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Résumé

Cette étude a exploré la formation de supramolécules entre I'amoxicilline et trois principes actifs
(ampicilline, acide niflumique, chloramphénicol). Les caractérisations UV-Visible, FTIR et DRX ont
confirmé des interactions intermoléculaires spécifiques. Des microsphéres ont été élaborées a partir
de deux systémes, avec une encapsulation efficace et une libération régie par diffusion. Les tests
biologiques ont révélé des activités antibactériennes, antioxydantes et anti-inflammatoires variables.
S1 a montré un effet synergique contre E. coli, tandis que S2 et S3 présentent des effets antagonistes.
L’activité antioxydante des supramolécules reste modérée comparée aux standards. La structure
amorphe des microspheres confirme une encapsulation réussie. Ce travail souligne l'intérét
pharmaceutique des assemblages supramoléculaires dans I'optimisation des formulations

Abstract

This study investigated the formation of supramolecular complexes between amoxicillin and three
active pharmaceutical ingredients (ampicillin, niflumic acid, and chloramphenicol). UV-Visible, FTIR,
and XRD analyses confirmed specific intermolecular interactions. Microspheres were prepared from
two systems, showing efficient encapsulation and a release profile governed by diffusion. Biological
tests revealed variable antibacterial, antioxidant, and anti-inflammatory activities. S1 exhibited a
synergistic effect against E. coli, while S2 and S3 showed antagonistic behavior. The supramolecules
displayed moderate antioxidant activity compared to standard agents. The amorphous structure of the
microspheres confirmed successful encapsulation. These findings highlight the pharmaceutical
potential of supramolecular assemblies in optimizing drug delivery systems.
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Introduction générale

La chimie pharmaceutique est une discipline interdisciplinaire qui s’intéresse a la
conception, la synthése, I’analyse et I’optimisation des molécules actives. Elle étudie notamment
leurs propriétés physico-chimiques, leurs interactions moléculaires, ainsi que leur comportement
in vivo et in vitro [1,2]. Cette discipline vise a optimiser 1’efficacité thérapeutique des
médicaments, a réduire leurs effets indésirables et a concevoir de nouvelles entités
thérapeutiques.

La combinaison de plusieurs principes actifs représente une stratégie thérapeutique
courante pour améliorer la prise en charge de maladies complexes, en ciblant plusieurs
mécanismes d’action simultanément. Cette approche permet souvent de produire des effets
synergiques, c’est-a-dire un effet global supérieur a la somme des effets individuels [3,4].
Parall¢lement, les excipients, bien que considérés comme inertes, jouent un role essentiel dans la
stabilité, la solubilité et la biodisponibilité des médicaments. Leur interaction avec les principes
actifs est également étudi¢e en chimie pharmaceutique pour optimiser la formulation galénique
[5].

Dans cette étude, nous avons exploré la formation de complexes supramoléculaires a partir
d’antibiotiques et d’un anti-inflammatoire non stéroidien, afin d’améliorer les performances
thérapeutiques des principes actifs par interactions non covalentes. La chimie supramoléculaire,
introduite par Jean-Marie Lehn [6], repose sur I’auto-assemblage de molécules via des liaisons
faibles (liaisons hydrogene, interactions n-m, etc.). Cette stratégie permet d’obtenir de nouvelles
entités fonctionnelles sans modification covalente.

Dans ce cadre, nous avons combiné 1’amoxicilline, une aminopénicilline de large spectre,
séparément avec ’ampicilline, le chloramphénicol,et I’acide niflumique, un AINS, afin de
générer des structures supramoléculaires sous irradiation micro-ondes, une méthode efficace,
rapide et respectueuse de I’environnement pour favoriser les interactions intermoléculaires [7,8].

Les complexes obtenus ont été caractérisés par spectroscopie UV-Visible, spectroscopie
infrarouge (FTIR), diffraction des rayons X (DRX). Par la suite, des tests biologiques in vitro ont
¢été réalisé€s pour évaluer les propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antibactériennes des
composés [9]. Ces tests permettent d’examiner le potentiel pharmacologique des formulations
étudiées.

Dans une seconde phase, nous avons appliqué la technique de microencapsulation par
évaporation de solvant [10], dans le but de protéger les principes actifs et de contrdler leur

libération. Cette technique, largement utilisée en pharmaceutique, permet de stabiliser les

1




molécules sensibles et d’améliorer leur biodisponibilité. Deux systémes ont été encapsulés :

I’amoxicilline seule et la supramolécule amoxicilline—ampicilline. Les microparticules obtenues

ont été analysées par : FTIR, DRX, microscopie électronique a balayage (MEB), et microscopie

optique. Des études biologiques similaires a celles des formes libres ont ét¢ menées sur ces

formes encapsulées afin de comparer leurs propriétés thérapeutiques.

Ce travail est structuré en trois chapitres :

Chapitre I — Revue bibliographique : Présentation des concepts fondamentaux relatifs
aux supramolécules, a la microencapsulation, et a 1’état de 1’art concernant les activités
biologiques associées aux principes actifs étudiés.

Chapitre II — Méthodologie expérimentale : Description des protocoles de préparation
des complexes supramoléculaires, de microencapsulation, des techniques de
caractérisation, de la cinétique de libération, et des tests biologiques appliqués.
Chapitre III — Résultats et discussions : Analyse et interprétation des résultats

expérimentaux obtenus, avec mise en relation avec les données de la littérature.

Le mémoire se conclut par une conclusion générale, résumant les contributions de I’étude et

proposant des perspectives de recherche futures.
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CHAPITRE I : RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

I.1. INTRODUCTION

Face a la demande croissante dans ce monde, les chimistes ont été incités a élaborer de
nouveaux composés en fusionnant diverses structures pour donner naissance a un nouveau type
de composé appelé supramolécules. Ce dernier possede des propriétés inédites qui répondent
aux besoins tels que la capacité de dissolution, la durabilité et 1'efficacité. Ces supramolécules
présentent dans de nombreux domaines tell que la chimie pharmaceutique comme transporteur
des médicaments ou bien comme agent actif...etc. Les supramolécules utilisés comme agent
actif nécessitent des formes galéniques a libération contrélée comme les microsphéres qui sont

considéré comme un type de microencapsulation [1].

I.2. DEFINITIONS DES SUPRAMOLECULES

Les supramolécules sont des molécules résultant par la combinaison d’éléments
moléculaires a partir des liaisons non covalentes, telles que les forces de van der Waals, les
liaisons hydrogene, l'interaction d’empilement mn-m, les interactions électrostatiques ou les
interactions hydrophobes/hydrophiles [2]. L’objectif de développement de ces produits est
d’améliorer leurs propriétés afin de les utiliser dans plusieurs domaines en tant que matériaux
fonctionnels, dans les processus catalytiques, les dispositifs électroniques, les capteurs ou les
vecteurs de médicaments et la nanomédecine etc [2]. Plusieurs nanostructures
supramoléculaires sont créées a partir des différentes forces qui assurent 'association des unités
de construction tel que le nanotube et les micelles issues des liaisons hydrophobes/hydrophiles

...etc [3].
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Figure I.1: Représentation de certaines nanostructures supramoléculaires.
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1.3. ETAT DE L’ART DES SUPRAMOLECULES

Dans le domaine de la recherche sur les composés supramoléculaires, certains chercheurs
ont étudié, sur les plans structural et thermodynamique, les complexes hote-invité formés entre
un macrocycle cationique, le « pillar-5-aréne », et des composés amphiphiles chargés, les
alkylsulfonates. Ces derniers conservent un groupe téte constant, tandis que leur hydrophobicité
est modulée par la variation de la longueur de la chaine hydrocarbonée. Grace a des études
fondamentales menées par RMN du proton et par microcalorimétrie, 1’interaction entre ces
récepteurs de type pillar-5-aréne et les amphiphiles est approfondie dans la perspective
d'applications pharmaceutiques potentielles, telles que les vecteurs de médicaments, les canaux
transmembranaires ou les colles cellulaires, impliquant ces macrocycles [2]. La f-cyclodextrine
(BCD) est un oligosaccharide cyclique qui possede une cavité¢ hydrophobe et une surface
extérieure hydrophile, la BCD a été largement utilisée comme molécule hdte pour la conception
de systémes de transport de médicaments sous diverses formes, telles que des vésicules, des
hydrogels, des micelles, des systémes organométalliques et des nanoparticules [4]. Dans les
recherches modernes sur la délivrance de médicaments, la nanosponge a base de f-
cyclodextrine (BCDNS) constitue une modification structurelle du BCD natif, obtenue par la
synthése d’un réseau polymere réticulé formant une matrice hautement poreuse et ramifiée a
I’échelle nanométrique. Cette modification améliore a la fois la capacité d’inclusion de
biomolécules invitées de plus grande taille et la solubilité de la BCD. Des chercheurs proposent
ainsi le développement d’un nouveau systéme de transport basé sur les BCDNS pour la co-
délivrance de deux agents thérapeutiques : la phényl-éthylamine (PhEA) et le 2-amino-4-(4-
chlorophényl) -thiazole (AT) [4]. Dans ce travail, I’inclusion de (PhEA) et du (AT) a été
confirmée par différentes méthodes de caractérisation. Les complexes supramoléculaires
BCDNS—médicament ont été ensite fonctionnalisés a 1’aide de nanoparticules d’or (AuNPs),
formant les systétmes BCDNS-PhEA—-AuNP et BCDNS—AT—AuNP. Les résultats de ces
recherches montrent que la capacité d’inclusion des BCDNS atteint 90 % pour la PhEA et 150
% pour I’AT, soit une efficacité jusqu’a huit fois supérieure a celle obtenue avec la BCD native.
Une amélioration significative de la solubilité aqueuse des deux composés a également été
observée lorsqu’ils sont complexés avec les BCDNS, conduisant a une solubilisation et une
efficacité de complexation nettement accrues par rapport aux complexes formeés avec la BCD

non modifiée.

Hormis le pouvoir d'inclusion, les maladies mortelles sollicitent l'usage de

supramolécules comme dans le cas du cancer qui constitue une menace sérieuse pour la santé
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humaine. C'est la raison pour laquelle quelques chercheurs se sont attelés a 1'élaboration d'une
thérapie contre le cancer, alliant la photothérapie, les traitements médicamenteux et les
nanomatériaux destinés a l'administration de médicaments anticancéreux et a l'utilisation
d'agents diagnostiques [5]. Parmi l'ensemble des nanomatériaux, les nanotubes de carbone
(CNTs) offrent de nombreuses opportunités d'application en matiere de théranostique du
cancer. Les CNT contiennent de petites structures tubulaires constituées d'atomes de carbone
agencés pour former une nanostructure en forme de nid d'abeille. On peut les catégoriser en
nanotubes de carbone a paroi unique (SWNT) ou en nanotubes de carbone a plusieurs parois
(MWNT), en fonction du nombre de couches d'atomes de carbone, les deux ayant une
importance notable dans le traitement du cancer.

La photothérapie est une modalité thérapeutique émergente qui tire parti de I'énergie laser
pour éliminer la tumeur cible en raison de sa haute sélectivité. La lumic¢re NIR est toujours
utilisée comme source lumineuse pour la photothérapie. Le vert d'indocyanine (ICG) est un
colorant NIR utilisé en photothérapie en raison de sa forte absorption de la lumiére dans la
fenétre NIR. Sa mauvaise solubilité, son instabilité, son agrégation dépendante de la
concentration et son ¢limination rapide entravent largement l'efficacit¢ de I'ICG en
photothérapie. Dans le but de surmonter ces inconvénients, la construction d'un transporteur de
médicament approprié¢ pour charger I'lCG est d'une grande nécessité.

Basant sur la notion supramolécule, Tang et al ont réussi a faire une chimio photothérapie
synergique en adoptant les MWNT pour transporter 1'agent photo thermique ICG-NH; et le
médicament anticancéreux doxorubicine (DOX). Ce traitement a été testé sur le cellulaire
humaine du cancer du sein MCF-7. Dans cette combinaison, I'lCG-NH; a été conjugué avec
de l'acide hyaluronique (HA) pour former le conjugué¢ HA-ICG, ce qui a amélioré la solubilité
dans l'eau de I'ICG-NH:. Ensuite, le MWNT-HA-ICG a été synthétis€¢, ce qui a
considérablement amélioré la performance photothermique par rapport au MWNT ou a I'lCG-
NH> seuls. De plus, la connexion via HA pouvait conférer a I'ensemble du systeme de
délivrance de médicaments une bonne dispersibilité et biocompatibilité (avec les récepteurs
CDA44). Pour réaliser une thérapie chimio-photo-thermique synergique, la DOX a ¢été attachée
a la surface des MWNT afin d'obtenir les nano-complexes finaux (MWNT-HA-ICG/DOX). La
délivrance ciblée de DOX via MWNT-HA-ICG a considérablement amélioré I'efficacité
thérapeutique de DOX par rapport a une administration libre, tout en réduisant les effets

secondaires en raison de sa non-spécificité [5].
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I.4. LA MICROENCAPSULATION

Les systémes modernes d'administration de médicaments offrent de nombreux bénéfices
en comparaison avec les traitements multidoses traditionnels. L'effort de recherche pour
I'élaboration de ces nouveaux systémes s'est majoritairement focalisé sur les formes
posologiques a libération maitrisée et prolongée. On déploie actuellement d'importants efforts
pour assurer une administration optimale du médicament disposant de diverses méthodes pour
régir un agent thérapeutique au lieu visé grace a une libération prolongée contrélée. Une de ces
méthodes implique I'utilisation de microparticules comme transporteurs de médicaments. La
microencapsulation offre la possibilité de modifier et de ralentir la libération des médicaments
par des formes galéniques spécifiques. Un systéme de gestion contrdlée des médicaments bien
¢laboré peut pallier certains inconvénients des traitements traditionnels et optimiser 1'efficacité

d'un médicament typique [6].

1.4.1. Définition de la microencapsulation

La microencapsulation est un procédé par lequel de petites particules solides ou de fines
gouttelettes liquides sont entourées d'une enveloppe intacte, qui a son tour les isole et les protége
de l'environnement extérieur [6]. Les produits obtenus par ce processus sont appelés
microparticules « microcapsules ou microspheres » qui se différencient par leur morphologie

et leur structure interne.

1.4.2. Classification des microparticules

Lorsque la taille des particules est inférieure a 1 pum, elles sont appelées respectivement
nanocapsules ou nanospheres, et les particules ayant un diameétre compris entre 3 et 800 mm
sont appelées microcapsules ou microspheres. Les particules de plus de 1000 mm sont appelées

macroparticules [7].

Selon Dubey et al, les microparticules peuvent étre classées en trois catégories de base, les types

monocceur, polycceur et matriciel, comme le montre la figure 1.2 [8].

e Les microparticules monocceur ont une seule chambre creuse a l'intérieur de la particule

e Les microparticules polycceur ont un certain nombre de chambres de tailles différentes
a l'intérieur de 1'enveloppe.

e Lamicroparticule de type matriciel aux ingrédients intégrés dans la matrice du matériau

de [l'enveloppe. Cependant, la morphologie de la structure interne d'une
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microparticule dépend largement des matériaux de l'enveloppe sélectionnés et des

méthodes de microencapsulation utilisées.

O®

Monocoeur

Polycoeur

Matriciel

Figure 1.2 : Différents types de microparticules.

1.4.3. Techniques de microencapsulation

Différentes méthodes d'encapsulation des matériaux de base permettent d'obtenir ces

microparticules. Elles sont habituellement classées en trois catégories. Le tableau expose les

diverses méthodes de microencapsulation [7] :

Tableau L.1. Différentes techniques utilisées pour la microencapsulation

Procédé chimique

Procédé physico-chimique

Procédé mécanique

Polymérisation interfaciale

Coacervation et séparation

de phases

Séchage par atomisation et

congélation

Polymérisation in situ

Encapsulation sol-gel

Revétement en lit fluidisé

Polycondensation

Evaporation de solvant

Encapsulation par extrusion

La technique de microencapsulation a plusieurs avantages tels que, I’immobilisation des

micro-organismes et des enzymes, la protection contre (les UV, la chaleur, 1'oxydation, les

acides, les bases), amélioration de durée de conservation grace a la prévention des réactions de

dégradation, masquage du golt ou des odeurs, amélioration du traitement, de la texture et

réduction du gaspillage d'ingrédients, et manipulation des liquides comme des solides [9].
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1.4.4. Encapsulation par évaporation de solvant

La microencapsulation par évaporation de solvant est largement utilisée dans 1'industrie
pharmaceutique, cette méthode comprend trois phases : le noyau, le matériau d'enrobage et le
véhicule de fabrication liquide [7]. Dans cette méthode, le matériau de base (principe actif) a
encapsuler est dissous ou dispersé dans la solution de polymére d'enrobage. Sous agitation, le
mélange noyau-matériau d'enrobage est dispers¢ dans la phase liquide du véhicule de
fabrication afin d'obtenir des microparticules de taille appropriée. L'agitation du systéme est
poursuivie jusqu'a ce que le solvant se répartisse dans la phase aqueuse et soit éliminé par

évaporation [6].

Solvent evaporation

or extraction
Polymer +

solvent

<

Solvent

water

Figure 1.3 : Encapsulation par évaporation de solvant.
I.5. APPROCHES ACTUELLES DE LA MICROENCAPSULATION

Des microparticules chargées en amoxicilline (AMO) ont été préparées et caractérisées
par Abdelmalek et al [10]. Ces particules ont été obtenues par évaporation de solvant (H/E) en
utilisant la B-cyclodextrine (B-CD) et 1'acétate-phtalate de cellulose (CAP) comme matrice.
Cette étude vise a étudier I'effet des matrices utilisés sur l'efficacité d’encapsulation et la
cinétique de libération du médicament. Les micrographies de microscopie électroniques a
balayage (MEB) ont montré que les microspheres étaient lisses, rigides et poreuses avec
différentes formes. L’efficacité d’encapsulation variait entre 71 et 86% et le diametre moyen
variait entre 184 et 250 um. Les microspheres préparées ont été exposés a deux souches
bactériennes d’Escherichia coli et de Staphylococcus aureus a différentes concentrations et les
zones d’inhibition ont ét¢ déterminées, confirmant la stabilité de ’activité de ’AMO apres
encapsulation. La présente étude a démontré I'effet de la matrice choisie sur les caractéristiques

des microspheres et leur libération in vitro grace a la technique de microencapsulation par
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évaporation de solvant. Le profil de libération a montré que l'utilisation de B-CD favorisait la

libération d'AMO.

Certains principes actifs présentent une courte demi-vie biologique, comme le céfixime
(CFX), dont la demi-vie est de 3 a 4 heures. Cette caractéristique rend son administration
biquotidienne pendant 7 a 14 jours contraignante pour le patient, augmentant ainsi le risque
d'oubli de dose. Le céfixime appartient a la classe des antibiotiques béta-lactamines et bénéficie
d’une grande popularité en raison de son efficacité¢ antibactérienne et de la faible incidence
d’effets secondaires. Les médecins recommandent généralement de suivre le traitement
antibiotique jusqu’a son terme afin de garantir 1’éradication compléte des bactéries pathogenes.
La formulation de produits a libération prolongée vise a maintenir une concentration
plasmatique constante afin d'éviter les pics et creux typiques des formulations conventionnelles.
Le travail présenté par Razkan et al s'est concentré sur le développement d'une formulation de
microspheres a libération prolongée de céfixime pour réduire la fréquence de dosage, améliorer
l'activité antibactérienne et 1'observance du traitement par le patient. L'encapsulation du CFX
dans des microsphéres Ethyle cellulose (EC) a permis d'atteindre cet objectif, et la formulation
optimisée a permis une libération prolongée jusqu'a 24 heures. Le temps maximal a été de 8 h,
contre 4 h pour la formulation commercialisée. L'efficacité antibactérienne et la biodisponibilité
du CFX ont été¢ multipliées par deux. La formulation développée pourrait donc contribuer a

améliorer la résistance aux antimicrobiens et 'observance thérapeutique des patients [11].

Le choix du polymeére comme matrice dans le processus de la micro encapsulation
influence sur les caractéristiques des microparticules tel que la forme, la taille, la dispersion, le
rendement, I’efficacité et la libération du médicament, c’est ce que nous présenté dans le travail
de Shirani et al, qui a réalis¢ la microencapsulation du 2-aminothiazole comme agent
antithyroidien utilisant la technique d'évaporation du solvant soit par du poly(butylsuccinate)
(PBS) comme matrice polyester biodégradable synthétisée et bien caractérisée, soit par de
I'Ethylcellulose (EC10) comme matrice polymere biocompatible afin de comparer les
caractéristiques des microparticules. En outre, un vaste travail d'analyse cinétique et
mathématique a ¢été effectué pour établir expérimentalement divers taux de libération.
Toutefois, ces recherches ont révélé que les émulsifiants et le nombre de lames, considérés
comme des parametres physico-chimiques, influencent fortement les propriétés des
microparticules créées, telles que leur taille, leur forme, leur surface et leur morphologie. De
plus, cela affecte certainement le taux du principe actif chargé et par conséquent la libération

de I'agent actif encapsulé. Dans cette étude, toutes les préparations aboutissent a une forme

9
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sphérique homogene de microparticules. Cependant, la préparation utilisant du PBS en tant que
matrice polyester biodégradable et du PVA comme émulsifiant employant quatre couches
donne une bonne dispersion mais un rendement faible. Cependant, 'EC avec du PVA en tant
qu'émulsifiant, utilisant 4 palles offrent une matrice améliorée et une dispersion unitaire, et un
rendement ¢élevé. La nature de la matrice a un impact considérable sur la libération des
médicaments. Effectivement, la dynamique de libération du médicament déterminée par
expérimentation et théorie coincide parfaitement, confirmant ainsi la justesse du modele
sélectionné. L'expansion, la dissolution et le gonflement sont les processus clés qui gouvernent
I'ensemble du mécanisme de libération du médicament. Finalement, l'atout fonctionnel des
modeles réside dans la capacité a déterminer le mécanisme de libération du médicament a partir
de nos microparticules intégrées dans diverses matrices biodégradables pour atteindre les
profils de libération désirés, ce qui facilite I'élaboration d'un nouveau promédicament

microencapsulé [12].
I.6. L’ETAT DE L’ART DES ACTIVITES BIOLOGIQUES

1.6.1. Activités antioxydant

Puisque les radicaux libres jouent un role important dans l'apparition de diverses
maladies, l'intérét scientifique pour la découverte d'antioxydants naturels provenant de plantes
médicinales a largement progressé ces derni¢res années. Cette recherche a pour but d'identifier
les métabolites secondaires par le biais de réactions de coloration et/ou de précipitation, dans
l'objectif de procéder a leur quantification. Pour les différents essais, des feuilles de Commelina
benghalensis ont été utilisées. L’activité de neutralisation des radicaux libres a été évaluée a
I’aide des tests de réduction du DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) et de I’ABTS (acide
2,2'-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)). Les analyses ont révélé une forte
concentration en flavonoides, phénols, anthraquinones et glycosides, une concentration
modérée en saponines, ainsi que la présence d’alcaloides. En revanche, les tanins étaient
absents. La teneur en polyphénols totaux était de 74,13 mg EAG/g d’extrait, tandis que celle en
flavonoides atteignait 61,27 mg ER/g.

L'activité antioxydante était également notable, comme en témoigne la capacité de
piégeage des radicaux libres DPPH (IP = 65,03 %) et la réduction du fer ferrique Fe** en fer
ferreux Fe?* (IP = 50,68 %). Par ailleurs, I’étude a mis en évidence une action anti-hémolytique
significative (126,79 + 1,28 pour ’extrait aqueux contre 82,49 + 1,35 pour le diclofénac), ainsi
qu’une capacité de dénaturation des protéines par les différents extraits de feuilles de C.

benghalensis (62,32 + 1,02 pour I’extrait aqueux contre 53,29 + 0,46 pour le diclofénac).

10
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Ces résultats mettent en lumicre I’activité antioxydante et anti-inflammatoire de 1’extrait
aqueux des feuilles de Commelina benghalensis, ce qui pourrait justifier son utilisation
traditionnelle dans le traitement de I’hypertension artérielle [13]. En raison de la crise croissante
de la résistance aux antibiotiques dans de nombreux hopitaux a travers le monde, il devient
impératif d’enrichir notre arsenal d’agents anti-infectieux. Par ailleurs, les effets déléteres du
stress oxydatif sur la santé humaine suscitent une inquiétude grandissante. Les antioxydants de
synthése, tels que le butylhydroxytoluéne (BHT), couramment utilisés dans 1’industrie
agroalimentaire, sont suspectés d’induire des Iésions hépatiques et de favoriser la
carcinogenese. Cette situation a conduit a un intérét accru pour I’utilisation d’agents
antioxydants et antimicrobiens d’origine naturelle.

De nombreuses plantes médicinales contiennent des molécules bioactives, telles que les
flavonoides, les acides phénoliques, les tanins, les caroténoides, les stérols et les terpénoides.
Dans ce contexte, la présente étude in vitro s’est penchée sur les propriétés antioxydantes et
antimicrobiennes des extraits organiques et de l’extrait aqueux issus des feuilles et des
inflorescences du Marrubium vulgare. L’ activité antioxydante a été évaluée a 1’aide du test de
piégeage du radical DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) et du test de décoloration du f-
caroténe. L’activité antimicrobienne a quant a elle ét¢ mesurée a 1’aide de la méthode de
diffusion en gélose.

L’analyse qualitative des extraits par chromatographie sur couche mince (CCM) a permis
d’identifier la présence d’acide gallique et de quercétine, tout en révélant I’absence d’atropine.
Par ailleurs, la détection de I’activité antiradicalaire par CCM a montré que celle-ci était
majoritairement localisée dans 1’extrait méthanolique brut (EMeOH). L’évaluation des
composés phénoliques totaux (via la méthode de Folin-Ciocalteu) et des flavonoides (par la
méthode au chlorure d’aluminium) a indiqué des concentrations plus ¢élevées dans I’EMeOH,
avec des valeurs respectives de 3,42 + 0,85 mg EAG/g d’extrait et 18,0 £ 0,75 mg EQ/g
d’extrait, mesurées par spectrophotométrie.

Aucune activité antimicrobienne n’a ét¢ détectée pour Marrubium vulgare vis-a-vis des
souches testées (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli). Le test
au B-caroteéne a révélé trois phases distinctes — phase de latence, phase de génération et phase
d’épuisement — au cours desquelles ’EMeOH s’est distingué par une activité antioxydante
marquée (63,77 %). L’évaluation quantitative de D’activité antiradicalaire a montré que
I’EMeOH possédait la plus forte activité (ICso = 1,5 pg/ml), bien que la quercétine utilisée
comme contréle de référence ait présenté une activité légerement supérieure (ICso = 0,81
pg/ml). Cela suggere la présence de composés actifs au fort potentiel réducteur du DPPH.

11
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Ces composés, caractérisés par une forte polarité, ont été identifiés dans ’EMeOH par
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) comme appartenant a la famille des
glycosides de phénylpropanoides. Nos résultats soulignent I'intérét du Marrubium vulgare
d’Algérie pour des applications pharmaceutiques et phytothérapeutiques. En nous fondant sur
ces données, il est possible de conclure que cette plante représente une source naturelle

prometteuse de composés antioxydants [14].

1.6.2. Activités antibactériennes

Depuis 1’ Antiquité, les huiles essentielles (HE) sont reconnues pour leurs propriétés
antiseptiques notables. Leur usage s’est étendu a divers domaines, notamment la pharmacie,
I’industrie cosmétique et I’agroalimentaire. En médecine traditionnelle, elles sont fréquemment
utilisées pour leurs vertus antimicrobiennes. Des études antérieures ont mis en évidence
I’efficacité antifongique du genre Thymus, ce qui a motivé 1’élargissement des recherches a
I’évaluation de leur activité antibactérienne.

Dans ce cadre, des tests ont été réalisés sur deux souches bactériennes : Escherichia coli
(Gram négative) et Staphylococcus aureus (Gram positive). L’étude a porté sur six huiles
essentielles : Lavandula angustifolia, Lavandula latifolia, Origanum vulgare, Rosmarinus
officinalis, Thymus vulgaris (chémotype carvacrol) et Thymus zygis (chémotype thymol).

Les résultats ont révélé que, face a Escherichia coli, les huiles essentielles d’origan (O.
vulgare) et de thym au thymol (T. zygis) manifestaient la plus forte activité antibactérienne. En
ce qui concerne Staphylococcus aureus, 1’huile essentielle d’origan s’est distinguée par une
efficacité supérieure. Cette activité est principalement attribuée a la présence de composés
phénoliques, en particulier le thymol et le carvacrol, connus pour leurs puissantes propriétés
antimicrobiennes.

Parmi les huiles essentielles testées, seules celles d’origan et de thym ont démontré une
activité antibactérienne significative contre les deux souches étudiées. Ces résultats confirment
le role central des phénols dans I’efficacité antibactérienne des HE. Bien que les premicres
publications scientifiques sur le sujet remontent a une trentaine d’années, la nécessité de
poursuivre les recherches demeure, notamment en ciblant des souches bactériennes émergentes
ou multirésistantes, fréquentes en milieu hospitalier.

Enfin, dans les industries agroalimentaire et cosmétique, les huiles essentielles pourraient
représenter une alternative prometteuse aux conservateurs et antioxydants de synthese, dans
une optique de naturalité et de sécurité accrue des formulations [15]. Les plantes renferment

une grande diversité de composés biologiquement actifs, dont plusieurs ont démontré des
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propriétés antimicrobiennes significatives. Depuis des millénaires, les médicaments a base de
plantes occupent une place centrale dans les systémes de soins traditionnels a travers le monde.
L’intérét croissant pour les plantes médicinales en tant que sources potentielles de nouveaux
agents antimicrobiens s’inscrit dans un contexte marqué par la montée inquiétante de la
résistance bactérienne aux antibiotiques conventionnels. Cette situation souligne I’urgence de
découvrir de nouvelles molécules thérapeutiques efficaces.

De nombreuses espéces végétales ont été utilisées a des fins médicinales par les peuples
aborigénes d’Australie. Toutefois, peu d’entre elles ont fait 1’objet d’études scientifiques
approfondies portant sur leurs propriétés antimicrobiennes et antivirales. Il apparait donc
essentiel de consolider les connaissances empiriques par des données scientifiques robustes,
afin d’explorer le potentiel pharmacologique de ces plantes traditionnelles.

Une étude récente a mis en évidence les propriétés antivirales de certains extraits issus de
plantes médicinales australiennes utilisées pour le traitement de symptomes infectieux. Afin de
compléter ces résultats, la présente étude s’est attachée a évaluer les propriétés antibactériennes
de ces extraits. L’activit¢ antibactérienne a été testée sur huit souches bactériennes
d’importance médicale, comprenant quatre bactéries Gram-positives (Bacillus cereus,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus et Streptococcus pyogenes) et quatre bactéries
Gram-négatives (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et
Salmonella typhimurium).

Au total, cinquante-six extraits éthanoliques, obtenus a partir de différentes parties de 39 plantes
utilisées en médecine traditionnelle aborigéne australienne, ont ét¢ évalués a 1’aide de la
méthode de diffusion en gélose. Douze extraits ont montré une activité inhibitrice contre au
moins une souche bactérienne, et cinq d’entre eux ont démontré une activité a large spectre
contre les bactéries Gram-positives. La souche Bacillus cereus s’est révélée la plus sensible,
tous les extraits actifs montrant une inhibition contre cette espéce. Les extraits de feuilles
appartenant au genre Eremophila (famille des Myoporaceae) se sont distingués par leur forte
activité antibactérienne, en particulier Eremophila duttonii, qui a présenté la plus grande
efficacité contre les souches Gram-positives. Des ¢tudes de croissance temporelle ont été
menées pour approfondir 1’évaluation des effets antibactériens de E. duttonii. Ces tests ont
révélé une inhibition significative de la croissance bactérienne dans un délai d’une heure pour
B. cereus, E. faecalis et S. aureus, et de deux heures pour S. pyogenes, lorsque les cultures

¢taient incubées en présence de 1’extrait [16].
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1.6.3. Activités anti-inflammatoires

L'inflammation est une réponse biologique complexe des tissus vasculaires a divers
agents agressifs, tels que les pathogenes, les irritants ou les cellules endommagées. Elle peut
étre classée en deux formes : aigué ou chronique. Cette réaction implique une cascade
d’événements biochimiques mobilisant le systéme vasculaire local, le systtme immunitaire,
ainsi que différents types cellulaires présents dans les tissus affectés. L’inflammation aigué
constitue la premicre réponse de I’organisme. Elle se manifeste par une augmentation de la
perméabilité vasculaire et par la migration des cellules immunitaires innées, telles que les
neutrophiles et les macrophages, du sang vers le site de la Iésion. En revanche, I’inflammation
chronique se caractérise par un processus évolutif, marqué par un changement dans la nature
des cellules impliquées au niveau du foyer inflammatoire, ainsi que par une coexistence de
phénomenes de destruction tissulaire et de réparation.

Face a la nécessité de découvrir de nouveaux agents anti-inflammatoires, des efforts
considérables ont été déployés pour développer des composés efficaces dans le traitement de
I’inflammation. Ce processus pathologique altére considérablement la qualité de vie et réduit la
productivité globale, engendrant des pertes économiques substantielles.

La présente revue s’intéresse a I’activité anti-inflammatoire de 32 monoterpénes bioactifs
présents dans les huiles essentielles. Les données recueillies mettent en évidence le potentiel
pharmacologique de ces composés naturels en tant qu'agents thérapeutiques anti-
inflammatoires. Les monoterpénes ¢tudiés ont démontré une activité anti-inflammatoire
significative dans divers modeles expérimentaux liés a I’inflammation.

Les résultats soulignent le rdle essentiel des monoterpenes dans [’activité anti-
inflammatoire de nombreuses plantes médicinales et aromatiques. Ce potentiel thérapeutique
suggere que ces composeés pourraient constituer une base prometteuse pour le développement
de nouveaux médicaments. De ce fait, ils devraient susciter I’intérét accru des chercheurs et des
industries pharmaceutiques pour des investigations cliniques approfondies et d’autres
applications thérapeutiques ciblant les pathologies inflammatoires [17]. La recherche de
médicaments alternatifs capables d’interférer efficacement avec les processus inflammatoires
constitue aujourd’hui une priorité en pharmacologie, notamment dans 1’objectif de limiter les
effets secondaires associés aux traitements conventionnels. Les huiles essentielles représentent
une source prometteuse de telles substances, car leurs constituants actifs présentent une large
gamme de propriétés pharmacologiques, incluant une activité anti-inflammatoire significative.

Cette revue propose un apergu des effets anti-inflammatoires exercés par les
phénylpropanoides présents dans les huiles essentielles, en abordant les mécanismes d'action
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potentiels mis en évidence a travers différents modeles expérimentaux. Les huiles essentielles
sont des composés volatils naturels, fortement odorants, produits par les plantes aromatiques en
tant que métabolites secondaires. Elles se composent de mélanges complexes de substances
présentes en proportions variables, principalement des constituants terpéniques et
phénylpropanoidiques.

Historiquement, les huiles essentielles ont été utilisées a des fins médicinales diverses,
allant du traitement des affections cutanées a celui de certaines formes de cancer. Elles sont
¢galement reconnues pour leurs propriétés antimicrobiennes, anti-inflammatoires, sédatives et
analgésiques.

Les phénylpropanoides forment une vaste classe de composés organiques produits par les
plantes en réponse a divers stress, tels que les infections, les radiations ultraviolettes, les
blessures ou les attaques d’herbivores. Ils sont synthétisés a partir de la phénylalanine, un acide
aminé qui est d’abord transformé en acide cinnamique. La réduction du groupe carboxyle de ce
dernier conduit a la formation d’aldéhydes (comme le cinnamaldéhyde), puis, par réduction
supplémentaire, a des monolignols tels que les phénylpropénes (par exemple, 1’eugénol ou le
safrole).

Les phénylpropanoides, qu’ils soient d’origine naturelle ou synthétique, sont
actuellement utilisés pour leurs propriétés pharmacologiques diverses. Ils suscitent un intérét
croissant dans le cadre de la recherche de nouveaux agents anti-inflammatoires, en particulier
ceux d’origine végétale. Les données présentées dans cette revue soulignent le rdle potentiel
des phénylpropanoides comme substances actives dans le traitement de I’inflammation.

Les publications scientifiques existantes rapportent I’implication des phénylpropanoides
dans divers mécanismes d’action, notamment I’immunomodulation et la suppression de la
réponse inflammatoire, démontrée a travers des études in vitro et in vivo. Des recherches
complémentaires, notamment des essais cliniques, sont nécessaires afin de valider leur
efficacité et leur sécurité¢ d'utilisation comme agents thérapeutiques dans le traitement des
maladies inflammatoires [18]. Suite a 1'examen de diverses études sur les supramoléculaires et
la microencapsulation, 1'idée nous est venue de fusionner différents agents actifs et d'observer
les modifications susceptibles d'apparaitre dans leurs caractéristiques et leurs activités

biologiques.
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CHAPITRE II : PARTIE EXPERIMENTALE

II.1. INTRODUCTION :

Dans le cadre de ce travail, nous visons a synthétiser et caractériser plusieurs
supramolécules résultant de la combinaison rationnelle de différents agents actifs. Par la suite,
nous procéderons a la formulation de microparticules chargées en principes actifs. Ces systémes
seront évalués a travers des tests biologiques afin d'étudier leur efficacité, et une analyse
cinétique sera réalisée a partir des microspheres obtenues afin de mieux comprendre le profil

de libération des composés encapsulés.
I1.2. PRODUITS UTILISES

Amoxicilline : L'amoxicilline est une aminopénicilline crée en ajoutant un groupe amino
supplémentaire a la pénicilline pour lutter contre la résistance aux antibiotiques. Il est indiqué
pour le traitement des infections causées par des isolats sensibles de bactéries sélectionnées,
spécifiquement celles qui sont négatives pour la béta-lactamase, y compris les infections de
l'oreille, du nez et de la gorge, les infections des voies respiratoires inférieures et des voies
urinaires, la sinusite bactérienne aigué, ainsi que les infections de la peau et des structures [1].
L'amoxicilline est efficace contre une large gamme de bactéries a Gram positif, offrant une
couverture supplémentaire contre certains organismes a Gram négatif par rapport a la

pénicilline [1]. Ce produit est fourni par thermo scientific.
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Figure II.1 Structure Chimique de I’amoxicilline.

Ampicilline : L'ajout d'un groupe amino a la molécule de benzylpénicilline a abouti a la
création de I'ampicilline, un médicament a spectre d'activité élargi [2].

Ampicilline est un antibiotique de B-lactam avec un large spectre d'activité antibactérienne
contre les bactéries Gram-positives, Gram-négatives et anaérobies [3]. Ce produit est fourni par

thermo scientific.
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NH-
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Figure I1.2 : Structure Chimique de I’ampicilline

Acide niflumique : L'acide niflumique (NA), un anti-inflammatoire non stéroidien [4]. Il traite
les maladies rhumatoides inflammatoires et soulage les douleurs aigués. Il est utilis¢ pendant la

période des douleurs et apres les chirurgies [5]. Ce produit est fourni par SIGMA.

O~_ _OH
F F H
F N|\
N._ _—

Figure I1.3 : Structure Chimique de 1’acide niflumique.

Chloramphénicol : Le chloramphénicol est un agent antimicrobien utilis¢é rarement
aujourd'hui aux Etats-Unis en raison de ses effets indésirables associés. A une époque, il était
salué comme un agent a large spectre trés efficace contre de nombreuses bactéries a Gram
positif et a Gram négatif, les spirochétes, les chlamydiae et les rickettsies. Le chloramphénicol
a joué un role majeur dans le traitement de la méningite causée par Haemophilus influenzae,
Streptococcus pneumoniae et Neisseria meningitidis en raison de son activité bactéricide contre
ces organismes et de sa capacité a atteindre des concentrations élevées dans le liquide

céphalorachidien [6]. Ce produit est fourni par thermo scientific.

Figure I1.4 : Structure Chimique de chloramphénicol.
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e Diclofenac : hikma

® Acétone : extra pure, MERCK.

e Ethanol : pureté¢ 96% vol, BDH CHEMICALS

e Chloroforme : pureté > 99.8%

e Dichlorométhane : BIOCHEM

e Diméthylsulfoxyde: Supelco

e Méthanol : pureté > 99.7%, Riedel-de Haén

e Tween 80 : SIGMA

e Ethylcellulose : éthoxylé a 48% provenant de Flucka analytical (USA)
® Chlorure de sodium : M= 58.44 g/mol, BIOCHEM CHEMOPHARMA
e Acide chlorhydrique 36,5-38% : Honeywell /Fluka

e 2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle : SPECILAB

® Sérum bovine albumin

® Solution Tampon au phosphate : IDEAL LABO

e Les milieux biologiques utilisés sont : Gélose Mueller-Hinton, Gélose nutritive,

Gélose Chapman, Gélose EMB.

I1.3. PREPARATION DES SUPRAMOLECULES

Dans ce cadre expérimental, trois supramolécules (S1, S2 et S3) ont été élaborées a partir
de deux principes actifs différents. Pour cela, 0,5 g de chacun des principes actifs a été placé
dans un bécher et dissous dans 10 mL d'eau. On soumet le mélange a un rayonnement micro-

ondes pendant une durée de 10 minutes, et on obtient alors une poudre, qui est la supramolécule.

Tableau II.1 : Les compositions des supramolécules

Code Composition

S1 0,5g Amoxicilline+0,5g Ampicilline

S2 0,5g Amoxiciline+0,5g Acide niflumique
S3 0,5g Amoxicilline+0,5g Chloramphénicol
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Figure IL.5 : La micro-onde utilisée pendant la préparation des supramolécules.
I1.4. PREPARATION DES MICROSPHERES

On prépare deux lots de microparticules chargées d’amoxicilline seul et de S1 par
méthode d'évaporation de solvant. Pour cela, deux solutions ont été préparées « une phase
organique et une phase aqueuse ». Cette technique se base sur 1’émulsion de ces phases, ou la
phase organique sera dispersée sous forme de gouttelettes huileuses dans la phase continue sous
une agitation mécanique (750 tours/min), le solvant volatil s’évapore et les gouttelettes se
solidifie, a la fin les microspheéres sont récupérées par filtration et lavage a plusieurs fois par
I’eau distillé.

Tableau IL.2 : Les compositions des microspheres
Code Phase organique Phase aqueuse
0,5g d’amoxicilline + 1g 50mL d’eau distillé + 1% de
MS1 d’éthylcellulose + 60mL de  tween 80.
dichlorométhane.
0,5gde S1+1g
MS2 d’éthylcellulose + 60mL de

dichlorométhane.
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Figure I1.6 : Le montage utilisé dans la préparation des microspheres
IL.5. TECHNIQUES DE CARACTERISATION

Les supramolécules et les particules préparées seront ensuite soumises a diverses
méthodes de caractérisation, telles que décrites ci-dessous :

» Analyse par UV-Visible : Un spectrophotométre UV-vis (UV1650PC-SHIMADZU)
équipé d'une cuve en quartz d'une longueur de trajet de 1 mm a été utilisé. Cette analyse
a été effectuée au Laboratoire de Synthese et Catalyse de 1’Université IBN Khaldoun —
Tiaret.

» Test de solubilité : On a testé la solubilité des agents actifs et supramolécules dans un
ensemble de solvants.

» Détermination de la quantité d'agent actif encapsulé : La quantité d'agent actif
encapsulé dans les microspheres a été évaluée par la méthode d'extraction dans un
solvant appropri¢ pendant une durée suffisante pour la solubilisation (0,1 g de
microspheres introduits dans 100 mL de pH=1,2/méthanol (30/70) sous agitation
pendant 48 heures). Ensuite, la solution obtenue a été analysée par spectrophotométrie
UV-VIS pour calculer la masse de I'agent actif extrait des microcapsules. Le rendement

(Rdt%) et la teneur en microencapsulation (%) sont définis par les équations suivantes

Rdt% = (mpa extrait/ my, initial) * 100 (1)

Teneur% = (mpa extrait/ m p-capsules) *100 (2)
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» Distribution de taille : La connaissance de la taille et la distribution en taille des
particules sont essentielle pour la description des systémes d'émulsion, les suspensions,
et les poudres. Cette caractéristique physique du systéme dépendante des conditions
opératoires de fabrication qui peut affecter les propriétés chimiques, physiques et
mécaniques du systéme de particules.

Si le systéme est constitué¢ de particules de méme taille, on parle d'un systéme
monodisperse. Dans le cas contraire, il s'agit d'un systéme polydispersé s'il est constitué
de particules de différentes tailles.
La taille des particules de forme sphérique est représentée par un diamétre moyen. La
littérature fait apparaitre plusieurs types de diametres calculés de différentes manieres
selon les techniques utilisées. Dans ce travail et pour caractériser la taille des
microparticules, on a utilisé trois diamétres moyens : en nombre, en surface et en masse.
Ces diametres seront calculés comme suit [7] :
Si:
- "1" est la classe des particules.

- "ni" nombre de particules de la classe

e Le diamétre moyen en nombre : est calculé a partir du dénombrement des particules de
méme diamétre, mathématiquement, il est défini par :

dio =X ni di/ X nj 3)

e Le diamétre moyen en surface (diametre de Sauter) : est calculé a partir du
dénombrement des particules de méme surface, mathématiquement, il est défini par :

ds2 = X ni di¥/ X ni di? 4)

e Le diametre moyen en masse : est calculé a partir du dénombrement des particules de
méme masse, mathématiquement, il est défini par :

ds=Xnidi¥Xnidi# (5)
La polydispersité d'un systeme de microparticules est définie par le rapport du diamétre

moyen en masse sur le diametre moyen en nombre :

Dispersion = d43/d10 (6)
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. . s une di . 3 1 - plus s'éloi unité
Un systéeme monodisperse correspond a une dispersion égale a 1 ; plus s'éloigne de 1'unité,

plus le systeme devient polydispersé.

> Analyse par Dinfrarouge : Au sein du laboratoire de I’Universit¢ d’Oran, le
spectrometre d’infrarouge (FTIR-8400) a ¢ét¢ employé afin d'identifier les bandes
caractéristiques de nos produits dans la plage de nombres d'onde allant de 400 a 4000

cm’!

> Analyse par DRX : Cette technique, utilisée pour caractériser les matériaux cristallisés,
offre un accés a de nombreuses informations. Elle permet notamment d'identifier les
composés cristallins présents dans le matériau ainsi que leur forme cristallographique.
Elle fournit des informations sur la structure, les phases, les orientations privilégi¢es du
cristal et d'autres parameétres structurels tels que la taille moyenne des grains, la tension
et les défauts des cristaux. Cette analyse a été réalisée au Laboratoire de Synthése et
Catalyse de I’Université IBN Khaldoun — Tiaret a I'aide d'un appareil (Rigaku-Mini Flex
600).

> Analyse par microscope optique : Nos échantillons ont été photographiés par un
microscope optique (type OPTICA Axiome 7000) dans le Laboratoire des
Reproductions des animaux de la ferme. Ce microscope est li¢ a un logiciel qui

détermine la taille des microsphéres.

I1.6. CINETIQUE DE LIBERATION

I1.6.1. Préparation des milieux reconstitués :

On crée un environnement physiologique semblable a celui du systeme digestif, avec un

pH de 1,2, conformément aux standards établis par la pharmacopée américaine (U.S.P.).

I1.6.2. Etude cinétique de la libération :

La cinétique de libération a été réalisée dans le milieu physiologique reconstitué a
T=37°C, pour cela 0,1g de microspheres (MS1 ou MS2) a ét¢ immergée dans 100mL de
pH=1,2. Le suivi a été fait par des prélévements de 1mL chaque instant. Ces volumes ont été
ensuite dilués a 10mL par le méme milieu d’étude et analysés par spectroscopie UV-visible a

Amax de I’agent actif pour mesurer sa concentration.
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milieu

Filtre
physiologique
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Figure I1.7 : Dispositif expérimental de la libération du principe actif.
e Recherche de A max :
La valeur de la longueur d’onde a été déterminée en faisant le spectre U.V d’une solution
de I’agent actif dans le milieu (pH=1,2) a une concentration de 10~ mol/L.
La valeur de A max ainsi trouvée (A max = 228nm pour I’amoxicilline et A max = 203nm

pour I’ampicilline) est maintenue constante pour suivre le relargage du principe actif étudié.

Abs

Z 200,0 ‘ 275,0 x (nm)
nave

length (nm.

Figure IL1.8 : Le spectre d’absorption d’amoxicilline dans le milieu pH=1.2.

e La courbe d’étalonnage d’AMO :
La Densité Optique (D.O) ou I’Absorbance (A) et la concentration (mol/L) sont liées
par la loi de Béer- Lambert :
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(D.O) max = log (Imax/10) = €.1.C
(D.O) max =¢.l.C
Ou:
» Imax/I0 : est la transmittance.
> & le coefficient d’absorption spécifique (L.cm™. mole™).

> C :la concentration en mol/l de la solution.

» 1:lalongueur de la cellule en quartz (1cm).

A partir de 5 solutions de concentrations connues, il est possible de tracer la droite
d’étalonnage, permettant de déterminer la valeur de € de AMO.

La valeur de € correspond a la valeur de la tangente de la droite (D.O) max = f(C). La
valeur du coefficient d’absorption spécifique trouvée est : 1254.54 L.cm™.mole” pour
I’amoxicilline et 3873,7 L.cm™. mole™ pour I’ampicilline.

La figure IL1.9 ci-dessous présente la courbe d’étalonnage d’amoxicilline tracée :

(0.0 benax

L

0.18 1 (D.0)pa,= 1254.54C + 0,0029 »

-
0.16 RZ=0,9951 -

014 - »

0,12 - T

0.1

0,08 *

0,06 - -

0,04 - ./‘-"'

00z | C{M/L)
o0 & T T r

0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012

Figure I1.9 : La courbe d’étalonnage de AMO.

e Détermination de la masse et le pourcentage du PA libéré :
La masse du principe actif libérée (mt) a chaque instant t est calculée en utilisant
I’équation suivante :
mt =DO. Vp. VeM / €. V. | 7

Avec :

» Vp : volume du prélévement (ImL) ;

» Vf:volume de la solution apres dilution (10mL) ;

» VF : volume de la solution restante dans le flacon aprés chaque prélévement ;

> M : masse molaire du PA.
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» Le pourcentage du PA libéré (% Pa) est déterminé en appliquant cette loi :
% Pa = (mt/mi).100
Avec mi est la masse initiale en PA contenu dans la masse des microspheres choisies pour

I’étude de la cinétique du relargage (0,1g).

I1.7. TEST BIOLOGIQUE

I1.7.1. Test antibiotique :

Nous avons effectué des tests sur les agents actifs, les supramolécules et les microsphéres
afin d'examiner leurs propriétés antibactériennes. Ces recherches ont ét¢ menées dans le
laboratoire d'hygi¢ne et de pathologie animale (Institut des sciences vétérinaires) a Tiaret, en
utilisant des bactéries a gram positif (Staphylococcus) et a gram négatif (Escherichia Coli),
selon le protocole indiqué ci-dessous :

> Préparations des souches :

Initialement, On place les souches dans un incubateur dans une durée de 30min-2h a 37
°C pour les stimuler. Les étapes de préparation sont décrites comme suit :

Milieu de culture : Nous optons pour la gélose nutritive (GN), ce milieu est élaboré dans un
bécher en mélangeant la poudre de GN (14 g) avec 500 mL d'eau distillée, conformément aux
instructions indiquées sur le contenant.

Ce mélange est agité et chauffé¢ (100-200 °C) jusqu’a 1’ébullition par un agitateur magnétique
chauffant. Ensuite, le milieu préparé est versé dans des bouteilles de verre stériles, et on les
stérilise dans I’autoclave a 121 °C pendant 15 min.

Pour le test, on verse le milieu stérile dans les boites de pétri (jusqu’a la moitié€ a peu pres) qui

sont a coté de flammes (environnement stérile).

Figure I1.10 : Préparation de milieu de culture.
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Figure II.11 : Le milieu stérile dans les boites de pétri

Ensemencement : On introduit un écouvillon stérile dans le tube de souche et on l'applique sur
les plaques de pétrie en effectuant un mouvement en zigzag.

Incubation : Nous plagons les boites de Pétri dans 'incubateur pour une durée de 24 heures.
Coloration en gramme : Positionnons une boite de Pétri a proximité du bec Bunsen, utilisant
une pipette Pasteur aseptisée, prélevons un échantillon de bactéries de la boite et plagons-le sur
une lamelle en ajoutant une goutte d'eau. Par la suite, on souléve cette lame au-dessus d'un bec
Bunsen jusqu'a évaporation de I'eau, puis on la soumet a la flamme trois fois afin de fixer la
souche. Puis, on incorpore les réactifs dans l'ordre suivant, en les maintenant chacun pour une
minute avant de les rincer a l'eau, sauf l'alcool qu'on conserve pendant 20 minutes. On
positionne la lame sur laquelle on dépose une goutte d'huile d'immersion pour 1'examiner au

microscope et ainsi observer les bactéries.

Figure I1.13 : Analyse par microscope
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Repiquage : 1l s'agit d'un ensemencement visant a produire une bactérie jeune. Ce repiquage
est réalisé¢ dans un milieu de culture sélectif (Gélose Chapman pour la bactérie Staphylococcus
27,75g/250mL et Gélose E.M.B pour la bactérie E. Coli 9g/250mL) afin d'assurer la croissance

des bactéries ciblées tout en prévenant toute contamination.

Figure I1.14 : Le repiquage dans les milieux sélectifs.

» Préparation de ’antibiogramme :
Milieu de culture : la gélose de Muller-Hinton est la plus utilisé pour les tests de sensibilité
aux antibiotiques. Ce milieu préparé avec la méme méthode présidant, on mélange 19g de
la poudre dans 500mL d’eau distillée (selon les instructions mentionnées sur le flacon).
Inoculum : On a prélevé une ou deux colonies de chaque souche et on les a mises dans des
tubes contenant de I’eau physiologique (0,9 % NaCl), puis elles ont été bien homogénéisées a
I’aide d’un Vortex et analysées dans un spectrophotometre UV-visible (A = 625 nm) afin de
préparer des suspensions ayant une turbidité équivalente a [0,08-0,13] McFarland.
Ensemencement : [.’ensemencement consiste a utiliser un écouvillon stérile plongé dans une
suspension bactérienne standardisée pour ensemencer toute la surface gélosée de haut en bas,
avec des stries étroitement espacées. Il faut effectuer cette procédure deux fois, en faisant
pivoter la boite pétrie de 60° a chaque fois, et terminer en s'écouvillon le long du bord de la
gélose.
Application des disques : On met trois disques de chaque agents actif, supramolécules,
microsphere, et le polymere dans une boite de Pétri. Dans ces boites, on écrit le nom du disque
et le nom de la bactérie. Puis on les place dans I'incubateur pendant 24 heures, puis on mesure

les diamétres des cercles d'inhibition des bactéries avec un pied a coulisse.
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Figure I1.15 : Les disques des agents actifs dans les boites de pétri.

11.7.2. Test anti inflammatoire :

L’activité anti-inflammatoire est évaluée in vitro par la capacité d’un composé a inhiber
la dénaturation thermique de I’albumine sérique bovine (BSA). Ce test repose sur le principe
selon lequel certains agents inflammatoires provoquent la dénaturation des protéines, un
phénomene également observé lors de réactions inflammatoires in vivo. Ainsi, la stabilisation
de la structure native de la BSA en conditions thermiques élevées constitue un indicateur de
I’effet anti-inflammatoire potentiel d’une molécule. Une inhibition significative de la
dénaturation de la BSA suggere une capacité du composé a prévenir ou atténuer les altérations
protéiques associées a I’inflammation [8]. Ce test se compose de quatre étapes :

e Préparation des solutions (échantillons testés) : Dans un tube a essai, introduire 0,1 mL
de la solution du produit a tester (agents actifs et supramolécules) et 0,9 mL de la
solution de BSA a 5 %.

e Préparation des solutions (contrdle de la BSA) : Dans un tube a essai, introduire 0,1 mL
d’eau distillée et 0,9 mL de la solution de BSA.

Aprées la préparation des solutions, les tubes sont placés dans un incubateur a 37 °C
pendant 20 minutes, puis a 57 °C pendant 3 minutes pour induire la dénaturation de la BSA.
Ensuite, on laisse les tubes refroidir a température ambiante, puis on ajoute 2,5 mL de solution
tampon phosphate a chaque tube.

Enfin, les échantillons sont analysés par spectrophotométrie UV-Visible a A =416 nm, et

le pourcentage d’inhibition (%) de la dénaturation est calculé par I’équation suivante :

1% = (A= AT)/ ) 00
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AT : Absorbance de I’échantillon testé

AC : Absorbance de controle

11.7.3. Test antioxydant :

L’activité antioxydante d un composé peut étre €valuée in vitro a 1’aide du test au radical
DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle), une méthode simple, rapide et largement utilisée [9].
Ce test repose sur la réduction du radical libre stable DPPHe en présence d’un antioxydant.
Cette réduction se manifeste par un changement de couleur, allant du violet foncé au jaune pale,
mesurable par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 517 nm. La diminution de
I’absorbance est proportionnelle a la capacité de 1’échantillon a piéger les radicaux libres.

Dans cette expérience, une solution de DPPH (0,04mg/mL) est préparée dans du
méthanol. Les échantillons a tester sont dilués a différentes concentrations. Un volume égal a 1
mL de la solution de DPPH est mélangé a 1 mL de chaque dilution d’échantillon, puis incubé
a I’obscurité pendant 30 minutes a température ambiante.

L’absorbance des mélanges est ensuite mesurée a 517 nm a ['aide d’un

spectrophotometre. Le pourcentage d’inhibition est calculé a ’aide de la formule suivante :

1% = [(AC - AT) / AC] % 100
AC Absorbance de la solution contrdle (DPPH)

AT Absorbance de la solution test
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CHAPITRE III : RESULTATS ET DISCUSSIONS

HI.1. INTRODUCTION

Cette partie présente les principaux résultats obtenus au cours de notre étude, suivis de
leur analyse et de leur interprétation. L’objectif est de mettre en évidence les éléments
significatifs, de les confronter aux hypothéses de départ, et de les comparer aux données
disponibles dans la littérature scientifique. Cette analyse critique permet de mieux comprendre
les implications des résultats et de situer notre travail dans le contexte plus large de la recherche

dans ce domaine.

II1.2. CARACTERISATION DES SUPRAMOLECULES
IIL.2.1. Caractérisation UV-Visible :

Ce spectre UV-visible correspond vraisemblablement a I’amoxicilline dissoute dans le
DMSO, et il présente des caractéristiques typiques des composés aromatiques et contenant des
groupements conjugués. Un pic d’absorption intense apparait autour de 275 nm, avec une
absorbance maximale proche de 1,0. Ce pic est caractéristique des transitions w—a* des
doubles liaisons conjuguées, en particulier dans le noyau aromatique ou les groupements

amides/conjugués présents dans 1’amoxicilline.

Vu les spectres d’absorption d’ampicilline et du chloramphénicol classés en annexe, les
mémes remarques ont été notés ; pour le spectre d’absorption d’ampicilline dans le DMSO, le
pic caractéristique des transitions T—a* apparait autour 272 et pour le chloramphénicol, le pic

caractéristique des transitions a—7* apparait autour 279.
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Figure III.1 : Spectre d’absorption de I’amoxicilline dans le DMSO.
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Le spectre UV-visible présenté dans la figure III.2 correspond a I’acide niflumique
dissoute dans le DMSO, il montre un pic principal trés intense vers 290 nm (~3,0 d’absorbance),
Ce pic correspond a une transition m—n* tres intense dans le systeme aromatique conjugué
notamment les noyaux pyridine ou benzéne substitués de 1'acide niflumique. Une bande plus
large autour de 342 nm (~0.5—1,0 d’absorbance), Elle peut étre attribuée a des transitions n—n*
ou a une extension de conjugaison dans la molécule, comme entre le noyau aromatique et les

groupements carboxyliques ou trifluorométhylés.
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Figure II1.2 : Spectre d’absorption de I’acide niflumique.

Dans la figure II1.3, on présente le spectre d’absorption de S1, alors que le spectre
d'absorption de S3 est classé en annexe, les deux spectres montrent clairement une bande
intense d’absorption qui est différente des bandes initiales de chaque principe actif. A 274nm
et 280 apparaissent les bandes caractéristiques du S1 et S3 respectivement. On distingue que la
longueur d’onde du S1 se situe entre les deux longueurs d’onde des principes actifs, alors que
la bande du S3 se déplace vers le rouge (effet bathochrome). On peut déduire qu’il y a une

intéraction entre les principes actifs utilisés.
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Figure II1.3 : Spectre d’absorption de S1

Concernant la figure I11.4, elle représente le spectre d'absorption de S2, elle indique une
bande intense d'absorption a 289 nm et une autre plus large a 339 nm. La bande intense est
positionnée entre les deux longueurs d'onde de principe actif, tandis que la bande large se
déplace vers le bleu (effet hypsochrome), ce changement confirme I’intéraction entre les

principes actifs étudiés.
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Figure I11.4 : Spectre d’absorption de S2.
II1.2.2. Test de solubilité :

On a effectué plusieurs tests de solubilité pour chaque produit afin de déterminer le

meilleur solvant commun. Les résultats sont classés dans le tableau suivant :
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Tableau III.1 : Résultats des tests de solubilité (++++ : soluble, ++ : peu soluble, ---- :

insoluble)
Solvants ) Diméthyl
prodiii Acétone | Ethanol | Eau | Chloroforme | Dichlométhane sulfoxyde
Amoxicilline ++ ++ - — ++ ++++
Ampicilline ++ ++ ++ ++ ++ -+
Acide niflumique -+ -+ T+
Chloramphénicol - - — — - Tt
S1 (AMO+AMP) ++ ++ ++ ++ — F+++
S2 (AMO+AN) ++ ++ ++ et
S3 (AMO+CAP) ++ -+ -+ 4+

I11.2.3. Spectre FTIR :

L’analyse FTIR a été utilisée pour caractériser et confirmer la présence d’interactions

entre les constituants des supramolécules. La figure IIL.5 présente le spectre FTIR de

I’amoxicilline, tandis que les spectres des autres principes actifs sont fournis en annexe. Le

spectre montre des bandes fines, intenses et moyennement intenses, indiquant la présence de

plusieurs groupements fonctionnels caractéristiques.
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Figure IILS5 : Spectre FTIR d’amoxicilline.
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Tableau IIL.2 : Les bandes caractéristiques des principes actifs étudiés.

Molécules

Les bandes caractéristiques

Amoxicilline

La déformation S-C apparait 2 2090cm ™! et les fonctions amines apparaissent a 3450-3500
cm !

Une bande intense apparait & 1750cm™, correspondant a la vibration d’élongation du
groupement C=0 du cycle B-lactame et une bande situé¢e a 1690cm™attribuée a 1’¢longation
du groupement amide (C=0).

La présence du groupe amine primaire est confirmée par une bande a 1620 cm™,
correspondant a la vibration de déformation de la liaison N—H.

Une bande moyennement intense entre 1600 cm™ sont associées aux vibrations de C-C
aromatique,

Une bande située a 1390 cm™ sont dues a la déformation symétrique du groupe méthyle
(CH3). La liaison C—N de I’amide apparait a 1250cm™,

La bande apparait a 1150 cm™ indiquent la présence de liaisons C—0O, issue de la fonction
alcool. Les bandes situées a 700 et 800 cm™ correspondent aux vibrations hors plan du
cycle aromatique.

Ampicilline

La déformation S-C apparait a 2085cm—1 et les fonctions amines apparaissent a 3450-3550
cm !, Une bande forte observée a 1750 cm™ correspond a la vibration d’élongation du
groupement carbonyle (C=0) du cycle -lactame.

Une bande bien définie a 1680 cm™ est attribuée au groupement amide (C=O) présent dans
la chaine latérale.

La présence du groupe amine primaire confirmée par une bande de déformation N-H vers
1620 cm™!, accompagnée de vibrations associées autour de 3300 cm™, dues aux liaisons N—
H en élongation (souvent sous forme de double bande pour les amines primaires).

Les vibrations de C-C aromatique située a 1600cm’".

Une bande a 1320 cm™ correspond a la déformation du groupe méthyle (CHz). Une bande
située a 1260 cm™" est assignée a la vibration C—N de la liaison amide. Une bande a 1100
cm™! indique la vibration C-O, li¢e a la fonction alcool ou acide carboxylique.

Des bandes dans la région 700—-800 cm™ correspondent aux vibrations hors plan du noyau
aromatique.

Acide niflumique

Une bande intense vers 1660 cm™ est attribuée a la vibration d’élongation du groupement
carbonyle (C=0) de I’acide carboxylique.

Des bandes situées entre 1600 cm™ correspondent aux vibrations du cycle aromatique
Une bande a 3300 cm™ indique la présence de la liaison O—H acide.

Une bande secondaire apparait vers1230 cm™ (liaison C-F) et des bandes apparaissent a
780 et 900 cm™!, attribuées aux vibrations hors plan des hydrogénes aromatiques.

Chloramphénicol

Une bande forte autour de 1680 cm™ est associée a la vibration d’¢élongation du groupement
carbonyle (C=0) de I'amide.

La liaison N—H de I’amide donne lieu a une bande large a 3200 cm™. Le groupe hydroxyle
(O—H) du chloramphénicol apparait également sous forme de bande large dans cette méme
région.

Des bandes vers 1600 cm™ correspondent aux vibrations du cycle aromatique, tandis qu'une
bande nette a 1045 cm™! est attribuée aux vibrations C—O (alcool). Des bandes entre 800 et
900 cm™ traduisent les vibrations hors plan du cycle aromatique substitué.
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Dans la figure III.6, les spectres de supramolécule « amoxicilline-ampicilline » et
mélange physique sont présentés, on observe qu’il existe une diminution totale de I’intensité
des bandes caractéristiques et un léger décalage de la majorité des pics.

La formation d’une supramolécule modifie I’environnement chimique des groupements
fonctionnels tels que la bande de nombre d’onde 3300 cm™ qui correspond a la liaison OH, la
bande de nombre d’onde de 1750 cm™! qui correspond a la liaison C=0, les bandes de nombre
d’onde 1550 cm™ et 1500 cm! de la liaison C=0 et C=C, la bande de 1260 cm™! qui correspond
a la liaison C-O et les bandes de nombre d’onde 1320 cm™ ,1100 cm, 600 cm™ qui
correspondent respectivement a les liaisons C-O, C-N et C-H. Les décalages de ces bandes
(surtout C=0, N-H, C—N) montrent clairement que les groupes fonctionnels actifs (COOH,
NH;, amide) participent a des liaisons intermoléculaires dans la supramolécule. Ainsi, la région
1500-1600 cm™ suggere wune altération des groupes NH, et COOH de
I’amoxicilline/ampicilline, ce qui est typique lors d’associations supramoléculaires. Ces
modifications indiquent des interactions intermoléculaires (liaisons hydrogene, interactions m—

T ou ioniques).
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Figure I1L.6 : Spectre FTIR de supramolécule S1 (amo+amp) et mélange physique.

Les spectres FTIR de S2 « amoxicilline-acide niflumique » et le mélange physique sont
présentés dans la figure III.7. Un changement notable dans I’intensité et I’emplacement des
bandes caractéristiques. Un décalage de la bande carbonyle (C=O, 1660cm™) est lié
typiquement d’une formation de liaisons hydrogeéne, preuve d’un réseau supramoléculaire et un
¢largissement de la bande OH/NH qui est un marqueur fort d'interactions intermoléculaires. Les

changements dans la zone 10001500 cm™ traduisent une réorganisation des liaisons C—N, C—
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O, et aromatiques, probablement impliquées dans la structure de la supramolécule, on peut
déduire que ces changements confirment que des liaisons sont produites entre les principes

actifs étudiés.
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Figure IIL.7 : Spectre FTIR de S2 (AMO+AN) et le mélange physique

Les spectres de supramolécule S3 « amoxicilline-chloramphénicol » et de mélange
physique sont présentés dans figure IIL.8, ou ils démontrent des changements notables et
variables dans 1’intensité et les valeurs des bandes caractéristiques. Déplacement de la bande
(C=0, 1700cm™) d’acide carboxylique et de la bande amide qui signifie la présence des liaison
H avec NH, /OH. Ces interactions intermoléculaires réduit de la liberté de rotation aromatique
et Réorganisation stérique locale, ces changements justifient la présence des interactions entre

les principes actifs utilisés.
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Figure I1L.8 : Spectres FTIR S3 (AMO+chloramphénicol) et le mélange physique
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I11.2.4. Spectre DRX :

Sur la figure II1.9, on présente le diffractogramme d’amoxicilline, les autres

diffractogrammes des principes actifs sont présentés en annexe. La structure cristalline des

principes actifs étudiés est confirmée par la présence des pics intenses et fines qui apparaissent

dans chaque diffractogramme. Ces pics sont bien identifiés et classés dans le tableau II1.3 :

Tableau II1.3 : Les pics caractéristiques en DRX des principes actifs étudiés

Code | 26°
AMO | 2.22°;8.88°;10.55°;12.22°;14.44° ;16.11° ;17.22° ;18.33° ;19 ;44° ;22.77° ;23.33°;
25.55°:;26.55° ;28.33°;29.44° ;31.66° ;32.77°.
AMP | 8.18°:;14.09° ;14.54° ;15.45° ;16.36° ;16.81° ;20° ;21.36° ;22.27° ;22.72° ;25.45° ;
28.63°:;29.54° ;32.27° ; 34.09° ;39.09°.
AN 7.72° ;11.36° ;12.95° ;16.36° ;20.90° ;21.36° ;23.18° ;23.63° ;24.77° ;25.90° ;28.63°
:36.81°.
CA 2.27°:7.72°:;10.90° ;11.81° ;12.27° ;14.09° ;15.90° ;17.72° ;19.09° ;20° ;20.45° ;20.
90° ;22.27° ; 24.09° ;26.36° ;27.72° ;28.63° ;30.45° ; 31.81° ;33.18° ;40.45° ;41.81.
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Figure I11.9 : Le diffractogramme d’amoxicilline
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Dans la figure I11.10, les diffractogrammes du mélange physique et S1 sont présentés, ils
ont été analysés et comparés. Des changements remarquables ont été notés dans la forme des
pics caractéristiques tels que la diminution majoritaire des intensités et I’augmentation d’un pic
d’amoxicilline (206 = 16.11°). Ces changements confirment la présence d’intéraction entre les

principes actifs utilisés.

—— mélange physique
— S$1

1000 -

800

600

intensité

400 -

200 H

2théta °

Figure II1.10 : Diffractogramme de mélange physique (AMO+AMP) et de S1

La figure III.11 montre deux diffractogrammes, celui du mélange physique (amoxicilline
+ acide niflumique) et du S2, on observe une diminution d’intensité de la majorité des pics tels
que ceux d’acide niflumique (20 = 7.72°; 23.63°) et ceux d’amoxicilline (206 = 14.44°;

16.11°). Cette diminution signifiée I’existence d’intéraction entre les principes actifs.
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Figure I1L.11 : Diffractogramme de mélange physique (AMO+AN) et de S2

Les diffractogramme du mélange physique (Amoxicilline+Chloramphénicol) présente
une structure cristalline caractérisé par les pics intenses et fines alors que le S3 montre une
structure amorphe confirmant toujours I’intéraction entre les deux principes actifs (figure

11.12).
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Figure I11.12 : Diffractogramme de mélange physique (AMO+CA) et de S3.
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I11.3. CARACTERISATION DES MICROSPHERES

Les microspheéres préparées sont soumises a plusieurs méthodes de caractérisation afin de

déterminer le taux d’encapsulation, la morphologie et les diamétres.

I11.3.1. Taux d’encapsulation et distribution des tailles :

L'évaluation des diameétres des microparticules s'est faite grace a la méthode classique qui
utilise le microscope optique, de ce fait qu'en s'établissant sur les équations présentées au
chapitre II. Au départ, nous avons effectué un dénombrement des particules pour chaque
¢chantillon et les données recueillies ont été organisées dans une feuille de calcul Excel. Un
exemple de calcul a été donné dans le tableau suivant, et I’autre tableau est classé dans 1’annexe.

Dans la formulation, on a utilis¢ les mémes conditions opératoires pour les deux
préparations donc les deux distributions des tailles sont presque identiques. On note aussi que
les systémes obtenus sont polydispersés du fait que les valeurs de dispersions sont loin de 1.
Cette dispersion est confirmée par la forme des courbes de distribution qui ne sont pas
superposés. En vue des résultats de rendement classés dans le tableau, on obtient des valeurs
importantes qui dépasse les 50%. Ces résultats sont cohérents avec la littérature qui cite que

I”éthylcellulose donne lieu a un rendement élevé lors 1’encapsulation par évaporation de solvant

[1].

Tableau I11.4 : Taux d’encapsulation et distribution des tailles

Code Rdt% | Taux dio (um) | d32 (um) | d43(um) | Dispersion
d’encapsulation
%
MS1 | / 66,22 | 21,85 148 266 294 1.98
MS2 | AMO | 52,81 |8.,450 148 265 290 1.96
AMP | 71,35 | 11,42
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Tableau IIL5 : Résultats granulométriques des microsphéres Amoxicilline.

Classe | Centre | Effectif | ni*di | Fréquence | ni*di? Fréquence | ni*di® Fréquence | ni*di*
de ni en en en
I classe nombre% surface% masse%
di((pnm)
0-100 | 50 106 5300 | 42,57 2,65E+5 3,29 1,325E+7 0,62 6625000
100- | 150 71 10650 | 28,51 1,5975E+6 | 19,86 2,39625E+8 | 11,19 3,594375E+10
200
200- | 250 44 11000 | 17,67 2,75E+6 34,19 6,875E+8 32,11 17,1875E+10
300
300- | 350 28 9800 | 11,24 3,43E+6 42,65 12,005E+8 56,08 42,0175E+10
400
Somme | 249 36750 | 100 8,0425E+6 | 100 21,40875E+8 | 100 62,8656E+10
60 -
50 -
o 40 -
£ 20 - en surface
10 - \ en masse
0 \ \ \
0 100 200 300 400
Diamétre

I11.3.2. Caractérisation par MEB :

Figure II1.13 : Courbes de distribution des tailles de MS1

Les particules préparées sont soumises a une caractérisation par Microscope Electronique

a Balayage au niveau du CRAPC Laghouat, les images obtenues montrent des formes

irrégulieres avec une surface poreuse. Pour les particules chargées d’AMO (MS1) une surface

lisse est notée, alors que pour les MS2 une surface légeérement ridée, cela peut étre justifiée

principalement par le seul parameétre changé qui est 1’agent encapsulé, qui fait augmenter la
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viscosité de la phase organique et il est connu que ¢’est un paramétre important circonvenant la

morphologie des microparticules [2].

MS2
Figure II1.14 : Images MEB des MS1 et MS2

I11.3.3. Caractérisation par FTIR :

Les principales bandes observées dans le spectre infrarouge de 1’éthylcellulose, selon
Mouffok et al sont les suivant [3] :

e 3470 cm™ : bande large due a la vibration d’élongation de la liaison O-H, attribuée
aux hydroxyles résiduels présents dans la structure.

e 2970 cm™ : bande d’¢longation des liaisons C—H aliphatiques (groupes méthyle et
méthylene).

e 1375 em™ : bande associée a la déformation symétrique du groupe CHs.

e 1110-1050 cm™ : bande intense caractéristique des vibrations de la liaison C—O-C,

propre aux fonctions €ther présentes dans la chaine principale de 1’éthylcellulose.
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Le spectre FTIR des microsphéres (MS1) a été comparé¢ avec les spectres FTIR
d’Ethylcellulose et d'amoxicilline pure. Nous identifions une forte diminution de I’intensité
de bandes caractéristiques d’amoxicilline justifiée par I’enrobage de la matrice autours de
I’agent actif et est confirmé par la présence des bandes FTIR significatives d'AMO dans le
spectre des microsphéres aux longueurs d'ondes suivantes : La bande aromatique N—C
apparait & 1250 cm™, La vibration C=0 apparait & 1750 cm™!, La déformation S-C apparait a

2090cm ! et les fonctions amines apparaissent a 3450-3500 cm ™.

1,1 —
1,0 -
0,9
0,8 -

0,7 —

intensité

0,6 —
0,5 —
0,4 —
0,3 —

0,2 —

0,1

T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
nombre d'onde(cm-1)

Figure IIL.15 : Spectres FTIR de microsphére MS1.
Le spectre FTIR des microsphéeres (MS2) présenté dans la figure I11.16 apparait comme
la sommation des spectres FTIR de la supramolécule S1 et d'éthylcellulose, alors cette
analyse confirme la présence de S1 dans les microsphéres, en tirant les bandes
caractéristiques suivantes :
Les bandes caractéristiques dont les valeurs 1125 cm™,1275¢cm™* correspondent au C—
N, C-O.
Les liaisons S-C et la fonction alcool apparaissent respectivement a 2825cm™

3000cm ™.

U et
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Figure II1.16 : Spectre FTIR des microspheres MS2

I11.3.4. Caractérisation par DRX :

La figure II1.17 représente des diffractogramme de 1’amoxicilline, de 1'éthyle cellulose et
du MSI1. On trouve que la structure est cristalline pour 1’amoxicilline, semi-cristalline pour
I'éthylcellulose, et amorphe pour les microsphéres préparées. On peut déduire que la
microencapsulation se fait avec succes et que 1’amoxicilline est placé dans la partie amorphe

du polymeére lors de I’encapsulation [4].

1200 —+

—— AMO
4 EC
1000 - —— MS1
800 —
*
2
s 600 -
=
400 -
\uhlt"h "m l
200 - ' m J l
wkH il J l,‘hlll_lﬁ.‘a Al i /i
o T
o 40

2thétac

Figure I11.17: Les diffractogrammes d’AMO, EC et MS1
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Concernant la figure I11.18 qui présente les diffractogrammes du S1, EC et MS2, on note
que S1 a une structure cristalline, EC a une forme semi-cristalline et les microsphéres ont une

structure amorphe confirme la méme hypothese d’inclusion.

—— s1
1000 — |\E/|CS:2
800 —
] 600 —
= 400 - L
_ | S,
200 - ‘Wk ,%‘ w“ h‘“ lM
| I, ’LMMHM vWiV'\u,~ Al w J‘H'"‘ e Y. l' A n"'mﬂ,wg i A A s v
il
°3 o 7o
2théta °
Figure II1.18: Les diffractogrammes du S1, EC et MS2
II1.4. ETUDE CINETIQUE

On a réalisé les cinétiques de libération pour les deux microsphéres MS1 et MS2 dans le

pH=1,2. les courbes de libération obtenues sont présentées dans les figures II1.19 et I11.20 :

Pour les microparticules MS1, le taux de libération atteint les 50% apreés 200 min de
libération, on note que la cinétique est rapide au premier temps puis elle se ralentit jusqu’a

500min et probablement elle forme un palier de libération dans le reste du temps.

En ce qui concerne MS2, le mécanisme de libération forme un premier stade caractérisé
par une libération significative jusqu’a 500min, suivis probablement par une stabilisation de
taux libéré jusqu’a la fin de la cinétique. Dans cette formulation, On remarque que ’AMO
présente un pourcentage de libération élevé par rapport a I’AMP lors de la cinétique, cela peut

étre justifié par le rendement d’encapsulation.

45



CHAPITRE III : RESULTATS ET DISCUSSIONS
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Figure II1.19 : Pourcentage d’AMO libéré en fonction du temps a partir des microsphéres

dans un PH =1,2 et T=37°C

X o ® AMO
< 60 o

® AMP

0 500 1000 1500 2000
t(min)
Figure II1.20 : Pourcentage d’AMO et AMP libéré en fonction du temps a partir des
microspheres dans un PH =1,2 et T=37°C

Nous tentons d'assigner un ordre de réaction a nos cinétiques. Pour commencer, on évalue
les ordres de réaction classiques 0, 1 et 2. Les images suivantes II11.21, I11.22 et I11.23 illustrent
les courbes associées. Aucune lin€arité n'est obtenue, c'est pourquoi nous avons opté pour une
modélisation basée sur I'équation d'Higuchi suivante.

Q= Ky t'2
Q : quantité de matiére libéré (dans notre cas pourcentage)
K# : constante de vitesse selon la loi d’Higuchi

t'2: racine de t
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Tragant le pourcentage de libération en fonction de la racine de t, la cinétique de libération
est linéaire au premier temps. Les résultats obtenus sont présentés dans les figure I11.24 et I11.25.
On peut déduire que le systeme de libération est régi par la diffusion ce qui déroule par la
pénétration du liquide a I’intérieur de la particule, solubilisation du principe actif et sa diffusion

vers le milieu extérieur.

0,00003
Y
0,000025 °
° °
° °
__0,00002 ) ° ° ©
= .O )
o o Y
o
g 0,000015 . .O
=
0,00001
0,000005
0
0 500 1000 1500 2000
t(min)
®AMO ®AMP

Figure I11.21: Le pourcentage libéré en fonction du temps (ordre 0) pour MS2.
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Figure II1.22 : Ln[(mo-m¢) /mo)] en fonction du temps (ordre 1) pour MS2.
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Figure I11.23 : (1/mo-my) /(1/mo) en fonction du temps (ordre 2) pour MS2
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Figure II1.24 : Pourcentage libéré en fonction de la racine carrée du temps pour MS1.
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Figure II1.25 : Le pourcentage libéré en fonction de la racine carrée du temps a partir des

MS2.

Il est observé que les équations établies, exprimant la quantité de matiére en fonction de

la racine carrée du temps (équation d’Higuchi), prennent la forme :
Q=Kt2+C.

Ce coefficient C est expliqué par l'effet Brust, qui aborde le phénomene de libération
initiale et établit un lien entre sa valeur, la morphologie et la position du principe actif au sein

de la microparticule examinée [5].

-C: Cela indique que le principe actif se trouve a l'intérieur des microparticules.
+C : indique qu'un certain pourcentage du principe actif se trouve a la surface des

microparticules.

D'aprés nos observations, les microparticules MS1 élaborées renferment amoxicilline

sur leurs surfaces tandis ce qu’il est bien enrobé dans MS2.

Tableau II1.6 : Les constantes de vitesse selon la loi d’Higuchi et les coefficients de

corrélation pour les deux microspheres.

Code Ku R?
MS1 3,4328 0,994
AMO 6,514 0,9901
MS2 AMP 5,6895 0,997
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II1.5. RESULTATS DES TESTS BIOLOGIQUES

IIL.5.1. Test antibiotique :

Ce test nous a permis de mesurer l'activité antibactérienne de nos produits initiaux et des
produits ¢laborés selon la méthode de diffusion en milieu solide. Des zones d'inhibition nettes
autour des disques déposés témoignent de 1'activité antibactérienne. Des images explicatives
sont présentées dans les figures I111.26 II1.27. Les autres images sont rangées en annexe. Les

histogrammes I11.28, I11.29 résument les diametres d'inhibition obtenus lors du test.

Figure II1.26 : Résultats de l'inhibition de la  Figure I11.27 : Résultats de I'inhibition de
souche Staphylococcus par CA et S3. la souche E. Coli par AMO, CA et S3.

Pour les souches testées, on note que le chloramphénicol présente un diamétre
d’inhibition important que celles des deux bétalactamines utilisés (1’amoxicilline et ampicilline)
qui présente des diametres presque identiques par contre le diamétre obtenu pour 1’acide
niflumique est faible.

Pour le staphylocoque, les produits testés présentent une activité variable vis-a-vis cette
souche. On trouve que I’amoxicilline et ’ampicilline présentent diameétre d’inhibition d’ordre
de 25 mm, alors que le diametre du S1 est inférieur a ceux des agents actifs, signifie par un effet

antagoniste vis-a-vis cette souche.

Pour 1I’éthylcellulose, aucune activité est notée, et les particules MS1 et MS2 présentent
des diametres d’inhibition trés faible, cela est justifié par 1’effet de la matrice qui empéche la

dissolution de 1’agent actif dans le milieu solide.

Dans la figure II1.29 I’histogramme démontre les diameétres d’inhibition des produits
utilisés vis-a-vis I’E. Coli. On trouve que 1’amoxicilline présente un diameétre de 29 mm et
I’amoxicilline a 36 mm et note que S1 montré une zone d’inhibition de diamétre 43 mm ce qui

nous a permis de dire que le supramolécule a améliorée 1’activité antibactérienne (effet auditif),
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alors que le S2 et S3 présente un effet antagoniste. MS1et MS2 présente des diamétres qui ne
dépassent pas Smm due probablement a I’EC qui montre une inhibe la diffusion de 1’agent actif

dans la gélose.

staph

43,71

34,01

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

AMO AMP AN CPA S1 S2 S3  MS1 MS2 EC

Figure II1.28 : Représentation des diamétres d’inhibition des tests bactériologiques.

E. Coli
73,36

71,63
36,86
i .
9,12 3,96
o2 e
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

AMO AMP AN CPA S1 S2 S3 MS1 MS2 EC

Figure II1.29 : Représentation des diamétres d’inhibition des tests bactériologiques
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II1.5.2. Test anti-inflammatoire :

Dans le but d'examiner 1'effet anti-inflammatoire de nos produits, nous avons effectué¢ un
test in vitro visant a inhiber la dénaturation de I’albumine sérique bovine (BSA). Les résultats

obtenus sont présentés dans la figure I11.30 sous forme des histogrammes.
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Figure II1.30 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation de 1’albumine sérique bovine

o

o
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o

(BSA) par les différents composés.

Les deux composés pris individuellement ont démontré une activité anti-inflammatoire
significative, corrélée a une forte interaction avec la BSA, suggérant une bonne biodisponibilité
et une interaction efficace avec les cibles biologiques de I’inflammation. En revanche, la
supramolécule issue de 1’assemblage de ces deux entités a présenté une activité nettement

réduite. Ce résultat peut s'expliquer par plusieurs hypothéses :

e Un masquage partiel ou total des groupes fonctionnels actifs au sein de
I’architecture supramoléculaire, limitant leur accessibilité ;

e Une diminution de I’affinité de la supramolécule pour la BSA, traduisant une
altération de la distribution ou de la solubilité ;

e Une conformation rigide ou inappropriée de la structure assemblée, défavorable
aux interactions avec les cibles biologiques ;

o Un effet antagoniste entre les composants au sein de la supramolécule.
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Ces observations suggérent que 1’organisation supramoléculaire, bien que
potentiellement avantageuse pour d’autres propriétés (stabilité, vectorisation, etc.), peut
compromettre I’efficacité pharmacologique en masquant les sites actifs ou en modifiant les

interactions biomoléculaires essentielles.
II1.5.3. Test antioxydant :

Le test DPPH permet de déterminer la capacité antioxydante de nos produits synthétisés

par le changement de couleur (violet vers le jaune pale).

Les figures I11.31, I11.32 représentent les résultats de tests antioxydants sur les produits de départ
et les produits préparés. On observe qu’ils n’y pas de changement de couleurs des solutions des principes
actifs quand on ajoute la solution de DPPH ; par contre, on a un changement de couleurs pour les

supramolécules qui indique la présence de leur pouvoir antioxydant.

AMO AMP CA

Figure II1.31 : Les résultat de test antioxydant sur les principes actifs

S1 S2 S3

Figure II1.32: Les résultats de test antioxydant sur les supramolécules

53



CHAPITRE III : RESULTATS ET DISCUSSIONS

Les supramolécules exhibent une activité antioxydante, et le calcul de la concentration
inhibitrice médiane (CI50), qui est un parameétre essentiel afin d'évaluer 1'efficacité a bloquer
I'oxydation de la solution DPPH a une concentration donnée. Ce facteur est extrait par
I’équation de graphe de la variation de pourcentage d’inhibition en fonction de concentration
de substance antioxydante (Figure II1.33 de S1 les autres graphes sont classés dans 1’annexe).

Les calculs sont résumés dans le tableau II1.7.

Le pourcentage d’inhibition est mesuré par la loi suivant [6] :

1% = [(AC - AT) / AC] % 100

AC : Absorbance du contrdle (Abs de solution blanc)
AT : Absorbance des tests effectués. (Abs des solutions préparer)
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y = 20,468x + 7,038 .
R2=0,963

Figure II1.33 : Le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de S1.

Tableau II1.7 : Les calculs des concentrations inhibitrices médianes.

Code Cls0% (mg /ml)
S1 2.1

S2 2.95

S3 1.41

54



CHAPITRE III : RESULTATS ET DISCUSSIONS

L’activité antioxydante des supramolécules a été évaluée par le test DPPH, et les valeurs
de Cls obtenues varient de 1.41 a 2.95 mg/mL, indiquant une capacité équilibrée de pi¢geage
des radicaux libres. L’échantillon S3, avec une Clso de 1.41 mg/mL, présente la meilleure
activité antioxydante, suivi de I’échantillon S1 (2.10 mg/mL) et de 1’échantillon S2 (2.95
mg/mL). Toutefois, ces valeurs restent nettement plus ¢élevées que celles des antioxydants
standards tels que 1’acide ascorbiquoe (Cls = 0.005-0.020 mg/mL) ou le trolox (Clsq = 0.020—
0.050 mg/mL) selon la littérature [7].

Ces résultats suggerent que, bien que les supramolécules possedent une certaine activité
antioxydante, leur efficacité reste limitée comparée a celle de composés de référence connus
pour leur fort pouvoir réducteur. Cette activité confirme que les substituants phénoliques restent

libres lors de la préparation des supramolécules.

I11.6. CONCLUSION

La formation d'une supramolécule implique souvent des interactions non covalentes
(liaisons hydrogene, n-n ) qui modifient la structure spatiale et la répartition des charges de
I’ensemble. Cette nouvelle structure peut :

o Favoriser la pénétration dans les membranes gram-négatives (comme E. coli) qui
possedent une double membrane fragile.

e Rendre la molécule moins efficace contre les Gram positifs, comme S. aureus, qui ont
une paroi peptidoglycane épaisse.

On déduit que la configuration supramoléculaire peut :
o Renforcer I’affinité pour les PLP d’E. coli.
e Réduire I’affinité pour les PLP de S. aureus.
Selon les FTIR et les résultats des tests biologiques, on peut proposer les structures

suivantes des supramolécules (Figure I11.34, Figure II1.35, et Figure 111.36) :
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CHAPITRE III : RESULTATS ET DISCUSSIONS
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Conclusion générale

L’ensemble des résultats expérimentaux obtenus dans cette étude met en lumiére
I’importance des interactions supramoléculaires entre principes actifs pharmaceutiques et leur
impact sur les propriétés physico-chimiques et biologiques des systemes ¢laborés. Trois
combinaisons ont été¢ explorées : amoxicilline-ampicilline (S1), amoxicilline-acide niflumique
(S2) et amoxicilline-chloramphénicol (S3). Ces associations ont été analysées a travers une
série de caractérisations spectroscopiques (UV-Visible, FTIR), diffraction (DRX). Des
microspheéres enrobant I’amoxicilline ou le S1 ont été préparées par la méthode d’évaporation
du solvant et sont aussi caractérisées par FTIR, DRX, microscope optique et MEB. Des tests
biologiques (antibactérien, anti-inflammatoire, antioxydant) ont ¢été réalisés pour
I’identification de I’efficacité de ces supramolécules.

Les analyses UV-Visible ont permis d’identifier des déplacements bathochromes ou
hypsochromes des bandes d’absorption caractéristiques des principes actifs. Ces modifications
sont des indicateurs directs de la formation de nouveaux ensembles supramoléculaires, révélant
des interactions spécifiques entre les composants, notamment par liaisons hydrogéne ou
interactions m—.

La spectroscopie FTIR a fourni une confirmation supplémentaire des interactions
supramoléculaires. Des décalages, atténuations ou ¢€largissements de bandes caractéristiques
des groupements fonctionnels (C=0O, N-H, OH) ont été observés, témoignant d’un
réarrangement de ’environnement chimique dans les structures résultantes. La nature des
interactions semble varier selon les systémes : S1 et S3 montrent une implication marquée des
groupes amide et amine, tandis que S2 révele des interactions plus importantes au niveau des
groupements carboxyliques et aromatiques.

Les analyses DRX ont souligné une transformation partielle ou totale des structures
cristallines en états amorphes pour certaines associations, confirmant l'altération de
l'organisation moléculaire due aux interactions. Cela est particulierement marqué dans S3, qui
passe a un €tat amorphe, renforcant I’1dée d’une réorganisation complete du réseau moléculaire.

Sur le plan galénique, des microspheres ont été préparées a partir d’amoxicilline et S1.
Ces systémes encapsulés ont été caractérisés par des rendements d'encapsulation satisfaisants
(>50 %), une distribution granulométrique polydispersée, et une morphologie contrélée révélée
par MEB. La structure amorphe des microsphéeres confirmée par DRX valide une encapsulation

efficace.
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Les ¢tudes cinétiques ont mis en évidence un mécanisme de libération régulé par diffusion
selon le modele d’Higuchi, avec un effet Brust prononcé pour MS1, indiquant une localisation
partielle du principe actif a la surface des particules. Cette localisation influe sur la vitesse et
I’efficacité de la libération.

Sur le plan biologique, les tests antibiotiques ont montré des effets variables selon les
systémes et les souches testées. L’ effet synergique a été clairement observé pour S1 contre E.
coli, tandis qu’un effet antagoniste a été noté dans d’autres cas. L’activité anti-inflammatoire
des supramolécules a quant a elle montré une réduction d’efficacité comparée aux principes
actifs seuls, probablement due a un masquage des groupes fonctionnels actifs au sein des
réseaux supramoléculaires. Enfin, 1’activité antioxydante des systemes S1, S2 et S3 a été
confirmée, bien que leurs Cls, restent supérieures a celles des antioxydants standards.

En résumé, cette ¢tude confirme que la formation de structures supramoléculaires
influence profondément les propriétés physico-chimiques, pharmacocinétiques et biologiques
des composés actifs. Ces structures peuvent améliorer certaines propriétés (stabilité, solubilité,
libération prolongée) tout en modifiant d’autres (biodisponibilité, activité pharmacologique).
Ce travail ouvre des perspectives prometteuses pour le développement de formulations
médicamenteuses a libération contrdlée et/ou ciblée, bien que des études complémentaires
soient nécessaires pour optimiser les propriétés biologiques et comprendre les mécanismes

d’interaction au niveau moléculaire.
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Figure : Spectre d’absorption de I’ampicilline dans le DMSO.
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Figure : Spectre d’absorption de chloramphénicol dans le DMSO
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Figure : Spectre d’absorption de S3.
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Figure : Résultats de 1'inhibition de la souche Staphylococcus par AMO, S2

Figure : Résultats de I'inhibition de la souche E. Coli par AMO, AMP et S1.



ANNEXE

Figure : Résultats de 'inhibition de la souche E. Coli par EC, MS1 et MS2.

Tableau : Résultats granulométriques des microsphéres de supramolécule.
Centre
de Fréquence
Classe | classe di | Effecti | ni* | en nombre Fréquence Fréquence en
(L m) (L m) f ni di % ni*di2 | ensurface % | ni*di3 masse% ni*di4
665 | 43,181818
0-100 50 133 0 18 | 332500 | 3,328328328 16625000 0,629020053 831250000
100- 120 | 25,974025 | 180000
200 150 80 00 97 0 | 18,01801802 | 270000000 10,21566402 | 40500000000
200- 157 | 20,454545 | 393750
300 250 63 50 45 0| 39,41441441 | 984375000 37,2446084 2,46094E+11
300- 112 | 10,389610 | 392000 137200000
400 350 32 00 39 0| 39,23923924 0 51,91070753 4,802E+11
456 999000 264300000
Somme 308 00 100 0 100 0 100 7,67625E+11
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Tableau : Diamétre moyens des microsphéres préparées.
Code d1o (um) d32 (um) d43 (um) Dispersion
MS1 148 266 294 1.98
MS2 148 265 290 1.96
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Figure : Le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de S2
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Figure : Le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de S3
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Figure II1.6 : Spectre FTIR de AMP
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Figure II1.7 : Spectre FTIR d’acide niflumique
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Figure I11.8 : Spectre FTIR de Chloramphénicol



