 250 et 300 pg/mL), correctement
diluées ou étalonnées pour établir la courbe d'étalonnage, sont préparées.

e Ajouter 1 ml du réactif Folin-Ciocalteu (10 %) a chaque aliquote.

e Meélanger soigneusement par agitation.

e Incuber le mélange a la température ambiante pendant 5 minutes.

e Ajouter 800 pL de Na2CO3 (7,5 %) a chaque mélange.

e Incuber tous les échantillons a la température ambiante dans l'obscurité pendant 2 heures.

e Enregistrer l'absorbance des mélanges bleus a 760 nm a l'aide d'un spectrophotométre
UV-visible.
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Figure 1V.18 : PI lvphénol xtrai rium polium L

1V.12.2. Dosage des flavonoides :
» Principe :

Le dosage des flavonoides est réalisé a 1’aide de la méthode colorimétrique au trichlorure
d’aluminium et la soude. Le trichlorure d’aluminium forme un complexe jaune avec les
flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose qui absorbe dans le visible a 510
nm [108].

_______________________________

_____________________________

{ Ajout de 750 pl de
{ reactif trichlorure
{d’aliminium (ALCL3)

-
4
\,

Incubation a I’obscurité pendant 15 min

———————
| -

___________________________________________________________

Figure 1V.19 : Les étapes de dosage des flavonoides
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> Protocole :

e Préparation de la courbe d'étalonnage avec de la quercétine

e Réaction avec 1 mL de chaque extrait ou de solution étalon (quercétine) a différentes
concentrations (2,5, 5, 10, 20, 30, 40 et 50 pg/mL) avec 1 mL de chlorure d'aluminium (2
%).

e Incubation a température ambiante pendant 15min.

e Mesure de lI'absorbance du mélange réactionnel a 430 nm.

e Expression de la teneur totale en flavonoides en milligramme d'équivalent de quercétine
(QE)/g d'extrait en utilisant la courbe d'étalonnage : y = 0,0315x - 0,0273 (R"2 = 0,998).

1V.12.3. Evaluation de ’activité antioxydante :
1V.12.3.1. Activité de balayage des radicaux libre DPPH :

> Principe :

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

radicalaire [110]. On peut résumer cette réaction par 1’équation suivante :

DPPH' + AH — DPPH-H + A
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Ou (AH) représente un composé capable de céder un hydrogene au radical DPPH. (violet)
pour le transformer en molécule DPPH-H [111].

Le (DPPH?) est généralement le substrat le plus utilisé¢ pour I’évaluation rapide et directe de
I’activité antioxydante, en raison de sa stabilité en forme radicale libre et la simplicité de

I’analyse (Figure 1V.4). Il absorbe dans le visible a la longueur d’onde de 515 nm [112].

radicalaire DPPHe- et un antioxvdant [112]

77ul d’extrait

,-----
| S

Ajout de 3ml de la \‘Iﬂ
solution de DPPH

e mm—————
Ay

4

Lecture finale d’absorbance a 517 nm

pm—————

___________________________________________________________
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» Mode opeératoire [113] :

Préparation de la solution mere de DPPH°® : Peser 0,0236 g de DPPH° dans une fiole
jaugée de 10 ml et compléter avec de I'éthanol et placer dans un bain a ultrasons pendant
15 minutes a température ambiante.

Préparation de la solution fille & 6.10-5 mol/L : Préparer une dilution de 1/100 dans
I'éthanol 96° de la solution mére de DPPH. Vérifier que l'absorbance a 515 nm de cette
solution est comprise entre 0,6 et 0,7.

Faire le zéro du spectrophotométre avec de I'éthanol 96°.

Série de dilution des extraits : Préparer une série de dilutions des extraits a des
concentrations de (0, 0,25, 0,5, 1, 2,5,10) g/L.

Prendre 3 ml de la solution fille de DPPH° et ajouter 77 pL de chaque échantillon
d'extrait.

Incuber tous les échantillons a la température ambiante dans I'obscurité pendant 30
minutes.

Mesurer I'absorbance du mélange réactionnel a 517 nm.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition et calculés suite & la diminution de

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

0% = A DPPH—A extraits x 100
ADPPH
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L’étude de la variation de l’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des
extraits, permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (CI50), une

faible valeur de la CI50 correspondant a une grande efficacité de 1’extrait [110].

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

IV.13. Analyse Microbiologie :
1V.13.1. Evaluation de Pactivité antibactérienne :

L’évaluation de I’activité antibactérienne est une procédure scientifique visant a déterminer
I’efficacité¢ d’une substance, telle qu'un médicament, un extrait de plante ou un composé
chimique, a inhiber la croissance des bactéries ou a les tuer. Cette évaluation est cruciale pour
le développement de nouveaux antibiotiques et autres agents antimicrobiens. En déterminant
la capacité d'une substance a agir contre différentes souches bactériennes, cette procédure
fournit des informations essentielles pour la conception de traitements efficaces contre les

infections bactériennes, et aide a lutter contre la résistance aux antibiotiques. [114].
1V.13.1.1. Les souches bactériennes utilisées [115]:

Dans notre étude, nous avons testé la sensibilité de quatre souches bactériennes de référence
(American Type Culture Collection 'ATCC") provenant du laboratoire de microbiologie de
département de science de la vie (Pole d’Ouled fares ) Deux souches Gram négatif et deux

souches Gram positif ont été utilisées :

v’ Staphylococcus aureus ATCC 6538
v’ Streptococcus spp ATCC 12228
v Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
v" Escherichia coli ATCC 8739
Tous ces micro-organismes sont pathogenes, ont des potentiels différents selon le type
d'infection qu'ils causent, provoquent des infections nosocomiales et sont résistants aux

antibiotiques. C'est pourquoi il est nécessaire de faire des choix judicieux dans leur traitement.
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Les milieux de culture, les caracteristiques des souches (Gram) et les températures

d'incubation sont répertoriés dans le tableau ci-dessous :

Tabl vV.l:L h arienn ilisé
NUM Microorganisme Gram Media culturel Température
d’incubation
1 Staphylococcus aureus ATCC6538 Positif Chapman 37
2 Escherichia coli ATCC14028 Négatif Hektoen /slp/mackonki 37
3 Pseudomonas aeruginosa ATCC8626 = Positif Hektoen /slp/mackonki 37
4 Streptococcus spp ATCC12228 Négatif | Gélose au chocolat ou gelée 37
froide

IV.13.1.2. Technique de diffusion sur milieu gelosé (Antibiogramme) :

Le principe de cette methode, consiste a mesurer le diamétre de la zone d’inhibition de la
croissance microbienne autour d’une source d’antibiotique déposée a la surface de la gélose.
La sensibilité des souches aux extraits de la plante a été realisée par la technique, in vitro, de

diffusion en milieu gélosé, ou méthode des disques [121].
1V.13.1.3. Préparation du milieu de culture [117]:

e Verser aseptiqguement le milieu de culture en gélose (Muller Hinton) en surfusion dans

des boites de Pétri, a raison de 10 a 15 ml par boite.

e Laisser refroidir et solidifier le milieu de culture sur la paillasse (sous la hotte).

Figure 1V.24 : Préparation du milieu de culture
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IV.13.1.4. Préparation de la suspension bactérienne [117] :

e Préparer une suspension bactérienne correspondant aux standards de 0,5 McFarland a
partir d'une culture pure et jeune (24 heures).

e Ces standards équivalents a une densité optique de 0,08-0,1 & 625 nm. Cet inoculum est
utilisé pour ensemencer la gélose MH versée dans les boites de Pétri.

IV.13.1.5. L’ensemencement [118] :

Le travail est toujours entre le bec bunsen. On trempe un écouvillon dans la suspension
bactérienne puis ensemencer la totalité de la surface de gélose par des stries paralléles.
L'écouvillon est rechargé a chaque fois qu'on ensemence plusieurs boites de pétri avec la

méme souche.

1V.13.1.6. Application des disques [119] :

e A laide de pinces stériles, placer des disques stériles Schleicher & Schuell de 9 mm de
diametre selon les besoins sur la surface de la bofite de Pétri contenant la gélose
ensemencée.

e Imprégner chaque disque de 15 pL de chague extrait.
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Eigure 1V.26 : Application i

IV.13.1.7. Diffusion et incubation [119]:

Mettre les boites ensemencees contenant les disques des extraits a 4°C pendant 2 heures
pour faciliter la diffusion des extraits.
Fermer les boites de Pétri et laisser diffuser a température ambiante pendant 1 heure.

Incuber ensuite a 37°C pendant 24 heures.

1V.13.1.8. Détermination de DI (diamétre d'inhibition) [120] :

Aprés incubation, l'absence de croissance bactérienne exprimant une activité
antimicrobienne se traduit par un halo translucide autour du disque, de la méme couleur
que la gélose stérile et dont le diamétre est mesuré a l'aide d'un pied a coulisse.

La lecture se fait en mesurant le diamétre de la zone d'inhibition autour de chaque disque a
I'aide d'un pied a coulisse ou d'une regle en millimetres (mm).

Les résultats sont exprimés par le diametre de la zone d'inhibition et peuvent étre
symbolisés par des signes en fonction de la sensibilité des souches par rapport aux
extraits.
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1V.14. Formulation de la créme cicatrisante :

IV.14.1. Les principaux produits utilisés dans la préparation de la creme cicatrisante :

Produits Principales Caractéristiques
beB) Eau distillé |la bonne eau de fabrication est tres douce, au mieux distillée ou
%)
8 déminéralisée, et exempte de germes.
-]
g Glycérol Le lissage de la peau : la glycérine est dotée de propriétés tensioactives
e qui lissent la peau -protection et barriere contre les agressions -la
© . )
e restauration des défenses naturelles - Hydratant
o
Huile Dérivée du petrole, agit comme barriere pour garder la peau hydratée
minerale | ot | protéger des éléments extérieurs
Huile d’olive |une huile végétale riche en vitamines, notamment A, C et D, qui
apportent de I’énergie. Elle hydrate la peau.
Huile de Une huile minérale qui forme une barriére protectrice pour retenir
D vaseline | pymidité et protéger la peau
(72)
>
— Huile de Une huile végétale riche en antioxydants et acides gras essentiels qui
- sesame hydrate la peau et offre des propriétés antibactériennes
7]
f__U Huile Une huile végétale riche en vitamines A et E qui hydrate, adoucit et
all d’amande | jnaise |a peau
Beurrede |c’est un beurre végétal qui présente une activité hydratante pour la
karité

peaul.

Cire d’abeille

C’est une cire naturelle particuliere sécrétée par les abeilles & miel. Elle
sert a la fabrication de médicaments a cause de ses propretés

antibactérienne
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Myristate
d’isopropyle

Un ester synthétique utilisé pour ses propriétés émollientes, qui
permette rendre les cremes plus légéres et non grasses, facilitant leur

application et absorption par la peau

Emulsifiante 1

Dans notre travail on a choisi 3 types d’émulsifiant pour augmenter la

et 2 stabilité de la créme préparer et certains permettent d'épaissir les cremes
et apportent un toucher onctueux et nourrissant.
[%2]
:E Ce sont des substances capables de s’opposer au développement des
% Conservateur |96rmes bactériens et fongiques qui peuvent se retrouver dans notre
('U .
P formulation.
(¢D)
- -
Dioxyde de | Colorante
titane
Arome Ajoute une odeur agreable

1V.14.2. Principe :

La formulation de la creme est effectuée suivant les étapes decrites sur (la figure 1V.27). Le

mode opératoire suivi est effectué sous les conditions d’hygiéne et les bonnes pratique de

fabrication de fagons a garantir une créme de bonne qualité hygiénique .

La phase aqueuse est formée des ingrédients hydrophiles dans la quelles les agents

humectant ont été ajoutés. Tandis que, la phase huileuse est composée d’un mélange d’huile,

beurre et cire d’abeille pour donner une bonne consistance, de 1’onctuosité et la douceur de la

creme, des agents émulsifiants, agents antimicrobiens pour la conservation .

56




Chapitre 1V : Matériels et méthodes

Phaseaqueuse QT Phasehuileuse

Chauffage les deux
phases a 70°C

I

Mélange des deux
phases

1

Refroidissement

I

Créme homogene

I

Stockage

I

» Mode opératoire :
e Préparation de la phase aqueuse :

Dans un bécher, la quantité, requise, d’eau distillée est mélangée avec le glycérol et le

conservateur.

Figure 1V.28 : L_a phase agueuse
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e Préparation de la phase huileuse :

Dans un autre bécher, on a mis les composants suivants (huile de coco, huile d’olive, huile
d’argan, beurre de karité, cire d’abeille et les émulsifiants let 2 Ce mélange est chauffé

jusqu’a la fonte totale de tous les ingrédients.

e Préparation de I’émulsion :

A T’aide d’un thermomeétre, on contrdle la température des deux phases. Apres la fonte de la
cire d’abeille et dés que la température des deux phases atteigne 70°C, on mélange les deux
phases en incorporant la phase huileuse dans la phase aqueuse puis 1’ajoute de principe actif et

le colorante.

Figure 1V.30 : L es phases de préparation de la créeme
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IV.15. Optimisation de la formulation de la créme cicatrisante :

L’objectif de 'optimisation de ces formulation est de déterminer la combinaison idéale de
composante pour obtenir une creme qui maximisé les propriétés désirées telle que

I’efficacité, la texture et la stabilité.

Le tableau suivant résume le balayage réalisé dans le but de préparer la meilleure forme, vis-

a-vis les ingrédients disponible.

Composante | Essai | Essai | Essai | Essai | Essai | Essai | Essai | Essai | Essai | Essai
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

Huile 20% 23% 14% 10% 10% 16% 15% 13% 16% 12%
minérale
Beurre de 5% 5% 3% 4% 10% 4% 5% 3% 6% 4%
karité
Cire 6% 6% 3% 6% 7% 9% 4% 4% 6% 4%
d’abeille

Myristate 3% 3% 3% 3% 3% 4% 6% 3% 3% 3%
d’isopropyle

Glycérol 1,5% | 1,5% | 3% 1,5% 2% 3% 3% 2% | 1,5% 1,5%

Acide 0,1% | 0,2% | 0,2% | 0,5% | 0,5% 1% 1% 1% 1% 1%
ascorbique

Dioxydede | 0,2% [0,2% | 0,4% | 0,8% | 1% | 1% | 1% | 05% | 1% 1%

titane
Principe 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1%
actif
Emulsifiante | 2,5% | 2,5% / / 2,5% | 2,5% | 5% 5% | 2,5% 2,5%
01
Emulsifiante |/ / / 2,5% | 2,5% | 2,5% / /| 25% | 2,5%
02
Arome 0,1% | 0,1% | 0,1% / / / 0,1% | 0,1% | 0,1% /
Eau asp | asp | asp | asp | asp | Qsp | gsp | asp | qsp asp

100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%

1V.16. Caractérisation de la créme :

Pour la fiabilité et I’évaluation de la qualité de notre produit aux normes bien definies ; il est

recommandé de réaliser les tests de validation suivantes :
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IV.16.1. Caractéristiques organoleptiques [121]:

L’observation macroscopique des émulsions est un des tests d’acceptabilité de 'utilisateur.
L’examen est pratiqué a 1’ceil nu directement sur les émulsions préparées. Les principaux
caracteéres observeés sont: la couleur, les aspects physiques, la consistance et I’homogénéité de
la préparation. Pour cela, nous avons procédé a une description détaillée de chaque émulsion
obtenue (Légere, épaisse, opaque, couleur et odeur).

e Caractéres visuels :

Seront observés la couleur, l'aspect brillant, satiné ou mat, opaque transparent ou opalescent,

la fluidité, la finesse de I'émulsion, ’homogénéité d'aspect, la présence de bulles.

e Caractéres olfactifs :
Il faut détecter :

v Une odeur typique (principes actifs, excipients, parfums).

v Une absence d'odeur.

v Une odeur anormale ou une perte d'odeur (parfum) qui peut étre le signe d'une
dégradation.

e Caractéres tactiles :
Apreés étalement sur le revers de la main, si la préparation n'est pas caustique, il faut préciser :

v Le toucher, qui peut étre gras, évanescent, collant, granuleux ou lisse rugueux.

v La sensation qui peut étre chaude ou fraiche.
1V.16.2. Examen microscopique [122] :

Ce controle physique est fondamental. 11 a pour objectifs de déterminer la taille, la forme
et 'homogénéité de répartition des globules dans I’émulsion, d'en détecter une évolution
anormale, de vérifier l'absence de bulles d4air, d'évaluer la présence de particules en

suspension.

Cet examen est indispensable pour les systemes dispersés. En effet la granulométrie
(taille et répartition) est un paramétre qui peut avoir une influence sur la consistance, la
stabilité et sur D’activité thérapeutique de la préparation, en agissant en particulier sur la

libération du principe actif.
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A\

Mode opératoire :

v Mettre une trés petite quantité de la créeme sur la lame et on met dessus une lamelle (une
pellicule de créme pratiquement transparente étalée entre lame et lamelle).

v L'observation est effectuée rapidement aprés le montage entre lame et lamelle a

grossissements croissants, jusqu'a x100
1V.16.3. Analyses physico-chimiques :
1V.16.3.1. Détermination du pH :

L’acidité de la creme formulée est trés importante a connaitre étant donné que cette
derniere est destinée a étre appliqué sur la peau du corps, cette acidité est généralement
interprétée par la mesure de pH. Elle est effectuée par 1’utilisation de pH meétres, directement
sur I’émulsion ou apres dilution a 10% dans de I’eau distillée. Elle est importante parce que le
pH influence la stabilité de 1’émulsion, la tolérance cutanée des preparations et les
incompatibilités entre les différents constituants. Elle est définit a travers une échelle de 1 a
14 comme suit [123] :

v/ 1<pH<7:pH acid
v’ pH=7 : pH neuter
v’ 7 < pH< 14: pH basique

Mode opératoire :
Une fois I’appareil étalonné, et les électrodes lavées a I'eau distillée.
Introduire le ph metre dans la creme.

Vérifier que I’indication donnée par le pH-metre est stable au bout d'une minute.

< N X X\ Vv

Prendre la valeur du pH.
1V.16.3.2. Evaluation de la stabilité par centrifugation [124]:

Les études de stabilité jouent un rdle essentiel dans le développement et la
commercialisation de nouveaux produits pharmaceutiques, cosmétiques et substances actives.
Ces tests garantissent que les produits répondent aux spécifications requises dans les
conditions de stockage définies et tout au long de leur durée de vie.

L'objectif du test de stabilité est de vérifier la capacité d'une émulsion, telle qu'une creme

cosmétique, a maintenir son homogénéité et a éviter la séparation des phases sous I'effet de la
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force centrifuge. Ce test permet d'évaluer la qualité et la stabilité de I'émulsion en simulant

des contraintes physiques, comme celles qui pourraient étre rencontrées pendant le stockage

ou l'utilisation du produit.

» Mode opératoire :

v Verser 2,5 grammes pour chaque créme a tester dans les tubes a centrifuger.

v" Placer les tubes de maniére équilibrée dans la centrifugeuse.

v Centrifuger 15 minute a des vitesses de centrifugation successives (1000, 3000, 6000)
tour /min ou R.p.m (rotations par minute).

v Observer I’aspect de tubes contenant.

Autres test de stabilité
v" Influence de Pair :

Le produit est exposé a I’air pendant une semaine.

v Influence de la température :
Ce test consiste a mettre la creme a la température ambiante sous la lumiére durant une
semaine.

1V.16.3.3. Détermination du sens de I’émulsion (H/E/H ou E/H/E) :

e Par messure de la condictivite [125] :

La variation de conductivité est proportionnelle a la variation de la quantité de la phase
externe quand il s’agit d’'une émulsion H/E et la conductivité ne varie quasiment pas pour des
changements de proportion d’une émulsion E/H. Cela est di au fait que la conductivité d’une

phase huileuse est 100 a 1000 fois inférieure a celle d’une phase aqueuse.

e Les émulsions H/E/H sont conductrices d’¢lectricité.
e Les émulsions E/H/E sont des isolants électriques.

> Protocole :
v" Mettre la creme dans le bécher.
v"Introduire le conductimétre dans le bécher.

v" Prendre la valeur de la conductivité.

e Par dilution [126]:
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Le principe de cette méthode est fondé¢ sur le fait que la phase continue d’une émulsion

peut étre diluée ou non par I'une des deux phases. Ce procédé est bien évidlemment moins

faible que celui réalisé par conductivité.

e Sil’émulsion se dilue bien et reste homogeéne, elle est probablement H/E.

e Sielle ne se dilue pas bien et forme des globules ou des séparations, elle est

probablement H/E.

> Mode opératoire :

v

v
v
v
v

Peser 1g de la creme.
Mettre la creme dans le bécher.

Ajouter I’eau distillée jusqu’a 20 ml.

Mélanger bien avec une spatule pour quelques minutes.

Prendre les résultats visuellement.

1V.16.3.4. Mesure de la capacité d’étalement [127]:

Cette méthode repose sur la mesure de la capacité d'étalement d'une créme sous l'action

d'une force déterminée. Elle est importante pour évaluer sa facilité d'application et sa

couverture sur la peau.

» Mode opératoire :

Les expériences ont été effectuées a la température ambiante selon le principe d’un

extensometre :

e Déposer 1g de la créeme au centre d'une plaque de verre, graduée en millimetres, a partir

d'un cercle central.

e Appliquer une autre plaque de verre, de méme diameétre, et une masse définie (1kg).

e Mesurer, aprés 8 minute, le diametre moyen (d) du cercle occupé par la creme. Il

correspond a la moyenne des valeurs obtenues dans les quatre directions graduées.

e Calculer la surface S (mm?) = (d2 * m) / 4.
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Figure 1V.31 : Mesur I ité d'étalemen
1VV.17. Evaluation de Pactivité cicatrisante :

I1V.17.1. Etude de ’actvité cicatrisante des plaies [128]:

> But:

L'objectif principal de cette étude est d'évaluer l'efficacité de la creme formulée a base
d'extrait de Teucrium Polium L par rapport a une creme de référence MADECASOLE dans la
cicatrisation des plaies chez un lapin. Cela permettra de déterminer si la creme a base

d'extraits de plantes présente des avantages significatifs par rapport au traitement standard.

Cette technique est utilisee dans le but de mieux comprendre I'évolution de la guérison des
plaies. Elle permet non seulement de suivre visuellement les changements macroscopiques,
mais également de mesurer précisément la contraction et l'approximation des bords de la

plaie.

» Création de la plaie :

e Les deux cotes du dos de lapin ont été rasées a l'aide d'une lame du rasoir.

e Les plaies sont réalisées sur la peau rasée de la région dorsale du lapin (3 plaies dans
chaque cote.

e Juste aprés I’induction des plaies, sont soignés par une application topique de 1g du

traitement testé sur chaque zone.

Plaie 01 : Traité par la creme cicatrisante 1% a base d’extraits de tecrium polium.
Plaie 02 : Traité par la creme MADECASOLE 1%.

Plaie 03 : Témoin (Aucune traitement).
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Figure 1V.32 : Préparation de la zone traité
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Chapitre V : Résultats et discussion

Ce chapitre est consacré pour la présentation des résultats de I'étude :

> Les étapes d’optimisation des conditions d’extractions.
» Caracteérisation des extraits par déférentes méthodes.
> Préparation d’une forme pharmaceutique avec I’é¢tude des propriétés de la forme

préparée.

V.1. Le taux d’humidité :

Teneur en eau de Teucrium PoliumL

W eau

M matiére
végétale

Les résultats de cette analyse ont révélé un taux d’humidité inférieure a 10%, dans la plante
de Teucrium polium L provenant de la région de Chlef, avec une valeur égale a 9%. La teneur

en eau, inférieure a 10%, confere a notre poudre une meilleure conservation a long terme.
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V.2. Rendement d’extraction :
V.2.1. Optimisation des conditions optimales de I’extraction assistée par ultrasons :

V.2.1.1. Détermination du diamétre optimal :

12 7
< 10 -
g 87
[]
£ 6 -
(]
T 4
&
2 )
0 T T T
Les feuilles 2mm Imm
Diamétre de la plante

Les expériences menées en variant le diametre de la matiére végeétale ont montré des
différences significatives dans les rendements d'extraction. Le diametre de 2 mm a produit les
rendements les plus élevés par rapport aux fragments de 1 mm et aux feuilles entieres. En
effet, le diametre de 2 mm a conduit a un rendement d'extraction de 12,4%, tandis que les
fragments de 1 mm ont donné un rendement de 8,7% et les feuilles entieres seulement 2,7%.
Ces résultats suggerent que la taille des particules a un impact sur la surface de contact entre
la matiere végétale et le solvant, influencant ainsi de maniere significative l'efficacité de

I'extraction.

V.2.1.2. Détermination de I’intervalle de temps optimal d’extraction :

Afin de déterminer le temps d’extraction assistée par ultrasons de la plante, une série
d’extractions a éte effectuée a differents temps (5, 10, 15, 20, 25, 30,35) min.
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Eigure V.3 : Rendement en fonction m ’extraction

Apres une analyse approfondie des différents temps d'extraction, il est devenu évident
gu'une augmentation progressive du rendement était observée jusqu'a ce qu'un plateau soit
atteint a 30 minutes, avec un rendement maximal de 12,8% a 30 minutes et un rendement
minimal de 2,6% a 5 minutes. Cette stabilisation du rendement indique que la plupart des
composes souhaités ont été extraits de maniére efficace pendant cette période. Cela suggere
que la durée optimale d'extraction pour cette méthode spécifique est de 30 minutes, au-dela de
laquelle aucun gain significatif de rendement n'a été observé. En d'autres termes, prolonger le
temps d'extraction au-dela de 30 minutes n'offre pas d'avantages supplémentaires en termes de
rendement, ce qui met en évidence I'importance de contréler précisément la duree d'extraction

pour optimiser les performances de I'extraction assistée par ultrasons.

V.2.1.3. Détermination du Concentration optimale du solvant :
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Concentration du solvant

FigureV.4 : Rendement en fonction de la concentration du solvant
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Dans cette étude, I'impact de différentes concentrations de solvant hydroéthanolique
(50%, 60%, 70%, et 80%) sur le rendement d'extraction de composés de la matiére végétale a
été examiné. Les résultats ont montré que la concentration optimale était de 60%, avec un
rendement d'extraction de 12,4%, tandis que la concentration la plus basse, a 50%, a produit
un rendement minimal de 6,2%. Cela suggéere qu'un équilibre entre la capacité de dissolution
du solvant et la saturation des composés extraits a été atteint a 60%. Ces observations mettent
en lumiére l'importance cruciale du choix de la concentration du solvant dans le processus
d'extraction, offrant des implications pratiques pour diverses industries telles que Ila
pharmacie, en optimisant les rendements d'extraction pour la production efficace de produits
de haute qualité.

V.2.1.4. Détermination du Rapport masse / volume optimal :
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Les résultats mettent en évidence que le rapport masse/solvant de 0,1 donne le rendement
d'extraction le plus élevé parmi les ratios testés, avec un rendement maximal de 12,4% et un
rendement minimal de 9,8% pour le ratio de 0,05%. Cette constatation suggeére qu'a ce niveau
spécifique, un équilibre optimal est atteint pour faciliter le transfert efficace des composés de
la matiére végétale vers le solvant. En comparant les autres ratios (0,05%, 0,2% et 0,3%), il
est clair que le rendement d'extraction varie considérablement en fonction du rapport
masse/solvant. Le fait que le rapport de 0,1% soit identifié comme le meilleur suggére que des
facteurs tels que la saturation du solvant et la capacité de dissolution des composés jouent un

role clé dans l'efficacité de l'extraction.

69



Chapitre V : Résultats et discussion

D’aprés cette optimisation, les conditions opératoires optimales pour I’extraction de Teucrium

polium L par ultrasons sont :

v Diametre de la plante : 2mm
v" Temps d’extraction : 30min

v" Solvant : Ethanol 60%

v Rapport masse /volume : 0,1%

V.2.2. Etude comparative de I’extraction assistée par ultrasons avec d’autres méthodes

d’extraction :

Les résultats de I'é¢tude comparative des différentes methodes d'extraction révelent des
différences significatives dans les rendements d'extraction. Parmi les méthodes évaluées,
I'extraction par ultrasons a produit le rendement le plus élevé, suivi par le Soxhlet, puis par la
maceration classique. Cette observation suggére que I'extraction par ultrasons est la méthode
la plus efficace pour extraire les composes ciblés des matiéres végétales dans cette étude

spécifique (voir figure V.6).
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27 y y
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Ultrasons Soxhlet Maceration
classique 72h
Methode d'extractin

Figure V.6 : Rendement en fonction de méthode d’extraction

L'avantage de I'extraction par ultrasons peut étre attribué a plusieurs facteurs, notamment sa
capacité a faciliter la rupture des parois cellulaires et a améliorer la diffusion des solvants
dans la matiére végétale, entrainant ainsi une extraction plus compléete des composés

souhaités, avec un rendement de 12,4%. En revanche, bien que le Soxhlet soit une méthode
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traditionnelle bien établie, elle peut étre moins efficace en raison de son temps d'extraction
plus long et de son utilisation de volumes plus importants de solvants, avec un rendement de
11,8%.

La macération classique, bien qu'elle soit souvent utilisée pour des extraits de plantes, a
montré des rendements d'extraction inférieurs dans cette étude, atteignant seulement 10,5%.
Cela pourrait étre d0 a sa méthode plus passive qui ne favorise pas une extraction aussi rapide

ou complete que les autres méthodes évaluées.

Ces résultats soulignent I'importance de choisir la méthode d'extraction la plus appropriée en
fonction des objectifs de I'étude et des caractéristiques des composes cibles. Dans ce cas,
I'extraction par ultrasons semble étre la méthode préférée pour obtenir des rendements
d'extraction optimaux.

V.3. Caractérisation des extraits obtenus :
V.3.1. Caractérisation organoleptiques :
L’extraction par ultrason et par d’autres techniques de Teucrium polium L a permet

d’obtenir des extraits dont les tests organoleptiques observés dans le tableauV.1.

Chague extrait a des propriétés organoleptiques caractéristiques (odeur, couleur et godt).

Extrait Aspect Couleur odeur

Extrait de Liquide ) Odeur poivre
’ultrasons Y

Vert, Marron foncé, vert jaunatre
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Extrait de Liquide Odeur poivre
Soxhlet ' ——
Marron foncé
Extrait de Liquide Odeur poivre
macération
classique

vert foncé

V.3.2. Analyse Physique :

Les résultats d’analyses physiques sont cités dans le tableauV.2 :

TableauV.2. : Résultats d° ique d :

Extrait Extrait de I’Ultrasons | Extrait de Soxhlet Extrait de
macération
classique
pH 4 596 4,705 4,830
Conductivité 459 545 483
(ps /em)

Les valeurs de pH des extraits sont trés proches et d’une acidité moyenne, en méme temps en
remarque une forte conductivité qui peut étre expliqué par la présence des éléments

conducteurs anioniques du au pH acide.
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V.4. Analyse physico-chimique :

V.4.1. Résultats de I’Infra-rouge :

L’analyse spectroscopique FTIR des extraits par ultrason, Soxhlet et macération sont présenté

sur la figure V.7 :

i

B17410m-1; 48.60%T

584,0pcm- 1. 47 89%T
S87.10cm-1, 47,8057

‘538 04cm-1: 48 85%T

548,350m-1. 48,197
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—————— ECH2 Extactionpar macération classigue 72
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Extrat o Soaniet
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1500 1000 450

L’examen du spectre infrarouge montre I’existence des bandes majoritaires suivantes :

e Une bande faible correspondant & la vibration d’allongement asymétrique des

groupements N-H, vibration de valence qui apparaissent vers 3450,81cm *

e Une bande forte correspondant a la vibration d’allongement des groupements C-H,

vibration de valence qui apparaissent vers 2923,22cm

e Une bande forte correspondant a la vibration d’allongement des groupements C=0,

vibration de valence qui apparaissent vers 1735,25 cm -1

e Une bande forte correspondant a la vibration d’allongement des groupements C=0,

vibration de valence qui apparaissent vers 1630,81cm™

e Une bande variable correspondant a la vibration d’allongement des groupements C=C, de

vibration de valence apparaissent vers 1619,91
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e Une bande correspondant a la déformation dans le plan des groupements O-H, de

vibration de valence appariassent vers 1401,87

e Une bande moyenne correspondant a la déformation asymétrique des groupements C=H,

vibration de valence qui appariassent vers 1384,15 cm™ des CH| des cycles benzénique &
905.00 - 530.92 - 395.75 cm'™,

D’apres les résultats trouvés, dans les spectres infrarouge on remarque que toutes les

spectres donne des bandes représente des groupements fonctionnels : O-H, C=C, C=0 et N-H,

cette richesse en groupements fonctionnels indique la richesse des extraits par composés

d’intérét a I’identifier.

V.4.2. Résultats de caractérisation par HPLC :

L’analyse par la chromatographie liquide a haut performance 1’extrait par ultrason de

Teucrium polium L donne le chromatogramme porté sur la figure V.8 .

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Trial T2 Acquired By:
Sample Type: Unknown Sample Set Name: Trial 02052024
Vial: 35 Acq. Method Set: Trial ms
Injection #: 1 Processing Method: Trial at 280nm
Injection Volume: 20.00 ul Channel Name: 2487Channel 2
Run Time: 60.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.. 280 nm
Date Acquired: 5/3/2024 3:53:05 PM CET
Date Processed: 5/9/2024 2:44:15 PM CET
1.00
0.80
0.60-
= 1
< 4
0.40 ‘\
: ﬂb ser- 98 33 N8 g
0.20 | @D NN~ O < ™~ N~ M« 0
1| @O 0 5 0O O N o
0.00 : / 8 50 0?1:- P‘_ o oNoN ) A'(.lu
Y -2 X 7. e e e —— —
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 56.00 60.00
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Figure V.8 chromatogramme de Pextrait par ultrasons de Teucrium polium L
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D’aprés la figure V.8 le chromatogramme indique la présence de 14 composés dans
I’échantillon de Iextrait d’ultrason de Teucrium polium L, ces composes ont une

concentration varie dans 1’échantillon.

Le cinquieme composé présente une quantité majoritaire avec temps de rétention de 8.097
min et un titre de 38.19%.

Il'y a aussi la présence des autres composées de quantité importante, spécialement le 3°™
,12°M¢ et 13°™ composés avec des temps de rétention 6.496 min, 24.302min et 25.428 min et

des titres 7.73, 8.09 et 9.67 respectivement.

L’analyse par la chromatographie liquide a haute performance et dans les mémes conditions

I’extrait par maceration de Teucrium polium L donne des résultats présenté sur la figure V.9.

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Trial T2

Sample Type: Unknown Sample Set Name:  Trial 02052024
Vial: 35 Acq. Method Set:  Trial ms
Injection #: 1 Processing Method: Trial at 384nm
Injection Volume:  20.00 ul Channel Name: 2487Channel 1
Run Time: 60.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.: 280 nm

Date Acquired: 5/3/2024 3:53:05 PM CET
Date Processed:  5/6/2024 9:03:35 PM CET

0.10
5
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RT | Area |% Area | Height
4373117201 29.39| 1670
6.504 | 26215 44.80| 1914
8.098 | 15106 | 25.81| 1015
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w

Figure V.9 chromatogramme de I’extrait par macération de Teucrium polium L
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L’échantillon de I’extrait par macération de Teucrium polium L présente trois composés,
deux composés sont présent dans 1’extrait par ultrason, qui ont un temps de rétention 6.504

min et 8.098 min et des titres 44.80% et 25.81% respectivement.

Une augmentation de titre de composé 2 (44.08%) dans I’échantillon macération qui été
7.73% dans I’échantillon d’ultrason (composé 3), et pour le composé¢ 5 dans I’échantillon

ultrason reste majoritaire avec un titre de 38.19%.

L’échantillon de macération présent un nouveau composé de temps de rétention 4.373 min

ne figure pas dans I’échantillon d’ultrason avec un titre tres important de 29.39%.

L’extrait obtenu par ultrasons est plus riche que I’extrait obtenu par macération, et une

analyse complémentaire par CG-MS ou LC-MS est necessaire pour identifier ces molécules.

V.5. Résultats de Quantification des composés phénoliques :

V.5.1. Dosage des polyphénols totaux :

Les polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu. L’acide
caféique a été utilis€ comme standard. L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de
765 nm. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant

I’équation:
Y =0,001x - 0,008 R?=0,993

La quantité des polyphénols a été rapportée en milligramme d’équivalent de I’acide caféique

par milligramme de poids sec de I’extrait (mg EAG/mg Ps).

Les résultats de dosage des polyphénols totaux montrent que I’extrait d’ultrason par
représente I’extrait le plus riche avec : 67.76 mg EAG/g d'extrait, suivi de I’extrait par Soxhlet
61.57 mg EAG/g dextrait. L’extrait par Macération avec 33.27 mg EAG/g d'extrait,
représente la fraction qui contient la plus faible teneur en polyphénols, voir les figures V.10,
IV.11.
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, - Evaluation des polvphénal I :

I\VV.5.2. Dosage des flavonoides :

Le dosage des flavonoides a été réalise selon la méthode de trichlorured’aluminium
(AICI13), la quercétine a été utilisé comme étalon. L’absorbance a été lue dans une longueur
d’onde de 430 nm. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant

I’équation :

Y =0,031x + 0,100 R? = 0,995
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La quantité des flavonoides a été rapportée en milligramme d’équivalent de la quercétine par
milligramme de poids sec de ’extrait (mg EQ/mg Ps). A partir de la courbe d’étalonnage, la

concentration des flavonoides est récapitulée dans le tableau V.4.

Les résultats du dosage des flavonoides totaux montrent que 1’extrait d’ultrasons représente
I’extrait le plus riche avec : 36.63 mg EAC/g d'extrait, suivi de I’extrait par Soxhlet 31.12 mg
EQ/g d'extrait. L’extrait par Macération avec 22.03 mg EQ/g d'extrait représente la fraction
qui contient la plus faible teneur en flavonoides. (Voir les figures V.12, V.13).

y=0,031x+0,100
R =0,995

=
=
=
m
=
m
=
]
=
=
=
w1
=
X,

10 20 30
Concentration de la quercétine

36.63

40 7
35 1

31.12

30 7 22.03
25

20 A
15 -
10 -
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Ultrasons Soxhlet Maceration
classique

Extrait

Figure V.13 : Evaluation des flavonoides des extraits
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V.6. Evaluation de I’activité antioxydante :

Les activites anti-radicalaires des extraits de Teucrium Polium vis-a-vis du radical DPPH, A
été évaluée spectrophotométrie en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son
passage de couleur violette a couleur jaune a 517 nm. L’activité anti- radicalaire des extraits
de Teucrium Polium est évaluée par la méthode de DPPH en le comparant avec 1’acide

ascorbique.

L’IC50 est inversement Lié a la capacité anti-oxydante d’un composé, car il exprime la
quantité d’antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50 %. Plus la
valeur d’IC50 est basse, plus I’activit¢ antioxydant d’un composé est grande, un exemple de
calcul est schématise dans (I’annexe). Une valeur d'IC50 plus basse indique une plus grande

activité antioxydant.

Les valeurs d’IC50 sont calculées, en vue de déterminer les concentrations qui réduisent
50% des radicaux libres. Les IC50 moyenne sont obtenues par la moyenne des CE50 évaluées

graphiquement.
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Figure V.14: Activité antioxydant des 3 extraits obtenus par différents méthodes
d’extraction
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Les résultats de I'étude comparative sur l'activité antioxydant des extraits obtenus par
différentes méthodes d'extraction montrent des variations significatives dans les valeurs
d'IC50. L'extrait obtenu par ultrasons présente la plus faible valeur d'IC50 (0,25 mg/ml),

indiquant la meilleure activité antioxydant parmi les trois méthodes testées.

Cette efficacité supérieure peut étre attribuée a la capacité des ultrasons a libérer
efficacement les composés antioxydants de la matrice végétale. En comparaison, I'extrait
obtenu par Soxhlet a une valeur d'1C50 de 0,52 mg/mL, ce qui, bien que performant, reste

moins efficace que l'extraction par ultrasons.

L'extrait par macération classique a la valeur d'1C50 la plus élevée (0,56 mg/ml), reflétant la
plus faible activité antioxydant. Lorsque ces valeurs sont comparées a celle de la vitamine C
(0,39 mg/ml), il est évident que l'extrait par ultrasons dépasse méme l'activité antioxydant de

la vitamine C, tandis que les extraits par Soxhlet et macération classique sont moins efficaces.

Ces résultats soulignent I'importance de la méthode d'extraction utilisée pour maximiser la
récupération des composés antioxydants, avec une préférence claire pour l'extraction par

ultrasons dans ce contexte.
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V.7. Résultats d’analyse Microbiologique :
V.7.1. Activité antimicrobienne :

L'étude in vitro a examiné le pouvoir antimicrobien des extraits de Teucrium Polium L en
utilisant la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide, tel que le milieu
Mueller-Hinton, pour les bactéries. L'activité antimicrobienne des extraits a été évaluée en
mesurant le diametre de la zone d'inhibition autour des disques contenant les extraits a tester

par rapport a différents germes pathogénes.

Les résultats des tests ont révélé des zones d'inhibition significatives pour Escherichia coli,
Pseudomonas et Streptococcus, mais aucune zone d'inhibition n'a été observeée pour
Staphylococcus, indiquant l'absence d'activité antibactérienne contre cette souche. Les

diamétres moyens des zones d'inhibition sont résumés dans le tableau ci-dessous

Souche Diamétre d’inhibition
(mm)
Staphylococcus 14
Escherichia coli 17
Pseudomonas 9
Streptococcus /

Les diametres d'inhibition observés pour Escherichia coli, Pseudomonas et Streptococcus
suggerent une capacité significative des extraits de Teucrium polium L a inhiber la croissance
de ces bactéries. Cependant, I'absence de zone d'inhibition pour Staphylococcus indique qu'il

n'y a pas d'activité antibactérienne contre cette souche.

Ces résultats sont prometteurs car Escherichia coli est une bactérie pathogéne courante
impliguée dans de nombreuses infections gastro-intestinales, tandis que Pseudomonas et

Streptococcus sont associés a diverses infections, y compris les infections des voies cutanées.
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L'activité antibactérienne démontrée par les extraits de Teucrium polium L contre
Escherichia coli, Pseudomonas et Streptococcus suggeére le potentiel de ces extraits comme

source d'agents antimicrobiens naturels.

Staphylococcus Escherichia coli

V.8. Résultats de I’optimisation des formulations des crémes :

Les résultats de I’optimisation des formulations des crémes sont présentés dans le tableau

suivant :

Formulation Formulation Formulation Formulation Formulation Formulation
01 02 03 04 05

Aspect P ‘
| ’ ol |
NS A 7
Pateuse Laiteux Créme homogéne Créme homogéne Pateuse
Formulation Formulation Formulation Formulation Formulation Formulation
06 07 08 09
Aspect

Aspect caillé Déphase Créme homogéne Léger Créme homogéne
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V.8.1. Composition optimisée :

>

Apreés l'expérimentation de dix formulations distinctes de creme, les résultats ont révélé
que les formulations 3, 4, 8 et 10 se sont averées étre les plus optimisées.

Toutes les formulations ont été congues avec une composition de base consistant en 20%
d'huile, variant entre 2,5% et 5% d'émulsifiant, et complétées avec de l'eau distillée pour
atteindre 100%.

L'analyse des résultats a montré que les formulations sélectionnées ont présenté des
caractéristiques distinctives amélioree, une texture plus agréable.

Ces constatations suggerent que les proportions d'huile et d'émulsifiant ont joué un réle
crucial dans la performance des formulations. En effet, une combinaison optimale de ces
ingrédients a permis d'obtenir une émulsion stable et homogéne, offrant ainsi une
meilleure expérience utilisateur.

Ces découvertes ouvrent la voie a de futures recherches visant a affiner davantage les
formulations sélectionnées, ainsi qu'a explorer de nouvelles possibilités pour améliorer

encore les performances des produits topique.

V.9. Caractérisation de la créme :

Les formulations optimisees (3, 4, 8,10) sont respectivement les formulations 1, 2, 3 et 4.

V.9.1. Analyse organoleptique :

Les résultats de I’analyse organoleptique sont présentes dans le tableau suivant :

Tableau V.5 : C X leptique de diffé E |

Formulation 1 Formulation 2 Formulation 3 | Formulation
4
Couleur Beige Blanc cassé Blanc cassé Blanc cassé
Odeur
Odeur de ’arome Odeur d’extrait

Apparence Aspect crémeux homogeéne épais, onctueux Brillante au toucher doux et
(forme et soyeux
brillance)
Application ou | Humide, s’étale facilement et rapidement absorbée par la peau
pénétration
Apres Une texteur plutdt légere avec une bonne sensation d’hydratations fraiches
application apres étalement
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L’étude d’analyse macroscopique basée sur une visualisation a 1’ceil nue a été réalisée. Elle
consiste a observer I'aspect des émulsions formulées. Les émulsions formulées (F2, F3 et F4)
présentent un aspect crémeux, blanc cassé homogene épais et onctueux, de toucher soyeux et

doux et lisse. Sauf I’émulsion F1 qui a une couleur beige .

V.9.2. Examen microscopique :

L’examen microscopique a été réalisé a I’aide d’un microscope optique avec un
agrandissement x100 fois directement apres formulation. Pour une meilleure dispersion de
I’émulsion, I’échantillon a été placé entre une lame et lamelle. Les observations

microscopiques des formulations sont représentées dans la (figure VV.9.2).

Eigure V.18 : Examen micr i
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L’observation microscopique au grossissement 100 nous a permis d’obtenir la (figureV.18)

elle montre que la taille des globules est plus homogeéne.

V.9.3. Analyses physico-chimiques :
V.9.3.1. Détermination des valeurs du pH :

Les valeurs du pH sont présentes dans le tableau suivant :

Tabl V.6 : Résul mesur H
Formulation 1 Formulation 2 Formulation 3 Formulation 4
pH 478 5,55 5,47 4,98

Le pH est un parametre crucial dans la formulation des crémes cosmétiques, influengant a la
fois la stabilité des ingrédients actifs et la tolérance cutanée. La peau humaine possede un pH
naturel légérement acide, généralement compris entre 4,5 et 5,5, ce qui aide a maintenir la

barriére protectrice et a prévenir les infections microbiennes.

Les résultats des tests de pH pour les différentes cremes montrent des valeurs qui se situent
toutes dans une plage relativement proche du pH naturel de la peau humaine. La Formule 1 et
la Formule 4 sont tres proches de la valeur optimale, ce qui indique une bonne compatibilité
potentielle avec la peau, aidant & maintenir la barriere cutanée et a prévenir les irritations. La
Formule 2 et la Formule 3 sont légérement plus alcalines, mais restent dans la plage
acceptable. Ces valeurs de pH suggérent que toutes les formules devraient étre bien tolérées
par la plupart des types de peau. . Globalement, ces résultats indiquent que les cremes sont
formulées pour étre compatibles avec le pH naturel de la peau, favorisant ainsi leur efficacité

et leur innocuité.
V.9.3.2. Détermination du sens de I’émulsion (H/E ou E/H) :
» Par conductivité :

Les résultats de mesure de la conductivité électrique obtenus sont représentés dans le (tableau.
V.7)).
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Formulation 1 Formulation 2 Formulation 3 Formulation 4
La
conductivité 9,8 12,7 10,4 11,8
(uS/cm)

Lors du test de détermination du sens d'émulsion par la conductivité, les valeurs tres
faibles observées, variant entre 9,8 et 12,7 (uS/cm), indiquent que les crémes testées sont de
type eau dans I'huile dans l'eau (E/H/E). Cette faible conductivité suggere que la phase
continue de ces cremes est I'huile, tandis que I'eau est dispersée en petites gouttelettes. Cette
interprétation directe confirme que les crémes sont classées comme étant de type E/H/E, ce
qui est important pour comprendre leurs propriétés et leur utilisation dans l'industrie des

cosmétiques et des soins de la peau.
» Meéthode par Dilution :

Les résultats de la méthode par dilution sont montrés dans la figure :

‘ .“' <
3

Selon les résultats obtenus, obtenus la creme ne se dissolve pas lors du test de dilution dans
I'eau indigue directement que la creme est de type eau dans I'huile (E/H/E). Cette observation
confirme que la phase huileuse de la creme est continue, tandis que l'eau est dispersée en
petites gouttelettes. Par conséquent, la creme est hydrophobe et ne se mélange pas avec I'eau,

ce qui confirme son sens d'émulsion comme étant (E/H/E). Cette interprétation directe des
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résultats du test de dilution fournit une indication claire sur la nature de I'émulsion de la
créme, ce qui est essentiel pour comprendre ses propriétés et son utilisation dans divers

produits pharmaceutiques.

Dans le cas d'une émulsion de type eau dans I'huile (E/H), ou la phase huileuse est continue
et l'eau est dispersée en petites gouttelettes, la créeme tend a étre plus riche et plus
nourrissante. Cette texture plus riche peut étre plus adaptée a une utilisation comme creme de
nuit, car elle offre une hydratation intensive et une réparation de la peau pendant la nuit.

V.9.3.3. Etude de la stabilité par centrifugeuse :

Les résultats de I’étude de stabilité par centrifugeuse sont présentés dans le tableau suivant :

Vitesse de Formulation 1 Formulation 2 Formulation 3 | Formulation 4

Centrifugation

1000 tr/min Stable Stable Stable Stable
3000 tr/min Légere séparation Stable Stable Stable
6000 tr/min Légere séparation Légere séparation Stable Stable

Le tableau V.7, montre que toutes les formules préparées sont stables a une vitesse de
centrifugation de 3000 tr/min pendant 15minutes sauf la formule témoin (F1) et seulement les
formulations 3 et 4 qui sont stable a une vitesse de 6000 tr/min pendant 15min. Ces résultats

sont également montrés par la figure V.20.

A N® N -
W\ -
| ‘ \\‘ o 3
W
\\\\
L 2
Légére séparation F3 F4

4

Eigure V.20 : Test de stabilité & la centrifugeuse
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V.9.3.4. Influence de P’air :

Les résultats des tests de stabilités a I’influence de ’air pour les 4 formulations sont

cités dans le tableau suivant :

Jour 1% jour | 2°™jour | 3*™jour | 4°™jour | 5°™jour | 6°™jour | 7°™ jour

Stabilité | stable stable Stable stable Stable stable stable

Apres avoir présenté la formule a I’air libre en remarque I’absence de tous zones de
contamination par des bactéries ou des champignons et méme absence des zones d’oxydation

a 'oxygene libre.

V.9.4. Détermination de la capacité d'étalement :

Les résultats de la capacité d’étalement et donc I’application sur le visage est bien ulster dans
le tableau 1V.3 :

LY 4

Formulation 1 Formulation 2 Formulation 3 Formulation 4
Diametre 8.4 7,8 8 8,2
(cm)
Surface 55,38 47,75 50,24 52,78
(cm?)
% T \

y

Figure V.21 : Capacité d’étalement de la créme

Les résultats de la détermination de la capacité d'étalement pour les différentes

formulations de créme révelent des variations subtiles mais significatives. Les valeurs de
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surface, variant entre 45,75 et 55,38 centimetres carrés, témoignent de la capacité de chaque
formulation a s'étaler uniformément sur une surface donnée. Bien que chaque formulation
présente une légére différence dans sa capacité d'étalement, toutes demontrent une cohérence

relative avec des performances proches les unes des autres.

Cette constatation suggere une formulation équilibrée et une méthodologie de test précise.
Ces résultats offrent des perspectives importantes pour I'évaluation des propriétés
d'application des crémes, mettant en lumiere l'importance d'une couverture uniforme pour

assurer une efficacité optimale des produits pharmaceutiques.
V.9.5. Etude de I'activité cicatrisante de la creme formule :

Les résultats de I’effet cicatrisante de la creme formule durant les 7jours sont présente dans le

tableau suivant :

Créme cicatrisante 1% MADECASOL 1% Témoin

1er s VR T “wall
d W / / P -
Jour 1 k | ,‘.{ﬁ

3eme

Jour
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5eme

Jour

7eme

Jour

» Comparaison avec MADECASOLE 1% (creme de référence) et le témoin :

Les plaies traitées avec la creme a base d'extraits de Teucrium polium ont montré une
cicatrisation remarquable, presque compléte, avec une formation rapide de tissu de
granulation. Ce resultat est comparable a celui observé avec MADECASOLE 1%, la creme de

référence connue pour ses propriétes cicatrisantes.

En revanche, les plaies du groupe témoin (sans traitement) sont restées ouvertes avec
seulement des signes minimes de cicatrisation. Cela souligne l'efficacité significative de la

creme formulée par rapport a I'absence de traitement.
> Efficacité de la creme formulée :

Les observations indiquent que la créme a base d'extraits de Teucrium polium L possede une
activité cicatrisante tres efficace. Elle favorise la fermeture presque compléte des plaies et une
formation rapide de tissu de granulation, deux aspects cruciaux pour la cicatrisation rapide et

efficace des plaies.

La comparaison directe avec MADECASOLE, qui est déja bien établie pour ses effets
cicatrisants, confirme que la créme formulée est au moins aussi efficace, voire comparable, ce

qui est tres prometteur pour son application clinique potentielle.
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» Implications pour la régénération tissulaire :

L'effet observé suggére que les extraits de Teucrium polium L utilisés dans la creme jouent
un réle crucial dans la régénération tissulaire et la réparation des plaies. Cela pourrait étre di a
leurs propriétés biologiques spécifiques, telles que la stimulation de la prolifération cellulaire,

la modulation de la réponse inflammatoire ou la promotion de la vascularisation locale.

Les résultats des analyses ont également confirmé la sécurité du produit, ce qui est essentiel
pour son utilisation clinique. Cela indique que la creme formulée a base d'extraits de
Teucrium polium L peut étre une alternative slre et efficace aux traitements cicatrisants

existants.

En conclusion, les résultats de cette étude sont tres encourageants et méritent une analyse
approfondie et mettent en évidence le potentiel prometteur de la creme formulée a base
d'extraits de Teucrium polium L en tant que traitement cicatrisant. Ils montrent non seulement
son efficacité comparable a celle d'une créme de référence bien établie, mais aussi sa capacité

a favoriser une cicatrisation rapide et complete des plaies.
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Conclusion générale :

La présente étude visait a explorer les vertus thérapeutiques de la plante Teucrium
polium L, une plante médicinale connue pour ses propriétés bénéfiques en termes de guérison
des plaies, en mettant I'accent sur ses applications locales potentielles. Pour atteindre cet
objectif, nous avons entrepris une série d'expériences et d'analyses exhaustives afin de mieux

comprendre et valoriser les propriétés bioactives de cette plante.

Tout d'abord, nous avons réalisé I'extraction des composés actifs de la plante en utilisant
une méthode d'extraction par ultrasons. Cette méthode a été optimisée et comparée avec
d'autres techniques d'extraction traditionnelles telles que la macération classique et
I'extraction par Soxhlet. Nos résultats ont montré que l'extraction par ultrasons permet
d'obtenir un rendement superieur en termes de quantité et de qualité, avec une valeur de
12,4% par rapport aux techniques traditionnelles (11,8% par Soxhlet et 10,5% par macération

classique).

Les extraits obtenus ont ensuite été soumis a une série d'analyses physico-chimigues,
biologiques et microbiologiques. Ces analyses ont révélé une concentration élevée en
flavonoides (36,63 mg EQ/g) et en polyphénols (67,76 mg EAG/g), reconnus pour leurs
propriétés antioxydants. L'extrait obtenu par ultrasons a présenté une forte activité
antioxydante avec une valeur d'IC50 de 0,24 mg/ml, soulignant son potentiel thérapeutique
par rapport aux techniques traditionnelles (0,56 mg/ml pour Soxhlet et 0,52 mg/ml pour la
maceration classique). De plus, les extraits ont également montré une activité antibactérienne
significative, illustrée par un diamétre d'inhibition de 17 mm, renforcant ainsi leur valeur

médicinale.

En vue de valoriser ces extraits obtenus, nous avons développé une creme cicatrisante en
utilisant les principes actifs issus de la plante. Cette créeme a été soumise a une caractérisation
approfondie par des analyses physico-chimiques, ainsi qu'a des analyses organoleptiques pour
évaluer ses qualités sensorielles. De plus, nous avons évalué l'effet cicatrisant de cette
formulation in vivo sur un modele animal (lapin), avec des résultats prometteurs pour la

guérison des plaies.
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Conclusion générale

En conclusion, notre étude confirme que la plante Teucrium polium L possede des vertus
thérapeutiques remarquables, notamment grdce & ses activités antioxydantes et
antimicrobiennes. L'application locale sous forme de creme cicatrisante a montré un potentiel
significatif pour le traitement des plaies. Ces résultats ouvrent la voie a de futures recherches
pour une exploitation plus large de cette plante dans des applications pharmaceutiques,

favorisant ainsi une utilisation innovante et bénéfique des plantes médicinales.
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Annexe




Annexe 1 : Calcule du taux d’humidité

e Masse de I’échantillon avant le séchage my =2 g

e Masse de I’échantillon apres le séchage mz =1,829 H% = ———

, 8
X 100 =9%

Annexe 2 : Résultats du Rendement en fonction du diametre de la plante

Diameétre de la Masse de Rendement%o
plante I’extrait sec (Q)
Les feuilles 0,27 2,7
2mm 1,24 12,4
Imm 0,87 8,7

Annexe 3 : Résultats du Rendement en fonction du temps

Temps Masse de | Rendement%o
(min) Pextrait
sec (Q)

5 0,26 2,6

10 0,68 6,8

15 0,74 7,4

20 0,88 8,8

25 1,07 10,7

30 1,24 12,4

35 1,1 11




Annexe 4 : Résultats du Rendement en fonction du concentration du solvant

Concentration Masse de Rendement%o
du solvant I’extrait sec (g)
50% 0,62 6,2
60% 1,24 12,4
70% 1,04 10,4
80% 1,12 11,2

Annexe 5 : Résultats du Rendement en fonction du Rapport masse/volume

Rapport Masse de Rendement%
masse/volume | P’extrait sec (Q)
0,05 0,87 8,7
0,1 1,24 12,4
0,2 1,13 11,3
0,3 1,07 10,7

Annexe 6 : Résultats du Rendement en fonction du méthode d’extraction

Méthode Masse de Rendement%o
d’extraction I’extrait sec (Q)
Ultrasons 1,24 12,4
Soxhlet 1,18 11,8
Macération 1,05 10,5

classique




Annexe 7 : Valeurs d’ CI50 de différents extraits étudié

Extraits Valeurs de (IC 50 en
mg/mil)
Ultrasons 0,24
Soxhlet 0,52
Macération 0,56
classique
Vitamine C 0,39

Annexe 8 : Pourcentage d’inhibition des extraits

Concentration | Ultrasons Soxhlet Maceration
mg/ml classique

0 32.6 25.40 30,24
0.25 52 55 40,67 3943
0.5 60, 3 48,23 44.36
1.5 70 66,03 61.03

2 778 74.54 73.34
2,5 84.2 77.89 77.28
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