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DPPHe : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle
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HE : Huile essentielle

HEMP : Huile essentielle de menthe poivrée
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Tween 60 : Polysorbate 60
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Introduction

Le développement de nouvelles stratégies et formulations de crémes constitue aujourd’hui un
enjeu majeur en sciences pharmaceutiques et en innovation. En effet, les préoccupations
environnementales et industrielles exigent de mettre en place des procédés de fabrication
respectueux de l’environnement (chimie verte) tout en garantissant une économie de
I’utilisation des matiéres premieres. Ces approches durables ont connu un essor considerable
au cours des derniéres années, faconnant ainsi le paysage moderne des préparations
pharmaceutiques.

Aujourd’hui au sein de D’entreprise SAIDAL, la formulation d’une créme a activité anti-
inflammatoire représente un défi de taille, en raison du codt élevé des matieres premiéres
chimiques (agents de consistance et principes actifs synthétiques) et des effets indésirables
qu’elles peuvent engendrer, aussi bien au niveau cutané qu’au niveau systémique.

A titre d’illustration, certains agents de consistance présentent des risques notables : le méthyl
salicylate peut provoquer des dermatites chez les sujets sensibles aux salicylés, avec un
potentiel toxique pouvant aller d’une toxicité aigiie a sévere [1]; I’alcool benzylique est reconnu
pour son effet allergisant [2] ; et ’alcool cétylique, lorsqu’il est employé a des concentrations
élevées, entraine des irritations cutanées [3]. Quant aux principes actifs synthétiques,
notamment les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), largement prescrits pour le
traitement des affections inflammatoires et la douleur, ils demeurent associés a des effets
secondaires graves, tels que des hémorragies gastro-intestinales ainsi que des complications
cardiovasculaires et rénales[4].

Ces constats soulévent plusieurs interrogations :

e Comment réduire le colt élevé des matiéres premieres chimiques dans les formulations
industrielles ?

o Est-il possible de limiter les impacts environnementaux et les effets indésirables cutanés
et systémiques des agents de consistance et des principes actifs synthétiques dans les
crémes anti-inflammatoires ?

e Peut-on substituer les principes actifs synthétiques par des alternatives naturelles,

efficaces et mieux tolérées ?

Face a cette problematique, notre étude poursuit plusieurs objectifs :
1. Optimiser une formule innovante de créeme anti-inflammatoire, en réduisant la concentration
en composants chimiques, afin d’améliorer a la fois la tolérance cutanée, le rapport colt-

efficacite et la durabilité écologique du produit final.
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2. Remplacer le principe actif synthétique par une alternative naturelle, en exploitant les
propriétés biologiques de Mentha piperita, une plante médicinale largement répandue en
Algérie, dont I’huile essentielle est réputée pour ses effets anti-inflammatoires notables.

3. Evaluer la stabilité de la formulation finale et la comparer avec une créme préparée selon le
procédé industriel classique, afin de juger sa performance et sa reproductibilite.

Enfin, le présent mémoire s’articule autour d’une introduction générale, suivie de trois parties
principaux et d’une conclusion générale :

Partie | : Présentation générales des cremes et des émulsions, incluant leur définition, les
principes fondamentaux de leur formulation ainsi que les principaux facteurs influencant leur
stabilité. Le second chapitre est consacré a 1’é¢tude botanique de mentha piperita, avec une
description de son huile essentielle et de ses principales propriétés biologiques.

Partie Il : Présentation du matériel et des méthodes expérimentales mises en ceuvre pour la
réalisation de 1’¢étude.

Partie 111 : Présentation, analyse et interprétation des résultats expérimentaux obtenus.
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Présentation de la société Group Saidal

SAIDAL est le premier laboratoire pharmaceutique producteur de médicaments génériques en
Algérie. C’est une société par actions, au capital de 2 500 000 000 dinars algériens.

Fondé en 1982 pour répondre au besoin d’assoir une industrie pharmaceutique locale a méme
de garantir la disponibilité des médicaments et améliorer 1’accés des citoyens aux traitements.
SAIDAL est aujourd’hui organisé¢ en Groupe industriel spécialisé¢ dans le développement, la

production et la commercialisation des produits pharmaceutiques a usage humain.

Cotée en bourse depuis 1999, son capital est a 80% détenu par I’Etat et les 20 % restants sont

détenus par des investisseurs institutionnels et des personnes physiques.

En tant qu'acteur de santé a part entiére, la mission premiére du groupe SAIDAL Spa consiste
a améliorer la vie des patients en leur offrant une gamme riche et diversifiée de médicaments
de qualité et en contribuant a améliorer I’accessibilité des traitements a travers 1’adoption d’une

politique tarifaire favorisant de larges couches de la sociéte.

Figure 1 : Industrie pharmaceutique SAIDAL site DAR EL
BEIDA.

Le groupe compte huit sites de production répartis a Alger, Médéa, Constantine, Annaba et
Cherchell, totalisant une production annuelle moyenne de 250millions d’unités de vente. Parmi
eux, trois nouvelles unités spécialisées (EI Harrach 1l pour les formes seches, Cherchell et

Constantine Il pour sirops) ont été intégrées dans le cadre de développement.



Conscient que 1’avenir de I’industrie pharmaceutique repose sur 1’innovation, SAIDAL a mis
en place un centre de recherche et développement implanté a Sidi Abdallah, dont la vocation
est d’¢élaborer de nouvelles formules génériques avant leur passage a 1’échelle industrielle. Dans
la méme dynamique, le groupe a créé I’Equival Biocenter, premier centre algérien spécialisé

dans les études de bioéquivalence, situé a Hussein Dey.

Saidal a récemment obtenue la certification 1ISO 9001 ; 2015, délivrée par I’organisme algérien

« Vera Conformité » a la suite d’un audit fin décembre 2024.
Unité Saidal Dar EIl Beida, Alger

Actuellement cette usine fabrique des médicaments sous les trois formes : séches, pateuse et

liquide. Elle comporte plusieurs locaux :

- Zone de production : nous y trouverons trois ateliers de production (formes pateuse,

liquide et seche).

- Un laboratoire de control qualit¢ chargée de 1’analyse physico-chimique et
microbiologique.

- Le magasin central.

- Station des traitements des eaux.

- Salle & chaudiére, soute et bache a eau.
- Local pour groupe électrogene.

- Bloc administratifs.

- Deux postes de gardes.

- Unité de médecin de travail, cantine et vestiaire.



Présentation et description des activités du laboratoire de control qualite
Il comprend :

- Une salle d’instrumentation; ou I’on fait 1’analyse quantitative et qualitative par
différente  méthodes : chromatographie liquide (HPLC), spectrophotométrie

d’absorption infrarouge et spectrophotométrie d’adsorption atomique.

- Une salle de stabilité : ou I’on surveille la dégradation du médicament selon la

température et ’humidité.
- Une salle de pesé.

- Un laboratoire control physico-chimique : ou I’on fait les différentes mesures (PH-
conductivité...), préparations (solutions standards, dilution...) et ou les réactifs sont

CONServes.
- Salle des hottes.
- Un bureau de responsable de laboratoire.
- Une salle de documentation.
- Laboratoire microbiologique.

- Une salle de stockage de réactifs et de verrerie.
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Chapitre 1 Généralités sur les émulsions

I. 1. Définition d’une creme pharmaceutique

Selon la définition de la Pharmacopée, les crémes sont des préparations semi-solides
multiphasiques pour application cutanée d’aspect homogéne typiquement composées d’une
phase lipophile et d’une phase aqueuse, dont la premiére est finement dispersée dans la seconde
[5]. Comme tout systéme émulsionné, les crémes doivent obligatoirement étre stabilisées par
des émulsionnants [6].

1.2. Types de cremes pharmaceutiques

D’un point de vue galénique, les cremes sont des émulsions. Elles peuvent étre classées en :
Créme hydrophile : c’est-a-dire L/H ou la phase externe est aqueuse. C’est une créme dite
froide et doit son nom a la sensation rafraichissante qu’elle laisse apres son application. Elle est
décrite comme lavable [7].
Créme lipophile : c’est-a-dire H/L ou la phase externe est lipophile. Elle est dite pommade
hydrophile et généralement décrite comme étant non lavable [7].

1.3. Emulsion
Définition
Une émulsion peut étre définie comme étant un systeme hétérogene thermodynamiquement
instable constitué de deux phase liquides no miscibles, dans lequel un liquide est dispersé dans
I’autre sous fines gouttelettes et melangées a la 1’aide d’une agitation mécanique et d’un
tensioactif [8].

1.3.1. Différents systemes d’émulsion

Différent type d’émulsions peuvent étre distingués selon la dimension des gouttelettes

présentent dans la phase dispersée qui sont classées dans le (Tableau 1.1).
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Tableau 1.1 : Différents systémes d’émulsions [9] [10]

Taille Désignation Caractéristiques Aspect
(um, nm)
>1 Emulsions Ce sont des systemes dispersés hors Blanc
pm grossieres équilibre constitués de deux phases laiteux
(macroémulsions) liquides non miscibles. Elles sont
instables.
1a Emulsions fines Elles sont métastables. Blanc
0,1 (mini-émulsion) bleuté
pHm (Opalesce
nt)

<01 Microémulsion  Les microémulsions sont des systemes  Translucide ou
pm transparents homogeénes de faible transparent

viscosité qui contiennent un
pourcentage éleve d'huile et d'eau et des
concentrations élevées (15-25%) de
mélange d'émulsifiants.

<100 Nanoémulsion Elles sont thermodynamiquement
nm stables

1.3.2. Classification d’émulsion
Les émulsions simples [11]

Eau dans huile (E/H ou w/o0) : les gouttelettes d’eau sont dispersées dans une phase huileuse

continue.

Huile dans eau (H/E ou o/w) : les gouttelettes d’huile sont dispersées dans une phase aqueuse
continue.

Les émulsions multiples [11]

Eau dans huile dans eau (E/H/E ou w/o/w) : une émulsion multiple ou une émulsion eau dans
huile est elle-méme dispersée dans une phase aqueuse.

Huile dans eau dans huile (H/E/H ou o/w/o0) : une émulsion multiple ou une émulsion huile
dans eau est elle-méme dispersée dans une phase huileuse

\J \J

T e, . .
%o ® 9 & G
R - o —= ®

o o8 O

W “ <«—+— Water —_‘ .
YUY ~,:(_— Surfactant '_>. .

2 S D
Qil-in-water emulsion Water-in-oil emulsion Oil-in-water-in-oil (O/W/O) Water-in-oil-in-water (W/O/W)
multiple emulsion multiple emulsion

Figure 1.2 : schéma d'émulsions simples[11] Figure 1.3 : schéma d'émulsions multiples[11]
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1.3.3. Instabilité des émulsions
La stabilité d’une émulsion se référe a sa capacité a résister aux changements de ses propriétés
physico-chimiques au fil du temps. Les mécanismes responsables de cette instabilité
comprennent la séparation gravitationnelle (crémage/sédimentation), la floculation, la

coalescence, murissement d’Ostwald, et I’inversion de phase (Figure 1.3) [12].

Phase inversion

Flocculation

Coalescence Phase separation

Stable Emulsion

Figure 1.4 : Représentation schématique des mécanismes d’instabilité dans un systéme
d’émulsion [12]

1.3.4. Stabilité des émulsions
La stabilité d’une émulsion est un phénomeéne de nature cinétique, influencé par de nombreux
facteurs tels que le pH, la force ionique, la viscosité ou encore la température. Néanmoins la

taille des gouttelettes reste le paramétre déterminant.

La stabilité de I’émulsion dépend en grande partie des propriétés de la couche interraciale qui

sépare la phase dispersée de la phase continue.

Une émulsion est considérée comme stable lorsque la distribution des gouttelettes en termes de
taille et leur organisation spatiale ne subissent aucune modification significative au cours de la
période d’observation [13] [14].
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1.3.5. Formulation d’une émulsion

1.3.5.1. Composition d’une émulsion

La composition d’une émulsion est trés importante pour assurer sa stabilité. Une émulsion est
constituée d’huile, d’eau, d’émulsifiants, de co-émulsifiants, de co-tensioactifs et d’agents
stabilisants, comme résume dans la (Figure 1.4). De nombreuses études démontrent la nécessité
d’utiliser des co-émulsifiants, car une seule chaine d’émulsifiant peut s’avérer insuffisante pour

réduire efficacement la tension interfaciale dans un systéme émulsionné [15] .

: m ' Emulsifier

Figure 1.5 : Les composants d’une émulsion [15].

Phase lipophile

La phase huileuse constitue un composant essentiel dans la formulation en raison de sa capacité
a solubiliser la quantité désirée de composés actifs lipophiles. Elle peut étre d’origine végétal
(huile de soja), animal ou minéral (paraffine liquide) [15]. Elle est généralement composée d’un
mélange d’ingrédients (cire comme cire d’abeilles, huiles comme huile végétale ou essentielle,
et graisses comme beurre de Karité) [16].

Phase hydrophile

La phase aqueuse dans une émulsion est la partie composée d’eau ou de substances
hydrosolubles (qui se dissolvent dans I’eau). Elle peut contenir :

De I’eau purifiée (ou distillée), des électrolytes (comme le chlorure de sodium), des agents
hydrophiles (comme la glycérine, I’alcool, etc.), des conservateurs hydrosolubles, et parfois des

principes actifs solubles dans I’eau [17].
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Tensioactifs

Les tensioactifs sont des molécules amphiphiles, qui contiennent a la fois une région hydrophile
polaire et une région hydrophobe non polaire. lls se placent a l'interface des phases hydrophiles
et lipophiles de I’émulsion [18]. La téte hydrophile forme des liaisons hydrogenes et ioniques
avec la phase hydrophile tandis que la queue hydrophobe forme des interactions hydrophobes

avec la phase lipophile [19] (Figure 1.5).

Partie hydrophobe

o2 ° B
Matiére ~2 ; = hydrophile
grasse o N O Partie

O L ©  lipophie
Eau ©06°

Figure 1.6 : La composition des tensioactifs.
Propriété physico-chimique des tensioactifs / HLB
Le HLB ou Balance Hydrophile Lipophile est une valeur caractéristique des surfactifs qui
représente I'importance de la partie hydrophile par rapport a la partie lipophile. Les tensioactifs
peuvent étre classés selon leur réle & partir de leur valeur HLB, tel que représenté dans le
(Tableau 1.2) [19].

Tableau 1.3 : Les différents roles des tensioactifs selon leur valeur d’HLB

HLB 2-3 3-6 7-9 8al6 13415 15418
Réle Antimoussant Emulsifiant Mouillant  Emulsifiant Détergent  Solubilisant
E/H H/E

Lorsque on utilise le mélange de deux surfactifs dans la formulation d'une émulsion (un
hydrophile et I'autre lipophile) le nouvel HLB résulte des valeurs des proportions de I'un et de

l'autre selon une regle d'additivité [18] :

HLBmix = f HLBa+ (1-f) HLBs
e HLBmix : HLB du mélange des deux émulsifiants.
e HLBA : HLB de I’émulsion A.
e HLBg :HLB de I’émulsion B.
o f :(’estla fraction massique de I’émulsion A dans le mélange.

e 1-f : ¢’est la fraction massique de 1I’émulsion B dans le mélange.

10
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Le HLB critique est une notion caractéristique de I'huile. C'est la valeur que doit posséder le
HLB du surfactif ou du mélange de surfactifs pour obtenir une émulsion stable avec cette huile
[20].
Les additifs
Divers additifs sont incorporés dans la formulation afin d’optimiser ses propriétés sensorielles,
sa stabilité ainsi que sa conservation. Parmi ces additifs, on retrouve des antioxydants, des
adjuvants (aromes, colorants, conservateurs), des émollients qui permettent d’améliorer la
texture et 1’étalement du produit sur la peau, rendant I’application plus agréable et les agents de
consistance, quant a eux, renforcent la stabilité physique et améliorent la résistance au stress
(stockage, température) et maintiennent la texture au fil du temps [21] [22] [23].

1.3.5.2. Préparation des émulsions
Préparation des phases
Les deux phases sont chauffées séparément a la méme température. Cette température est
déterminée par le composant ayant le point de fusion le plus élevée [24] [25].
Emulsification
Généralement, I’émulsification se décompose en deux étapes successives [26].
Une étape de dispersion-mélange que 1’on appelle pré-émulsification et qui vas conduire a une
simple mise en suspension de gouttelettes de la phase dispersée dans la phase continue (goutes
de I’ordre de 100 um).
Une étape d’homogénéisation dont le but est de réduire la taille des gouttes de facon a conférer
a I’émulsion les propriétés requises et a la stabiliser.
Protocole expérimental
L'ordre et la méthode d'addition des composants ont une influence décisive sur le déroulement
de I'émulsification et ses résultats.
Les trois techniques standard de mélanges des phases sont [27] :
Par addition : C’est la méthode classique, ou la phase a disperser est lentement incorporée dans
la phase continue.
Par inversion : La phase continue est versée dans la phase a disperser. Dans le cas d’une
émulsion H/E (huile dans eau), la phase aqueuse est lentement mélangée a la phase lipidique.
Une émulsion H/E initiale est produite, jusqu’a inversion de I’émulsion.

Par alternance : Les deux phases sont ajoutées alternativement I’une a I’autre.
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1.3.6. Optimisation de la formulation d’une émulsion

Plusieurs facteurs interviennent dans I’optimisation d’une émulsion parmi ces facteurs on peut
citer [27] [28] [29] :

= Systeme emulsifiant optimal :

- Sélectionné les proportions des émulsifiants selon le HLB requis de I’huile utilisée.

- Utilisé des proportions de co-émulsifiants les plus favorable.

- Evaluation de leurs compatibilités, tolérance cutanée.

= Ratio huile/eau optimal :

- Ajustement du pourcentage de phase huileuse pour une texture idéale et une stabilité

maximale.
- Un ratio trop élevé peut entrainer une instabilité ou une inversion de phase.
= Optimisation du pH.

= Optimisation du temps d’agitation, la vitesse d’homogénéisation et la température.
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1.3.7. Contrdles qualités des émulsions

1.3.7.1. Examen macroscopique
Apprécier les caractéristiques organoleptiques : couleur — odeur — homogénéité. Cet examen
visuel permet egalement de noter la présence de tout phénoméne de dégradation : crémage,
coalescence ou separation de phase[30].

1.3.7.2. Examen microscopique
L’examen microscopique permet d’évaluer la taille des gouttelettes de la phase dispersée et
I’homogénéité de leur distribution. Cette derniere doit étre aussi homogéne que possible. Elle
peut étre mesuré par microscope optique, granulométrie laser et un appareil d’Anderson [31].

1.3.7.3. Mesure du pH
A T’aide d’un pH-métre. Il permet de suivre la stabilité physico-chimique de 1’émulsion et
évaluer la compatibilité cutanée a long terme [31].

1.3.7.4. Mesure de la viscosité
La viscosité¢ de I’émulsion préparée est déterminée a 1’aide d’un viscosimétre. Il permet de
détecter des signes d’instabilité (coalescence, floculation...) par des variations de viscosité dans
le temps et de suivre 1’évolution de la structure rhéologique de I’émulsion sous I’effet de la
température, ou du stockage [32].

1.3.7.5. Tests de stabilité
Essaie de stabilité en temps reéel
Vérifier que 1’émulsion reste stable physiquement, chimiquement, microbiologiquement dans
ses conditions normales de stockage sur une période prolongée.
Sédimentation dans des tubes a essai [33].
La stabilité dans des tubes a essai
La stabilité apparente d’une émulsion peut étre évaluée dans une éprouvette graduee a des

intervalles de temps réguliers et a différentes températures [34].
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Sédimentation forcée par centrifugation

Soumettre 1’émulsion a une agitation forcée a I’aide d’une centrifuge, et évaluer sa stabilité[35].
Détermination du type (sens) d’émulsion (H/E ou E/H)

Méthode de dilution

Une émulsion H/E peut étre diluée avec de I’eau, mais pas avec de I’huile. L’inverse est vrai
pour une émulsion E/H [36].

Méthode de coloration

Un colorant hydrosoluble (Bleu de méthyléne, bleu de bromotymol, érythrosine, etc.) et un
colorant liposoluble sont ajoutés séparément a 1’émulsion[36].

Emulsion + colorant hydrosoluble :

Si I’émulsion est de type H/E (huile dans eau), la coloration se répand dans toute 1’émulsion.
Si I’émulsion est de type E/H (eau dans huile), la coloration ne se répand pas.

Emulsion + colorant liposoluble :

Si I’émulsion est de type E/H, la coloration se répand dans toute I’émulsion.

Si I’émulsion est de type H/E, la coloration ne se répand pas.

Test de conductivité électrique

La conductivité électrique d’une émulsion dépend de sa phase continue[36].

Les émulsions H/E conduisent 1’¢lectricité.

Les émulsions E/H sont des isolants.

Etude rhéologique

La coulabilité, I’étalement et la « seringabilité » d’une émulsion seront directement déterminées
par ses propriétés rhéologiques. L’étude de comportement rhéologique passe par la réalisation
d’une courbe d’écoulement ou rhéogramme [37].

Stabilité microbiologique

Recherche de contamination de germes bactériens et fongiques qui ne doivent pas se retrouver
dans les préparations dermatologiques. (Surtout pour les produits sans conservateurs fort) [38].
Test de déstabilite a chaud et a froid

Evaluer la résistance de 1’émulsion aux variations brutales ou répétées de température (simule

ce qui pourrait arriver pendant le transport ou un mauvais stockage) [39].
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Chapitre 2 L’huile essentielle de menthe poivrée

1.4. Introduction
La menthe poivrée est une plante médicinale qui suscite un
intérét croissant de la part des industries agroalimentaire et
pharmaceutique en raison de ses multiples bienfaits pour la
santé humaine. Cette étude vise a présenter une description
détaillée sur cette plante ainsi que les différents constituants
chimiques et activité biologique associés a son huile

essentielle.

1.5 .Classification botanique
La classification taxonomique constitue un repére essentiel pour situer la menthe poivrée dans
I’arbre du vivant.
La menthe poivrée, connue scientifiguement sous le nom de Mentha piperita L., est une plante
herbacée vivace aromatique, appartenant a la famille des Lamiacées. Il s'agit d’un hybride
naturel issu de M. aquatica L. (menthe aquatique) et de M. spicata L. (menthe verte,). Le nom
du genre Mentha est dérive du grec Mintha, nom d’une nymphe mythologique transformée en
cette plante ; le nom d’espéce piperita vient du latin piper, signifiant poivre, en référence a son
go(t aromatique et piquant. Elle présente les caractéristiques suivantes [41] :
Tige : Quadrangulaire, dressée ou ascendante, souvent teintée de rouge ou de pourpre,
mesurant entre 30 et 90 cm de hauteur.
Feuilles : Opposées, ovales-lancéolées, pétiolées, finement dentées, de couleur vert fonce, avec
une odeur forte et caractéristique.
Fleurs : Petites, de couleur violette ou rose pale, regroupées en épis terminaux, avec un calice
campanulé a cing dents.
Fruits : Trés rarement présents, car la plante est souvent stérile.
Odeur : Fortement aromatique, fraiche, caractéristique de la mentholée.
Habitat : Elle est cultivée dans les régions tempérées, notamment pour son huile essentielle riche
en menthol.
Le (Tableau 1.4) présente les principaux rangs hiérarchiques auxquels appartient Mentha x
piperita L.[40].
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Tableau 1.5 : La classification botanique de la menthe poivree[40].

Rang taxonomique Classification

Régne Plantae (plantes)

Sous-régne Tracheobionta (plantes vasculaires)

Division Magnoliophyta (angiospermes = plantes a fleurs)
Classe Magnoliopsida (dicotylédones)

Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae (Labiées)

Genre Mentha

Espéce Mentha x piperita L.

1.6. Huile essentielle de menthe poivrée
Elle se présente sous la forme d’un liquide incolore a jaune péle ou vert-jaunatre, ayant une
odeur et un godt caractéristique, suivis d’une sensation de fraicheur. Elle est librement soluble
dans 1’¢éthanol a 70%, et la solution peut présenter une légere opalescence. L’huile est localisée
principalement sur la face inférieure des feuilles, elle est extraite par distillation a la vapeur
[42].

1.6.1. Evaluation physico-chimique (conformément a la pharmacopée International)
La qualit¢ d’une HE est évaluée a travers différents paramétres physico-chimiques. Le
(Tableau 1.6) présente des principaux indices physiques et chimiques caractérisant I’huile
essentielle de menthe poivrée[43] .
Tableau 1.7 : Les indices physico chimique de ’'HEMP

Indices physiques Indices chimiques
Densité relative a 20°C : 0,900 a 0,916 Indice d’acidité : maximum 1,4
Indice de refraction : 1,457 a 1,467 Indice de peroxyde : < 10,0 meq O,/kg
Rotation optique : de -10° a -30°
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1.6.2. Constituants chimiques
Selon les monographies de la pharmacopée Internationale les principaux constituants de
L’HEMP (huile essentielle de menthe poivrée) [43] :
e Limonéne:1,0-50% o Acétate de menthyle : 2,8 - 10,0 %

o Cinéole (1,8-cinéole):3,5-14,0% Isopuléol : max. 0,2 %

e Menthone : 14,0 - 32,0 % e Menthol : 30,0 - 55,0 %
e Menthofurane:1,0-9,0% e Pulégone : max. 4,0 %
e Isomenthone:1,5-10,0% e Carvone: max. 1,0
CH; CH; CH;
H; CHs
% Y OH o
A
3 CH3 CH-: CH CHS CH_-,
‘ Piperitone 4-pinene ‘ 1.8, cineole | | Menthol ‘ l Pulegone
/Kﬁ CH3 ;
CH;s CH3 CH; CH;
‘ Menthofuran ‘ | l-menthone ‘ ‘ Cadinine ‘ | Caryophylline ‘ limonene
CH3COOCH,; gﬁ
/
ClL, ch =cH;
‘ Isocaryophyllin ‘ ‘ Methyl acetate l a-pinene Carvone

Figure 1.7 : Différents constituants chimiques de HEMP [42]

1.6.3. Menthol principe actif de HEMP
Le menthol est I’un des additifs aromatisants les plus importants au monde, et constitue
I’un des terpénes les plus efficaces pour améliorer la pénétration cutanée des principes
actifs pharmaceutiques [44]. 1l est précieux en raison de son parfum mentholé rafraichissant
qu’ils conferent aux plantes. Il joue un rdle essentiel en raison de ses nombreuses proprietés
biologiques : activiteés anti-oxydante, antimicrobienne, anticancéreuse, anti-inflammatoire [45]
et antifongique [44]. Le menthol occupe une place importante en medecine, notamment dans le

traitement des troubles gastro-intestinaux ainsi que pour le soulagement des maux de téte. Grace
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a ses propriétés antiseptiques, il est également utilisé pour traiter I’inflammation gingivale,
I’herpés buccal et les douleurs dentaires (odontalgie) [46] .

1.6.4. Propriétés médicinales de THEMP

1.6.4.1. Activité anti-oxydante
Un antioxydant est toute substance capable de retarder ou d’inhiber 1’oxydation des substrats
biologiques. Leur rdle principal est de protéger les cellules contre le stress oxydatif induit par
les radicaux libres, considérés comme I’'une des principales causes du processus de
vieillissement [46] et des maladies chroniques et dégénératives telles que 1’athérosclérose, le
cancer, le diabéte et I’ Alzheimer [47]. La menthe poivrée de son coté représente également une
excellente source d’antioxydants, tout comme 1’acide ascorbique (Vitamine C), Vitamine E et
le béta-carotene [48].

1.6.4.2. Activité anti-inflammatoire
L’HEMP réduit I’inflammation excessive et les lésions de type dermatite atopique (eczéma
sévere) en bloquant une voie biochimique trés importante dans la réponse inflammatoire ERK-
NF-Xb ce qui freine la production de médiateurs pro-inflammatoires impliqués dans ces
maladies. Elle incite en paralléle la production de cytokines anti-inflammatoire qui calment
I’inflammation [47].

1.6.4.3. Activité antibactérienne
L’HEMP se révéle particulierement efficace contre les bactéries, en raison de sa richesse en
monoterpenes oxygeénés (92,95 %), des composés reconnus pour leur forte efficacité et leur large
spectre d’activité antibactérienne [49].

1.6.4.4. Activité antifongique
L’HEMP présente une activité antifongique significative contre les levures et champignons et

cela est due a la présence du menthol et menthone comme constituants chimique majeurs [50].
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1.7. Conclusion
L’examen de la littérature met en évidence I’importance des crémes pharmaceutiques en tant
que systemes émulsionnés largement utilisés pour [’administration topique. Toutefois,
I’utilisation de matiéres premicres chimiques, qu’il s’agisse des agents de consistance ou des
principes actifs synthétiques tels que les AINS, demeure associée a des contraintes
économiques, toxicologiques et environnementales non négligeables.
Parallélement, les huiles essentielles d’origine végétale, et plus particulierement celle de
Mentha piperita, apparaissent comme des alternatives prometteuses. Riches en composes
bioactifs, elles se distinguent par leurs propriétés biologiques notamment anti-inflammatoires
et leur meilleure tolérance cutanée, tout en s’inscrivant dans une dynamique de valorisation des
ressources naturelles locales et de respect de principes de la chimie verte.
Néanmoins, leur incorporation dans des systéemes émulsionnés impose de relever certains défis
liés a la stabilité physico-chimique. Ces constats soulignent la nécessité d’explorer de nouvelles
stratégies de formulation permettant de concilier efficacité thérapeutique, sécurité d’emploi,
viabilité économique et durabilité environnementale.
C’est dans cette perspective que s’inscrit le chapitre I, dont I’objectif ultime est de développer
une creme anti-inflammatoire innovante a base d’huile essentielle de Mentha piperita, en
optimisant le systéme émulsionnant et en évaluant la stabilité de la formulation proposée
comparativement a une autre creme déja préparée selon le procédé utilisé en industrie

pharmaceutique.
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Partie 11 Matériel et Méthodes

11.1. Objectifs
Cette partie a pour objectif la caractérisation physico-chimique de I’huile essentielle de menthe
poivrée ainsi que 1’évaluation de ses principales activités biologiques, notamment 1’activité
antioxydante, antimicrobienne et anti-inflammatoire. Elle inclut également la formulation,
I’optimisation des parameétres technologiques de 1’émulsion (HLB, co-émulsifiant, temps et
vitesse d’homogénéisation) et 1’évaluation de la stabilit¢é d’une creme thérapeutique anti-

inflammatoire, incorporant cette huile essentielle comme principe actif.

Huile essentielle de menthe poivrée

Caractérisation physico- Formulation et Optimisation
chimique et organoleptiques Etude Biologique d’une créme a activité anti-
inflammatoire
Activité Contrdles
Y’ Aspect antioxydant qualités
v
Tests ’ Odeur.
organoleptiques Couleur.
Examen
o macroscopique
Activité
antibactérienne
Examen
v Densité. microscopique
Tests v"Indice de
Physiques réfraction. Activité

Mesure du PH
antifongique

Mesure de
viscosité
L, -
E;:ﬁggs:: Activité anti-
Tests : i i
) _ inflammatoire
Chimigues v Indice d’Acide. Test de
v"Indice de stabilités
peroxyde.

Figure 11.1 : Méthodologie expérimentale
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11.2. Materiel
Le matériel et produits utilisés sont regroupés dans le (Tableau 11.1).
Tableau I1.1 : Matériel et produits utilisés.

Etapes Equipements & Matériel

Caractérisation physico- chimiques
Balance analytique Refractometre.
Papier pH.
Agitateur magnétique Plaque chauffante Hotte

Etude de P’activité antioxydante Spectrophotométre UV marque SHIMADZU
mini-1240
Vortex
Etude de I’activité Antimicrobienne Ecouvillons stériles

Hotte a flamme lamineux
Pince
Bec benzéne.
Disques antibiogramme
Etuve
Densimeétre McFarland de la marque biosan

modele DEN-18

Pied a coulisse
Incubateur Blinder
Balance de précision

Etude de I’activité anti- Spectrophotométre UV
inflammatoire Agitateur magnétique
Thermometre
PH-métre
Formulation (creme) Agitateur a hélice de la marque/modeéle :

Heidolph/ RZR 2021

Support élévateur
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Balance analytique
Centrifugeuse
Microscope optique de marque/model
PHYWE équipé d’un oculaire WF
10X/18mm
Viscosimetre de marque/modéle NDJ-8S
(Série NDJ), équipé d’un rotor n°3 réglé a
une vitesse de rotation 12 RPM
Etuve : Memmert

Reéfrigérateur

11.3. Méthodes

11.3.1. Caractérisations organoleptiques et Physico-chimiques
Dans cette caractérisation deux marques différentes de HEMP ont été utilisées : IKLEF et Heva

Pharm.

Figure 11.2 : photographie des deux HEMP des deux marques Heva Pharm et IKLEF.

11.3.1.1. Caractérisations organoleptiques
L’évaluation des propriétés organoleptiques représente généralement une étape essentielle dans
les études portant sur les facteurs influengant la qualité d’une huile essentielle. Dans le cadre
de ce travail, trois critéres ont été retenus pour évaluer la qualité organoleptique : I’odeur, la
couleur et 1’aspect.

11.3.1.2. Tests physiques

11.3.1.2.1. Densité relative

La densité relative d’une huile essentielle est le rapport de sa masse volumique a la masse
volumique d’un corps pris comme référence, de 1’eau distillée a 20°C [1].
Procédure
Le pycnometre est soigneusement nettoyé puis rincé.

Une fois 1’équilibre thermique avec la salle de balance atteint, le pycnométre vide est pesé.
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I1 est ensuite rempli d’eau distillée et pesée de nouveau.
Apres avoir été vidé, rincé et séché, le pycnométre est rempli avec I’huile puis pesé.

Cette grandeur est sans dimension. Elle est calculée selon la formule suivante[1] :

d20 _ mz-ml
20 ml—mo

mo : masse du pycnometre vide (en g).
m1 : masse du pycnomeétre rempli d’eau (en g).
m32 : masse du pycnometre rempli d’HE (en g).
11.3.1.2.2. Indice de réfraction

L’indice de réfraction est défini selon la norme (NFT 60 212) par le rapport entre la vitesse de la
lumiere dans le vide a une longueur d'onde définie et la vitesse de propagation dans la substance.
C’est un parameétre qui indique le degré d’instauration des acides gras entrant dans la
composition des matiéres grasses. Il est mesuré a I'aide d'un réfractométre d’Abbe [2].

11.3.1.3. Tests chimiques

11.3.1.3.1. Potentielle hydrogéne pH
Dépourvu d'unité, le potentiel hydrogéne, désigné par le pH, constitue une grandeur permettant
de mesurer l'activité chimique de I'ion hydrogene au sein d'une solution. Par ailleurs, le pH
révéle le degré d'acidité ou de basicité d'une solution, indiquant ainsi si celle-ci est acide,
basique ou neutre [3].

11.3.1.3.2. Indice d’acide

L’indice d’acide I, est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité d’hydroxyde de
potassium nécessaire a la neutralisation des acides libres présents dans 1 g d’huile essentielle
[4].
Procédé
Verser 20mL d’éthanol a 95%, 0,5¢ d’HE et deux gouttes de phénophtalé¢ine dans un
erlenmeyer.
Ajouter progressivement une solution alcoolique de KOH (0,1M) jusqu’a apparition d’une

coloration rose persistante.
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L’indice d’acide est calculé par la formule suivante[4] :

D’ou:

56,11 xV xN

m

LA =

: normalité de la solution KOH (en mol/L)

V : volume consommé de KOH (en ml)
m : masse d’HE (en g)
56,11 : masse molaire de KOH (g/mol)

11.3.1.3.3. Indice de peroxyde

Cet indice mesure le nombre d’atome d’oxygéne actifs présents dans les chaines organiques

d’une substance grasse et permet d’évaluer le degré d’oxydation des acides gras insaturés. Plus

I’indice est éleve, plus la graisse est oxydée [5].

Procédé

Peser 1g HE dans un flacon de 250MI.
Ajouter 10 mL de chloroforme et 15 m L d’acide acétique, puis immédiatement 1mL

d’une solution saturée d’iodure de potassium.

Ajouter 10 mL de chloroforme et 15 m L d’acide acétique, puis immédiatement
ImL d’une solution saturée d’iodure de potassium.

Agiter pendant 1 minute et laisser reposer dans 1’obscurité pendant 5 minutes.

Ajouter 75mL d’eau distillée en agitant vigoureusement, puis quelques
gouttes d’amidon (solution aqueuse a 1%0).

Titrer avec une solution de thiosulfate de sodium (0,01N).

L’indice de peroxyde (IP) est calculé par la formule suivante [5]:

Avec :

_ (V=Vo) x10

m

IP

Vo : volume de thiosulfate utilisé pour I’essai & blanc (mL)
V : volume de thiosulfate de sodium utilisé pour la prise d’essai en (mL)

m : prise d’essai en gramme
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11.3.2. Etude des activités biologiques
11.3.2.1. Activité antioxydante

L’évaluation de I’activité antioxydante a été réalisée selon la méthode DPPH.

Ce test permet de mettre en évidence de fagon relativement simple le pouvoir anti radicalaire
d’un antioxydant ou d’un extrait antioxydant. Cette méthode mesure la capacité réductrice d’un
antioxydant en présence d’un radical libre, le DPPH® (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl). C’est un
radical libre trés stable a 1’état cristallin et en solution, de coloration Vviolette, présentant une
bande d’adsorption maximale a 515 nm dans le méthanol. La réduction du radical DPPH" par
un donneur d’atome H (AH) conduit a la 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl incolore (DPPH-H) et
au radical A* (Figure 11.3). Plus un composé aura de facilité a céder son atome d’hydrogene,
plus celui-ci sera jugé efficace en tant qu’antioxydant[6]. Le potentiel donneur d’un atome
d’hydrogéne d’un échantillon est le plus souvent exprimé par le paramétre IC50, qui correspond
a la concentration d’antioxydant nécessaire pour réduire 50% de la concentration initial de

DPPH" [7]. Plus I'IC50 est petite, plus la molécule est antioxydante[8].

NO, NO,
. H
O;N N—N + A-H—> O,N N—N + A"
NO, NO,
VIOLET YELLOW

Figure 11.4 : Réaction du DPPH' en présence d’un antioxydant AH.

Les absorbances mesurées a 517 nm servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical
DPPH, qui est proportionnel au pouvoir anti radicalaire de I’échantillon. Suivant la relation

suivante[6] :

Abs du control négative — Abs de l'échantillon

% Taux d'inhibition= ( ) %100

Abs du control négative
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Mode opératoire :
Le protocole suivi est issu d’une méthode décrite dans la littérature [9]. Avec de
légeres modifications apportées 1’hors de la préparation des concentrations des échantillons.

Préparation de la solution DPPH:

Une solution de DPPH a 40 pg/mL a été preparée en dissolvant précisément 8 mg de DPPH
dans 200 mL de méthanol. La solution a été conservée a I’abri de la lumiére pour éviter toute

dégradation.

Préparation des solutions d’échantillons et références

Des solutions de HEMP ont été préparées dans le méthanol aux concentrations suivantes :
4;2;1;05;0,25;0,125; 0,0625 mg/mL par dilution sériée. Un volume de 2 mL a été préparé
pour chagque concentration. L’acide ascorbique a été utilisé comme standard de référence. Les
concentrations suivantes ont été préparées dans le méthanol : 2 ; 1 ;0,5 ; 0,25; 0,125 ;
0,0625; 0,03125 ; 0,0156 mg/mL.

Procédure expérimentale
Tous les essais ont eté réalisés en triplicata. Dans des tubes a essai propres et secs, 100 uL de

chaque solution (échantillon ou standard) ont été ajoutés a 2 mL de la solution de DPPH.

Apreés agitation douce, les tubes ont été incubes a température ambiante, a I’obscurité,

pendant 60 minutes.
Un contr6le négatif a été réalisé en remplacant 1’échantillon par 100 pL de DPPH:

Un blanc a été préparé en mélangeant 2 mL de méthanol avec 100 uL de solvant, afin de

corriger 1’absorbance de fond.
Lecture et traitement des donnés

Prés incubation, 1’absorbance de chaque mélange a été mesurée & 517 nm a ’aide d’un

spectrophotometre UV-Vis.

Le pourcentage d’inhibition de I’activité radicalaire a été calculé selon la formule suivante [9] :

—A
% Taux d’inhibition= (ﬁ—x 100
o
Ou:

e Ao représente I’absorbance du control négative (DPPH Seul).

e A est’absorbance de 1’échantillon testé.
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Les résultats obtenus ont été utilisés pour tracer la courbe d’inhibition en fonction des
concentrations, permettant ainsi de déterminer la concentration inhibitrice 2 50 % (ICg ¢ )

en utilisant la courbe de régression linéaire. Le protocole expérimental suivi est réesumé dans le
schéma de la (Figure 11.5).

Ajout de I’échantillon et Réaction réalisée a = = -
@ DPPH @ température ambiante ’ Abs a 517nm a I’aide UV-Vis
sehantillon mé.thlnol pendant 60min

DPPH ( conservée en dela
dehors de la lumiére) lumidre

Figure 11.6 : Schéma illustratif récapitulant le protocole d'activité antioxydant in vitro selon
la méthode DPPH: Made by BioRender.

11.3.2.2. Activité antibactérienne
L’évaluation de I’activité antibactérienne a été réalisée selon la méthode des aromatogrammes,
basées sur la diffusion sur disques en milieu gélosé. Les essais ont été effectués au sein de
laboratoire microbiologique —control qualité physico-chimique —de I’unité pharmaceutique
SAIDAL, L’expérimentation a été réalisée le lundi 24 mars 2025 dans des conditions de

laboratoire contrélées : température de 22,6 °C et humidité relative de 50,4 %.

Matiéres premiéres utilisées
Les souches bactériennes sont représentées dans le (Tableau 11.2).

Tableau 11.3 : Références et familles des souches bactériennes utilisées.

Souche Gram Référence Famille

Escherichia Coli ) ATCC 8739 Enterobacteriaceae [10]
Staphylococcus (+) ATCC 6538 Staphylococcaceae [11]
aureus

Pseudomonas ) ATCC 9027 Pseudomonadaceae[12]
aeruginosa
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Bacillus spizizenii (+) ATCC 6633 Bacillaceae [13]
Salmonella enterica  (-) ATCC 44028 Enterobacteriaceae [14]

Meéthode de diffusion du disque

L’évaluation technique de I’activité antibactérienne des HE est 1’aromatogramme, semblable a
I’antibiogramme qui permet de tester les antibiotiques, appelée « méthode des disques » (Figure
11.8).

Meéthode de diffusion sur disque
(D Préparation de la suspension (2) Ensemencement des souches [©) Dépét des disques
bactérienne ajuster 40.5 bactériennes sur la gélose (MH)

McFarland.

. s

() Ajout de HEMP ® In’cu'bation des boites de ® Mesure DZI
pétris e |
& 33.5°cl : 2 > N
s & ( \
F — -
X 24b L I \ by
S O
Kirby Bauer
D is cD iffu S ion Disque antibactérien
Zone d’inhibition
Croissance bactérienne ——
Method

Figure 11.7 : Schéma illustratif décrit brievement le protocole d'activité antibactérienne in
vitro selon la méthode de diffusion de disque made by BioRender.

La suspension microbienne est d’abord inoculée et ensemencée en surface sur milieu gélosé en
boite de Pétri. Un disque de papier-filtre de 6mm de diametre, imbibé d’HE diluée dans le
solvant (15pL), est plaqué sur la surface de la gélose ensemencée et les boites de Pétri sont
alors incubées dans les conditions optimales de température et de temps du micro- organisme
considéré. Pendant I’incubation, les germes se développent sous forme de colonies visibles a
I’eeil nu [15]. L’obtention d’un halo clair autour du disque indique I’inhibition du
développement microbien. Le diametre de la zone d’inhibition est mesuré en millimétre,
incluant le diamétre du disque. Deux témoins sont réalisés dans les mémes conditions
opératoires : un témoin négatif avec le solvant ayant servi a la solubilisation des HE, et un
disque d’antibiotique comme témoin positif [16].
Protocol expérimental
Préparation de la suspension bactérienne

e ATl’aide d’un écouvillon stérile prélever une colonie fraiche de la souche bactérienne (1)

la suspendre dans un tube a essai (2) contenant de 1’eau purifiée puis agiter bien (3).
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e Ajuster la densité optique a 0,5 McFarland (~1,5 x 108 UFC/ml) en comparant avec un
standard McFarland (4).

Figure 11.9 : Les différentes étapes de la préparation de la suspension bactérienne

e La méthode de préparation est reproduite pour les 05 souches.
Ensemencement des boites de pétri
e Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.
e Ensemencer uniformément la surface du milieu Muller-Hinton par étalement selon trois
directions pour assurer une bonne répartition (5) :
o Premier passage en zigzag vertical.
o Deuxiéme passage en zigzag horizontal.
o Troisieme en diagonal pour couvrir toute la surface.
e Laisser sécher quelques minutes a température ambiante avant de poser les disques.
Préparation des disques imprégnés de HEMP
e Stériliser les disques antibiogrammes vierges sous hotte a flux laminaire UV.
e Préparer une solution d’HEMP 300mg dans 3mL de DMSO et agiter bien.
e Ensuite a I’aide d’une micropipette imprégner chaque disque avec 20 pL de la solution
d’HE.
e Laisser sécher a température ambiante sous condition stériles.
Dépdt des disques sur le milieu
e A l’aide d’une pince stérile, déposer les disques imprégnés d’HE

sur la surface du milieu ensemencé.

e Exercer une légére pression pour assurer un bon contact avec la

] 4
gélose. “ (« l
e Laisser sécher a température ambiante sous conditions stériles. .

Figure 11.10 : le
dépot des disques
sur la gélose.
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Incubation

e Incuber les boites a 33,5°C pour pendant 24heures en position inversée.
Apres incubation ’activité antibactérienne a été déterminée de maniére qualitative a ’aide de
cette méthode en mesurant le diamétre de la zone d’inhibition, plus le diamétre de cette zone est
grand plus la souche est sensible [17] :

e Résistante : diametre inférieur a 8mm.

e Sensible : diamétre compris entre 9 et 14mm.

e Tres sensible : diametre compris entre 15 et 19mm.

e Extrémement sensible : diamétre supérieur & 20mm.

11.3.2.3. Activité antifongique
L’activité antifongique a été évaluée en utilisant la méme méthode que celle utilisée pour
I’activité anti bactérienne et dans des conditions expérimentales similaires. Quelques légeres
modifications en toutefois été apportées, notamment le remplacement du milieu de culture par
un milieux Sabouraud, plus adapté a la croissance des champignons Candida albicans
ATCC44028 [18], ainsi qu’une incubation a 22,5 °C pendant 48heures.
11.3.2.4. Activité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire a été évaluée in vitro selon la méthode d’inhibition de la
dénaturation de 1’albumine sérique bovine (BSA), en suivant un protocole adapté de celui décrit
par la littérature [19] avec quelque modification.
Protocole expérimental :
Préparation du tampon PBS (pH = 6,4)
Un tampon PBS (phosphate buffered saline) a été préparé avec les concentrations suivantes,
dissoutes dans 1 L d’eau distillée : NaCl (8g), KCI (0,2g), NazHPO4 (0,68g), KH2PO4 (0,980).
Le pH a été ajusté a 6,4 a I’aide du HCI.
Préparation des solutions échantillons, références et BSA
Des solutions de HEMP et Diclofénac ont été préparées dans le DMSO aux concentrations
suivantes :10;5; 1,25 ; 0,75 ; 0,375 mg/mL par dilution sériée.
Préparation de la solution BSA
Une solution de BSA a 5% (m/v) a été préparée en dissolvant 2,5g dans 50g de 1’eau distillée.
Procédure expérimentale
Les tests ont été réalisés en triplicata en mélangeant : 50uL de la solution a tester de (HEMP ou
Diclofénac) + 0,45ml de solution de BSA a 5%.

Un control négative a été réalisé en remplagant 1’¢chantillon par 50 pL DMSO.
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Un blanc a été préparé en mélangeant 50 uL DMSO+ 0,45mL PBS.

Les meélanges ont été incubés a 37°C pendant 20min, puis a 56°C pendant 20min
supplémentaires. Apres refroidissement a température ambiante 2,5mL de PBS ont été ajoutés a
chaque tube. L’absorbance a ét¢ mesurée a 255nm a l’aide d’un spectrophotometre. Le

pourcentage d’inhibition a été calculé selon la formule suivante [20] :
—A
% Taux d'inhibition= (ﬁ—x 100
o

e Agreprésente I’absorbance du control négative.
e A est I’absorbance de 1’échantillon testé.

Le protocole expérimental suivi est résumé dans le schéma (Figure 11.12).

Anti-Inflammatory Activity

( Evaluated in vitro by inhibition of BSA denaturatlon

PBS Preparation

Nacl8g) KCI(0,.2¢)

Na,HPO, (0,68g) HEMP and Diclofenac solutions
KH,PO, (0,98g)

é ﬂ- + DMSO é
adjusted to pH 6,4 with HCI

= Experimental Procedure =

Mixing: triplicate

M=

fl e

Negatlve control — 1’ 1
Replacing sample with 50 uL Mixing 50 uL DMSO + 0,45mL
of DMSO PBS
— — )
1i-1m - | ;)
37°C 56°C Incubation Spectrophotometer

20 min 20min

Measuring at 255&" oo

Ao = represents absorbancce of the negative control

Figure 11.11 : Schéma illustratif décrit brievement le protocole d'activité anti-
inflammatoire in vitro par inhibition de la dénaturation de I'albumine.
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11.3.3. Formulation de la créeme

Deux procédures de formulation de la creme ont été réalisées dans cette étude.

La premiere a été réalisée au niveau de laboratoire control qualité de 1’industrie pharmaceutique

SAIDAL du site Dar El Beida.

La deuxieme formulation a été optimisée au niveau de laboratoire pédagogique de chimie
pharmaceutique de L’UMMTO.

11.3.3.1. Créme réalisé au niveau de Saidal

Matiere premiere
Les matieres premieres et leurs proportions utilisées pour la formulation des cremes de 1% et
0,5% de HEMP pour une quantité totale de 50g sont mentionnées dans le (Tableau 11.4).

Tableau I11.5 : Matiére premiere utilisée dans la formulation.

Matieres premieres Fonction Proportion (g)

HE Menthe poivree Principe actif 0,5et0,25

Méthyl-salicylate Agent parfumant 12

Myristate d’isopropyle Emollient 15

Polysorbate 60 (Tween 60) Emulsifiant, Emollient 3

Alcool stéarylique Facteur de consistance 2.5

Alcool cétylique Facteur de consistance 2.5

Palmitate de cétyle Facteur de consistance, 1
Emulsifiant

Monostéarate de sorbitan Emulsifiant 1

(span 60)

Alcool benzylique Solvant 0.5

Eau purifiée Solvant g.s.p

Protocol expérimental :

Les deux phases aqueuses et huileuses sont préparées séparément dans deux béchers distincts.
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La phase huileuse :
Les composants suivants sont chauffés a des températures spécifiques, puis mélangés

progressivement :

— le tween (60) + myristate d’isopropyle sont chauffés a 30°C. R

— Alcool stéarylique + Alcool cétylique sont ajoutés et portés a 35°C. Sous
—

— Palmitate de cétyle + Alcool benzylique sont incorporés a 70°C. Agitation

— Monostreétrate de sorbitan + Méthyl salicylate sont ajoutés également a 70°C.

Phase aqueuse :

L’eau purifiée est chauffée a 70°C sous agitation constante.

Ensuite la phase aqueuse est incorporée dans la phase huileuse, sous agitation continue jusqu’a

refroidissements. Une fois la température abaissée a environ 30°C, HEMP est ajoutée.
I1.3.3.2. Créme réalisé au niveau de P'UMMTO

Matiere premiere utilisé

Tableau 11.6 : Matériel premiére utilisé

Matiere Span (60) Tween (60) Alcool Huile d’amende
Premiére cétylique amer
Réle Emulsifiant Emulsifiant Co-émulsifiant, Ingrédient
Lipophile [21] Hydrophile Lipophile [23] principal de la
[22] phase lipophile

11.3.3.2.1. Optimisation de la formule de base
Une étude d’optimisation du systéme émulsionnant a d’abord été entreprise selon les étapes
suivantes :
Optimisation du HLB Huile amande ameére, la consistance, temps de mélange et la vitesse
d’homogénéisations.
Détermination du HLB optimal de I’huile d’amande ameére
Dans un premier temps, on a procédé a la détermination du HLB optimal de 1’huile d’amande
ameére. Pour ce faire, différentes émulsions contenant 10 % d’huile d’amande amére ont été
préparé en variant les proportions de Tween 60 (HLB=14,9) et Span 60 (HLB=4,7) (Tableau
11.7). La proportion de TA est fixée a 5% de la masse total de 1’émulsion (50g). La composition
de base des émulsions préparées est récapitulée dans le (tableau 11.5).
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Tableau 11.8 : Composition de base des émulsions prépareées.

Ingrédients Proportions (%)
Huile d’amande amer 10

Tween 60 X 5

Span 60 y

Eau distillée g.s.p. 50

Tableau 1.9 : Proportions unitaires des tensioactifs et valeurs de HLBm correspondantes.

Emulsions Proportion de span Proportion de tween Valeur de HLBm
60 (%) 60(%0)

n°1 4,36 0,64 6

n°2 3,40 1,60 8

n°3 2,14 2,86 10

n°4 1,54 3,46 12

n°5 0,93 4,07 13

Optimisation de la consistance

Une fois le HLB optimal détermingé, une seconde série d’expérience a été menée en ajoutant
cette fois-ci de 1’alcool cétylique (HLB=15,5) a différentes concentrations (1%, 3% et 5%) afin
d’identifier la proportion optimale du co-émulsifiant. Les proportions totales de la phase
huileuse, des tensioactifs et les valeurs critiques de HLB ont été recalculée pour chague cas
(Tableau 11.10).

Tableau I1.11 : Les proportions totales de la phase huileuse, des tensioactifs et les valeurs
critiques de HLB

Emulsion  Alcool cétylique Huile d’amande HLB %
amer critique Tensioactifs
(%) (%) Tween Span
1 1% 10% 6,855 1,08 3,92
2 3% 8,185 1,74 3,26
3 5% 9,135 2,22 2,78
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Optimisation du temps de mélange
Afin d’identifier le temps de mélange optimal pour garantir la bonne homogénéité de
I’émulsion, différent temps d’agitations ont été testé (3, 5 et 10 minutes).
Optimisation de la vitesse d’homogénéisation
Enfin, ’impact de la vitesse d’homogénéisation sur la stabilit¢ de 1’émulsion a été évalué en
testant 3 vitesses : 500, 1000 et 1500trs par minute.
Remarque : lors de I’optimisation de chacun de ces paramétres (HLB, Ac, temps, Vitesse) les
émulsions ont été préparées de manieres standardisées, a 1000trs/min pendant 5min, sauf dans
les cas ou le paramétre étudié était justement la vitesse ou le temps.

11.3.3.2.2. Evaluation de la stabilité des émulsions
Chaque formulation obtenue au cours des différentes phases d’optimisation a été soumises a
une série de tests de stabilité, a savoir :
Observation macroscopique : consiste a évaluer 1’aspect, la consistance, homogénéité, la
couleur et I’odeur de I’émulsion.
Observation microscopique : permet d’estimer la taille des gouttelettes ainsi que leur
répartition au sein de I’émulsion. Réalisée a 1’aide d’un microscope de marque/model PHYWE,
€quipé d’un oculaire WF 10X/18mm,
Mesure de pH a I’aide d’un pH-métre de la marque HANNA modéle HI 2210.
La stabilité centrifuge a été évaluée a 10000 trs/min pendant des durées de 5, 10 et 15 min a I’aide
d’une centrifuge de la marque Andreas Hettich GmbH & Co0.KG modele EBA 20.
Evaluation du sens d’émulsion a été réalisée par test de dilution dans une phase aqueuse puis dans
une phase huileuse selon le protocole suivant : Sml de I’émulsion ont ét¢ introduits dans tube a essai,
puis une petite quantité d’eau a été ajouté, apres agitation, 1’aspect du mélange a été observe afin de

déterminer le type d’émulsion. La méme procédure a été répétée en remplagant I’eau par de I’huile.
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11.3.3.3. Formulation finale et étude de stabilité

11.3.3.3.1. Formulation
Aprés optimisation de ’ensemble des paramétres, deux formulations finales ont été elaborée en
incorporant 1% d’HEMP dans une quantité totale de 200g de creme (Tableau 11.12). La
premiére est toujours avec de I’huile d’amande amer (1) et la 2éme en substituant la 1ére phase
huileuse par du myristate d’isopropyle (2) (HLB=11,5). Le protocole expérimental est
représenté dans la (Figure 11.13).

Tableau 11.13 : Les proportions finales de formulations finales avec huile d'amande amére et
le mytistate d'isopropyle

Emulsion  Alcool Huile Masse HLB % %
cétylique d’amande total critique Tensioactifs HE
amer %)
(%) Masse (%) Masse huileuse Tween Span
(9) (9) (9)
1 3% 6 10% 20 26 8,185 1,74 326 1
2 1242 375 1,25

11.3.3.3.2. Etude de stabilité
Cette formulation a ensuite été soumise a une étude de stabilité approfondie, réalisée selon les
méme tests appliquées I’hors des phases précédentes d’optimisation. En complément d’autres
évaluations ont été introduites :
Centrifugation a haute vitesse : 60000 trs/min pendant 5, 10 ,15minutes, afin de tester la
résistance extréme de I’émulsion a la séparation de phase.
La viscosite a été mesurée a 1’aide d’un viscosimétre numérique de marque/modéle NDJ-8S
(Série NDJ), équipé d’un rotor n°3 et réglé a une vitesse de rotation de 12 RPM, afin d’évaluer
la consistance globale ainsi que la stabilite rhéologique de la formulation.
Le test de stabilité thermique, a été realisé dans des conditions de stress, en exposant les
formulations & une température €levée de 40 °C dans une étuve, ainsi qu’a une température basse
de 4 °C dans un réfrigérateur.
Ces essais ont été réalisés a des intervalles spécifiques : JO (le jour de préparation), J1 (apres
24heures), J3 (apres 72heures) et J8 (apres 8jours), dans le but d’évaluer 1’évolution de la stabilité

de la creme dans le temps.
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Figure 11.14 - Schéma représente le protocole des différentes étapes de la formulation final de la creme.
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I11.1. Caractérisations Physico- chimiques et organoleptiques des deux HEMP
111.1.1. Caractéristiques organoleptiques
Les résultats des caractéristiques organoleptiques sont regroupés dans le (Tableau 111.1).

Tableau I11.2 : Caractéristiques organoleptiques

Caractéristiques Couleur Aspect Odeur
HEMP(IKLEF) Jaune péle Liquide, limpide, Forte odeur
homogeéne, sans
impuretés
HEMP (Heva Incolore Liquide, limpide, Un peu moins forte
Pharm) homogeéne, sans que IKLEF
impuretés
Normes[1] Incolore & jaune pdle  Liquide, Limpide Mentholée, fraiche,
ou vert-jaunatre intense

Nos deux huiles se présentent sous forme liquide a température ambiante, d’une odeur intense
principalement due a la forte concentration en menthol, composé majoritaire de cette huile,
I’aspect limpide et homogene témoigne de la bonne qualité des deux huiles et ’absence de
contaminants ou de dégradation. Les deux huiles sont conformes aux normes comme décrit
dans le tableau 09. Cependant quelques Iégeres différences ont été constaté. Celle-ci peuvent
étre d0 a la composition chimique des huiles qui peut varier selon 1’origine géographique de la
plante.
111.1.2. Caractéristiques Physico-chimiques

La détermination de divers indices, largement exigée par les pharmacopées, est intéressante en
termes d’évaluation de la qualité des HEs. Les résultats des caractéristiques organoleptiques
sont regroupés dans le (Tableau 111.3).
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Tableau I11.4 : Caractéristiques Physico-chimique HEMP

[1]Caractéristiques HEMP HEMP (Heva Normes [2]
(IKLEF) Pharm)
Densité (a 20 °C) 0,915 0,900 0,900 -
0,916
Indice de réfraction 1,470 1,465 1,457 -
(@33,5°C) (@33,5°C) 1,467
(2a20°C)
Indice d’acide (mg KOH/g) 1,37 1,0418 max. 1,4
Indice de peroxyde (meq 7,34 2,00 <10,0
O, /kQg)
111.1.2.1. Densité

Les valeurs de densité obtenues sont de 0,915 pour ’EHMP IKLEF et de 0,9 pour celle de Heva
Pharm. Ces deux résultats sont conformes a la plage normative (0,9 a 0,916 a 20 °C), indiquant
que les deux huiles sont de bonne qualité sur le plan de densité. La différence entre les deux
peut refléter des variations dans la composition chimique, notamment en monoterpénes et
composés oxygénés. Généralement, une huile contenant une plus grande proportion de
composés oxygénés ou de molécules plus lourdes peux présenter une densité légerement plus
élevée [3].

111.1.2.2. Indice de réfraction
Les valeurs de I’indice de réfraction obtenues sont de 1,470 pour IKLEF et de 1,465 pour celle
de Heva Pharm, Ces valeurs se situent a proximité de la plage rapportée dans la littérature,
généralement comprise entre 1,457 et 1,467[3]. Cette 1égere variation peut s’expliquer par une
différence de température entre les conditions de notre essai et celles de la norme de référence
(généralement mesurée a 20°C), sachant que I’indice de réfraction est un parameétre
thermosensible[4], Par ailleurs, cet indice constitue un critére de qualité important des HEs, car
il dépend de leur composition chimique, en particulier de la teneur en monoterpénes et en
composés oxygenes. Une proportion élevée en monoterpénes est généralement associée a une
augmentation de 1’indice de réfraction [5].

111.1.2.3. Indice d’acide
Les valeurs obtenues sont de 1,37mg KOH/g pour IKLEF et de 1,0418mg KOH/g pour Heva

Pharm. Ces deux valeurs sont inférieures au seuil maximal autorisé de 1,4 mg KOH/g, indiquant
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une faible teneur en acides gras libres et donc une pureté et une bonne stabilité chimique du
produit. Une valeur trop élevée pourrait indiquer une dégradation [6].

111.1.2.4. Indice de peroxyde
Les indices de peroxydes sont 7,34meq O/kg pour IKLEF et de 2,00meq O2/kg pour Heva
Pharm, tous deux inférieurs a la limite critique de 10,0meq O2/kg. Ce parametre, indicateur de
I’oxydation lipidique, révele que les deux huiles sont faiblement oxydees. La valeur plus élevée
de IKLEF peut suggérer une oxydation légérement avancée, pouvant étre liée aux conditions
de conservation (lumiére, chaleur, air) [7].
Conclusion
L’évaluation des paramétre physico-chimiques des deux HEs, issues des marques IKLEF et
Heva Pharm, a permis de confirmer leurs conformités globales aux normes de qualité
généralement admises pour ce type d’huile. Bien que quelques différences aient été observées
entre les deux échantillons, ces variations restent modérées et peuvent étre attribuées a des
facteurs tels que la composition chimique spécifique de chaque lot, les conditions de distillation
ou de stockage, ou encore 1’origine botanique de la matiére premiére.

111.2. Etude des activités biologiques

111.2.1. Activité antioxydante
Méthode DPPH
L’¢évaluation d’activité¢ antioxydante de HEMP des deux marque Heva Pharm et IKLEF et de

I’acide ascorbique vis-a vis du radical DPPH" a révéler les résultats suivants :

AA

120
100
80 y = 24,27In(x) + 113,35
60
40

20

% Inhibition du radical DPPH*
o

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentration(mg/ml)

Figure 111.1 : Pourcentage d'inhibition du radical libre
DPPH- en fonction de la concentration en acide
ascorbique.
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HEMP-IKLEF

y =5,2532x + 21,026

% Inhibition du radical
DPPH°*
w
o

0 1 2 3 4 5
Concentration mg/ml

Figure 111.2 : Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPHe
en fonction de la concentration en HEMP-IKLEF.

HEMP Heva pharm
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2 40 y=17,983x - 0,7163
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Figure 111.3 : Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPHe
en fonction de la concentration en HEMP-Heva pharm.

Figure 111.4 : Image illustrant ’activité antioxydante de 1’acide ascorbique selon la méthode
DPPH aprés incubation.
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Une augmentation progressive du pourcentage d’inhibition a été observée en fonction de la
concentration, aussi bien pour ’acide ascorbique que pour les deux huiles essentielles testées.
Néanmoins les deux HEs testées n’ont pas dépassée un pourcentage d’inhibition de 50%, et
doncl'analyse des courbes a permis de déterminer uniquement la concentration inhibitrice a 50%

pour I'AA indicateur clé de I'efficacité antioxydante (Figure 111.5).

AA

0,08
0,06

0,04

IC50 (MG/ML)

0,02

1

Figure 111.5: Valeurs de I'IC50 de Il'acide
ascorbique.

AA a présenter une ICsg tres faible (0,0734mg/mL), confirmant son pouvoir antioxydant, bien
documenté dans la littérature [8], en ce qui concerne HEMP des deux marques.

Les résultats obtenus sont en désaccord avec ceux rapportés dans la littérature, qui ont obtenu
une ICso ¢e 3,12mg/mL, indiquant une activité modérée, attribué principalement a la présence
de menthol, menthone [9].

Ces résultats confirment que I’HEMP possede une certaine capacité antioxydante, leur pouvoir
reste inférieur a celui de 1’acide ascorbique. Toutefois, cette activité peut représenter un atout
complémentaire dans le cadre d’une formulation topique, notamment en association avec

d’autres agents antioxydants.
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111.2.2. Activité antibactérienne

Les résultats de mesure de diamétre des zone d’inhibition enregistrées de I’HEMP vis-a-vis des

5 souches bactériennes sont présentés le (Tableau 111.5).
Tableau 111.6 : DZI de ’HEMP pour les cing souches testées.

Souche Diametre du halo Sensibilité a HEMP
bactérienne d’inhibition (mm)
Bacillus sp 24,69 Forte sensibilité
+
Escherichia coli 10,33 Faible sensibilité
Staphylococcus 10,77 Faible sensibilité
aureus
+
Pseudomonas 0 Résistance totale
aeruginosa

pseudo monas

43



Partie 111 Résultats et Discussions

Salmonella 0 Résistance totale

. LY
enterica %\
‘ Tewy y \>

Différence d’efficacité selon le type de bactérie testée :

Les résultats montrent une activité plus marqué contre les bactéries a Gram positif, notamment
Bacillus sp et Staphylococcus aureus, avec des DZI respectivement 24,90mm et 10, 77mm. En
revanche, les souches a Gram négative ont montré une sensibilité plus faible, voire méme une
résistance totale dans le cas de Pseudomonas aeruginosa et Salmonella enterica. Cette
différence est expliquée par la structure de 1’enveloppe cellulaire [10] :
Les bactéries a Gram (-), possédent une membrane externe supplémentaire, qui leur conféré
une double protection contre les agents hydrophobes et toxiques. En revanche, les bactéries a
Gram+, dépourvues de cette barriére, sont plus sensibles a 1’action des HEs [11].
Les résultats montrent une activiteé antimicrobienne variable selon la souche testée :
» HEMP contient des monoterpenes (ex : menthol, menthone) qui perturbent la membrane
cellulaire et entrainent une fuite du contenue intracellulaire [12].
> Les Bactéries & Gram (+) comme Bacillus sont plus sensibles aux HEs en raison de leur
paroi riche en peptidoglycane, plus perméable aux composés lipophiles [13].
> La faible sensibilité de Staphylococcus aureus peut étre due a des mécanismes de
résistance naturelle (ex : production d’enzymes de dégradation des HES) [14].
> Escherichia coli est une bactérie a Gram (-), possédant une membrane externe riche en
lipopolysaccharides (LPS), qui limite I’entrée des composés hydrophobes comme les
HEs [15].
> P.aeruginosa et Salmonella enterica sont résistantes aux agents antibactériens en raison
de :
e samembrane externe trés imperméable, qui empéche la pénétration des EHs[16];
e ses pompes d’efflux, qui expulsent activent les molécules toxiques[17] ;
e sacapacité a de former un biofilm, renforgant sa protection contre les
substances antimicrobiennes[18].
Des ¢études ont montrés que des concentrations faibles en HEMP on suffit d’inhiber la
croissance de certaines souches par ailleurs une concentration un peux plus élevée a montré une

efficacité contre Staphylococcus aureus et Bacillus cereus. Concernant les bactéries a Gram (-
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), HEMP a montrer une efficacité contre E. coli avec une concentration plus élevee que les deux
premier. En revanche. Pseudomonas aerugonisa et salmonella enterica se sont révélées étre les
plus sensibles, n’étant inhibées qu’a des concentrations élevées [19] .
Les études scientifiques confirment que ’HEMP a une activité plus marqué contre les bactéries
Gram+. Tandis que les grams négatifs et les bactéries opportunistes comme P. aeruginosa y
sont plus résistantes.
Conclusion
Les résultats obtenus montrent que HEMP posséde une activité antibactérienne significative
contre Bacillus sp, Staphylococcus aureus et E coli, avec une efficacité maximale contre
Bacillus. En revanche P. aeruginosa et Salmonella enterica se révélée complétement
résistantes. Confirmant ainsi leurs statuts de bactéries hautement résistantes aux antimicrobiens
naturels, en raison de ses membranes externes et de ses systémes de défense naturels.
Le mécanisme d’action de HE est généralement li¢ a son interaction avec la membrane
cytoplasmique des bactéries. Elle peut étre absorbée par la cellule et provoquer une
désorganisation de la membrane, entrainant sa lyse et perturbant les fonctions essentielles a la
survie cellulaire [20].
La richesse de HEMP en monoterpénes oxygénés expliquerait son large spectre d’activité
antimicrobienne [21].

111.2.3. Activité antifongique
Les résultats de mesure de diamétre des zone d’inhibition enregistrées de HEMP vis-a-vis de la
souche fongique est présenté dans le (Tableau 111.7).
Tableau 111.4 : DZI de HEMP pour la souche testée

Souche fongique DZI Sensibilité de HEMP

Candida albicans 25.70 mm Forte sensibilité
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Le résultat montre une forte activité de I’THEMP sur la souche fongique testée avec un DZI de
25, 7mm. La forte inhibition confirme ’effet antifongique bien connue des monoterpénes
contenus dans ’HEMP [22] .

Candida albicans est un champignon dont la membrane est riche en ergostérol, une cible des

composeés antifongiques naturels [23].

111.2.4. Activité anti-inflammatoire

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire in-vitro de ’HEMP IKLEF a été évaluée a I’aide
de la méthode d’inhibition de la dénaturation de 1’albumine sérique bovine (BSA), un procédé
au cours duquel les protéines perdent leurs structures secondaire et tertiaire sous 1’effet de
conditions expérimentales défavorables [24]. Les résultats ont été comparés a ceux du
diclofénac sodique, utilisé comme anti-inflammatoire de référence. Les % D’inhibition ont été
calculés a différentes concentrations pour les deux échantillons testés (Figure 111.7) , (Figure
111.8) et (Figure 111.9).

Diclofénac
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80
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40

% Inhibition

20
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Figure 111.6 : Courbe d'étalonnage du % inhibition de la dénaturation de
I'albumine bovine en fonction de la concentration en Diclofénac.
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Figure 111.11 : Valeurs des IC50 du diclofénac et HEMP IKLEF.
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Figure 111.10 : Courbe d'étalonnage du % inhibition de la dénaturation de
I'albumine bovine en fonction de la concentration en ’THEMP IKLEF.

Les résultats obtenus montrent que les deux échantillons testés présentent une activité anti-
inflammatoire. Le Dilofénac a montré une activité plus constante et plus élevée, avec une
inhibition maximale de 91,67% a 10mg/mL. Il a également atteint 50% d’inhibition a une
concentration bien plus faible que HE, avec une ICso de 0,515 mg/mL, contre 1,522 mg/mL

pour HEMP.
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Ces reésultats confirment que HEMP possédé une activité anti-inflammatoire notable, mais
inférieure a celle du diclofénac, ce qui reste cohérent avec les données de la littérature, qui ont
rapporté une activité anti-inflammatoire de HEMP par inhibition de la BSA avec une ICso de
1,64mg/m L [25], mettant en évidence le role des constituants tels que le menthol, le menthone
et leurs dérivés, connus pour leurs propriétés anti-prostaglandines et leur capacité a stabiliser

les membranes cellulaires.

111 .3. Formulation de la créme
111.3.1. Créme réalisé au niveau de Saidal
111.3.1.1. Etude de stabilité
L’étude de stabilité physico-chimique de la créme a été faite aprés 1mois et 10jours de
préparation (Figure 111.12),( Figure 111.13), (Figure 111.14) ,( Figure 111.15), (Tableau I11.5).

Figure 111.16 : Etude microscopique des deux Figure I11.17 : L'étude
crémes de 1% et 0,5% de HEMP. macroscopique des deux crémes.

Figure 111.19 : Sens Figure 111.18 : Etude de stabilité a la centrifuge des deux
d'émulsion des deux creme. crémes.
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Tableau I11.5 : Etudes physico-chimique des deux cremes.

Paramétre évalué 0,5% 1%

Aspect macro créeme blanche , homogene, La méme chose légerement
visqueuse , dense , a I’odeur plus fluide que la 0,5%

parfumée , facile a étaler

Observation micro Gouttelettes majoritairement Gouttelettes plus grosse,

petites et homogenes, avec réparation moins homogeéne ,

quelques plus grandes présence de coalescence
partielle
Test du sens d’émulsion Soluble uniquement dans la phase aqueuse
pH 5,67 5,47
Centrifuge Résistance totale a la séparation (5,10,15min a 10 000tr/min

et 60 000tr/min)

L’analyse macro des deux formulations montre une bonne apparence générale, avec une texture
homogeéne et stable. La formulation 0,5% présente une consistance légérement plus dense et
plus visqueuse, favorable a une application topique controlée. Celle a 1% est plus fluide, ce qui
pourrait faciliter son étalement.

Sur le plan microscopique, des gouttelettes de petite taille bien réparties ont été observées dans
la creme a 0,5%, traduisant une bonne dispersion de la phase interne. En revanche, la
formulation a 1% présente des gouttelettes plus grosse et moins uniformes, suggérant un début
d’instabilité de I’émulsion. Cette différence peut s’expliquer par la plus grande quantité HE,
pouvant dépasser la capacité d’absorption du system tensioactif utilisé.

Le test du sens d’émulsion a confirmé dans les deux cas un systeme huile dans eau (H/E).
Les valeurs de pH, comprises entre 5,47 et 5,67, restent compatibles avec le pH physiologique
de la peau (environ 5,5) [26], ce qui garantit une bonne tolérance cutanée et une minimisation
du risque d’irritation.

Enfin, la stabilité centrifuge des deux formulations, observée jusqu’a 15 minutes a
10 000tr/min, indique une excellente résistance a la séparation de phase, une légere préférence
pour la version 0,5% en terme de structure interne.

Conclusion

Ces résultats suggerent que la formulation a 0,5% d’HEMP offre une meilleure stabilité globale

avec une microstructure plus homogéne, un pH plus proche de celui de la peau et une texture
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favorable a un usage topique. Bien que la formulation a 1% soit également stable, la présence
de globules plus gros et moins répartis pourrait la déstabilisée a long terme.

111.3.2. Créme réalisé au niveau de P"UMMTO

111.3.2.1. Optimisation de la formule de base

111.3.2.1.1. Optimisation du HLB
Cette optimisation a été faite selon les études physico-chimiques suivantes: études
macroscopique, microscopique, sens de I’émulsion et stabilité a la centrifuge. Les résultats
obtenus sont représentés dans le (Tableau 111.6).

Tableau I11.6 : Observation des études physico chimiques I'hors d'optimisation du HLB de
HAA.

Emulsion HLBm Observation Sens Observation  Centrifugation
macroscopique d’émulsion microscopique

1 6 Creme Hydrophile Gouttelette de Stable
blanche, petites de
visqueuse , taille, bien
odeur répartis
caractéristique homogénes

1
]

d’amande
amere : bonne
homogénéite
globale

& o

2 8 - - Présence de
gouttelettes de
tailles
variables,
séparation
visible

A

3 10 Leégere fluidité - Gouttelettes de
petites de
tailles mais
mal réparties
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4 12 - - Présence de Séparation de
petites phase
gouttelettes et

d’autres

legérement

plus grande,
mauvaise

répartition.

5 13 - - Petites
gouttelettes et
autres grosses.

L’émulsion 1 (HLB=6) s’est révélée la plus stable d’un point de vue macroscopique,
microscopique et centrifuge. La texture obtenue était visqueuse, homogene et bien liée, avec un
comportement clairement hydrophile au test de sens d’émulsion. L’analyse microscopique a
confirmer la présence de gouttelettes homogenes et bien réparties, sans signe de coalescence,
ce qui traduit une bonne stabilité de I’émulsion.

A Dinverse, les émulsions préparées avec un HLB supérieur a 8 ont montré une instabilité
croissante : apparition de gouttelettes de tailles variables, mauvaise répartition, voir séparation
de phase compléte pour 1’émulsion 4 (HLB=12). L’émulsion 5 (HLB=13) présente une 1égére
amélioration avec des gouttelettes bien réparties, mais la présence de quelques plus grosses
particules peut indiquer une instabilité potentielle a moyen terme.

Sur la base de ces résultats, la valeur de HLBm=6 est apparue comme la plus adaptée pour
I’HAA dans le cadre de cette formulation, offrant une bonne stabilité globale et une structure
homogéne. Cette formulation sera donc utilisée comme formule de base pour les étapes
suivantes de I’optimisation.

111.3.2.1.2.0ptimisation de la consistance

Cette optimisation a été faite selon les méme critéres déja cité au-dessus. lls sont représentés
dans les : (Figure 111.16), (Figure 111.17), (Figure 111.18) et (Tableau I11.7).
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W

n aprés 10min centri.
Figure 111.21 : stabilité a la centri aprés

5,10 et 15min pour les différents
proportions d'Ac.

apres 15min

Figure I11. 22 sens d émulsion des
différents proportions d'/Ac dans la
phase aqueuse et la phase huiles.

Tableau 111.7 : Observation des études physico-chimiques 1'hors d’Alcool cétylique.

Emulsion 1 2 3
Proportion Ac 1% 3% 5%
Observation Crémeuse laiteuse Créme laiteuse, Creme laiteuse,
macroscopique blanchatre, blanchétre tres blanchatre, semi

visqueuse a texture homogene solide Iégérement
épaisse et homogene, visgueuse sans fluide présence
sans grumeaux : grumeaux visible de grumeaux
odeur caracteéristique et de particule solide
de HAA a ’ceil nu
Ses d’émulsion Hydrophile
Observation présence de gouttelettes trés Présence de
microscopique nombreuse fines , bien gouttelettes petite
gouttelettes de réparties , bien répartis , mais
grande taille et homogénéité également de
quelque autre plus excellente nombreuses

grossiere gouttelettes
beaucoup plus
grandes
Centrifugation Stable aprés 5minet  Stable jusqu’a 15 -
10min : apparition min de
d’une mousse en centrifugation
surface a 10 et
15min
pH 6,88 6,72 6,25

L’ajout de 1% d’alcool cétylique (n°1) a permis d’obtenir une créme stable, épaisse, sans

grumeaux avec une bonne homogénéité globale. Toutefois, I’analyse microscopique a mis en

évidence la présence de gouttelettes de grande taille, ce qui pourrait indiquer une stabilité

intermédiaire a long terme. La formation d’une mousse en surface apres 10 et 15min de

centrifugation un signe désequilibre.
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L’émulsion contenant 3% d’Ac (n°2) a donné les meilleurs résultats : texture homogene,
excellente dispersion des gouttelettes, et stabilité parfois méme aprés 15min de centrifugation.
Cela suggere une meilleure structure ainsi qu’un role optimal de 1’alcool cérylique en tant que
co-émulsifiant a cette concentration.
A Tlinverse, une augmentation a 5% (n°3) a entrainé une déstabilisation macroscopique :
présence de grumeaux, formation de particules solides visible a 1’ceil nu, et un aspect semi-
solide peux homogeéne. Cette instabilité est confirmée par l’observation microscopique
montrant un mélange de gouttelettes bien réparties et d’autres beaucoup plus grandes.
Pour le pH les trois préparations présentent un pH autour de 6 et 7 qui est bien tolérer a une
application topique.
Conclusion
La concentration de 3% d’alcool cétylique s’est révélée la plus adaptée pour cette formulation,
assurant un bon équilibre entre viscosité, homogénéiteé et stabilité. Cette proportion sera retenue
pour les étapes ultérieures de 1I’optimisation.

111.3.2.1.3. Optimisation du temps
Cette optimisation a été faite aussi selon les mémes criteres déja cité au-dessus. Ils sont
représentes dans les : (Figure 111.23), (Figure 111.24) , (Figure 111.25) et (Tableau 111.8).

41.,‘ my =
\

;hb"

Figure 111.26 : stabilité & la centri aprés Figure 111.27 : sens d'émulsion
15min pour les différents variations du des différents variations du
temps d’homogénéisations. temps d’homogénéisations.

Figure 111.28 : Observation microscopique des différentes
variations du temps d’homogénéisations.
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Tableau I11.8 : Observation des études physico-chimiques de différentes variations du temps
d’homogénéisations du mélange.

Emulsion 1 2 3
Temps 3 5 10
Observation Crémeuse laiteuse blanchatre, visqueuse, opaque lisse, a
macroscopique texture épaisse et homogeéne odeur caractéristique de HAA
Ses d’émulsion Hydrophile
Observation gouttelettes tres fines  gouttelettes tres gouttelettes tres
microscopique , bien réparties , fines , parfaitement fines, biens réparties
homogénéité réparties : mais apparition de
excellente mais un homogénéité glg gouttelette
peu légérement excellente grossiére
inférieur a la 2
Centrifugation Stable a 15min de centrifugation
pH 6,04 6,14 6,06

Toutes les formulations présentent des caractéristiques macroscopiques similaires : texture
crémeuse, blanchatre, visqueuse et homogéne. Le test de sens d’émulsion a confirmé le
caractere hydrophile de I’ensemble des émulsions.

L’analyse microscopique a toutefois permis de dire que I’émulsion agitée pendant Smin (n°2)
s’est révélée la plus homogeéne, avec des gouttelettes trés fine et parfaitement réparties,
traduisant une émulsion bien stabilisée.

L’émulsion obtenue aprés 3min (n°1) a montré également une bonne homogénéité, mais
légérement inférieure a celle de I’émulsion 2, ce qui pourrait refléter un temps de dispersion
insuffisant. A I’inverse, un temps prolongé de 10min (n°3) n’a pas amélioré la stabilité de
I’émulsion, au contraire, on a observé 1’apparition de quelques gouttelettes grossieres, signe
d’un début de coalescence.

La stabilité centrifuge s’est révélée satisfaisante pour les trois émulsions, aucune séparation de
phase n’ayant été observée aprés 15min. Concernant les valeurs de pH, elles restent
relativement constantes et compatibles avec un usage cutané, sans variations significatives
selon le temps d’agitation.

Conclusion

Le temps d’homogénéisations optimal a été fixé a Smin, ce qui permet une dispersion fine et

homogene des gouttelettes. Ce paramétré a été fixée pour la derniere étape d’optimisation.
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111.3.2.1.4. Optimisation de la vitesse d’homogénéisation
Cette optimisation a été faite aussi selon les mémes criteres déja cité au-dessus. lls sont
représentés dans les : (Figure 111.29), (Figure 111.30), (Figure 111.31) et (Tableau I11.9).

Y <l
ﬁfmi

Figure 111.33 : observation Figure 111.34 : sens d'émulsion Figure 111.32 :
de la stabilité a la centri des différents variations du observation de la
apres 15min pour les temps d’homogénéisations.  stabilité a la centri apres
différents variation de vitesse 10min pour les différents
d’homogénéisations. variation de vitesse

d’homogénéisations.

Figure 111.35 : Observation microscopique de différentes variations de la vitesse
d’homogénéisations

Tableau 111.9 : Observation des études physico-chimiques de différentes variations de la
vitesse du mélange.

Emulsion 1 2 3
Vitesse 500 1000 1500
Observation Crémeuse laiteuse blanchatre, visqueuse, opaque lisse, a
macroscopique texture épaisse et homogene odeur caractéristique de HAA
Ses d’émulsion Hydrophile
Observation gouttelettes tres gouttelettes tres fines  Présence de grosse
microscopique fines , parfaitement , parfaitement gouttelettes
réparties : réparties : accompagnees
homogénéité homogénéité d’autres de tailles
excellente , un peu excellente
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mieux que variable , mauvaise
I’émulsion n°3 réparations
Centrifugation Apres 15min les deux premiére reste stable , la 3¢me il ya eu une

formation de mouse
pH 6,25 6,14 6,21

Les émulsions préparées a 500 et 1000trs/min présentent toutes deux un aspect macroscopique
tres homogeéne, une bonne viscosité et une texture stable. L’observation microscopique
confirme une répartition fine et uniforme des gouttelettes, avec une légére supériorité de
I’émulsion obtenue a 500trs/min en termes d’homogénéité visuelle.

En revanche, I’augmentation de la vitesse a 1500trs/min a conduit & une perturbation du systéme
émulsionnée. L’analyse microscopique met en évidence la présence de gouttelettes de tailles
irréguliéres, mal réparties, ce qui suggere un déséquilibre dd a un cisaillement excessif. Cette
hypothése est soutenue par I’apparition de mousse en surface aprés 15min de centrifugation,
indiquant un début de déstabilisation.

Les valeurs de pH restent toutes dans une plage physiologique (6,14 a 6,25), compatibles avec
une application cutanée, et ne montrent pas d’impact significatif de la vitesse sur I’acidité de la
formulation.

Conclusion

La vitesse de 500trs/min a été retenue comme la plus adapté, assurant une dispersion efficace,
une bonne stabilité centrifuge et une homogénéité optimale sans endommager la structure de
I’émulsion. Tout comme les précédents paramétres celui-la seras retenue pour la formulation

finale.

111.3.3. Formulation finale

111.3.3.1. Formulation avec huile d’amande amére
L’¢étude de stabilité approfondie de cette formulation dans le temps (Jo, J1, J3, J8) sont représenter
dans le (Tableau 111.10) et (Annexe 01).
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Tableau I111.10 : Observation des études physico-chimiques de formulation final dans le temps
(JO-J1-J3-J8).

Temps Tests de stabilité respectivement : Macro (1) , sens (2) , micro (3) , centri 10k
trs/min (4), centri max 60k trs/min (5) , pH (6) , viscosité (7) , Tests de stabilité
thermique (8)

Jo (1) : crémeuse, visqueuse, de couleur jaune clair, homogéne, lisse, sans grumeaux,
avec une odeur caractéristique de HAA, étalement facile sur la peau, (2) :
hydrophile, (3) : présence de gouttelettes trés fines bien répartites, accompagnées de
quelques gouttelettes 1égerement plus grandes. A 1’échelle 40x , la répartition semble
homogéne on peut dire probablement que c¢’est une microémulsion (4) : stable aprés
15min de centri a10k trs/min , (5) : I’apparition d’une couche de couleur jaune plus
fonceée a la surface au bout de 15min de centri 60k trs/min (6) : 6,69 (adapté a
I’application cutanée) , (7) : 3497mPa.S indiquant une bonne consistance (8) : stable
apres 24h a 4°C et a 40°C.
J1 (1) : Méme que JO, (2) : hydrophile, (3) : aucun changement significatif, stabilité

conservée (4) : stable pendant 15min a 10k trs/min, (5) : I’apparition d’une couche
jaune plus foncée en surface au bout de 15min de centri 60k trs/min, (6) : 6,26
(Iégere baisse mais toujours dans une plage acceptable) (7) : 4984mPa.S
(augmentation significative par rapport a JO) (8) : stable a 4°C pendant 48h. A 40°C,
présence d’une fine couche supérieure jaunatre avec quelques gouttelettes, suggérant

un début de déstabilisation thermique.

J3 (1) : Aucun changement visible (2) : Lipophile, (3) : Stabilité maintenue ,
gouttelettes toujours bien réparties (4) : stable pendant 15min a 10k trs/min, (5) :

stable pendant 15min a 60k trs/min, (6): 6,34, (7) : 5205mPa.s, (8) : /

J8 (1) : Méme apparence qu’aux jours précédents, mais apparition d’une couche
huileuse en surface (2) : lipophile, (3) : Pas de changement visible, stabilité
conservee (4) : stable apres 15min de centri a10k trs/min, (5) : Apparition, apres
10min, d’une phase transparente au fond, traduisant un début de séparation de phase.

6):6,16,(7):/, (8):/
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Jo:
L’émulsion montre une bonne stabilité initiale, aussi bien macroscopiquement que
microscopiquement. Les résultats suggeérent une structure stable avec un Iéger début de déphasage
a haute centrifugation, sans altération visible a chaud ou a froid.
Ji:
La formulation conserve une bonne stabilité aprés 24h, malgré une légére baisse de pH. La stabilité
thermique commence & étre impactée a chaud.
J3:
Malgré le changement du sens d’émulsion (devenu lipophile). La stabilité physique reste
globalement satisfaisante. Mais ce changement mérite d’étre surveillé.
Jg:
A partir du 8¢me jour, on observe une dégradation progressive de I’émulsion. Cela se manifeste par
une séparation partielle des phases, un changement du caractére de I’émulsion (devenue lipophile).
Une diminution de la viscosité et une instabilité sous I’effet d’une centrifugation a grande vitesse.
Ces signes indiquent que la stabilité de la créeme commence a se détériorer apres le troisieme jour.
Conclusion
La formulation finale enrichie en HEMP présente une bonne stabilité globale durant les 3 premiers
jours, avec des propriétés physico-chimique constantes, une structure homogéne et un
comportement stable aux stress centrifuge et thermique. A partir du 8éme jour, des signes de
déstabilisation apparaissent, notamment sous forme de séparation de phase et de variation du sens
d’émulsion, indiquant une stabilité limitée dans le temps. Des améliorations de la phase grasse ou
du systeme émulsionnant pourraient étre envisagees pour prolonger cette stabilité.

111.3.3.2. Formulation avec Myristate d’isopropyle
Cette tentative s’est soldée par un échec de formation de la créme, avec séparation de phase (Figure

111.37), indiquant une incompatibilité dans les conditions expérimentales utilisées.

Figure 111.36 : Formulation
final avec myristate
d'isopropyle.

58



Partie 111 Résultats et Discussions

111.3.4. Comparaison de la stabilité entre la formulation finale UMMTO et la créme
industrielle SAIDAL (0,5%)
La formulation finale développée a ’'UMMTO (1% HEMP) présente de bonnes caractéristiques
physico-chimique initiales (JO-J3) mais montre des signes de déstabilisation significatifs a partir
du 8° jour (séparation de phase, inversion partielle, diminution de viscosité). En comparaison,
la formulation industrielle SAIDAL a 0,5% se distingue par une microstructure plus homogene
et une meilleure tenue aux essais centrifuges et thermiques. Ces observations indiquent que la

charge en HE et 1’équilibre HLB/tensioactifs sont des facteurs critiques de stabilite.
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Conclusion générale et perspectives

Le présent travail d’étude a porté sur la valorisation de I’huile essentielle de la menthe poivrée

(HEMP) a travers la formulation d’une créme topique a visée anti-inflammatoire.

Dans une premiere phase, des analyses physico-chimiques ont permis de caractériser deux
marques commerciales d’HEMP (IKLEF et Heva Pharm). Les résultats ont révélé des valeurs
globalement conformes aux normes de la pharmacopeée, tant en termes de densité, d’indice de
réfraction, que d’acidité et d’oxydation, avec une préférence relative pour la marque IKLEF en

terme de stabilité oxydative.

Les activités biologiques ont ensuite été étudiées. L'HEMP a révélé une absence d’activité
antioxydante significative, les taux d’inhibition du radical DPPH n’ayant pas dépassé les 50
pour cents. En revanche ’'HEMP a montrer une activité antibactérienne ciblée, avec une
efficacité marquée contre Bacillus sp et staphylococcus aureus, mais une absence totale d’effet
contre Pseudomonas aeruginosa et Salmonella enterica. Une activité antifongique intéressante
a également été observée, en particulier contre Condida albicans. Enfin, 1’activité anti-
inflammatoire mesurée in vitro par la méthode BSA a confirmé un potentiel inhibiteur

prometteur, bien que moins que le diclofénac.

La derniere phase a consisté a formuler et optimiser une créeme contenue 1% d’HEMP, en
¢tudiant successivement I’effet du HLB, du co-émulsifiant, du temps et de la vitesse d’agitation.
Une formulation finale stable a été obtenue et ensuite validée par une série de tests de stabilité
macroscopiques, microscopiques, thermiques et centrifuges. Celle-ci a montré de bonnes
caractéristiques physico-chimiques initiales (J0-J3), mais a présenté des signes de
déstabilisation significatifs a partir du 8° jour (séparation de phases, diminution de viscosité,
inversion partielle du sens d’émulsion). En comparaison, la créme industrielle de Saidal a 0,5%
HEMP s’est distinguée par une microstructure plus homogene et une meilleure tenue aux essais
de stabilité, confirmant que la charge en huile essentielle et 1’équilibre HLB/tensioactifs

constituent des facteurs critiques de stabilité.

Ce travail met ainsi en lumiéres le potentiel thérapeutique et technologique de ’HEMP dans la
formulation topique, mais souligne ¢galement la nécessité d’une optimisation plus poussée afin
d’améliorer la stabilité et ouvre la voie a des investigations approfondies in vivo ainsi qu’a des

études cliniques pour confirmer ses effets et sa sécurité d’utilisation a long terme.
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Perspectives et améliorations

Renforcer I’étude antimicrobienne :

v

Tester différentes concentrations de HEMP pour voir si une dose plus élevée augmente
I’efficacité sur E. coli et S. aureus.

Associer HEMP avec d’autre HEs pour observer un effet synergique contre P.
aeruginosa.

Etudier I’effet de HEMP en milieu liquide (MIC et MBC) pour comparer avec
I’antibiogramme sur gélose et afin d’obtenir une évaluation complétée de son potentiel
antimicrobien.

Tester 1’activité sur des souches cliniques résistantes aux antibiotiques, pour voir si HE

peut étre une alternative thérapeutique.

Optimiser la formulation :

v

Réaliser une version de la creme UMMTO a 0,5% d’HEMP, en conservant la méme
matrice, afin de vérifier si la réduction de la teneur en HE reproduit la stabilité observée
dans la formulation de SAIDAL.

Mettre en place une optimisation plus approfondie a travers un plan d’expériences
factoriel couplé une analyse statistique (ANOVA), permettant d’identifier les facteurs
critiques, d’analyser leurs interactions et de définir les conditions optimales de

formulation de maniere rigoureuse et reproductible.
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Annexes

01) - Etudes de stabilité approfondie de la formulation finale avec huile d’amande amére :

Test 1
Jo
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5min 3% Ac
T1

Jo
x40

5 T
jo Jo
apreés 15min 60K trs
10000trs apreés 15min

1,

1 :
Figure 111.38 : Figure 111.40 : Observation Figure 111.39 : Stabilité & la
Observation microscopique (JO). centrifugation pendant 15min a
macroscopique juste 10k trs/min et 60k trs/min (JO).

apres préparation.

Figure 111.41 : Test de Figure 111.42 : Sens de

déshabilité a 4°C et a 40°C apres I'émulsion (JO).
24h.

aprés 10min de
centri max 60000trs

Figure 111.45 : Stabilité ala  Figure 111.44 : Test de Figure 111.43 : Observation
centrifugation déshabilité a 4°C et a microscopique (J1).
respectivement pendant 40°C apres 48h.
15min a 10k trs/min et
pendant 10 et 15min a 60k
trs/min (J1).




Figure 111.47 : Sens Figure 111.46 : Observation microscopique (J3).
de I'émulsion (J3)

J3

apreés 5min de

centri max

Figure 111.48 : Stabilité a la centrifugation ~ Figure 111.49 : Stabilité a la centrifugation
respectivement pendant 5,10 et15mina 10k  respectivement pendant 5,10 et 15min a 60k
trs/min (J3). trs/min (J3).
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Figure 111.50 : Observation
macroscopique J8.

T

apras 5min de centrl| aprés 10min de centr] apros 15min deigintri apras Smin dd@Bntrl  apres 10min de centrl aprae 15min de contri
10k trs 10k trs v, max 60k trs max 60K trs

Figure 111.52 : Stabilité a la centrifugation respectivement Figure 111.51 : Sens
pendant 5,10 et15min a 10k trs/min et 60k trs/min (J8). de I'émulsion (J8).



Résumé

Ce travail a porté sur I’étude physico-chimique, biologique et galénique de I’huile essentielle
de menthe poivrée (HEMP), en vue de développer une créeme topique a effet anti-inflammatoire.
Deux marques d’HEMP ont été analysées selon les normes de qualité en vigueur. L’évaluation
de ’activité antioxydante par la méthode DPPH n’a pas révél¢ d’effet significatif. En revanche,
une activité antibactérienne partielle ainsi qu’un activité anti-inflammatoire notable ont été
mises en évidence in vitro. La formulation a ensuite été optimisée a travers une série d’essais
portant sur les paramétrés technologiques de 1’émulsion. Une formulation finale stable
contenant 1% d’EHMP a ét¢ obtenue, présentant de bonnes performances physico-chimiques.
Ce travail ouvre des perspectives intéressantes pour 1’exploitation de ’THEMP en dermatologie,

malgré 1’absence d’effet antioxydant marque.

Mots-clés : Huile essentielle de menthe poivrée, activité anti-inflammatoire, activité
antibactérienne, formulation topique, créme, stabilité, caractérisation physico-chimique,
DPPH, émulsion, HLB

Abstract

This study focused on the physicochemical, biological, and formulation aspects of peppermint
essential oil (PEO), with the aim of developing a topical anti-inflammatory cream. Two
commercial PEO samples were analyzed according to pharmacopoeial standards. Antioxidant
activity assessed using the DPPH method showed no significant inhibition, with values below
50%. However, HEMP exhibited selective antibacterial activity and a noteworthy anti-
inflammatory effect in vitro. The formulation phase included optimization of emulsifiers, co-
emulsifier, mixing time and speed. A stable final cream containing 1% PEO was successfully
developed and passed all stability tests. These findings highlight the therapeutic interest of PEO
for topical anti-inflammatory applications, while confirming the absence of relevant antioxidant
properties.

Keywords: Peppermint essential oil, anti-inflammatory activity, antibacterial activity, topical
formulation, cream, stability, physicochemical characterization, DPPH, emulsion, HLB.
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