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INTRODUCTION

Le monde médico-pharmaceutique actuel fait face a 1’'un de ces plus grands défis de
santé publique qui est : « le probleme de résistance des agents infectieux aux antibiotiques ».
Les pathogenes bactériens et fongiques ont développé de nombreux mécanismes de défense
contre les agents antimicrobiens (1), et par consequent, de nombreuses études ont été

rapportées pour améliorer les solutions antimicrobiennes actuelles.

Il est connu que la majorité des germes responsables des infections bactériennes sont
résistants a un ou plusieurs antibiotiques généralement utilisés pour éradiquer l'infection. Ce
phénomene, qui souvent complique la prise en charge de certaines maladies, a justifié
plusieurs recherches scientifiquement sophistiquées en ce domaine pour pallier au manque

d’alternatives thérapeutiques (2).

A Tissue de ces travaux, une poussée de connaissances a fait éclore une nouvelle
technologie d’administration des principes actifs a savoir « les systémes des nanoparticules »
ce qui offre des avantages inédits en maticre d’éfficacité, de biocompatibilité et
d’amélioration de la pharmacocinétique des principes actifs. Récemment, parmi les
applications les plus avancées dans ce domaine, on note les systemes de délivrance de

médicaments (3).

La nature est une source genéreuse d'agents médicinaux depuis des milliers d'années.
Actuellement, l'acide cinnamique (AC) est au centre d’intérét de certaines entreprises qui
sont a la recherche de nouveaux médicaments antimicrobiens (1). L'AC est un composé
organique naturel présent dans une multitude de plantes ayant une faible toxicité et un large
spectre d'activité biologique (4). Son activité antimicrobienne est la propriété centrale de notre
étude. Cependant, la faible biodisponibilité de I'AC due a sa caractéristique hydrophobe et sa
faible solubilité dans I'eau est un facteur limitant dans les études in vivo. C'est pourquoi une

formulation niosomale dans le but de palier ce probleme a été réalisée.

Ainsi, I'exploitation des nanoparticules de métaux et des oxydes métalliques tels que
I'oxyde de zinc pourrait étre considérée comme un moyen pour remédier au probleme de
résistance aux antibiotiques (2, 5). Elles présentent une activité antimicrobienne considérable
en inhibant la croissance d’un large spectre microbien a faible concentration. Elles sont

généralement non toxiques pour I'hnomme (5).



En conséquence, tout notre travail de mémoire a consisté a étudier et a analyser de
maniere procéduriére cette technologie récente et d’essayer de produire une forme galénique a
base de nanoparticules d’oxyde de zinc ( NPs-ZnO) et d’une formule niosomale chargée
d’acide cinnamique ce qui représente en soi un modele pharmaceutique au pouvoir

antibactérien, antifongique préts a tester.

Pour ce faire, il serait judicieux d’éclairer notre lecteur sur les démarches de notre

mémoire. Commencons par architecturer notre travail.

Outre l’introduction et la conclusion générales, notre mémoire comporte deux

parties : théorique et pratique.

La partie théorique comprend deux chapitres : le premier est consacré aux nanoparticules, le

second a I’acide cinnamique.

Le chapitre des nanoparticules comporte un petit historique, une classification, les structures
des niosomes et des nanoparticules de ZnO étudiés et détaillés sous plusieurs angles et enfin
leurs méthodes de préparation. Dans le chapitre de I’acide cinnamique on détail sa structure

chimique, ses propriétés physico-chimiques et thérapeutiques.

La partie pratique est aussi divisée en deux chapitres. Au premier chapitre, nous vous
présenterons tous les modes opératoires et les méthodes de synthese choisies au cours de notre
pratique (méthode d’hydratation en couche mince pour la préparation des niosomes, et les
deux méthodes : sol-gel et précipitation pour la synthese des NPs-ZnO) ainsi que les
méthodes de caractérisation des produits obtenus. Au chapitre dernier, nous allons résumer

les résultats des tests effectués, les interpréter et les discuter.



PARTIE THEORIQUE



Chapitre | : Les nanoparticules



PARTIE THEORIQUE CHAPITRE | : Les nanoparticules

.1 Historique

L'objectif principal d'un systeme de délivrance est de permettre une libération des
agents thérapeutiques au niveau du site d'action souhaité, & une concentration appropriée et
pendant la durée souhaitée. En 1857, M. Faraday realisa la premiere étude complete sur les
propriétés optiques des nanoparticules d’or synthétisées par réduction chimique (6) et en
1861, T. Graham fut le premier a employer le mot «colloide» pour les caractériser (7). Puis le
29 décembre 1959, Feynman a donné une conférence a I'American Physical Society intitulé
«There’s Plenty of Room at the Bottom» décrivant les immenses possibilités offertes par la
miniaturisation. Cette conférence est maintenant considérée comme la pierre angulaire de
I'invention des nanotechnologies. En outre, ses travaux ont été également récompenseés par le
prix Nobel de physique en 1965 (8), suivis de la conception de systemes a libération

prolongée des médicaments dans les années 1970 (9).

En 1974, Eric Drexler popularise le terme de « nanotechnologie », aprés que le mot ait
été forgé par Norio Taniguchi (10). C’est a partir des années 1980, lorsque le développement
de nouveaux moyens d’imagerie permet la visualisation de la matiére a I’échelle atomique,

que les nanotechnologies prennent véritablement leur envol (11).

En 1985, la découverte du Fullerene par Sir Harold Walter Kroto (prix Nobel 1996)
donne le véritable coup d’envoi (11). Suivi en 1991, par la mise en évidence du nanotube de

carbone par le physicien japonais Sumio ljima (10).

En 2000, Bill Joy, I’inventeur du langage informatique Java, s’inquic¢te publiquement
de I’effet viral des nanotechnologies dont I’homme pourrait perdre le contrdle. Du coup, Bill
Clinton lance National Nanotechnology Initiative (NNI) en 2001 (10). Et en 2005, I’ Agence
américaine pour la protection de I’environnement (EPA) décide de collecter toutes les

informations nécessaires pour mieux définir les risques et établir des régles de sécurité (10).

1.2 Définition

Les nanotechnologies constituent un champ de recherche multidisciplinaire impliquant
I’utilisation de nouveaux dispositifs permettant d’étudier la matiére au niveau moléculaire ou
supramoléculaire : les échelles caractéristiques des nanotechnologies vont de 1 a 100
nanométres (nm). A ces échelles, la matiére acquiert des propriétés inattendues et souvent

différentes de celles des mémes matériaux a 1’échelle micro ou macroscopique (12).
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Récemment, les nanomatériaux et les nanoparticules (NPs) ont été utilisés pour diagnostiquer,

prévenir et traiter diverses maladies (13).

Selon la définition de la NNI, les nanoparticules sont des matériaux infimes ayant une
taille nanométrique inférieurs a 100 nm et dont les propriétés physico-chimiques les rendent
tres intéressantes pour des applications médicales. Ces composés ont été évalués en tant que

médicaments potentiels pendant plusieurs décennies (13, 14).

Ces nanoparticules peuvent solubiliser, piéger, encapsuler ou fixer des agents
thérapeutiques, tandis que leur taille nanométrique fait en sorte qu'elles peuvent étre

absorbées par les cellules plus facilement que les molécules plus grosses (15).

1.3 Classification

Une large gamme d'agents thérapeutiques basés sur les nanotechnologies, a été
largement explorée pour améliorer les propriétés pharmacocinétiques, de biodistribution et
thérapeutiques des médicaments. Les approches de nanomédicine couvrent une grande variété
de matériaux, de tailles, ainsi que des formes diverses, telles que les nanostructures
organiques et les NPs inorganiques(16). Plusieurs classifications ont été publiées dans la
littérature.

1.3.1 Classification selon la nature chimique

On distingue des NPs composées d'un noyau inorganique, et d'une enveloppe
organique située dans la partie la plus externe de la particule. Selon la composition, la forme,
la taille et la cristallinité du noyau inorganique, ces molécules ont un certain nombre de
propriétés physiques modulables, telles que I'absorption optique (par exemple, les NPs
métalliques), la fluorescence (par exemple, les semi-conducteurs : quantum dots (QDs)) et le
moment magnétique (comme les oxydes de fer). Inversement, I'enveloppe organique confere
non seulement une stabilité a ces nanomatériaux dans les milieux biologiques, mais peut
également étre congue pour fournir des groupes réactifs utiles pour sa fonctionnalisation
ultérieure avec différentes biomolécules afin d'obtenir une fonctionnalité biologique

particuliére, telle que le ciblage actif des tissus ou des cellules (16).

Il existe aussi, un grand nombre de nanostructures basées sur des protéines (par

exemple, I'albumine), des poly (acides aminés), des polysaccharides (par exemple, le dextran,
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le chitosan), des tensioactifs, des dendriméres, des cristaux solides de meédicaments
(nanocristaux) et des polymeéres synthétiques. D'autres matériaux organiques ont été proposes
pour étre utilisés comme systemes d'administration de médicaments particulaires ou
macromoléculaires. Le matériau organique choisi pour préparer les nanostructures organiques

doit étre de préférence biodégradable, non toxiques et biocompatible (16).

Nanobiomatériaux utilisés dans
les systémes d’administration
de médicaments

NBM 4 base NBM a base NBM a base NBM a base

de de de de
Cél‘amique métal polyméres tensioactifs

NBM a base

de carbone

Figure 1 : Classification des nanobiomatériaux(NBM) utilisés dans les systémes

d'administration de médicaments (15).

1.3.2 Classification selon le mécanisme d’action

Les nanovecteurs comprennent deux composants principaux : un coeur et Une couronne

qu’il est possible d’équiper de fonctionnalités adaptées a 1’objectif thérapeutique (fig 2) (17) :
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DEUX COMPOSANTS: LE « COEUR » ET LA « COURONNE »

COEUR

- Rend les médicaments
« invisibles »

- Evite le « burst release » et
augmente l'efficacité
d'encapsulation

4 - Est « stimuli responsive »

(pH, force ionique,

température, champ

magnétique, etc.)

COURONNE
! - « Furtivité »
- Reconnaissance moléculaire
de la cible biologique

Les médicaments sont rendus « invisibles » vis-a-vis des mécanismes de
détoxification de l'organisme

Figure 2 : Représentation schématique des deux principaux éléments susceptibles de doter les

nanovecteurs de fonctionnalités « intelligentes »: le cceur et la couronne (17).

Actuellement, les NPs se différencient les unes des autres par le type de cceur qui leur
constitue pour la protection et le relargage des PA, et par le contrble de leur surface
permettant aux NPs de véhiculer les agents d’intérét vers leur cible. Afin d’améliorer la

fonction biologique des NPs, celles-ci ont été classées selon trois genérations :

1.3.2.1 Les vecteurs de 1% génération

Le cceur des nanovecteurs permet d’encapsuler des molécules biologiquement actives
pour les rendre invisibles vis-a-vis des mécanismes de détoxification. Apres administration
intraveineuse, tous ces nanovecteurs particulaires sont opsonisés, ¢’est-a-dire recouverts par
des protéines qui constituent une signature moléculaire indiquant aux macrophages du foie
(cellules de Kupffer) et de la rate qu’il s’agit de particules étrangéres a 1’organisme.Tous les
vecteurs n’ayant subi aucune modification chimique de leur surface sont dits de premiére

génération(17).

1.3.2.2  Les vecteurs de 2°™ génération

Il est possible d’éviter ’adsorption des opsonines a la surface des vecteurs en les
recouvrant de polymeres hydrophiles et flexibles comme les polyéthyleneglycols (PEG). Cet

effet réduit la clairance plasmatique des nanovecteurs en les rendant non reconnus par les
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macrophages hépatiques. Ces nanotechnologies de deuxiéme génération, dites aussi furtives,

séjournent donc beaucoup plus longtemps dans la circulation générale (17).

3 éme

1.3.2.3 Les vecteurs de génération

Enfin, la fonctionnalisation des nanovecteurs peut étre réalisée pour le ciblage actif
d’un tissu ou d’une cellule cible. Ces vecteurs de troisiéme génération portent des ligands
capables de reconnaitre de maniere sélective et avec une forte affinité les cibles biologiques
(récepteurs par exemple) qui s’expriment a la surface des cellules malades visées. De nature

moléculaire (vitamines, hormones) ou macromoléculaires (peptides, anticorps), ces ligands

sont généralement fixés a I’extrémité de PEG pour les rendre accessibles (17).
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igure 3: Les différentes générations de nanovecteurs .
Figure 3: Les différentes générations d teurs (18
1.4 Niosomes

Dans le domaine de la pharmacie, plusieurs études ont été portées sur les niosomes en
tant que nanovecteurs pour I'administration des médicaments. Les niosomes peuvent étre une
alternative aux liposomes dans le but d'augmenter leur stabilité. Contrairement aux autres
nanoparticules, les liposomes et les niosomes présentent de nombreuses similitudes

structurelles et peuvent tous étre chargés de médicaments hydrophiles et hydrophobes. Par

9
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conséquent, ils peuvent délivrer conjointement des médicaments hydrophiles et hydrophobes

dans une méme vésicule.

Par rapport aux liposomes, les niosomes présentent des avantages tels qu'une bonne
stabilité, un faible codt, une facilité de formulation et de transposition a I’échelle industrielle.
Les niosomes sont beaucoup plus stables car leurs matériaux de formation, les tensioactifs,
sont plus stables que les phospholipides des liposomes, tant en termes de stabilité physique
que chimique (15, 19, 20).

Ces dernieres années, les niosomes ont été largement étudiés pour leur capacité a
servir de vecteurs pour lI'administration de produits pharmaceutiques, d'antigenes, d’hormones
et d'autres agents bioactifs. En outre, les niosomes ont été utilisé pour résoudre le probleme de

I'insolubilité, de I'instabilité et de la dégradation rapide des substances actives (21).

1.4.1 Définition

Les niosomes sont des vésicules a base d'agents de surface non ioniques qui sont
formés par l'auto-assemblage d'amphiphiles non ioniques dans un milieu aqueux pour donner
des structures bicouches fermées (15, 21, 22). La plupart des niosomes sont de taille
nanomeétrique ou submicronique (colloidale) (23).

Hydrophilic core

@ Hydrophilic drug
es=== Hydrophobic drug
'//0 Amphiphilic drug

Figure 4: Structure de niosome (24).

1.4.2 Composition

Les niosomes contiennent principalement deux types de composants, a savoir des
agents de surface non ioniques et des additifs. Les tensioactifs non ioniques forment la couche

vésiculaire et les additifs les plus utilisés sont le cholestérol et les molécules chargées (21).

10
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Les molécules de tensioactifs peuvent étre classées en fonction de leur nature
chimique et leurs propriétés hydrophiles ou hydrophobes. Une classification des tensioactifs
selon leur nature est proposée dans le tableau 1.

Tableau 1: Classification des agents de surface (15, 25, 26).

Type de tensioactifs Exemples
e lessavons
Anioniques e les dérivés sulfatés
b= 2 e les dérives sulfones
§ = Cationiques e sels d’ammonium quaternaire
[z g e Bétaines
i Amphotéres o les dérivés d(? I’imidazoline
e les polypeptides
e Lécithines
. . o Ethers alkyliques de glycérol.
§ Les éthers alkyliques e Ethers alkyliques de polyoxyéthyléne glycol (Brij)
.g e Esters d'acides gras de sorbitan (Spans).
o Les esters alkyliques | e Esters d'acides gras de polyoxyéthyléne sorbitan
§ (Tween_s).
2 Les alkylamides * Glycoside. . .
= e Polyglucosides d'alkyle
_g Alcools gras e Alcool stéarylique, alcool cétylique, alcool
L Ou myristylique.
i acides gras e Acide stéarique, acide palmitique, acide myristique.
Copolymere e Pluronic Pluronic L64, Pluronic 105.

1.4.2.1 Agents de surface non ioniques

Les agents de surface non ioniques, principalement utilisés pour la préparation des
niosomes, sont les spans (span 20, 40, 60, 80 et 85), les tweens (tweens 20, 40, 60 et 80) et les
Brij (30, 35, 52, 58, 72 et 76)(24, 27).

» Propriétés

Les agents de surface non ioniques sont le type d'agent de surface le plus
communément utilisé dans la préparation des niosomes. Ils présentent de plus grands
avantages que leurs homologues anioniques, amphotéres ou cationiques, notamment une
meilleure stabilité et une meilleure compatibilité. 1ls sont généralement moins toxiques, moins
hémolytiques et moins irritants pour les yeux et la peau. En outre, en solution, ils ont tendance
a maintenir un pH proche de pH physiologique. Ils ont de nombreuses fonctions, notamment

celles de solubilisants, d'agents mouillants et d'émulsifiants (15, 28).

11
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Les niosomes a base de tensioactifs sont biodégradables, biocompatibles et non

immunogenes(19).
> Structure

Les agents de surface non ioniques ont une téte hydrophile et une queue hydrophobe (24, 29).

e

Tween GO

c::‘.,r);p
o GA\_};‘DH W Xy == 20
HD%__,\D Df—u.___},;::H
=
o"“""f}u“P = Tween B0
o {_‘J"““‘-}'DH W Wy == 20

LS
HO a8
o) o,
= ¥

S‘iz/J\-/D Span 60
o

Siz)\"ﬁ T Span 80
o

Figure 5 : Exemples d'agents de surface non ioniques(30).

v Spans : Esters d'acides gras de sorbitane

HO

0
S i

0

R

OH
HO

Figure 6 : Structure chimique - monoester de sorbitan(31).

Ces dérivés d'esters sont souvent utilisés dans les cosmétiques pour solubiliser les
huiles essentielles dans les produits a base d'eau. Les esters de sorbitan ordinaire (non PEG-
ylé) avec des acides gras sont généralement désignés sous le nom de Spans. Leur température
de transition du gel augmente avec la longueur de la chaine acyle. Ainsi, le monolaurate de
sorbitan (Span 20) a chaine C9 est liquide a température ambiante ; le monopalmitate de
sorbitan (Span 40) a chaine C13 a une température de transition du gel de 46-47 °C ; le
monostéarate de sorbitan (Span 60) a chaine C18 a une température de transition du gel de 56-
58 °C. Les vésicules préparées a partir des tensioactifs a poids moléculaire plus élevé ont

moins de fuites et sont plus stables aux gradients osmotiques (32).
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Tableau 2 : Nom chimique et valeurs HLB des Spans (33).

CHAPITRE | : Les nanoparticules

Span Nom chimique HLB Température de transition
20 Sorbitan monolaurate 8,6 /
40 Sorbitan monopalmitate 6,7 46-47 °C
60 Sorbitan monostéarate 4,7 56-58 °C
80 Sorbitan mono-oléate 4,3 53-57 °C

v" Tweens : esters d'acides gras de polyoxyéthyléne sorbitan

O{CH2CH2O)wH
0 H
A it
0
O(CH-CH,O)yH
O(CH2CHZ20)xH

Figure 7 : Structure chimique esters de sorbitan polyéthoxylés (31).

Les polysorbates sont des liquides dérivés du sorbitan PEG-ylé estérifié avec des

acides gras. En termes simples, les Tweens sont des Spans éthoxylées.

Les polysorbates sont de nature hydrophile et sont solubles ou dispersibles dans I'eau et les

solutions diluées d'électrolytes. La solubilité des polysorbates dans les solutions aqueuses

augmente avec le degré d'éthoxylation. Pour un degré d'éthoxylation fixe, la solubilité

aqueuse diminue a mesure que le nombre de groupements d'esters augmente. Pour un degré

d'éthoxylation et d'estérification fixe, la solubilité aqueuse diminue & mesure que la masse

moléculaire de I'acide gras augmente.

Tableau 3 : Caractéristiques des Tweens (34).

Formule Poids moléculaire
Tween o Groupe hydrophobe HLB
moléculaire (g.mol™1)
20 C58H114025 1228 Laurate (012) 16,7
40 Cs2H122026 1284 Palmitate (C16) 15,6
60 CsaH126026 1312 Stéarate (C18) 14,9
80 CsgH12402 1310 Oléate (C18), double liaison 15,0

13
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1.4.2.2 Cholestérol

Divers additifs sont inclus dans la formulation afin de préparer des niosomes stables.
Le plus courant des additifs est le cholestérol(29). Le cholestérol est un composé amphiphile
qui peut coopérer avec un surfactant pour construire une liaison hydrogéne entre les groupes
hydroxyles du cholestérol et la téte hydrophile du surfactant. Ceci permet d'améliorer la
rigidité mécanique des veésicules et la cohésion de la membrane ainsi que son étanchéite.

Finalement, il permet d'augmenter l'efficacité du piégeage des niosomes (24).

1.4.3 Type de niosomes

Il existe de nombreux types de niosomes mentionnés dans la littérature, qui sont
classés en différents groupes selon leur taille ou le nombre de couches lamellaires. Selon leur
taille, il existe de petites vésicules unilamellaires de 10 a 100 nm (SUV) et de grandes
vésicules unilamellaires de 100 a 3000 nm (LUV). En fonction du nombre de bicouches, il
existe des vésicules multilamellaires (MLV) (23). En plus de la caractérisation par taille,
plusieurs types de niosomes spécialisés sont mentionnés dans la littérature, notamment les
proniosomes et éthosomes tensioactifs, les niosomes élastiques, les niosomes polyédriques,
les discomes (vésicules en forme de disque), les aspasomes (vésicules de palmitate
d'ascorbyle), etc. (35).

\\\-\\“YT""),,,
O,

»,

——— ] OOO—fnore—)—-

1
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Y \
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S
RN

<€ 100-3000 >
5 T G

Multi

7NN Large -lamellar
€10-100» unilamellar vesicles

Small vesicles

unilamellar
vesicles
o—— Surfactants

Figure 8: Structure schématique des SUV, des LUV et des MLV(35).
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1.4.4 Meéthodes de préparation

Les niosomes sont préparés par différentes méthodes, comme le montre la figure 9
(35). Pour former des vésicules, une certaine énergie, par exemple mécanique (agitation ou

sonique) ou thermique, est nécessaire (24).

Méthode de
la bulle

Méthodes de
préparation de
niosomes

Congélation
décongélation

Meéthode des
proniosomes

Méthode
d’injection
d’éther

Hydratation en
couche mince

Evaporation en
phase inverse

Figure 9 : Méthodes de préparation des niosomes (35).

1.4.4.1 Meéthode d'hydratation en couche mince (TFH)

Une méthode simple et trés efficace qui est couramment utilisée dans la préparation
des niosomes. Les agents tensioactifs, le PA lipophile et le cholestérol, sont dissous dans des
solvants organiques : chloroforme, méthanol ou éther diethylique. La solution est mélangee
sous vide et a une certaine température dans un ballon a fond rond. Un film mince se forme
sur la paroi du ballon suite a I’élimination sous vide du solvant organique a l'aide d'un
évaporateur rotatif. Pour I'hydratation du film sec, de I'eau ou une solution saline tamponnée
au phosphate (PBS) est ajoutée a une température supérieure a la température de transition de
phase de I'agent de surface sous légere agitation. Le PA hydrophile est ajouté au mélange a ce
stade (29, 32, 36). Cette méthode permet d’obtenir des MLV et présente un faible taux
d’encapsulation des solutés hydrosolubles. Ces MLV sont ensuite traités pour produire des
vésicules unilamellaires (23, 29). Le schéma du protocole de préparation des niosomes par

TFH est présenté dans la figure suivante :
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Surfactant Organic Water/PBS Final
+ Cholesterol salvent +Drug Suspension
PO
Tc <
\ L
-y oo ) EED mp MV
hd v hd
7 5
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“ N - @
Rotary Evaporation Hydration Sonication

Figure 10:Protocole de préparation des niosomes par la méthode d'hydratation en couche
mince(35) .

1.4.4.2 Meéthode d'injection d'éther (EIM)

Dans cette méthode, une solution contenant un rapport particulier d'agent tensioactif et

de cholestérol dans un solvant organique, tel que I'éther diéthylique, est lentement injectée

dans une solution aqueuse du PA, qui est maintenue a une température supérieure au point

d'ébullition du solvant organique. L'évaporation progressive de I'éther provoque la formation

de niosomes monocouches. Selon les conditions de la réaction, le diamétre des niosomes est

compris entre 50 et 1000 nm (19, 35, 36).

Surfactant Final
+ Cholesterol [Drug] Suspension

B _, .

Organic | Aqueous
salvent/ salventy

Injection Rotary Evaporation

Figure 11 : Protocole de préparation des niosomes par la méthode d'injection d'éther(35) .
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1.4.4.3 Sonication

La sonication est une méthode efficace pour la production de petites vésicules. Dans
cette méthode, I'apport d'une énergie élevée (ultrason) par sonication peut réduire la taille
moyenne des niosomes. Il existe deux possibilités de sonication : la sonication par sonde est
utilisée pour la préparation de suspension de petit volume, mais elle présente le risque de
relargage des particules de la tige dans la suspension, tandis que la sonication en bain est plus
adaptée a la formation d'un grand volume de dispersion (36). L'efficacité du piégeage des

vésicules est plus faible avec la sonication par rapport a la méthode d'injection d'éther (29).

1.4.4.4 Méthode de microfluidisation

Cette méthode est basée sur le principe du jet submergé dans lequel deux courants
fluidisés (I'un contenant un agent tensioactif et l'autre le principe actif) interagissent a tres
grande vitesse dans des micro-canaux précisément définis dans la chambre d'interaction. Le
fluide collecté peut étre recyclé par la pompe jusqu'a I'obtention de vésicules sphériques. La
formation d'une fine feuille de liquide le long d'un front commun est disposée de maniere a ce
que I'énergie fournie au systéme reste dans la zone de formation des niosomes. Il en résulte

une meilleure reproductibilité avec I’obtention des niosomes de petite taille et d’une grande

uniformité (29, 36).
Cholesterol and
surfacrant in
organic solvent
Aqueous — .
buffer '“x
Interaction
) chamber

Niosomal
ooy suspension

Figure 12: Schéma de préparation des niosomes par la méthode de microfluidisation(23).
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1.4.45 Meéthode d’évaporation en phase inversée

La méthode d'évaporation en phase inversée (REV) consiste a dissoudre I'agent de
surface non ionique et d'autres additifs dans un solvant organique. Le PA est dissous dans une
solution aqueuse telle que I'eau ou le PBS, puis ajouté a la phase organique pour former une
émulsion sous sonication. Le solvant organique est éliminé par un évaporateur rotatif sous
vide a 40-60 °C pour former les niosomes. Par rapport a la méthode TFH, les vésicules
préparées par la méthode REV pourraient donner des nanoparticules de taille uniforme et de

structure unilamellaire(20).

B _ _
Mixed Sonication Rotary evaporation
\ \ \

on-lonic surfactant was Drug was dissolved in The mixture of organic solvent Emulsion formed Organic solvent removed
issolved in organic solvent  agueous solvent and aqueous solvent Nioseme formed

Figure 13: Préparation des niosomes par la méthode d'évaporation en phase inversée (20).

1.4.4.6 La méthode de la "bulle"

Il s'agit d'une nouvelle technique pour la préparation en une seule étape des niosomes
sans l'utilisation de solvants organiques(37). Les tensioactifs, les additifs et le PBS sont
transférés dans un ballon a trois cols placé dans un bain d'eau thermostaté. Pour éviter toute
perte d'eau, une colonne de reflux d'eau refroidie est reliée au premier col du ballon a fond
rond. Un thermomeétre pour le contréle de la température est placé dans le deuxiéme col et
I'azote gazeux dans le troisieme col. Les différents composants sont mélangés puis soumis a

un barbotage d'azote gazeux a 70°C pour donner des niosomes(24, 36).
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[ Surfactant: cholesterol in buffer (70°C) ]
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Figure 14 : Schéma de préparation des niosomes par la méthode de la "bulle(19).

Certaines autres méthodes conventionnelles sont également utilisées pour la
préparation des niosomes, comme le gradient de pH transmembranaire et la méthode par
chauffage...

Ces méthodes sont similaires aux méthodes de formulation des liposomes. Par rapport
a la formulation des liposomes, la préparation des niosomes est beaucoup plus facile en raison

de la bonne stabilité des agents de surface.

1.4.5 Applications

Les niosomes sont apparus pour la premiére fois dans le domaine des cosmétiques et
attirent aujourd'hui I'attention des industries pharmaceutiques en tant que systéeme
d'administration de médicaments en raison de leur capacité a piéger les PA hydrophobes et
hydrophiles. Ils sont largement utilisés pour 1’encapsulation des PA appartenant a plusieurs
classes thérapeutiques (par exemple, anticancéreux, antioxydants, antidiabétiques et
antimicrobiens) et peuvent étre administrés par différentes voies, telles que par la voie

intraveineuse, orale ou transdermique (20).
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1.5 Nanoparticules d’oxyde de zinc

En les comparants aux agents organiques, les oxydes métalliques sont plus stables aux
hautes températures et pressions et ont une durée de vie plus longue(38). Ces composants
inorganiques de taille nanométrique sont connus pour leur activité antimicrobienne assez
prononcée méme a des faibles doses, grace a un rapport surface/volume assez élevé et des
propriétés chimiques et physiques uniques. Parmi les différentes nanoparticules d'oxyde
métallique, les nanoparticules d'oxyde de zinc (NPs-ZnO) ont une importance particuliére en

raison de leur haute sélectivité et de leur biocompatibilité (39, 40).

1.5.1 Définition et structure

L’oxyde de zinc est un corps ionique composé d'oxygene et de zinc de formule
chimique ZnO. Cet oxyde quasiment insoluble dans I'eau se présente généralement sous la

forme d'une poudre blanche inodore.

L’oxyde de zinc cristallise principalement selon trois structures cristallographiques : la
structure cubique nommée rocksalt, la structure blende, et la structure hexagonale nommée

Wiirtzite (figure 15). La plus stable thermodynamiquement est de type « Wrtzite » (41, 42).

Q
7 = % .
O/‘ ®
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Rocksalt ) Blende < Wiirtzite

Figure 15 : Représentation schématique des différentes structures cristallines du ZnO(41, 42).

1.5.2 Les propriétés de ZnO

Le ZnO est un matériau polyvalent grace a ses diverses propriétés chimiques et
physiques uniques telles qu'une grande stabilité chimique et thermique, une haute sélectivite,
une large gamme d'absorption de radiations UV et une photo-stabilite élevée(39) . Il est classé

comme un semi-conducteur de type 11-VI, puisque Zn et O sont classes dans les groupes deux
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et six du tableau périodique, respectivement(41). L’oxyde de zinc est sur la frontiére entre un
semi-conducteur ionique et covalent(39) . |l est caracterisé par une tempértaure de fusion
élevée (1975 °C) et une densité de 5,6 g/cm® (40).

NPs-ZnO sont reconnues comme des substances non-toxiques et biocompatibles(41) et
elles sont dotées de propriétés antibactériennes et antifongiques uniques. Les NPs-ZnO
possedent des activités catalytiques et photochimiques élevées, une absorption optique élevée
dans les régions UVA (315-400 nm) et UVB (280-315 nm) qui est bénéfique dans la réponse
antibactérienne et utilisée comme protecteur UV dans les cosmétiques(41).

v’ Propriétés antibactérienne et mécanisme d’action

Les NPs-ZnO présentent des propriétés antibactériennes intéressantes en raison de
l'augmentation de la surface spécifique, car la réduction de la taille des particules entraine une

réactivité accrue de leur surface(41).

Le ZnO est un matériau bio-sécuritaire qui possede des effets de photo-oxydation et de
photocatalyse sur les espéces chimiques et biologiques. Le mécanisme d’action antibactérien
des NPs-ZnO fait intervenir trois modes différents a savoir : la génération d'especes réactives
de I'oxygéne (EROs), la libération des ions Zn?* et I’interaction entre les bactéries et les NPs-
ZnO (41).
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Figure 16: Différents mécanismes possibles de I'activité antibactérienne des NPs-ZnO (41).
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1.5.3 Synthése des nanoparticules de ZnO

Deux stratégies ont été développées dans la littérature scientifique pour élaborer des

nanomatériaux :

- La stratégie descendante nommée : « Top-Down » qui regroupe les méthodes
physiques consistant a fragmenter un matériau massif jusqu’a la taille nanométrique.
Les particules ainsi synthétisées présentent généralement une grande disparité en
tailles et en formes ;

- La stratégie opposée, dite ascendante ou « Bottom-Up », concerne les méthodes
chimiques. Ces méthodes partent plutot de I’atome pour aller vers le nanomatériau et
sont généralement assez faciles a mettre en ceuvre. Ces méthodes sont également
moins exigeantes en énergie que les précédentes et permettent un meilleur contréle de

la taille, de la composition et de la forme.

Les deux méthodes sont utilisées pour préparer des nanostructures a grande échelle (43).

Approche « descendante » Top-down
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Approche « ascendante » butom-up

Figure 17 : Stratégie de développement des nanomatériaux (43).

Les différentes approches utilisées pour la synthése des NPs-ZnO peuvent étre
classées en deux catégories, les procédés chimiques et les procédés physiques. Généralement,
les procédés chimiques sont plus simples a mettre en ceuvre avec un grand nombre de
parametres permettant un meilleur contréle de la morphologie et de la taille des

particules(41). En effet, les techniques de synthese chimiques en solution telles que la
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méthode de précipitation, microémulsion ou la méthode sol-gel sont efficaces et sont les plus
couramment utilisées car peu colteuses et respectueuses de I'environnement (42). La méthode
sol-gel a la plus grande utilisation industrielle par rapport aux autres méthodes

mentionnées(44).

Méthodes de synthése des NPs de ZnO
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Figure 18 : Méthodes de synthése des NPs-ZnO(43).
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1.5.3.1 Le procédé sol-gel

Ce procédeé correspond a la transformation d'un systéme liquide appelé «sol» vers un
état colloidal appelé «gel». Le sol correspond a la dispersion d'un précurseur
organométallique ou d'un sel dans un solvant organique (alcool: méthanol, éthanol, etc...). Le
passage du «sol» au «gel» s'effectue dans un premier temps par une série de réactions
d'’hydrolyse et de polymérisation inorganique pour former une suspension colloidale et dans
un deuxiéme temps par un processus de vieillissement. L'état solide est obtenu par calcination
du « gel » (42).

Pour la synthése d’oxyde de zinc, plusieurs précurseurs de zinc ont été utilisés : le
nitrate de zinc, le chlorure de zinc, 1’acétylacétonate de zinc, 1’acétate de zinc ou des
alcoxydes de zinc tels que I’éthoxyde de zinc Zn(CH3CH,0),, ou le propoxyde de zinc
Zn(CH3CH,CH0),. Les sels métalliques sont souvent plus utilisés en raison de leurs faibles

codts, de leur facilité d'utilisation, et de leurs disponibilités(42).

1.5.3.2 Meéthode de précipitation

La précipitation est un procédé rapide, consistant en [’addition dans la solution
contenant un précurseur de zinc un agent rendant le produit insoluble ou modifiant le pH.
D’apres les données de la littérature, la syntheése d’oxyde de zinc a I'échelle nanométrique, par
la réaction de précipitation, peut étre considérée comme une succession de plusieurs étapes.

L’acétate de zinc (Zn(CH3COOQ),. nH,0) est parmi les précurseurs les plus utiliseés.

La premiére étape de synthése correspond a une dissolution préalable du précurseur
dans I'éthanol ou dans I’eau en présence d’une base. La deuxiéme étape est une réaction
chimique entre les especes présentes en solution pour former la précipitation d’hydroxyde
métallique. La derniére étape de vieillissement est suivie d'un traitement thermique pour
convertir les particules d’hydroxyde de zinc en oxyde de zinc. De nombreux parametres

expérimentaux peuvent influencer la morphologie et la taille des particules (42).
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1.6 Caracteérisation des nanoparticules

Diverses techniques sont utilisées pour caractériser les nanoparticules, a savoir la
taille, la forme, la charge de surface, la contenance en substance active. Chacune d'entre elles

nécessite souvent des outils séparés et précis (43).

La structure est évaluée par diffraction des rayons X, la morphologie et la taille des
particules sont analysées par spectroscopie électronique a transmission et par microscopie
électronique a balayage a émission de champ (MEB). L'étude du spectre d'absorption et de
I'activité photocatalytique des nanoparticules synthétisées est effectuée par spectrophotometre
UV-Vis et par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) (44, 45). Le potentiel
zéta (C - zeta, potentiel électrocinétique) est un outil important pour déterminer la charge de
surface, il permet de comprendre I'état de la surface des nanoparticules et prévoir leur stabilité

a long terme(43).

Pour utiliser les niosomes pour l'administration des médicaments, le facteur le plus
important a caractériser est l'efficacité de piégeage qui est définie comme la quantité totale de

PA contenue dans les niosomes(36).

Aprés avoir préparé la dispersion niosomale, le PA non piégé est séparé par dialyse,
centrifugation ou filtration sur gel. Le PA restant piégé dans les niosomes est libéré suite a
une rupture compléte de la vésicule en utilisant 50 % de n-propanol ou 0,1 % de Triton X-100
et puis quantifié avec une méthode d’analyse appropriée. L'efficacité de piégeage (EE) est

exprimée en pourcentage : EE = (la quantité piégée/ la quantité totale) x 100 (24).

Tableau 4: Les méthodes de caractérisation des différents parametres (20).

Parametres de niosome Mesure
Taille DLS, SEM, AFM, STM, CLS
Potentiel zéta DLS, Mobilité électrophorétique

L'efficacité de piégeage = Lt Eencapsul e ()9,

Quantit é totale

Efficacité de I'encapsulation iy L , , _
La quantité de médicament encapsulée est déterminée par

(%)
HPLC, UV/VIS, Fluorescence.
DLS (détermination de la taille et du potentiel zéta a 37°C, ou
Stabilité dans le sérum pour mimer la situation in vivo) ; Fuite du PA

encapsulé, tests de stabilité en temps réel et accéléres.
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La nature est une source d'agents médicinaux depuis des milliers d'années. Au cours
des trois dernieres décennies, le probleme de la résistance aux antibiotiques est apparu. Les
agents pathogeénes bactériens et fongiques ont développé de nombreux mécanismes de défense
contre les agents antimicrobiens, et aujourd'hui le besoin de découvrir de nouveaux agents

plus puissants comme accessoires ou alternatives a lI'antibiothérapie est plus grand.

L'activité antimicrobienne de certains composés phénoliques a été décrite. L'acide P-
hydroxybenzoique est le plus abondant des acides phenoliques, ainsi que I'acide cinnamique
(AC) (1). Les acides benzoiques, contiennent sept atomes de carbone (C6-C1), et les acides
cinnamiques neuf atomes de carbone (C6-C3). Ces derniers ont été classés comme
constituants structurels et fonctionnels des parois cellulaires des plantes et également comme
ingrédients bioactifs dans l'alimentation (46). lls ont été isolés pour la premiére fois sous
forme de cristaux a partir d’huile de cannelle par TROMMSDORF en 1780. Il pensait qu'il
s'agissait d'acide benzoique. DUMAS et PELIGOT l'ont identifié en 1835, et en 1856
BERTAGNINI a réussi a le synthétiser a partir de benzaldéhyde et de chlorure d'acétyle (47).

1.1 Définition et structure chimique

L'acide cinnamique (acide 3-phénylprop-2-énoique, acide 3-phénylacrylique) est un
compose organique de formule CsgHsCH=CHCOOH. C'est un composé cristallin blanc qui est
tres faiblement soluble dans I'eau, soluble dans les solvants organiques polaires (47). I
apparait naturellement dans le regne végétal(48). Il rentre comme un intermédiaire dans la

voie de la biosynthése de I’acide shikimique et de tous les phénylpropanoides.

H
H | s
y o

OH

Figure 19: Structure de I'acide cinnamique(49).

Le terme "cinnamique" dérive de I'épice cannelle (Cinnamomum zeilanicum) qui est
utilisée depuis l'antiquité comme agent aromatisant et pour ses propriétés stimulantes,
carminatives, antiseptiques et insecticides (50). L'AC est largement utilisé comme matiére

premiére. Son extrait naturel se trouve souvent sous forme libre ou sous forme d'ester. On le

27



PARTIE THEORIQUE CHAPITRE Il : Acide cinnamique

trouve également dans I'huile de cannelle, I'huile de basilic, le baume et la feuille de coca. En

outre, il peut étre synthétisé chimiquement (51).

1.2 Propriétés physico-chimiques

L'AC existe sous deux formes diastéréoisomériques trans- et cis- (E et Z en
nomenclature IUPAC) comme indiqueé sur la figure 20. A noter que ces deux formes (E) et (2)

peuvent étre en équilibre suivant les conditions de synthése (49).

H H
‘s ~COOH . L H
H — COOH
A
trans ou (E) cis ou (Z)

Figure 20: Isomeéres (E) et (Z) de I’acide cinnamique.

Tableau 5 : Les propriétés physiques, chimiques et thermochimique de I'AC (47, 49, 52).

Propriétés physiques Propriétés chimiques Propriétés thermochimique
T° d’ébullition | 300 °C F%:Ttl;'e CoHsO; |  AfHP solide
T de fusion 134°C Masse S[ae;lndtzradlpciz k:jlznswci
Solubilité dans 0,4 g/l . 148,16 .
molaire formation)
I’eau
Densité 1,25 g/cm® pKa 4,44 Cp 197,5
(4°C) (Capacité J/mol-K
La pression de | < 0,001 mmHg thermique) (solide)
vapeur a20°C
Point d’éclair >093,3°C

1.3 Propriétés therapeutiques

Les dérivés de I'AC sont largement utilisés dans les cosmétiques, comme parfum,
aromatisant, dénaturant, absorbant et filtrant des UV ou comme antioxydant (48). Mais
plusieurs études et analyses ont également été publiees dans la littérature sur une application
médicale particuli¢re de I’AC en raison de leurs bioactivités a large spectre, telles que leur
application anticancéreuses, antidiabétiques, antibactériennes, antifongiques, antiparasitaires,
antimycobactériennes, anti-inflammatoires et inhibitrices d'enzymes. Toutefois, la faible
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biodisponibilité de I'AC, due a son caractere hydrophobe, est un facteur limitant dans les
modeles in vivo (4, 53, 54).

> Propriétés antimicrobiennes

Il a été prouvé que I’AC contenu dans la cannelle combat les éléments fongiques,
bactériens et viraux renfermés dans les aliments, mais ces propriétés ne se limitent pas a
I’alimentation. En effet, I'AC et ses dérivés, isolés a partir des matieres végétales ou
synthétiques, sont considérés comme srs pour leur activité antibactérienne. lls exercent leur
effet contre une large gamme de bactéries(55). L’AC inhibe la prolifération des bactéries en
endommageant leurs membranes cellulaires par inhibition de sa porosité ou en modifiant sa
perméabilité et en altérant son profil lipidique (inhibition du métabolime énergitique). Selon
des experts, cette molécule ainsi que ses dérivés peuvent étre utilisés pour le traitement des
problémes pulmonaires ou du rhume. Ils peuvent aider a résoudre les problemes de
congestion pulmonaire et aident aussi a eéliminer le mucus et favoriser la fonction nasale(4,
55).

Les valeurs de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des acides cinnamiques naturels
contre différentes bactéries, déterminées par différents chercheurs a l'aide de différentes

méthodes, sont présentées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 6 : Activité antibactérienne de I’acide cinnamique (56).

Composé Souche microbienne CMI
Aeromonas hydrophila MTCC 646 7.7 mM
Aeromonas salmonicida MTCC 1522 5.6 mM
Edwardiella tarda MTCC 2400 7.0 mM
Enterococcus faecalis 6.75 mM
Escherichia coli ATCC 25922 9.0 mM
Listeria monocytogenes 13.5 mM
Mycobacterium tuberculosis H37Rv 675 uM
Acide cinnamique Neisseria gonorrhoeae 6.75 mM
Pseudomonas aeruginosa 6.75 mM
Salmonella sp. 6.75 mM
Salmonella typhimurium LT2 7.5 mM
Staphylococcus aureus 6.75 mM
Staphylococcus epidermis 6.75 mM
Streptococcus pyogenes 10535 844 uM
Vibrio parahaemolyticus 6.75 mM
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1.1 Type et lieu d’étude

Il s’agit d’une étude prospective expérimentale realisée durant la période allant du Novembre
au Mars 2020.

Le travail a été effectué au niveau du laboratoire de galénique et au niveau du laboratoire de

recherche Toxicomed de la Faculté de médecine- Tlemcen.

Les controles ont été realisés au niveau du laboratoire de recherche Catalyse et Synthese en
Chimie Organique (LCSCO)-Université de Tlemcen.

1.2 Matiéres premieres et Matériel

Les matieres premiéres utilisées sont : acide cinnamique de synthése, Span 80 et Tween 80,
cholesterol, phosphate disodique Na,HPO,4, phosphate de monopotassium KH,PQO,, chlorure
de sodium NaCl, acétate de zinc dihydraté [Zn(OOCCHz3),-2H,0], chloroforme, méthanol,

hydroxyde de sodium, eau distillée.
Nous avons utilisé le matériel suivant :

- Agitateur magnétique

- Bain ultrasons IsoLab

- Balance analytique OHAUS

- Capsule en porcelaine

- Etuve

- Four a moufle

- Mortier en procelaine

- pH-metre OHAUS Starter3000
- Rotavapeur IsoLab

- Spectrophotométre Infrarouge a Transformé de Fourrier
- Spectrophotométre UV-Visible
- Thermométre

- Ultracentrifugeuse réfrigérée

- Verreries : Eprouvettes, béchers, fioles.
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1.3. Méthodes

1.3.1 Préformulation

A. Acide cinnamique

L'acide cinnamique de formule C¢Hs—CH=CHCOOH est un acide organique plus

précisement phénolique qui se présente sous la forme d'une poudre blanche.

La structure de I’AC est divisée en trois unités : acide carboxylique, oléfine et un

anneau benzene (fig 21).

fonction carboxylique —
I Y

CH ( Il—l'();ll ll():('—( H—/CH
@F T yoo

anncau aromatwjue

Figure 21 : formule de I’acide cinnamique.

Son poids moléculaire est 148,16 g/mol et sa densité est 1,25 g/cm®.

Il résiste au chauffage. Sa température de fusion est 134°C et son point d’ébullition est de
300°C.

Il n’est pas sensible ni a la lumiere ni a I’oxygene.

B. Les agents de surface : Span 80 et Tween 80

Le monooléate de sorbitane (Span 80) et son dérivé éthoxylé le polysorbate 80 (Tween
80), sont des tensioactifs non ioniques. Leurs formules chimiques sont CysHs4Os et

CsgH124026 et leurs masses molaires sont 428,6 g/mol et 1310 g/mol respectivement.

Ils se présentent sous forme de liquides jaune visqueux. Le Tween 80 est hydrosoluble avec
un HLB égale a 15, alors que le Span 80 est liposoluble et son HLB est de 4,3 (33, 34). Ces
deux tensioactifs ont une chaine hydrophobe de 18 carbones qui est le siége d’une

insaturation.
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Le Span 80 est dispesrsible dans 1’eau et soluble dans les solvants organiques. Sa température
de transistion de phase est 53-57°C (57).

Le Tween 80 est soluble dans 1’eau et dans 1’éthanol. Sa température de transistion de phase
est 65°C (57).

C. Le cholestérol
Le cholestérol de formule C,7H460 est un lipide de la famille des stérols. Sa structure
chimique comprend quatre cycles carbonés notés A, B, C et D (noyau cyclopentano-perhydro-
phénanthrénique). Cette structure possede un groupe hydroxyle -OH sur le carbone 3 (C3). Ce
groupe constitue la téte polaire et donc la partie hydrophile du cholestérol. La fonction -OH
du cholestérol peut étre estérifiée par un acide gras qui rend la molécule totalement insoluble

dans I'eau.

HO

Figure 22: Structure de cholestérol.

Le point de fusion est 147-150°C. Il est soluble dans le chloroforme (1 partie dans 4,5 parties
a 20°C) et faiblement soluble dans le méthanol (1 partie dans 153 parties a 20°C) (57).

D. Acétate de zinc

L'acétate de zinc est un composé chimique de formule Zn(OOCCHy3), ayant souvent la
structure d'un dihydrate Zn(OOCCHj3),-2H,0. Sa formule brute est C4HgO4Zn.2H,0 et sa

masse molaire est de 219,50 g/mol.

L'acétate de zinc se présente sous l'aspect d’un solide cristallisé blanc a faible odeur

acétique.
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Figure 23 : Acétate de zinc.

Il est soluble dans 1’eau (1 partie dans 2,3 parties a 20°C). Par contre sa solubilité dans
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0
HaC )\ 0| zn?-2H,0
2

Figure 24 : Acétate de zinc dihydraté.

I’éthanol est plus faible (1 partie dans 30 parties & 20°C) (57).

Au dessus de 100°C, I’acétate de zinc perd son eau d’hydratation (57).

E. Les solvants organiques

Les solvants organiques proposes sont les plus couramment utilisés au laboratoire, les moins

toxiques et dont les regles de sécurité sont maitrisées.

Tableau 7 : Les solvants utilisés.

Formule )
Solvants o Téb (°C) Tf (°C) PM (g/mol) Densité
chimique
Méthanol CH3OH 65 -98 32,04 0,791
Ethanol C,HsOH 78-79 -117 46,07 0,812
Chloroforme CHCI; 61,2 -63,5 119,38 1,478

1.3.2 Préparation et contrdle des niosomes chargés d’acide cinnamique
q

Pour la préprartion des niosomes chargés d’acide cinnamique nous avons choisi la

méthode d’hydratation du film en couche mince.

[.3.2.1 La Préparation des niosomes
Nous avons suivi les étapes ci-dessous :

- Tout d’abord, un mélange d'agent tensioactif et de cholestérol (a différents rapports
molaires) a été dissous dans un volume de solvants organiques volatils dans une fiole a
fond rond ;

- Les solvants organiques ont été évaporés sous pression réduite a une certaine
température en utilisant un évaporateur rotatif jusqu’a 1’obtention d’un film mince

lipidique sur la paroi du ballon ;
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- Le film mince formé sur la paroi intérieure était laissé a 1’obscurité pendant 24h afin

de se débarrasser des résidus de solvants et pour que le film seche completement ;

- Ensuite, une étape d’hydratation était réalisée avec 10 ml d’une solution préparée de

PBS (pH 7,4), a une température supérieur a la température de transition de phase du

tensioactif utilisé (T °C >Tg), et sous une agitation douce pendant 1h ;

- Enfin, les échantillons ont été soniqués pendant 5 min pour obtenir des niosomes de

taille uniforme.

- Les échantillons ont été conserves dans un réfrigerateur (4°C) pour leur maturation.

Apres la préparation des niosomes vierges représentés par les essais (Ev . vierge), on a

procédé par la suite a la préparation des niosomes chargés (Eic, Eac, Esc, Eac, Esc, Eec) en

suivant le méme protocole. Une quantité fixe (mpa = 0,0001 g) d’acide cinnamique (nature

hydrophobe) est introduite au mélange composé de tensioactifs, de cholestérol, et de solvant

au début de la préparation.

Tableau 8 : Formulation de niosomes avec des concentrations différentes de Tween/Span et

de cholestérol (Masser = 200 mg).

Tensioactifs Tween 80 Span 80
Essai Et1 Er. Es1 Es>
Ratio cholest/TA 1:1 1:2 1:1 1:2
Quantité Masse 1= 200 mg
Chloroforme/Méthanol : 2V/1V
Solvants
V=15 mi
. Agitation : 160 RPM
Parametres du ,
Temperature : 65 °C
rotavapeur .
Temps : 20 min
. 10 mL de PBS (pH 7,4), pendant 1 h
Hydratation
y 265 °C 260 °C

Dans un deuxieme temps, on a fixé la quantité de cholestérol a 20 umol et on a varié

les quantités des tensioactifs avec quelques modifications des parametres de procédé.

36



PARTIE PRATIQUE CHAPITRE | : Matériel et Méthodes

Tableau 9: Optimisation de quelques variables liées au processus de synthése pour la

formulation de niosomes vierges.

TA Tween 80 Span 80
Essai ElV Ezv E3V E4V E5V EGV
Ratio (Cholest/ TA) 1:1 1:2 1:3 1:2 1:2 1:3
Mchotest= 0,0077 ¢
Quantiteé M1go= M1go = M1go = Msgo = Msgo = Msgo =
0,0262g | 0,05249g | 0,0786¢9 | 0,0086 g | 0,0171g | 0,0257g
Solvant V chiorofome = 10 ml

Agitation : 110 RPM
Température : 62 °C
Temps : 40 min

Paramétres du
rotavapeur

Hydratation 10 mL de PBS (pH 7,4), pendant 1 h
a65°C a60°C

1.3.2.2 Méthodes de caractérisation

A. Taux d’encapsulation EE

L'efficacité de piégeage des niosomes ou taux d’encapsulation est representé par la
capacite des niosomes a retenir les molécules médicamenteuses dans le noyau aqueux ou dans
la membrane bicouche des vésicules. Il s'agit d'un parameétre important pour la caractérisation
des vésicules niosomales. Pour la détermination du taux d’encapsulation on a besoin de la
quantité de 1’acide cinnamique encapsulé, ce dernier est determiné par spectrophotométrie en

utilisant un spectrophotomeétre Uv-Visible.
> Détermination de la longueur d’onde d’absorption de 1’acide cinnamique

Une espéce chimique est caractérisée en spectroscopie UV-visible par la longueur
d’onde Amax du maximum d'absorption.L’AC est une molécule qui absorbe dans 1’ultra-violet.
La longueur d'onde maximale est obtenue directement par balayage automatique entre 200 et

400 nm. Des cuves en quartz de 1 cm de trajet optique sont utilisées.
» Préparation d’une gamme d’étalonnage (calibration)

Lorsqu'on réalise une gamme étalon, la loi de Beer-Lambert doit étre vérifiée, pour
nous avons utilisé des solutions limpides, non fluorescentes, sans réaction chimique sous

I'effet de la lumiére.
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Pour obtenir une courbe d’étalonnage linéaire et qui obéit a la loi de Beer-Lambert, on
a démarré a partir d’une solution mere de concentration connue de 100 pg/ml, et on a réalisé
une succession de dilutions (5 dilutions de % suivi de 10 dilutions de %), au total nous avons
une série de 15 preparations. Celles-ci sont, par la suite analysées par spectrophotométrie UV-
visible en mesurant leurs absorbances apres avoir effectué un blanc a la longueur d'onde

trouvée.

Toutes les mesures effectuées sont regroupées dans le tableau N°12 et une courbe
représentative de 1’absorbance en fonction de la concentration de 1’acide cinnamique est

tracée par la suite (fig 32).

> Détermination de la quantité de PA encapsulé

Apres avoir préparé les dispersions niosomales, une certaine quantité de PA n’est pas
encapsulée. L’élimination du PA non piégé dans les vésicules a été réalisée par une

centrifugation a 15 000 tr/min pendant 15 min a l'aide d'une centrifugeuse réfrigérée a 4 °C.

Le PA restant piégé dans les niosomes est déterminé par la rupture complete des
veésicules restées au culot en ajoutant 5 mL d’éthanol. Sa concentration a été déterminée par
spectrophotometre UV-visible a la longueur d'onde caractéristique.L'efficacité de piégeage
(EE) est ensuite calculée et exprimée en pourcentage.

Chacune de ses étapes était accompagnée par une expérience avec un simple blanc du

systeme niosomal c’est-a-dire avec des niosomes vierges traités de la méme maniére.
v' Calcul de I’EE

La concentration du PA encapsulé a été déterminée a partir de la courbe d'étalonnage

réalisée pour 1’acide cinnamique. L'efficacité d'encapsulation pour le niosome a été calculée a

Quantit é encapsul ée

partir de I'équation suivante : L'efficacité de piegeage = %X 100 %

Quantit é totale

B. Spectroscopie infrarouge a transformeée de Fourier (FTIR)

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) est la technique la plus
appliquée dans les sciences chimiques et pharmaceutiques. Son champ d'application

comprend de nombreuses applications, notamment pour déterminer la compatibilité entre les
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ingrédients pharmaceutiques actifs et inactifs, condition préalable a la conception et a la
formulation des médicaments. Les spectres FTIR des composants individuels, des mélanges
physiques et des formulations niosomales ont été enregistrés et interprétés pour découvrir
toute interaction. Ce travail visait a mettre en évidence la présence ou l'absence d'une
éventuelle incompatibilité de certains agents de surface non ioniques avec lI'acide cinnamique.
Les spectres obtenus ont été enregistrés a I'aide d'un spectrophotomeétre FTIR dans la région
de 550 & 4000 cm™.

1.3.3 Synthese et caractérisation de nanoparticules d’oxyde de zinc (NPs-ZnO)

1.3.3.1 Procédés de synthése

Dans le tableau suivant, nous détaillons pour chaque méthode de synthése des NPs-

ZnO (précipitation ou sol-gel) les divers protocoles proposés par la littérature.

Notre choix de protocole était décidé selon la simplicité relative d’exécution du
protocole et surtout selon le matériel disponible au niveau du laboratoire. Nous avons opté

pour I’acétate de zinc dihydraté Zn(CH3;COO),.2H,O comme précurseur et source de zinc.
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Tableau 10 : Conditions expérimentales de synthése de nanoparticules d’oxyde de zinc par la méthode de précipitation et la méthode sol-gel.

CHAPITRE | : Matériel et Méthodes

, Solution | Solution B Sféh/aﬁe Traitement | \orphologie ,
Méthodes Précurseur Solvants _ . pH | Additifs > ! thermique | et taille des Notes Réferences
acide basique Agitation °Cc /h ;
particules
rpm/h
Acétate de zinc Acid 400
dihydraté Eau cide rpm/5h o
M Distillée | acetique | | || || 90°Cien |O0C/4n / / (58)
Ethyléne- Acide Spherique 40 La forme
- o NaOH |95 150°C/6h | 600°C / 4h _
2 glycol nitrique nm acicular a une
= . .
= Acétate de zinc _ activite (59)
3 oM Acide NH.OH | 85| 400°C / an | Aciculaire 1 ifongique
& acetique / 4 ! 250°C/2h 40x500 nm g1
plus efficace
Aoctate de ZINC | ay gistillée NaOH 81,28-84,98
2y ] Ethanol / 8g | / / / / am / (60)
Acétate de zinc Acide
dihydraté oxalique
1099 Ethanol dihydraté / / / 80°C/24h | 500°C/ 2h 44 A° / (61)
12,6
e NaOH
= Acétate de zinc _ a
3 0.11g I0-propanol / 059 | / | PVP2g |120°C/12h | 350°C / 2h / / (62)
Nitrate de zinc
hexahydraté Amidon / / / / 80°C/12h | 600°C / 4h / / (63)
(9,8% p/v) 30g
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4 i Ethylene Acide
Acgtaltserggllzl'”c Y citrique |/ /' |130°c/sn| s00°C / 21,5 nm
- glycol 2.5mol/L
Mono- ye e e
Acétate de zinc I I ol Couche Zzane d l(nElbltlI(_’;l (6
_ ) SO-propano éthanol- o ) mm (E.coli
dihydrate / / . 65°C/2h / mince 15mm (S.aureus)
amine
Zn0O et CuO ont
un effet
Acétate de zinc synergique
dihydrté " Non
(ZnO >0,3) Propan- ono- o . CuO plus
20l / / ithanol- 60°C/ 2h / cristalline | ¢ - o queZnO (2)
0,1/0,2/0,3/ )
0,4/0,5/0,75/1/1,5 amine CMI
(mol/L) 0,1mol/L pour
CuO 0,3mol/L
pour ZnO
Ultrasonication :
. . Ultra- NPs uniformes.
Ace;?rt]?griézmc Methanol/ / NaOH / sonication | 1500c / o1 ) L scrbaation et (44)
0.2M sthanol 1M agrégation e
la taille de NPs.
Agitation
NH.OH " F.spherique :
Acétate de zinc | — 4 H,0, Taille NH,OH
dihydrte S / / 5 mL 80 °C / moyenne Fils métali (65)
= m ils métalique :
1269 < | NaOH 58,3 nm |
NaOH
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A. Synthése par méthode sol-gel (P4.4)

Pour la synthese des NPs-ZnO par la méthode sol-gel nous avons varié le temps de sonication

des échantillons.
Les étapes de synthese sont les suivantes :

- Tout d’abord, une solution d’acétate de zinc dihydraté (0,2 M) a été préparée en
mélangeant 4,4 g de précurseur avec 100 mL de méthanol ;

- Le mélange avait été agité a 1’aide d’un agitateur magnétique pendant 10 minutes a
140rpm jusqu’a dissolution compléte de soluté. La solution produite est transparente
et son pH est 7,40 ;

- Ensuite, une solution de NaOH 1M, préalablement préparée, était ajoutée
progressivement au mélange précédant jusqu’a I’obtention d’un liquide laiteux et
visqueux (gel fig 25) d’un pH = 9 (Vyerse = 35 mL) tout en maintenant 1’agitation
pendant 15 min & température ambiante ;

- Dans I'étape suivante, le gel obtenu a été soniqué pendant 15 min (échantillon Pg4,)
puis jusqu’a 30 min (échantillon Py 4p) ;

- Une centrifugation & 5000 rpm pour une durée de 15 min suivi d’un lavage puis d’un
séchage dans 1’étuve a 80 °C pendant toute la nuit ont été effectués ;

- A la fin, une étape de calcination était réalisée, c’est au cours de ce processus de

séchage que la conversion complete de I'oxyde de zinc avait lieu.

Figure 25 : Etat de gel (P4.4).
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B. Syntheése par précipitation (P2)

Dans une deuxiéme démarche, une autre procédure, celle de précipitation a été réalisée

afin de synthétiser des NPs-ZnO. Les étapes de la deuxieme méthode sont les suivantes :

Premiérement, une masse de 2g d’acétate de zinc dihydraté a été dissoute dans un
volume de 15 mL d’eau distillée. Ce mélange a été désigné comme solution A ;

En parallele, 8g d’hydroxyde de sodium a été ajouté a 10 mL d’eau distillée et le
mélange a été désigné comme solution B ;

Par la suite, les deux solutions ont été mélangées séparément sous agitation constante
pendant environ 5 min chacune ;

Puis, aprés une bonne homogénéisation, la solution d’hydroxyde de sodium a été
versée dans la solution contenant de I’acétate de zinc sous agitation constante par un
agitateur magnétique pendant environ 5 min ;

Dans un second temps, une burette a été remplie avec un volume de 100 mL de
méthanol. Un précipité blanc s’est formé au fur et & mesure que les gouttes de solvant
se mélangent avec la préparation contenant a la fois de 1’hydroxyde de sodium et
I’acétate de zinc ;

La solution obtenue a été divisée en deux parties, la premiére solution a été placée
dans le systéme ultrasonique pour une durée de 15 min (échantillon Py,), et la seconde
pour une durée de 30 min (échantillon Py,) (fig 26) ;

La récupération de précipité se fais ensuite par centrifugation (fig 27) ;

Une fois récupéreé, le précipité est rincé avec de 1’eau distillée, séché a I’étuve a
environ 80 °C pendant quelques heures avant d’étre broyé avec le mortier ;

Afin de compléter le processus de synthese, la poudre obtenue est soumise a une

calcination ce qui permet de former les NPs-ZnO.

’\

" \
AN

N

Figure 26: Etape de sonication Figure 27: Etape de centrifugation
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C. Calcination

Au cours de ce processus, les matériaux sont soumis a un cycle thermique,
éventuellement sous atmosphere controlée afin d’éliminer les résidus de synthése adsorbés a
la surface des grains et afin d’obtenir le composé voulu. Au cours de cette réaction il y a
dégagement de dioxyde de carbone ou de dioxyde d’oxygene et éventuellement d’un peu de

vapeur d’eau.

Apres le traitement thermique, la poudre est rebroyée afin de réduire la taille des grains, de

I’homogénéiser et augmenter sa réactivité.

Une premiére préparation a été réalisée avec un seul lavage et un traitement thermique
d’environ 1h a 500 °C, a la différence des nouvelles préparations ou plusieurs étapes de
lavages par de I’eau distillée ont été effectués et elles ont été portées a une calcination plus

prononceée a 400 °C pendant 4h.

Figure 28 : Etape de calcination

1.3.3.2 Calcul de rendement

Le rendement (R) correspond au rapport entre la masse des nanoparticules obtenues et

la masse théorique attendue. 1l est exprimé en pourcentage.

1.3.3.3 Caractérisation des NPs-ZnO

Diverses techniques sont utilisées pour caractériser les nanoparticules et pour étudier
leurs propriétés, une de ces méthodes utilisées pour la caractérisation de nos nanoparticules
synthétisées est la FTIR.
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La spectroscopie infrarouge est une méthode d’identification basée sur I’absorption ou
la réflexion par 1’échantillon des radiations électromagnétiques. C’est une technique utile
utilisée pour distinguer les types de groupes fonctionnels et de liaisons chimiques que l'on

trouve dans les composés.

La FTIR est une Vvéritable carte d'identité de la molécule, extrémement riche en
informations. Les longueurs d'onde auxquelles I'échantillon absorbe sont caractéristiques des
groupements chimiques presents dans le produit analysé. La consultation des tables et le
croisement des résultats permettent a ce stade une attribution probable des bandes et une
identification des groupements chimiques correspondants.Les spectres FTIR des NPs-ZnO
synthétisés par les deux méthodes de précipitation et de sol-gel ont été enregistrés dans la

gamme 400-4000 cm™ et ils ont été interprétés par la suite.
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1.1 Les niosomes chargés d’acide cinnamique

Dans ce chapitre, nous allons définir les différents facteurs utiles a notre étude a
savoir : le taux d’encapsulation, les facteurs modifiant ce taux, I’étude FTIR...Pour chaque
facteur, nous allons détailler notre méthodologie de calcul, résumer les résultats obtenus et

finir par une lecture analytique et critique de notre bilan de travail.

11.1.1 Etude de solubilité de I’acide cinnamique

Pour choisir le solvant utilisé pour la synthése des niosomes, un test de solubilité de

I’AC dans deux solvants méthanol et chlorofome a été réalisé.

Tableau 11 : Solubilité de I’acide cinnamique

Volumes approximatifs de solvants en o
Solvant o ) Termes descriptifs
mL par masse d’acide cinnamique

Eau 0,01 g non dissoute dans plus de 100mL | Pratiqguement insoluble
Chloroforme | 1g dissoute dans 12 mL Soluble
Méthanol 19 dissoute dans 140mL Peu soluble

La faible solubilité de I’AC dans le méthanol par rapport au chloroforme peut étre due a sa

nature lipophile et au fait que le méthanol est plus polaire que le chloroforme.

o e -',\ G 4 .
Figure 29 : Solubilité de I’AC dans le Figure 30 : Solubilité de I’AC dans le
méthanol. chloroforme.
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11.1.2 Détermination des taux d’encapsulation

Le taux d’encapsulation est un parametre primordial pour la caractérisation des

Quantit é de Ac cinnamique encapsul ée

niosomes, il est donné par le rapport en pourcentage. La

quantit é totale utilis ée
quantité encapsulée correspond a la concentration de PA piégé se trouvant dans le culot.
Allons de la courbe d’étalonnage, il est facile de déduire cette concentration a partir de
I’absorbance de la solution étudiée selon la relation DO = f (C). Rappelant que cette lecture se

fait a la longueur d’onde d’absorption maximale de I’AC.
» Détermination de la longueur d’onde d’absorption maximale de ’acide cinnamique

Les solutions préparées ont été étudiees contre un blanc a laide d'un
spectrophotometre UV/Visible dans la gamme de 200-400 nm. Le Ama correspond a la
longueur d’onde ou se produit un pic d’absorbance par I’AC. Celle-ci est de ’ordre de 280
nm (Fig 31),ce qui est conforme a la valeur décrite par la littérature (66), et elle est choisie

par la suite comme longueur d'onde analytique pour une analyse plus approfondie.

Figure 31 : Variation de I’absorbance en fonction de la longueur d’onde d’une solution
d’AC.
» Courbe d’étalonnage

La courbe d'é¢talonnage de I’AC a eté réalisee en préparant quinze concentrations
différentes d’AC et en mesurant 1’absorbances de chacune d’elles & 280 nm a I’aide d’un

spectrophotometre UV-Visible.
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Tableau 12: Le tableau montre les résultats obtenus apres la mesure spectrophotométrique

Solutions Densité optique (DO)
Solution mere 3
D1 3
Série de D2 3
dilutions % b3 3
D4 3
D5 2,942
D6 2,084
D7 1,09
D8 0,57
D9 0,377
Série de D10 0,142
dilutions %2 D11 0,12
D12 0,043
D13 0,015
D14 0,004
D15 0

Le tracé de la variation de 1’absorbance en fonction de la concentration de ’acide cinnamique

est représenté sur la figure suivante :

Absorbance

Courbe d'etalonage DO = f (C)

2.5

1.5

DO =0,1771.C
R?=0,9903

0.5

0 2 4 6 8 10 12 14

Concentration en pg/ml

Figure 32: Courbe d’étalonnage de I’AC.
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La courbe d’étalonnage de ’AC (Fig 32) est une droite d’équation : A=0,1771.C (R? =
0,9903).

A : I'absorbance de I’AC a Amax = 280 nm contre un blanc de réactif.

C : la concentration de I’AC dans les solutions préparés (en pg/mL).

La courbe permet de déterminer la concentration d'une solution inconnue a partir de la mesure

de son absorbance a 280nm.

La courbe est linéaire sur I’intervalle de concentration choisis (fourchette de 0 a 12
pug/mL), donc la loi de Beer Lambert est vérifiée pour la détermination du coefficient

d’extinction molaire.
» Quantité de PA encapsulé

Le tableau ci-dessous représente les résultats obtenues apreés la synthése des niosomes

en utilisant deux types de tensioactifs non ioniques (Tween 80 ; Span 80).

Le taux d’encapsulation le plus élevé a été obtenu avec 1’essai Esc qui correspond a un ratio
(cholestérol/ Span 80) de 1:2. Les taux d’encapsulation obtenus avec le Tween 80 étaient

nettement inférieurs a ceux obtenus avec le Span 80.

Tableau 13: Les effets des différents rapports molaires (cholestérol/tensioactif) sur I'efficacité
de piégeage % (EE %).

TA Tween 80 Span 80
Essali Eic Eac Eac Eac Esc Eec
Ratio Cholest/TA 1:1 1:2 1:3 1:1 1:2 1:3
DO culot 0,919 1,218 1,214 1,886 2,850 1,960
[PA] pg/ml 5,19 6.88 6.85 10,65 16,09 11,07
EE % 25,95 34,39 34,27 53,25 80,46 55,34

Des essais ont été réalisés avec du cholestérol et des agents de surface non ioniques
(Tween 80 et Span 80) avec différentes proportions de 1:1, 1:2 et 1:3 par la méthode
d'hydratation en couche mince. Dans chaque essai, 100 pug d'acide cinnamique ont été ajouté.
Le film mince ne s'est pas formé avec les échantillons Eti, Etz, Esi et Esz, Méme en

augmentant le temps d'évaporation du solvant. Les variables liées au procédé, a savoir le type
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de solvant, le temps d'évaporation, la température et la vitesse de rotation de rotavapeur, les
conditions de I'étape d'hydratation, ont été modifiées et le film lipidique s'est formé dans

chacun des essais ElC, Ezc, E3c, E4c, Esc, Eec.

D'apres les études ci-dessus, la formulation avec un rapport cholestérol/Span80 de 1:2
(quantité de cholestérol fixée a 20 uM), 10 mL de chloroforme comme solvant, un temps
d'’hydratation de 1 heure avec une solution saline tamponnée au phosphate a pH 7,4, une
vitesse de rotation de 110 tr/min et 5 min de sonication a donné un piégeage maximal de PA
de 80,46 %. Ces parameétres peuvent étre ultérieurement utilisés afin de formuler une

préparation galénique a base de niosomes d’AC.

11.1.2.1 Facteur influencant la formation de film lipidique

» Vitesse de rotation du rotavapeur

L'épaisseur et l'uniformité du film dépendaient de la vitesse de rotation du ballon. Il a
été observé qu’une rotation de plus de 120 tr/min produit des films épais et irréguliers (fig33),
ce qui favorise la formation des agrégats. Une vitesse de 110 tr/min donnait un film lipidique

uniformément mince (fig34).

Figure 33 : Le film lipidique formé a des vitesses de rotation élvées
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Figure 34: Le film lipidique formé a une vitesse de rotation de 110 tr/min.

11.1.2.2 Facteurs influencant la formation des niosomes

Une mauvaise sélection de la température, du temps et du volume du milieu
d'hydratation produit des niosomes fragiles et des problemes de fuite de PA peuvent survenir

par la suite.
» Température d’hydratation

La taille et la forme du niosome sont influencées par la température d'hydratation.
Pour des conditions idéales, cette derniére doit étre supérieure a la température de transition
de la phase gel a la phase liquide du systeme. Le changement de température affecte
I'assemblage des agents de surface en vésicules et induit également une transformation de la
forme des vésicules. Pour cela, la synthese des niosomes avec le Span 80 a été réalisée a 60°C
ce qui est nettement supérieur au Tg de cet tensioactif. Alors que les préparations de Tweens

80 ont été portées a 65 °C.
» Milieu d’hydratation

Outre les facteurs mentionnes ci-dessus, le volume du milieu d'hydratation et le temps
d'hydratation des niosomes sont également des facteurs critiques. En analysant les parametres
fixés par la littérature, un volume de 10 mL de solution saline tamponnée au phosphate d’un
pH 7,4 a été utilisé pour former les vésicules. Nous avons sélectionné une durée d’hydratation

d’une heure en se basant sur les travaux publiés dans la littérature (23, 35, 36, 67).
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11.1.2.3 Facteurs influencant I’efficacité de piégeage de 1’acide cinnamique

L'efficacité d'encapsulation (EE) de I'AC dans les niosomes s'est avérée plus grande
dans les formulations de type Span 80 (53 - 80 %) que dans les formulations de type Tween
80 (25 - 34 %) Tableau N°13. L'efficacité d'encapsulation des vésicules niosomales dépend
principalement du type d'agents de surface, de sa structure chimique, de ses propriétés
intrinséques comme la valeur HLB et la lipophilie. Elle dépend aussi de la nature de PA et de
la quantité de cholestérol formant les bicouches. Nos interprétations sont basées sur les études

rapportées dans la littérature.
» Lanature de PA encapsulé

Le piégeage du PA dans les niosomes dépend du poids moléculaire, de la structure
chimique, ainsi que de I'nydrophilie et de la lipophilie (68). L'AC posséde un faible poids
moléculaire (MW : 148,16 g/mol) et il est de nature lipophile. Le taux d’encapsulation élevé
de I'AC dans I'Esc (Span 80, ratio 1:2, EE 80,46 %) pourrait étre attribué a la capacité accrue
de I'environnement lipophile dans la bicouche de I'agent tensioactif résultant de
l'augmentation de la longueur de la chaine alkyle ainsi que la présence des groupes de téte
lipophiles. Son taux d'encapsulation est plus faible dans les niosomes de Tween 80
(formulations E;c, Eac, Esc) qui ont des groupes de téte hydrophiles plus grands et se situait
entre 25 % et 34 %.

» Nature et type d’agent tensioactif

Les données du tableau N°13 révélent que les taux d’encapsulation des niosomes
préparés a l'aide de Span 80 étaient supérieurs a ceux préparés a l'aide de Tween 80. Ceci peut
étre d0 a la nature lipophile de Span (HLB inférieur) ou l'acide cinnamique lipophile est
facilement piégé. En plus, le Tween 80 avec une valeur HLB relativement plus élevée
necéssite plus de cholestérol non seulement pour maintenir la rigidité de la membrane, mais

aussi pour former les niosomes (67) .

Nos résultats sont conformes aux reésultats rapportés par 1’étude de Baziri et al (69) qui
indiguent que les niosomes préparés avec les agents de surface ayant de faibles valeurs d'HLB
ont montré une efficacité de piegeage plus élevée, et aux études de Gharbavi et al. et de
Mehta et al (24, 68) qui montre aussi que les tensioactifs ayant des HLB entre 14-17 n’étaient

pas adapté a la formulation des niosomes.
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» Effet de cholestérol

Les formulations de niosomes ont été préparéees en faisant varier le rapport molaire des
tensioactifs non ioniques et du cholestérol. L'incorporation de cholestérol dans le niosome
était connue pour améliorer la stabilité des vésicules. En effet, le cholestérol s'intercalait entre
les bicouches et entrainait une rigidité accrue, une diminution de la perméabilité des vésicules
et une augmentation de I'efficacité de piégeage du PA a l'intérieur des vesicules (67, 70), ce
qui explique pourquoi les résultats obtenus avec un rapport molaire de 1:2 étaient meilleurs
que le rapport 1:3. En revanche, une quantité plus élevée de cholestérol (rapport 1:1) entre en
concurrence avec le PA pour I'espace de piégeage et I’exclut de la bicouche, ce qui entraine
une diminution de taux d’encapsulation. Cela pourrait également étre dd au fait qu'au-dela
d'une certaine concentration, le cholestérol peut réduire la perméabilite de la membrane en
augamant sa rigidité (67) ou carrément détruire la structure bicouche réguliére des membranes
veésiculaires (71). Ceci a été démontré dans 1’étude de Waddad et al. (67) lorsqu’ils ont obtenu
une réduction de Il'efficacité du piégeage a partir d’une certaine quantité de cholestérol lors de

I’encapsulation du Morin hydrate dans des niosomes a base de Tween 60, Span 60 et Span 80.

11.1.3 Etude par FTIR

Le spectre FTIR de I’AC seul est présenté dans le tableau 14 et la figures 35. Alors que les
résultats des formulations niosomales sont illustrés dans les figures 36 et 37.

11.1.3.1 Etudes de compatibilité entre les excipients et I'ingrédient actif
» Spectre FTIR de I'acide cinnamique pur

Le spectre FTIR de I'échantillon de PA a montré la présence de tous les groupes
fonctionnels, qui sont présents dans la structure chimique de I'AC. En outre, les valeurs
obtenues a partir du spectre FTIR de I'échantillon du produit utilisé sont conformes aux

valeurs rapportées dans la littérature, ce qui montre l'authenticité du PA.
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Tableau 14 : Résultats de I'analyse en spectroscopie infrarouge de I'acide cinnamique.

Liaison du groupe Frégquences Fréquences de la littérature
fonctionnel expérimentalecm ™! cm™!
O-H acide carboxylique 2909cm™! 2500-3200cm ™!
Csp2-H aromatique 3087cm~! 3030-3080cm ™!
C=C aromatique Variable, 3 ou 4 bandes 1450-1600cm ™!
C=0 acide 1670cm™1 1680-1710cm ™!
C=C 1627cm™! 1625-1685cm ™!

Le spectre FTIR de I'échantillon de 1’acide cinnamique est illustré dans la figure suivante :
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Figure 35 : Spectre IR de I'acide cinnamique.

Le spectre IR de D’acide cinnamique indique des bandes d’absorptions des
groupements carbonymes (C=0) & environ 1670 cm™ et les groupements Cspo-H aromatiques
a environ 3087 cm™. De plus, une large bande d’absorption importante a environ 2909 cm™
correspondante a la fonction hydroxyde (O-H) de I’acide carboxylique. Le spectre (figure 36)
a aussi montré une bande d’absorption prés de 1627 cm™ due & la double liaison (C=C), et

celle de C=C aromatiques 3 & 4 bandes sont apparues dans 'interval de 1450-1600 cm™.
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1. Etude des spectres FTIR des formulations niosomales

Les spectres des formulations niosomales montrent que I'AC est piégé avec succes
dans les niosomes. Les spectres FTIR de niosomes vierges (fig 36, essai 2 et 4) et de
niosomes chargés d'AC (fig 37, essai 3 et 5) ont montré que dans la région du nombre d'ondes
comprise entre 3600 cm™ et 3200 cm™, ce qui explique la formation de liaisons hydrogéne
avec les groupes fonctionnels C=0 et OH de PA et des agents de surface. Cependant, ces
interactions peuvent favoriser 1’obtention de la forme veésiculaire, stabiliser les structures et

ralentir la libération du PA encapsulé.

Les niosomes chargées d'AC ont montreé la disparition des pics caractéristiques de I'AC,

ce qui a montré le piégeage du PA dans la structure vésiculaire.

En ajoutant de I'AC dans les niosomes vierges, les nouveaux spectres FTIR des
niosomes chargés ne montrent pas une grande différence avec ceux des niosomes vierges, ce
qui signifie qu'aucune réaction chimique supplémentaire n'a eu lieu. L'AC a été piégé dans la
membrane bicouche des niosomes en raison de son hydrophobicité, et les spectres de tous les
échantillons ont montré des bandes caractéristiques d’élongation de groupe alcéne C=C
(1651-1654 cm™) et de groupe hydroxyl en plus de I'élongation OH lié & H (3327-3373cm™).
Un déplacement du pic a été observé dans les spectres IR des niosomes chargés d'acide
cinnamique (fig 37. essai 3 et 5) de 588 cm™a 735 cm™ ce qui peut étre due au fait que I'AC
en raison de son hydrophobicité a été piégé dans la membrane bicouche des niosomes et de ce

fait une bande d’absorbance caractéristique d’un benzéne monosubstitué a été apparue.
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Figure 36 : Spectres FTIR de niosomes vierges synthétisé avec Tgy (essai 02) et avec Sgg
(essai 04).
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Figure 37: Spectres FTIR de niosomes chargés d’acide cinnamique et synthétisés avecTgg
(essai 03) et avec Sg (essai 05).
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11.2 Les NPs-ZnO

Dans cette partie, nous allons présent¢é ce qu’on a obtenu de la synthése de
nanoparticules d’oxide de zinc par les deux procédés sol-gel et précipitation a partir
d’acétate de zinc comme précurseur, ainsi que les résultas et D’interprétation de 1’analyse

spectrophoscopique du produit synthétisé.

11.2.1 Calcination

Lors du chauffage, il se produit diverses réactions qui modifient I'échantillon :

- a100 °C: I'eau libre se vaporise ;
- Au-dessus de cette température, I'eau liée se libere ;
- Vers 550 °C : sous air ou atmosphere oxydante, la matiere organique se brdle donnant

du dioxyde de carbone (CO,) et des métaux oxydés.

Figure 38 : Echantillons P,.4, et P, avant Figure 39 : Echantillons apres
calcination calcination a 500 °C pendant 1h

La poudre alors soumise a un traitement thermique a haute température et pour une
courte durée (500 °C pendant 1h), n’a pas permi d’obtenir le produit désiré (fig 39). Cela
peut étre du a un certain nombre de problemes liés a cette technique notamment,
I’augmentation rapide et désordonnée de la température ce qui a provoqué une mauvaise
répartition de la chaleur au niveau des particules synthétisées. Un mélange mal préparé,
particules de taille trop grande, broyage inefficace sont a [I’origine d’une mauvaise
distribution des constituants et du coup a un défaut d’homogénéité du mélange. Sans oublier
les nombreuses phases parasites (impuretés) qui peuvent intérférer avec nos échantillons au

cours du traitement thermique.
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Par contre, en améliorant le traitement des échantillons ainsi que les parametres reliés
au procedé a savoir la température, le temps de chauffage (400 °C pour 4h) ainsi que

I’appareil utilis¢, de meilleurs résultats étaient obtenus.

11.2.2 Calcul de rendement

A présent, nous allons nous lancer dans une étude comparative du rendement de
synthése des nanoparticules par les deux procédés utilisés c’est-a-dire: sol-gel et

précipitation.

Il est judicieux de constater que pendant la phase de calcination, des perturbations de la masse

du produit fabriqué peuvent s’opérer, a savoir :

- Une perte de masse par évaporation des especes chimiques volatiles. On appelle ce
phénomeéne : « La perte au feu » ;
- Un gain de masse suite a l'incorporation d'atomes d'oxygene par oxydation. On parle

alors de « perte au feu négative » ou parfois de « gain au feu ».

Apres rebroyage de la poudre obtenue par les deux procédés de synthéses et sa pesee, le
rendement trouvé était de 46,15 % par la méthode sol-gel et de 73,28 % par la méthode de
précipitation. On remarque que le rendement obtenu par la méthode sol-gel est plus faible ce

peut étre expliqué par une perte considérable de masse au cours de la synthése.

11.2.3 Etude par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

Des études dans l'infrarouge ont été enregistrées dans la region de 400-4000 cm™let
ont été menées afin de vérifier la pureté et la nature des nanoparticules métalliques. Les
oxydes métalliques donnent des pics d’absorbance généralement dans la région de I'empreinte

digitale, c'est-a-dire en dessous de 1000 cm™.
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Tableau 15: Les résultats de lI'analyse FTIR des nanoparticules synthétisées par les deux

procédés.
Fréquences experimentale )
Groupement (em™1) Fréquences de la R&f
fonctionnel littérature(cm™1)
Spectre Py 4 Spectre Py
Vibration de la liaison
O-H 3394 ¢m™! 3743 cm™! ~3426 cm™! (72)
Vibration d’¢longation
o 1400 — 1012 cm™!
symétrique du groupe | 1452 cm™! 1449 cm™! Cm_l (73, 74)
1350 — 1450 cm
COOH
Vibration d’élongation Une bande
asymétrique du groupe | 884 cm™! 883 cm™! supplémentaire entre (61)
COOH 850 — 950 cm ™!
400 — 600 cm™!
Vibration d’¢él ti
PRAHOR T CONSA O | 478 omt | 424 om? ~445 cm™1 (74, 75)
de la liaison Zn-O 1
~471 cm
Vibration d’¢él ti
foraiton € CTONETON | 1072 em=1 | 1107 em™! ~1030 cm™! (75)
de la liaison C-O

Les résultats de I'analyse FTIR (tableau N°15) réalisées sur les poudres issues des

deux méthodes de syntheése : sol-gel(P4.4p) et précipitation(P2,) avant et aprés calcination sont

représentés dans les figures suivantes :

% Tansmillance

L\ /

i i/ -~
T Iy TR

Figure 40 : Spectre infrarouge des échantillons P, 4y €t Py, avant calcination.

Les spectres IR des deux échantillons (P44 €t Pyp) réalisés avant calcination (fig 40)

présentent de larges bandes d’absorption, la plus caractéristique est a 3450 cm™. La large

bande évidente qui apparait & environ 3450 cm™ peut étre attribuée & la vibration d’élongation
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d’hydroxyde (O-H) de I’eau absorbée par les molécules ou attribuée au (O-H) de solvant
(méthanol) utilisé pour la synthése, ou méme a des liaisons hydrogene. Les spectres
présentent également une bande intense & environ 1420 cm™ avec une bande supplémentaire &
800 cm™ qui sont dus & un étirement symétrique et asymétrique des vibrations de la fonction
carboxyle suggérant la présence des groupements anioniques d'acétate (COO ). Le pic
d'absorption observé & 1030 cm™ peut étre attribué au C-O de l'alcool primaire saturé.

Les spectres infrarouges des eéchantillons (P44 €t Po,) calcinés a une température de

400 °C pendant 4h sont représentés sur les figures suivantes :
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Figure 41 : Spectre FTIR des NPs-ZnO synthétisés par la méthode sol-gel (P4.45) apres
calcination.
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Apres calcination a 500 °C, l'intensité des bandes associees a la présence de résidus
organiques ainsi que des impuretés provenant des intermédiaires de réaction, ont été
considérablement réduites. Ces résidus peuvent étre identifiés comme étant les bandes liées

aux fonctions des molécules d'eau et du précurseur de zinc.

Les pics & 478 cm™ pour la méthode sol-gel (Ps.4s) et 424 cm™ pour la méthode de
précipitation (P,,) sont devenus a 1’opposé fortement apparents. Ils sont attribués aux
vibrations d’étlongation de la liason Zn-O. ce qui confirme la formation des nanoparticules

d'oxyde metallique.

Le spectre infrarouge P,, (méthode de précipitation) montre de meilleurs résultats et
présente une pureté satisfaisante des NPs-ZnO synthétisés, contrairement a ceux obtenus par
la méthode sol-gel (P4.4p). Cela est constaté en remarquant la diminution de I’intensité des pics
attribués aux groupements fonctionnels du solvant ou des liaisons hydrogene (diminution des
bandes larges caractéristiques des liaisons O-H), ainsi que les pics de I’acétate. Cela peut étre
di au fait que 1’état gel au cours de la préparation P44 n’a pas facilité 1’étape de lavage et de
broyage par rapport au précipité, et du coup, une meilleur calcination, donc une meilleure
élimination des résidus de synthése a été obtenue avec le procédé de précipitation.
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CONCLUSION

Le probleme de la résistance aux antibiotiques présente un grand challenge dans le
domaine médical. Les agents pathogenes bactériens et fongiques ont développé de nombreux
mécanismes de défense contre les agents antimicrobiens et antifongiques. Le developpement

de nouveaux agents antimicrobiens efficaces semble é&tre une importance primordiale.

En vue d’améliorer I’efficacité et diminuer les effets secondaires des traitements
antibactériens, des molécules amphiphiles sont des candidates naturelles a 1’encapsulation,
d’ou le developpement des niosomes. Ces vesicules a base de tensioactifs sont
biodégradables, biocompatibles et non immunogénes et permettenet de résoudre les
problemes d'insolubilité et d'instabilité. L'acide cinnamique est un composé lipophile ayant
une activité antimicrobienne. Nous avons réalisé son encapsulation dans des niosomes en
utilisant deux tensioactifs non ioniques (Tween 80 et Span 80) selon le procédé d’hydratation
en couche mince suivi d’une sonication. Le meilleur taux d’encapsulation de I’AC est 80,46%

obtenu avec le rapport 1:2 cholestérol/Span 80.

Les nanoparticules ZnO ont une importance particuliere en raison de leur haute
sélectivité, leur biocompatibilité, leurs propriétés antibactériennes et antifongiques. Leur
synthese a été réalisée par deux méthodes : méthode sol-gel et méthode par précipitation. La
méthode de précipitation a permis d’obtenir un rendement plus élevé (73,28 %) et un produit

présentant une grande pureté.
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RESUME

La résistance aux antibiotiques présente un probleme de santé majeure. Le développement de nouveaux agents
antimicrobiens efficaces semble étre une importance primordiale. Le recours aux nouvelles substances ayant une
activité antibactérienne et ’emploi des concepts de nanomedicine semble une approche prometteuse.

Notre travail a été réalisé au niveau du laboratoire Galénique et laboratoire Toxicomed de la Faculté de
Meédecine. Nous avons réalisé I’encapsulation de 1’acide cinnamique dans des niosomes en utilisant la méthode
d’hydratation en couche mince. Deux tensioactifs ont été utilisés : Span 80 et Tween 80. Afin de déterminer la
meilleure formule nous avons utilisé trois rapports cholestérol/tensioactif : 1/1, 1/2 et 1/3. Des nanopraticules de
ZnO ont été également préparé par deux méthodes différentes : sol-gel et précipitation.

L'efficacité d'encapsulation de I'acide cinnamique dans les niosomes a base de Span 80 est plus élevée par
rapport aux niosomes a base de Tween 80. Le taux d’encapsulation le plus élevé (80,46%) a été obtenu avec le
ratio cholestérol/Span 80 : 1/2.

La méthode de préparation des NPs-ZnO par précipitation a permis de donner un rendement plus élevé (73%)
par rapport a celui obtenu par la méthode sol-gel (46%). Apres analyse des spectres FTIR des NPs-ZnO nous
pouvons déduire que la synthése par méthode de précipitation permet d’obtenir un produit plus pur.

Mots clés : acide cinnamique, nanoparticules, Oxyde de zinc.

SUMMARY

The resistance of antibiotic presents a major health problem. The development of new effective antimicrobial
agents appears to be of paramount importance. The use of new substances with antibacterial activity and the use
of nanomedicine concepts seems a promising approach.

Our work was carried out at the Galenic and Toxicomed laboratories of the Faculty of Medicine. We realized the
encapsulation of cinnamic acid in niosomes using the thin film hydration method. Two surfactants were used:
Span 80 and Tween 80. In order to determine the best formula we used three ratios cholesterol/surfactant : 1/1,
1/2 and 1/3. ZnO nanopraticles were also prepared by two different methods: sol-gel and precipitation.

The encapsulation efficiency of cinnamic acid in Span 80 based niosomes is higher compared to Tween 80 based
niosomes. The highest encapsulation rate (80.46%) was obtained with the ratio cholesterol/Span80 :1/2.

The method for preparing NPs-ZnO by precipitation resulted in a higher yield (73%) compared to that obtained
by the sol-gel method (46%). After analysis of the FTIR spectra of the NPs-ZnO we can deduce that the
synthesis by precipitation method allows obtaining a purer product.

Keywords : Cinnamic acid, nanoparticles, zinc oxide.
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