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RESUME :

Les plantes médicinales ont fourni a la médecine des médicaments trés efficaces. Parmi ces
différentes plantes, nous avons étudi¢ la plante de carya illinoinensis (noix de pécan) afin de
prouver I’activité de coagulation de sang dans les composés phénoliques des €écorces et de

DBAM de noix de pécan.

Apres que les écorces et le DBAM ont été récoltés et broyés, les deux composés sont tamisés
a I’aide d’un tamiseur ¢électrique. Les méthodes utilisées pour 1’extraction de ces composées
sont : extraction assistée par ultrason et extraction par soxhlet, le meilleur rendement est

obtenu par la méthode d’extraction de soxhlet.

L’analyse qualitative effectuée par le Screening phytochimique et I’analyse quantitative
révélés la présence des composés phénoliques, des tanins, des flavonoides. .. dans les extraits

méthanoliques de DBAM et des écorces.

La stabilité de I’émulgel préparé a partir des extraits méthanoliques des écorces et DBAM

est confirmé par le contrdle du produit fini et 1’étude rhéologique.

Les mots clé : Noix de pécan, carya illinoinensis, DBAM, écorce, extraction, coagulation,

émulgel.
ABSTRACT:

Medicinal plants have provided medicine with very effective medicines. Among these
different plants, we studied the plant of carya illinoinensis (pecans) in order to prove the

activity of blood coagulation in the phenolic compounds of bark and DBAM of pecans.

After the bark and DBAM have been harvested and ground, both compounds are sieved
using an electric sieve. The methods used for the extraction of these compounds are:
ultrasonic assisted extraction and soxhlet extraction, the best efficiency is obtained by the

soxhlet extraction method.

The qualitative analysis carried out by phytochemical screening and quantitative analysis
revealed the presence of phenolic compounds, tannins, flavonoids... in methanol extracts

of DBAM and bark.

The stability of the emullgel prepared from the methanol extracts of the bark and DBAM is
confirmed by the control of the finished product and the rheological study.



Keywords: pecan nuts, carya illinoinensis, DBAM, bark, extraction, coagulation, emullgel.
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INTRODUCTION

Depuis des milliers d’années, les plantes médicinales sont utilisées pour traiter diverses
affections et promouvoir la sant¢ humaine. Elles renferment une multitude de composés
chimiques bénéfiques tels que des alcaloides, des flavonoides, des tanins et des terpénoides,

qui leur conférent des propriétés thérapeutiques.[1]

Parmi ces plantes, on trouve le Carya illinoinensis, communément appelé noix de pécan, qui
suscite un intérét particulier en raison de ses activités biologiques. Originaire d’ Amérique
du Nord, cette plante fait partie de la famille des Juglandacées et est appréciée non seulement

pour sa saveur délicieuse, mais aussi pour ses propriétés médicinales potentielles.

Des études scientifiques ont révélé que le Carya illinoinensis renferme une diversité de
composés phytochimiques tels que des saponines, des alcaloides, des stéroides, des tanins et
des flavonoides [1]. Ces composés sont responsables des différentes activités
pharmacologiques de la plante, telles que des effets antidiabétiques [2], antitumoraux,
antioxydants [3-4], antimicrobiens et antihyperlipidémiques [5]. L’extraction par Soxhlet
permet de récupérer efficacement les composés de la Carya illinoinensis. Le processus
implique la percolation répétée du solvant a travers la plante dans un appareil Soxhlet, ce qui

permet une extraction compléte des composés souhaités [6].

Une fois les composés sont extraits, ils peuvent étre purifiés, concentrés et utilisés a diverses
fins, notamment pour des études pharmacologiques, des formulations de médicaments a base
de plantes ou des recherches sur les propriétés thérapeutiques spécifiques des extraits de

Carya illinoinensis [7].

Cette ¢tude englobe deux aspects, une premicre partie bibliographique comportant trois
chapitres. Le premier chapitre a été consacré pour les plantes médicinales et leurs intéréts en
phytothérapie, le deuxiéme chapitre a abordé des généralités sur I’hémostase, et le troisieme

a renfermé une présentation sur les formes semi-solides pour I’application cutanée.

Une deuxieéme partie expérimentale présente les différentes méthodes d’extraction et les
protocoles utilisés dans les dosages, 1’évaluation d’activité antioxydante par le test au DPPH
et d'effectuer une série d'essais avec différents extraits actifs et excipients des formulations

semi-solides pour 1’application cutanée.



Le dernier chapitre de cette partie présente les résultats obtenus et leurs interprétations.
Enfin, le travail se termine par une conclusion générale qui résume 1’ensemble des résultats

obtenus.



CHAPITRE 1

GENERALITES SUR LES

PLANTES MEDICINALES
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CHAPITRE 1 : GENERALITES SUR LES PLANTES MEDICINALES

1.1 la phytothérapie

1.1.1 généralités sur la phytothérapie

La phytothérapie est une forme de médecine traditionnelle qui utilise les extraits de plantes
et les préparations a base de plantes, elle est pratiquée depuis des milliers d’années dans
différentes cultures a travers le monde, et est également intégrée dans certaines pratiques de
la médecine occidentale, ou les extraits de plantes sont utilisés pour développer des

médicaments a base de plantes [8].

1.1.2. Définition des plantes médicinales

Les plantes médicinales englobent toutes les plantes dont au moins un organe contient une
ou plusieurs substances chimiques pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou comme
précurseurs dans la synthese de médicaments bénéfiques. Elles possedent différentes
propriétés biologiques dont les étres humains peuvent tirer profit. Depuis 1'Antiquité, elles
ont été largement utilisées dans la pratique médicale. Les plantes médicinales constituent les
¢léments fondamentaux des systémes de médecine traditionnelle en raison de la présence de
composés chimiques actifs dans différentes parties de ces plantes, appelés "métabolites
secondaires". L'utilisation des plantes médicinales ne se limite pas au traitement des
maladies, mais elles sont également considérées comme des ressources potentielles pour

maintenir une bonne santé et condition physique [9].

1.1.3 Intérét de I’étude des plantes médicinales :

La majorité des especes végétales renferment des substances qui peuvent exercer une
certaine influence sur les organismes humains et animaux. Ces substances sont utilisées a la

fois en médecine conventionnelle et en phytothérapie [10].

Ainsi, les plantes médicinales jouent un role crucial dans la recherche et le développement
de médicaments. Elles peuvent étre utilisées directement comme agents thérapeutiques,

servir de maticres premieres pour la synthese de médicaments ou encore servir de modeles

Pour les composés actifs de médicaments. Par exemple, la tubocurarine, qui est le relaxant

musculaire le plus puissant, est dérivée du curare [11], Les plantes aromatiques constituent
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une catégorie particuliére car elles produisent des substances volatiles et odorantes, connues

sous le nom d'huiles essentielles [10].

Depuis 1'Antiquité, ces plantes sont généralement utilisées dans la médecine traditionnelle

en raison de leurs propriétés antibactériennes, antifongiques et antioxydantes [11].

1.1.4 Les principes actifs des plantes médicinale (les métabolites secondaires)

Le terme "métabolite” est généralement utilisé pour désigner les petites molécules résultant
du métabolisme végétal. Ces molécules agissent en tant qu'intermédiaires métaboliques et
remplissent diverses fonctions telles que la fourniture d'énergie, la construction de
structures cellulaires, la transmission de signaux, ainsi que la stimulation et I'inhibition des

enzymes. Les plantes se divisent en deux grandes catégories de métabolites :

o Les métabolites primaires sont des composés organiques synthétisés par les plantes et
directement impliques dans leur croissance et leur développement.

o Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes qui sont
synthétisées et accumulées en petites quantités pendant le développement autotrophe des
plantes, de maniére temporelle, organisationnelle et spécifique a un organe [12].

Ces produits présentent souvent des structures chimiques complexes, une grande diversité

et une variabilité importante entre les especes. lls jouent un réle essentiel dans la défense

contre les herbivores et d'autres interactions interspécifiques. De plus, ils sont utilisés par

I'nomme dans divers domaines tels que la pharmacie, I'agrochimie et I'alimentation [13].

Il existe généralement trois grands groupes de métabolites secondaires chez les plantes :
- les composés phénoliques
- les alcaloides

- les composés terpéniques
1.1.4.1 les alcaloides

Les alcaloides sont des substances d'origine naturelle, azotées et basiques, qui ont une
répartition limitée. Ils se caractérisent par leur structure complexe, avec un atome d'azote
inclus dans un systéme hétérocyclique. Les alcaloides possedent une activité
pharmacologique significative et certains auteurs consideérent qu'ils sont exclusivement

produits par le réegne végétal [14].
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a. Classification :

H Pyridine 8]

Pyrmolidine Pipordine
Tropane

L2 L2
NZ ~NZ N

Quinoline Isoqumolime
Qumolanc

LI Lo I

Indole lll Imidazole Pyrrolizine

Figure 1.1 : Classification de alcaloides selon leur noyau hétérocycle [15].
b) Fonction :

Le rdle physiologique des alcaloides reste sujet a débat. Cependant, on leur attribue

généralement le réle de stockage de carbone et d'azote dans les plantes [16].

1.1.4.2 Les composés phénoliques

» Les polyphénols

Les polyphénols sont une vaste classe de composés chimiques qui se caractérisent
notamment par la présence d'au moins un cycle aromatique et un ou plusieurs groupes
hydroxyles [17]. Ils englobent une gamme variée de molécules, allant des acides phénoliques
simples aux tanins, qui sont des polymeéres de grande taille pouvant atteindre plus de 30 000

Daltons [18].

Ces polyphénols se retrouvent dans les racines, les tiges, les fleurs et les feuilles de toutes
les plantes. Les principales sources alimentaires de polyphénols comprennent les fruits, les

légumes, les boissons, les céréales, les graines oléagineuses et les Iégumineuses [19].
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> Les Flavonoides

Les flavonoides, dérivés du terme latin "flavus" signifiant "jaune", représentent une vaste
classe de composés de faible poids moléculaire présents dans la plupart des plantes. Ce
sont des pigments polyphénoliques qui contribuent, entre autres, a la coloration des fleurs
et des fruits en jaune ou dans d'autres teintes. Les flavonoides partagent un squelette de
base composé de 15 atomes de carbone, comprenant deux cycles benzéniques, appelés
cycles A et B, reliés par un pont a trois atomes de carbone (structure C6-C3-C6). Le pont
de trois atomes de carbone entre les cycles A et B se ferme généralement pour former un

troisiéme cycle, appelé cycle C (Figure 1.2) [20].

Figure 1.2 : Structure de base des flavonoides

Les flavonoides peuvent étre classés en différentes catégories, notamment les flavones, les
flavanols, les flavonones, les flavanonols, les isoflavones, les flavan-3-ols et les

isoflavones.

Ces composés présentent une variété d'activités biologiques intéressantes, telles que des
propriétés antibactériennes, antifongiques, antioxydantes, anti-inflammatoires,

antiallergiques et anticancéreuses [20].

a. Fonction

Les flavonoides sont responsables de donner la coloration aux végétaux. Cette derniere
Attire et guide les insectes vers le nectar en assurant le transport du pollen [21]. Ainsi, les
flavonoides repoussent certains insectes par leur goGt désagréable, en jouant un Réle dans
la protection des plantes. Certains d’entre eux jouent également un réle pour lutter Contre

une infection causée par des champignons ou par des bactéries [22].
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De plus ils sont impliqués dans la photosensibilisation, morphogenése, détermination
Sexuelle, photosynthése et régulation des hormones de croissance des plantes [23].

> Les tanins

Les tanins sont des polyphénols d'origine végétale présents généralement dans toutes les
parties de la plante, notamment les feuilles, les fruits et les racines. lls possédent la propriété
de transformer la peau fraiche en un matériau résistant a la décomposition, tel que le cuir
[24]. Cette capacité de tannage est due a la formation de liaisons entre les molécules de tanins
et les fibres de collagene de la peau [25]. Les tanins peuvent étre divisés en deux groupes
distincts : les tanins condensés, qui sont largement présents dans I'alimentation humaine, et

les tanins hydrolysables (Figure 1.3).
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Figure 1.3: Structure de tanins hydrolysable (a) et condensé (b).

Les propriétés biologiques des tanins sont liées a leurs caractéristiques physico-chimiques,
notamment leur capacité a former des complexes avec des macromolécules, en particulier
les protéines. Ainsi, leur association avec les fibres de collagene jouerait un réle dans la
régénération des tissus en cas de blessures superficielles et de brilures. De plus, les tanins
présentent de puissantes propriétés antioxydantes, antiseptiques et contribuent également a

la prévention des maladies cardiovasculaires [25].
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a) Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des esters du glucose et d’acides phénols que sont 1’acide
gallique (tanins galliques) et 1’acide ellagique (tanins ellagiques). Leurs polymeres sont

appelés des tannoides. Ils sont caractéristiques des Angiospermes dicotylédones [26].
b) Tanins non hydrolysables

Les tanins non hydrolysables, également connus sous le nom de tanins vrais, sont des
polymeres de flavanols tels que les catéchols et les proanthocyanidols. Lorsqu'ils sont soumis
a une ébullition avec des acides mineraux dilués, ils se transforment en composes insolubles

de couleur rouge appelés phlobaphénes ou rouge de tanins [26].

c) Fonction des tanins :

Les tanins jouent divers rbles chez les plantes, tels que I'allélopathie, I'attraction des
pollinisateurs, la défense contre les pathogénes et la protection contre les rayons UV, qui
sont absorbés par les polyphénols. On suppose également que les tanins peuvent étre

impliqués dans le stockage du carbone [27].

> Les coumarines

Les coumarines sont produites a partir du métabolisme de la phénylalanine via l'acide
cinnamique, plus précisément I'acide P-coumarique (Figure 1.4). Les coumarines libres sont
solubles dans les alcools et les solvants organiques tels que I'éther ou les solvants chlorés, ce
qui permet leur extraction. Elles présentent un spectre UV caractéristique. Les coumarines ont
démontré des effets cytotoxiques, antiviraux, immunostimulants, tranquillisants,
vasodilatateurs, anticoagulants (au niveau du cceur) et hypotenseurs. De plus, elles sont

bénéfiques pour certaines affections cutanées [28].

Figure 1.4: Structure de base des coumarines.
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» Les acides phénoligues simple

Les acides phénoliques sont des composés polys phénoliques non-flavonoides qui se divisent
en deux principaux types : les dérivés de l'acide benzoique et les dérivés de l'acide
cinnamique, basés sur les squelettes C1-C6 et C3-C6 (Figure 1.5). Alors que les fruits et
légumes contiennent de nombreux acides phénoliques libres, les céréales et les graines, en
particulier dans leur son ou leur peau, renferment généralement ces acides phénoliques sous
une forme liée. Pour libérer ou hydrolyser ces acides phénoliques, une hydrolyse acide ou

alcaline, ou l'action d'enzymes est souvent nécessaire [29].

0 0
OH

(A) (B)

Figure 1.5: Structure d'acide cinnamique (a) et I'acide benzoique (b).

1.1.4.3 Terpénoides et les stéroides

> Les terpénes

Les terpénoides constituent une vaste famille de phytoconstituants présentant peu de
similitudes fonctionnelles et structurales. Parmi leurs membres, on trouve les stéroides, les
caroténoides et l'acide gibbérellique, pour n'en citer que quelques exemples. Ils représentent
le groupe le plus important de composés actifs présents dans les plantes, avec plus de 23 000
structures connues. Les terpénoides sont des polymeres dérivés de l'isopréne et sont
synthétisés a partir de l'acétate par la voie de l'acide. Lors de leur formation, les unités
d'isoprene sont liées en téte et en queue. Le nombre d'unités incorporées dans un terpene donné
est a la base de leur classification. De nombreux terpénoides possédent une activité
pharmacologique et sont utilisés pour le traitement des maladies chez les humains et les

animaux [30].
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Figure 1.6 : Structure chimique de Citronnelle

> Stéroides

Les stéroides sont des composé€s triterpenes tétracycliques qui contiennent moins de 30
atomes de carbone. Ils sont synthétisés a partir d'un triterpéne acyclique. Dans toutes les
plantes, on trouve ces composés liés a un groupement alcoolique, appelés stérols. Les stérols
adoptent une forme plane et peuvent €tre glycosylés. Ils sont des analogues du cholestérol et
différent de celui-ci uniquement par leur chaine latérale. Parmi les stérols couramment

présents, on peut citer le B-Sitostérol et le Stigmastérol [31].

» Saponines

Les saponines sont une classe importante de métabolites secondaires d'origine végétale.

Leur structure chimique est composée d'un groupe aglycone de nature triterpénique ou
stéroidique, associé a une ou plusieurs chaines glycosidiques. Le nom "saponine" est dérivé
du mot latin "sapo", qui signifie mousse, en raison de leur capacité a former une mousse
stable dans les solutions aqueuses. On trouve des saponines chez de nombreuses plantes sous
forme d'hétérosides, également appelés saponosides. Les plantes riches en saponines ont été

étudiées pour leurs propriétés détergentes [32].
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1.2 Présentation de la plante carva :

1.2.1 Définition :

Le pacanier, également connu sous le nom de noyer de pécan (Carya illinoinensis), est un

arbre appartenant a la famille des Juglandacées. 11 est largement cultivé en Amérique du

Nord, sa région d'origine, principalement pour ses fruits, les noix de pécan ou pacanes [33].

La noix de pécan (Carya illinoinensis) occupe une place importante parmi les noix les plus

anciennes et les plus valorisées, aux cotés de I'amandier et du noyer [34].

Figure 1.7 : Le pacanier « Carya illinoinensis

1.2.2 Classification

Tableau 1.1 : classification de la plante carya illinoinensis

Famille

Juglandacées

Origine

Amérique du Nord

Couleur

Chatons jaune vert

Hauteur :

Jusqu’a 20 a 30 m

Type

Arbre fruitier

11
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1.2.3 Descriptions de carya illinoinensis

Le Pacanier est un arbre a feuilles caduques qui atteint 20, jusqu'a 40 et méme 50 m. de

hauteur, Le tronc massif a un diamétre de 1 jusqu'a 1,8 m [35].

a) Feuille

Les feuilles sont composées de maniére impair-pennée, mesurant généralement de 20 a 50 cm
de long, et sont généralement constituées de 7 a 17 folioles. Les folioles sont de forme
lancéolée ou lancéolée oblongue, présentant une courbure sur un coté et des bords
grossierement dentelés. Elles possédent des bases asymétriques et des extrémités allongées.
La face supérieure des folioles est dense en été et prend une couleur jaune en automne avant
la chute des feuilles, tandis que la face inférieure est de couleur vert pale, lisse a 1égerement

velue [36-37].

Figure 1.8: les Feuilles de Carya illinoinensis.

b) Tronc

Le Carya illinoinensis posséde une écorce initialement grise qui devient brun rougeatre a
mesure qu'il vieillit, présentant une texture rugueuse. Les grosses branches de l'arbre ont une
¢écorce similaire a celle du tronc, avec des sillons profonds, épais et rapprochés. Le bois de

l'arbre est de couleur brun clair, lourd, dur mais peu résistant [36-37].

12
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Figure 1.9: Caractéristiques exomorphes de I'écorce du troncde Carya illinoinensis.

¢) Les fleurs :

Les fleurs du Carya illinoinensis sont monoiques, ce qui signifie que les fleurs males et
femelles se trouvent sur le méme arbre et sont pollinisées par le vent. Ces fleurs sont

considérées comme incomplétes car elles ne possédent ni pétales ni sépales [36].

Les fleurs males et femelles présentent une couleur verte. Elles se regroupent en chatons et
sont généralement situées sur des tiges qui se sont développées au cours d'années antérieures,

plutdt que sur les tiges de I'année en cours [37].

Figure 1.10: Caractéristiques exomorphes desfleurs de Carya illinoinensis.

13
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d) Fruit

Le fruit du Carya illinoinensis est techniquement une drupe. Il présente une couleur brun
foncé et est recouvert d'écailles jaunes. L'enveloppe qui entoure le fruit est fine et fragile
[36]. le développement de la fleur jusqu'a la maturation des noix apres fécondation se
compose de six régions distinctes. Ces régions sont appelées hull, shell, middle, septum,
packing tissue, seed coat et embryon, représentant différentes générations dans la formation

de la noix [37].

Figure 1.11: Caractéristiques exomorphesdes fruits de Carya illinoinensis.

1.2.4 Propriétés médicinales :

La plante a été traditionnellement utilisée pour traiter diverses affections telles que
lI'inflammation, les rhumatismes, la jaunisse et le paludisme. En raison des revendications
populaires pour guérir différentes maladies, des chercheurs ont entrepris des études
scientifiques pour évaluer 1'efficacité de la plante par le biais de dépistages biologiques. Les
principaux composés phytochimiques présents dans la plante sont les saponines, les
alcaloides, les stéroides, les tanins, les flavonoides et les triterpénoides. Une analyse
approfondie de la littérature scientifique a révélé certaines activités pharmacologiques
notables, telles que des effets antidiabétiques, antitumoraux, antioxydants, antimicrobiens et

antihyperlipidémiques [36].
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1.2.5 Activités biologiques de caryva illinoinensis

Carya illinoinensis, communément appelée noix de pécan, est largement appréciée pour ses
activités biologiques, qui englobent des propriétés chimiques et thérapeutiques diverses,
notamment :

e Activité anti-oxydant [3-4].

e Activité antimicrobienne [38].

e Activité anti-inflammatoire [4].

e Activité antidiabétique [2].

e Activité anti hyperlipidémique [2].

e Activité anticancéreuse [39].

e Activité antivirale [39].

e Activité antifongique [39].

e Activité hémostatique
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CHAPITRE 2 : ’HEMOSTASE

2.1 Généralités sur ’hémostase :

L'hémostase est I'ensemble des mécanismes qui maintiennent le flux sanguin en arrétant
les saignements ou en prévenant la thrombose. Les distinctions classiques sont : hémostase
primaire, coagulation plasmatique et fibrinolyse. Le déclenchement du processus

hémostatique permet 1'initiation simultanée des trois phases [40].

2.2 Les étapes de I’hémostase et physiologie

2.2 .1 I’hémostase primaire :

C'est un groupe de phénomeénes plaquettaires vasculaires qui préviennent les saignements

en formant un bouchon plaquettaire sur I'endothélium vasculaire. Il a plusieurs étapes [41].
2.2.1.1 Temps vasculaire :

Le temps dit vasculaire correspond a une vasoconstriction réflexe immédiate, mais breve,
permettant des modifications des conditions hémodynamiques locales, une réduction du
débit sanguin au niveau de la Iésion et une hémoconcentration des différents protagonistes

cellulaires et plasmatiques de 1’hémostase [42].
2.2.1.2 Temps plaquettaire :

Le temps dit plaquettaire correspond au processus dans lequel les plaquettes participent

directement a la réparation des Iésions endothéliales [42].
a) Adhésion

Lors de la rupture du vaisseau, les plaquettes adhérent aux structures sous-endothéliales
(collagene) via le VWF. Cette GP de haut poids moléculaire se trouve dans le plasma et le
cytoplasme des plaquettes et des corps d'inclusion endothéliaux. Le VWF se lie au
complexe glycoprotéique GPIbIX présent a la surface de la membrane plaquettaire,

activant ainsi la plaquette [43].
b) Activation et sécrétion plaquettaire
Les plaquettes activées changent alors de forme pour émettre des pseudopodes, ce qui

augmente leur surface d'interaction et libére leur contenu en granules. Ils contiennent des
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protéines, des facteurs de coagulation (facteur V, fibrinogéne) et des substances chimiques
(ADP, ATP, sérotonine, calcium). Au cours de cette phase d'activation, les plaquettes
exposent des phospholipides chargés négativement a leur surface ainsi qu'une forme
activée de la glycoprotéine IIbllla. La dernieére glycoprotéine joue un role majeur dans

'agrégation plaquettaire [44].
c)Agrégation plaquettaire :

L'agrégation proprement dite des plaquettes, étape finale de I'hémostase primaire, se
produit grace a l'interaction entre le fibrinogéne et le complexe glycoprotéique GPIIbllla
a la surface des plaquettes. Ces récepteurs subissent des modifications conformationnelles
qui leur permettent de se lier au fibrinogéne. L'embolie plaquettaire constitue donc, mais
doit étre consolidée en méme temps, les plaquettes amplifient la génération de thrombine
en exposant les phospholipides membranaires anioniques, support nécessaire a l'interaction
des différents facteurs de coagulation plasmatique. La premiere thrombine générée
convertit le fibrinogene soluble du pont inter plaguettaire encore réversible en fibrine

insoluble, rendant le thrombus irréversible et constituant un bouchon plaquettaire [45].

2.2.2 Hémostase secondaire

L'hémostase secondaire, ou coagulation plasmatique, consiste en une cascade de sérine
protéase de coagulation conduisant au clivage du fibrinogeéne soluble par la thrombine. Le
clivage par la thrombine produit de la fibrine insoluble, qui forme un réseau de fibrine

réticulée ou un caillot au site de la blessure [46].

Le processus de coagulation permet la solidification des thrombus formés lors de
I'hémostase primaire en raison de la génération de thrombine, qui stabilise les agrégats
plaquettaires en convertissant le fibrinogene en fibrine. Il comprend a la fois une boucle
d'activation inverse positive pour le processus d'amplification et une boucle d'activation
négative pour le processus de limitation dans le temps. La coagulation nécessite
l'intervention d'un certain nombre de facteurs plasmatiques. Elle se déroule en trois phases
: activation de la prothrombine produite par le complexe prothrombinase, formation de la
thrombine clé thrombine, et formation de fibrine, conversion du fibrinogéne en fibrine. La
coagulation doit étre comprise sous une forme dynamique : aprés le début de la

coagulation, elle est amplifiée, mais doit rester au site de rupture du vaisseau et est
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indépendante de I'é¢tat d'hypercoagulabilité circulante. Des mécanismes de régulation

entrent alors en jeu [47].

2.2.3 Fibrinolyse

La fibrinolyse est la troisieme étape de 1'hémostase, qui tend a la détruire ou a 1'empécher
de se former. La fibrinolyse implique la forme inactive d'une substance circulant dans le
plasma : le plasminogéne, qui est synthétisé par le foie. Sous l'influence d'activateurs, le
plasminogene est converti en plasmine, une enzyme protéolytique trés puissante capable

de dégrader les caillots de fibrine [48].

| Lésion vasculaire

I Hémostase
| Primaire | Secondaire Fibrinolysef

Vasoconstriction Formation du  Formation d'un caillot
du vaisseau lésé clou sanguin
plaquettaire

| }

Arrét de I'écoulement dans les Rétablissement de
petits vaisseaux et la circulation
ralentissement dans les grands = sanguine

Figure 2.1 : représentation des étapes de I’hémostase

2.3 Cinétique de la coagulation

Il y a une quinzaine d'années, un nouveau concept est né basé sur le réle dominant des
éléments cellulaires. Cela pourrait conduire & une meilleure compréhension de la fagon
dont la coagulation sanguine reste localisée dans les vaisseaux sanguins blesses sans se
propager immediatement dans tout I'arbre vasculaire. 1l est basé sur le déclenchement du
facteur tissulaire (TF) exposé par une lésion endothéliale et le déclenchement de
complexes TF/VIla ancrés sur les cellules pariétales, qui sont normalement protégées du

flux sanguin par les cellules endothéliales. Elle implique deux types de cellules :

18



Chapitre 02 : L’hemostase

- les cellules tissulaires porteuses de TF (fibroblastes, monocytes, macrophages,

collagene)

- les plaquettes circulantes, qui fournissent des surfaces phospholipidiques chargées
négativement pour I'ancrage des facteurs de coagulation. La voie cellulaire se compose de
trois étapes qui se chevauchent partiellement : initiation, amplification et propagation [49].

a) Initiation de la coagulation

Le facteur tissulaire (TF) est un facteur cl¢ dans l'initiation de la coagulation. Il est exprimé
de maniere constitutive par les cellules extravasculaires telles que les fibroblastes et les
monocytes. Lors d'une lésion vasculaire, le TF entre en contact avec l'environnement
intravasculaire et se lie au facteur VII (FVII) circulant pour former le complexe FT-FVII,
qui active le facteur X (FX). Le FX activé se lie alors au facteur V (FV) et convertit la
prothrombine (facteur II) en thrombine (FIla). Cette petite quantité de thrombine formée
active le FV, le facteur XI et clive le facteur VIII (FVIII) du facteur von Willebrand.

Associé au FT par exposition aux tissus endommagés [50].

Figure 2.2 : Schéma de la cascade de coagulation actualisé, tel qu’intervenant in vivo : Phase

d’initiation de la cascade de coagulation [51].
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b) Amplification

Au site d'un vaisseau sanguin 1ésé€, les plaquettes entrent en contact avec la thrombine
formée dans la phase initiale, puis sont activées en grand nombre. Ils se lient au Facteur
Xla ainsi qu'au FVIIla qui quitte le VWF. Le FV plaquettaire intracellulaire est activé et

se lie a la surface plaquettaire [50].

Figure 2.3 : Schéma de la cascade de coagulation actualisé, tel qu’intervenant in vivo: Phase

d’amplification de la cascade de coagulation [51].

¢)Propagation

Le FIXa formé a partir du complexe FT-FVIIa se lie initialement au FVIIla a la surface
des plaquettes activées d'une manicre facilitée par le Facteur Xla. Le FX est alors activé
par le complexe FVIIla-FIXa et se lie au FVa a la surface des plaquettes. C'est le complexe
FVaFXa qui convertit la majeure partie de la prothrombine en thrombine. L'action de la
thrombine joue un role déterminant dans la formation des bouchons plaquettaires, car elle

clive le fibrinogene en fibrine. Le facteur XIII renforce la liaison entre les molécules de

fibrine, stabilisant ainsi le bouchon plaquettaire [50].
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Fibrinogen

Thrombin

Prothrombin

Figure 2.4 : Schéma de la cascade de coagulation actualisé, tel qu’intervenant in vivo : Phase

de propagation et de stabilisation de la cascade de coagulation [51].
d) Formation de caillot de fibrine

La thrombine convertit le fibrinogéne soluble en fibrine insoluble. La fibrine forme une

enveloppe solide autour des agrégats plaquettaires pour former des caillots [52].

2.4 Exploration de la coagulation

La plupart des tests de coagulation ont pour but de mesurer la vitesse de formation in vitro

d’un caillot de fibrine dans diverses conditions.

L'APT et le temps de prothrombine (PT) sont deux tests de dépistage couramment utilisés
pour explorer les différentes étapes de la coagulation sanguine. Des doses spécifiques de
facteurs de coagulation sont administrées en fonction des résultats des tests précédents
pour rechercher des défauts isolés. Le TCA et le TQ explorent chacun leurs voies
spécifiques d'activation de la coagulation. En fait, 1'exploration in vitro de la coagulation

a depuis longtemps isolé deux voies distinctes [53].
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2.4.1 Teste analytique :

Time Quick (TQ) et International Normalized Ratio (INR) PT est un test global explorant
la coagulation sanguine. Il explore in vitro :

* Voie extrinséque (ou voie du facteur tissulaire),

* Tronc commun (complexe prothrombique, formation de thrombine, formation de fibrine).
Le test consiste a mesurer le temps de coagulation d'un plasma pauvre en plaquettes a
37°C, anti coagulé par recueil de citrate de sodium (0,113 M), apres :

* Activation de la voie du facteur tissulaire par exces de thromboplastine ;

* Rétablit les concentrations physiologiques de calcium ionisé (Ca2+). TQ est exprimé en
secondes. Il est interprété par rapport au temps de plasma témoin normal. Les valeurs
normales de TQ varient entre 10 et 14 secondes. Le TQ est le plus souvent exprime en taux
de prothrombine (TP) ou INR et est utilisé pour la biosurveillance chez les patients
recevant un traitement par antagonistes de la vitamine K (AVK)

PT représente le TQ du patient par rapport a une ligne standard construite en mesurant le
TQ de plusieurs dilutions de plasma contrdle normal. TP est exprimé en pourcentage. Par
définition, le TQ du plasma témoin normal non dilué correspond a 100 % d'activité
prothrombique. Les valeurs obtenues sur plasma dilué de moitié correspondent a des
valeurs a 50%, et ainsi de suite. Le PT du patient est le taux de dilution du plasma de
contr6le normal donné pour la méme période. Les valeurs normales de PT varient entre
70 % et 100 %. L'INR est le rapport du TQ/TQ du patient du plasma de contr6le normal
éleveé a la puissance ISI (International Sensitivity Index). L'ISI est le facteur de correction
de la thromboplastine utilisée au laboratoire par rapport a la thromboplastine de référence
internationale. Une valeur normale pour INR est égale a 1. Exprimer PT comme INR

normalise les résultats entre les laboratoires [54].
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CHAPITRE 3 : LES PREPARATIONS SEMI SOLIDES POUR
L’APPLICATION CUTANEE :

3.1- Lapeau :

La peau est I’enveloppe externe du corps et constitue 1’interface entre le milieu intérieur
et I’environnement. Sa fonction principale, vitale, est la fonction de barri¢re. En effet, la
peau préserve l'organisme des agressions chimiques, physiques, et biologiques. Elle
constitue une barriere dynamique qui régule le passage vers I’intérieur et vers I’extérieur de
I’eau, des ¢€lectrolytes et de nombreuses autres substances et qui empéche la pénétration de
microorganismes ou d’agents toxiques. De plus, la peau est importante dans la protection
contre les rayons solaires, la perception des sensations, la thermorégulation. La peau a

également des fonctions immunologiques, en particulier dans la reconnaissance du non-soi

Cette interface protectrice est aussi I’organe le plus étendu du corps humain : sa surface chez
I'adulte est comprise entre 1,5 et 2 metres carrés, son poids total se situe entre 2 et 3
kilogrammes, son épaisseur varie entre 0,5 et 5 millimetres en fonction du site anatomique.
La peau est composée de trois tissus superposés de la surface vers la profondeur : I'épiderme,
un épithélium pluristratifié kératinisé en contact direct avec I’extérieur, le derme un tissu
conjonctif de support et nourricier qui donne a la peau ses propriétés mécaniques et
I'nypoderme un tissu adipeux qui joue un réle isolant, thermique, mécanique et de réserve

énergétique (Figure 3.1).

Mélanocytes

Epiderme

Derme

Hypoderme Glande

sudoripare

Vaisseaux
sanguins  Follicule :
pilleux Glande

cdharda

Figure 3.1 : Anatomie fonctionnelle de la peau
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3.1.1 Le derme

Le derme est le composant mésenchymateux de la peau, séparé de I'épiderme par la
membrane basale. Le derme comprend deux couches structurellement différentes appelées

couche papillaire et réticulaire [55].

Le derme papillaire se distingue du réticulaire par une densité cellulaire plus élevée [56],
une teneur plus élevée en protéoglycanes [57] et un alignement plus faible des fibres de
collagene [58].

3.1.2 L’épiderme

L'épiderme représente le tissu extérieur de la peau et est en contact avec le derme sous-jacent
par l'intermédiaire de la membrane basale. C’est un épithélium pluristratifié, kératinisé,
squameux non vascularisé composé a plus de 90% de kératinocytes auxquels s’ajoutent les

mélanocytes, les cellules de Langerhans et les cellules de Merkel [59].

3.1.3 L’hypoderme

L’hypoderme présente une structure lache, qui se compose principalement de téguments
lipidiques et forme une couche souple de mobilisation contenant des organes sensoriels et
fonctionnels. Les couches adipeuses sont séparées les unes des autres par du tissu conjonctif.
L’hypoderme joue un rOle de protection (le froid, la pression et agressions). Parfois,
volontairement ou accidentellement, la structure de la peau peut étre rompue, ceci conduit a

’apparition d’une plaie [60].

3.2-Préparations semi-solides pour application cutanée

Les préparations semi-solides pour application cutanée sont formulées en vue d’une
libération locale ou transdermique de principes actifs, ou pour leur action émolliente ou

protectrice. Elles présentent un aspect homogéne.

Les préparations semi-solides pour application cutanée sont constituées d’un excipient,
simple ou composé, dans lequel sont habituellement dissous ou dispersés un ou plusieurs
principes actifs. Selon sa composition, cet excipient peut exercer une influence sur I’activité

de la préparation.
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Les excipients utilisés peuvent étre des substances d’origine naturelle ou synthétique, et
peuvent étre monophasés ou multi phases. Selon la nature de I’excipient, la préparation peut
avoir des propriétés hydrophiles ou hydrophobes. La préparation peut également contenir
d’autres excipients appropriés tels que des agents antimicrobiens, des antioxydants, des

agents stabilisants, des émulsifiants, des épaississants et des agents de pénétration.

Les préparations semi-solides pour application cutanée destinées a étre appliquées sur une

peau gravement lésee sont stériles [61].

Plusieurs catégories de préparations semi-solides pour application cutanée peuvent étre

distinguées :

— les pommades ;

— les crémes ;

—les gels ;

— les pates ;

— les cataplasmes ;

— les emplatres médicamenteux.
3.2.1 Pommades

Les pommades se composent d’un excipient monophasé dans lequel peuvent étre dispersés

des liguides ou des solides.
« Pommades hydrophobes

Les pommades hydrophobes ne peuvent absorber que de petites quantités d’eau. Les
excipients les plus communément employés pour la formulation de telles pommades sont la
paraffine solide, la paraffine liquide, la paraffine liquide légere, les huiles végétales, les

graisses animales, les glycérides synthétiques, les cires et les polyalkylsiloxanes liquides.
* Pommades absorbant 1’eau

Ces pommades peuvent absorber des quantités plus importantes d’eau et conduire par
conséquent a I’obtention d’émulsions eau dans huile ou huile dans eau selon la nature des
agents émulsifiants. Des agents émulsifiants eau-dans huile tels que des alcools de graisse

de laine, des esters de sorbitan, des monoglycérides, des alcools gras, ou des agents
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émulsifiants huile dans eau tels que des alcools gras sulfatés, des polysorbates, 1’éther
cétostéarylique de macrogol ou des esters d’acides gras et de macrogols peuvent étre utilisés

dans ce but. Les excipients utilisés sont ceux d’une pommade hydrophobe.
* Pommades hydrophiles

Elles sont constituées d’excipients miscibles a 1I’cau. Généralement, il s’agit d’un mélange
de polyéthyléne glycol (PEG), liquide ou solide, de masses moléculaires élevées. Elles
peuvent contenir des quantités d’eau appropriées [62].

3.2.2 Les émulsions

Une émulsion est une dispersion d’un liquide dans un autre, les deux liquides étant non
miscibles entre eux, le plus souvent de I’eau et de ’huile. La dispersion d’une phase dans
une autre nécessite la création d’interfaces colteuses en énergie. Pour que 1’état dispersé
demeure dans le temps, il faut ajouter au systtme un émulsifiant qui va s’adsorber a
I’interface eau — huile, abaisser la tension interfaciale et permettre ainsi de limiter

cinétiquement la séparation de phase [63].

3.2.2.1 Les différents types d’émulsions

En fonction de la nature de la phase dispersée, nous distinguons plusieurs types

d’émulsion (Figure 3.2) :
Les émulsions directes « huile — dans — eau » (H/E) (a),
Les émulsions inverses « eau — dans — huile » (E/H) (b),

Les émulsions multiples (E/H/E) ou (H/E/H), qui sont des émulsions dont la phase

dispersée est elle-méme une émulsion 4 (c)

Les émulsions Janus ((H1 + H2) /E), qui sont des émulsions formées a partir d’au moins
trois phases. Le plus souvent, elles sont composées de deux huiles immiscibles dispersées
dans I’eau sous la forme d’une émulsion directe pour laquelle chaque goutte contient les

deux types d’huile [64-65] (d).
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Figure 3.2: les différents types d’émulsions. a. Emulsion directe, b. Emulsion inverse,
¢. Emulsion multiple a phase eau continue et d. Emulsion Janus.

3.2.2.2 Mécanismes de déstabilisation des émulsions

Les émulsions étant des systemes hors équilibre, plusieurs mécanismes peuvent entrainer
leur déstabilisation et mener a une modification de leur morphologie ou a une séparation

de phase macroscopique [66-67] (Figure 3.4). Tel que :

Crémage / Sédimentation

P
e

::::::] \\\\\EA
 E—
loculation
Emulsion Séparation de

Phase

Mirissement d’Ostwald

Figure 3.4 : les différents mécanismes de déstabilisation des. Emulsions simples.
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Tableau 3.1 : les phénoménes de déstabilisations des émulsions et leurs causes .

Phénomeénes Les causes

Murissement d’Ostwald Solubilité de la phase dispersée dans la phase

Dispersante

Crémage et sédimentation | pifference de densité entre les 2 phases

Floculation Répulsions insuffisantes entre les gouttelettes

Coalescence Rapprochement des gouttelettes et rupture du film

Interfaciale

Brusque changement du sens de 1’émulsion : une
Séparation de phase émulsion L/H devient H/L et inversement. A cause
de la Température

3.2.2.3 Les émulsions multiples :

Les émulsions multiples sont des systemes complexes dont la phase dispersée est elle-
méme une émulsion. Les plus basiques, appelées émulsions doubles, sont des systemes
pour lesquels la phase dispersée est une émulsion simple. Il existe deux types d’émulsions

doubles : les émulsions E/H/E et les émulsions H/E/H (Figure 3.5).

Phase aqueuse _% *
*
Phase huilause == %

Emulsion HIL Emusion LM

Phase hulleuse

Phasa aguause

Tensioactif: |

Figure 3.5 : les deux types d’émulsion double.

Une émulsion multiple E/H/E est reportée pour la premiere fois en 1925 par Seifriz. Elle a
été observée lors de I’inversion de phase d’une émulsion inverse stabilisée par une protéine
alimentaire : la caséine. Cependant, c’est seulement au cours des cinquante dernicres
années qu’ont €té considérées les nombreuses potentialités d’application des émulsions

multiples. En 1965, Herbert a ¢été 1’un des premiers a utiliser les émulsions
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Multiples pour la libération contrdlée de médicaments dans des produits pharmaceutiques

[68].

3.2.3 Les gels

Un gel est un systéme colloidal lequel un liquide est piégé dans une matrice solide
tridimensionnelle, formant une substance semi-solide et visqueuse.il se caractérise par sa

structure en réseau qui permet de retenir le liquide a I’intérieure de la matrice
Les gels possedent certaines propriétés distinctives, notamment :

Viscoélasticité : Les gels ont a la fois des propriétés visqueuses et élastiques, ce qui signifie
qu'ils peuvent s'écouler comme un liquide sous une contrainte faible, mais récupérent leur

forme initiale aprés la suppression de la contrainte.

Capacité de rétention d'eau : Les gels sont capables de retenir une grande quantité d'eau ou
d'autres solvants, ce qui les rend utiles dans de nombreux domaines, tels que les produits

cosmétiques, les produits pharmaceutiques et I'agriculture.

Stabilité : Les gels ont une bonne stabilité, ce qui signifie qu'ils conservent leur structure

et leurs propri€tés sur une longue période.

Réponse aux stimuli : Certains gels peuvent présenter une réponse spécifique a certains
stimuli externes, tels que les variations de pH, de température ou de concentration ionique,

ce qui permet un contrdle précis de leurs propriétés.

Il convient de noter que les propriétés des gels peuvent varier en fonction de leur

composition, de leur structure et des conditions environnementales [69].

3.2.3.1 Les types de gel

Selon la Pharmacopée européenne, « les gels sont des liquides gélifiés a I’aide d’agents

gélifiants ».

» Lesgels lipophiles

Les excipients sont habituellement la paraffine liquide additionnée de polyéthyléne ou

d’huiles grasses gélifiées par de la silice colloidale ou des savons d’aluminium ou de zinc.
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> Les gels hydrophiles

L’excipient est habituellement de 1’eau, du glycérol ou du polyéthyléneglycol gélifiés par
des poloxameres, de 1’amidon, des dérivés de la cellulose, des carbomeéres ou des silicates
de magnésium-aluminium [70].

On parle d’hydrogels si la phase liquide est I’eau et d’oléo gels si elle est huileuse.
3.2.4 I’emulgel

Un émulgel est une formulation pharmaceutique ou cosmétique qui combine les
caractéristiques d'une émulsion (mélange d'eau et d'huile) avec celles d'un gel (structure
solide mais ¢élastique). Il est composé d'un réseau tridimensionnel de polymeres qui confére
sa consistance de gel, combiné a des émulsifiants qui permettent la dispersion homogéne

de la phase huileuse dans la phase aqueuse.

L'émulgel est largement utilisé dans l'industrie pharmaceutique et cosmétique en raison de
ses avantages. Il offre une application facile et agréable, une absorption rapide et une
libération contrdlée du médicament ou de l'agent actif. De plus, il peut améliorer la stabilité
de la formulation, empécher la séparation des phases et augmenter la rétention du

médicament sur la surface d'application [71].

3.2.4.1 Les avantages et les inconvénients des émulgel

Emulgel a usage dermatologique posséde plusieurs propriétés inadéquates comme étre
thixotrope, sans graisse, Facilement étalable, facilement amovible, émollient, ne tache pas,
soluble dans l'eau, durée de conservation plus longue, respectueux de l'environnement,

transparent et apparence agréable [72].

» Avantages

e Incorporation de médicaments hydrophobes
e Meilleure capacité de chargement

e Meilleure stabilité

e Libération contrdlée

e Pas de sonication intensive

e Eviter le métabolisme de premier passage

e Eviter les incompatibilités gastro-intestinales
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e Plus sélectif pour un site spécifique

e Amélioration de l'observance du patient, Pratique et facile a appliquer [73].
> Les inconvénients

e Irritation cutanée

e La possibilité de réactions allergiques

e La faible perméabilité de certains composants a travers la peau

e Les médicaments de grande taille de particules ne sont pas faciles a absorber a

travers la peau

e L'apparition de la bulle lors de la formulation de I’emulgel [74].

3.2.4.2 Composants essentiels de la préparation d'émulgel

= Véhicule

Le véhicule joue un rdle crucial dans le lien entre la puissance du médicament et son
efficacité thérapeutique. Des études pharmaceutiques approfondies ont démontré que la
composition du véhicule peut exercer une influence significative sur la vitesse et 1'étendue
de I'absorption. Les substances présentes dans les véhicules, telles que les humectant qui
ont une forte affinité pour I'eau, peuvent parfois entrainer une déshydratation de la couche
cornée, réduisant ainsi la pénétration. Ils peuvent également affecter la pénétration du
médicament en raison de la perte d'eau par évaporation a la surface de la peau [75].

Le véhicule présente les propriétés suivantes :

* Assurer le dépot du médicament sur la peau avec une distribution uniforme.

* Permettre la migration libre du médicament vers le site d'action.

* Fournir une administration ciblée du médicament et maintenir sa libération.

« Etre formulé de maniére adaptée a la zone anatomique a traiter.

« Etre cosmétiquement acceptable pour le patient.
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» Matériau aqueux :

Les agents communément employé dans la phase aqueuse sont I'eau, les alcools [76].

= Phase huileuse

Dans le cas des émulsions destinées a une application externe, les huiles minérales,
utilisées seules ou en association avec des paraffines molles ou dures, sont couramment
utilisées a la fois comme véhicule pour le médicament et pour leurs propriétés occlusives
et sensorielles. Pour les préparations destinées a I'administration par voie orale, les huiles
minérales non biodégradables, telles que 1'huile minérale et 1'huile de ricin, sont utilisées
pour leur effet laxatif local, tandis que des huiles végétales diverses, telles que 1'huile de
foie de poisson, I'huile d'arachide, 1'huile de coton et 1'huile de mais, sont utilisées comme

compléments nutritionnels [77].

= L’agent émulsifiant
Les agents émulsifiants sont largement utilisés pour faciliter I'émulsification de la phase
huileuse et de la phase aqueuse lors de la formulation de produits. Leur réle principal est
de prévenir la séparation des phases de 1'émulsion, ce qui contribue a accroitre la stabilité
et la durée de conservation de I'émulsion, allant de quelques jours a plusieurs mois voire
années dans le cas de préparations commerciales. Les émulgels, en particulier, sont
formulés avec divers agents émulsifiants tels que le polyéthyléne glycol, le mono oléate
de sorbitan (Span 80), le mono oléate de polyoxyéthylénesorbitan (Tween 80), I'acide
stéarique et le stéarate de sodium. Ces composés jouent un role essentiel dans la formation
et la stabilisation de 1'émulsion, permettant ainsi une distribution homogene des ingrédients

et une application efficace du produit [78].
= L’agent gélifiant :

Les agents gélifiants sont utilisés dans la préparation d'émulgels pour former une base de
gel qui permet d'incorporer une émulsion. Ils sont utilisés pour augmenter la consistance
de la formulation en gonflant dans la phase aqueuse et en formant une structure de type
gel. Ces agents jouent un role d'épaississant dans les émulgels, contribuant ainsi a la texture
et a la viscosité du produit final. Leur présence permet de garantir une distribution

homogene des ingrédients dans le gel, ce qui facilite son application et son absorption [79].
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=  Améliorateurs de perméation

Les améliorateurs de perméation sont des agents utilisés pour augmenter la capacité du
médicament a pénétrer a travers la peau. Ils favorisent 1'absorption des médicaments en
perturbant temporairement la structure de la barriére cutanée, notamment la couche cornée.
Ces agents agissent en fluidifiant les canaux lipidiques entre les cellules de la couche
cornée, en modifiant la répartition du médicament dans les différentes structures de la peau,
ou en améliorant 1'administration du médicament dans la peau. Leur présence dans les
formulations topiques permet donc d'optimiser l'absorption cutanée des médicaments et

d'améliorer leur efficacité thérapeutique [80].
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CHAPITRE 4 : MATERIEL ET METHODES

4.1 Objectif

L’objectif de notre travail est d’élaborer une formulation a base des extraits des parties non
comestibles de la carya illionoinensis (écorces et DBAM) ainsi d’évaluer activité de

coagulation du sang a partir des formulations semi-solides cutanée.

4.2 Matériels

4.2.1 Matériel végeétal

Le matériel végétal est constitué es écorces de la noix de pécan et de Diviseur Boisé Amer
entre les deux Moitiés de la noix de pécan (DBAM). Ces écorces ont été récoltées durant
le mois de novembre 2022 au niveau de la région de Blida (Oued Alleug). Le matériel est
séché a I’air libre et a I’abri de la lumiere et I’humidité et a température ambiante pendant
un mois. Le broyage des écorces est réalisé a 1’aide d’un broyeur électrique, la poudre

obtenue est soumise a différentes méthodes d’extraction.

Figure 4.1 : photo originale des écorces et de DBAM de noix de pécan séchés
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4.2.2 Produits chimiques

Les différents produits chimiques utilisés sont résumés dans les tableaux suivants :

Tableau 4.1 : Solvants chimiques.

Réactifs Marque Réle
Ether de pétrole (40-60) Sigma-Aldrich Elimination de la phase a
polaire
Méthanol (99%) BIOCHEM Extractions des
Chemopharma polyphénols
Ethanol techniques (96%) BIOCHEM Préparation de la solution
Chemopharma de DPPH

Tableau 4.2 : Produits chimiques utilisées

Les produits chimiques La marque

Chlorure d’aluminium (AICL3) BIOCHEM chemopharma
Chloroforme BIOCHEM chemopharma
Hydroxyde de sodium (NaOH) 99% SPICILAB

lodure de potassium SIGMA-aldrich

Chlorure de magnésium hexahydraté Honeywell Fluka
Magnésium Purum

Acide Sulfurique Honeywell

Acide Chlorhydrique AnalaR NORMAPUR 37%
Acide Acétique BIOCHEM chemopharma
lodine ACROS

Chlorure Ferrique (Fecls) Honeywell

Carbonate de sodium (Na>.COs3) SIGMA-aldrich

Carbonate de sodium (Na.COs) Honeywell

Rutine BIOCHEM chemopharma
Vanilline SIGMA-aldrich

Citrate de sodium Panreac

Chlorure de calcium (Cacly) Honeywell
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Huile de paraffine

PROCHIMA-SIGMA

Tween 20 BIOCHEM Chemopharma
Span 20 CEVIELEC SPA

Carbopol Patron

Triéthanoleamine SIGMA-aldrich

Chlorure de mercure

BIOCHEM Chemopharma

Folin-Ciocalteu

CWR CHEMICALS

4. 2.3 instruments

Le tableau ci-dessous représente les instruments et les appareils utilisés

Tableau 4.3 : Les instruments et les appareils utilisés

Instruments Noms Descriptions
Tamiseur Retsch AS 200 Pour tamiser la poudre a travers plusieurs
diametres des tamis
Spectrophotometre | SHIMADZU  FTIR- | Un appareil qui nous permet de mesurer la
Infra-rouge 8900 guantité de lumiére absorbée par un échantillon
Spectrophotometre | SHMADZU UV Un appareil qui nous permet de faire une
UV/Visible 1800 mesure spectrométrique entre 200-800 NM
Evaporateur Rotatif | HEIDOLPH Le principe de cet appareil est basé sur la
distillation simple sous vide, qui permet
d’¢liminer rapidement de grandes quantités de
solvant
Homogénéisateur IKA Un homogéneisateur est un appareil utilisé
ULTRATURRAX pour la réalisation de suspensions et
T25 d’émulsion stables et homogene et pour le

broyage fin de matiéres solides

Rhéometre Anton Paar MCR 102 | Un rhéometre est un appareil capable de faire
des mesures relatives a la rhéologie d’un fluide
en appliquant un cisaillement a 1’échantillon

Microscope Opika microscope | Le microscope optique est un systeme optique

optique Italy Series a lentilles dont le but est d’obtenir une image
agrandie de I’objet observé

Ph metre Hanna instrument Mesure de pH

Conductimeétre

Hanna instrument

Pour mesurer la conductivité
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4.3 Méthodes

4.3.1 Préparation du matériel végétal

4.3.1.1 Séchage
Le séchage des écorces s’effectue a ’air libre dans une température ambiante.
4.3.1.2 Broyage

Les écorces et les DBAM sont broyés avec un broyeur électrique qui permet d’obtenir des

poudres de différentes tailles.
4.3.1.3 Tamisage

Une fois broyées, les poudres obtenues ont été tamisées a ’aide d’un tamis de type

AFNOR-ASTM dont le diamétre des pores est de (100um,200um,400um).
Les poudres ainsi obtenues ont été conservées dans des flacons en verre.
Les fractions utilisées :

*La premiére fraction : diametre inférieur a 100 pm

*Deuxieme fraction :100pm<diametre<200pum

*Troisieme fraction :200pm<diametre<400uM

Le tamisage a été réalisé pour les deux constituent (les écorces et BDAM) de la noix de

pecan.

Figure 4.2 : Tamiseur ¢lectrique
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4.3.2 Extraction des composés phénoliques

Les composés phénoliques ont été extraits a partir des écorces et de DBAM de la noix de
pecan par deux méthodes différentes : extraction par Soxhlet, extraction assistée par bain
ultrason. Le solvant utilisé est le méthanol, car il permet d’obtenir un meilleur rendement

d’extraction et il posséde I’avantage d’étre plus facile a éliminer.

4.3.2.1 Extraction par Soxhlet

» Principe

L’extraction par Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter
infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a 1’épuisement complet du soluté
dans la matiere premiére. Le schéma d’un appareil Soxhlet est représenté sur la (Figure 4.3)
Il est composé d'un corps en verre, dans lequel est placé une cartouche en papier-filtre épais
(une matiere pénétrable pour le solvant), d'un tube siphon et d'un tube de distillation. Dans
le montage, l'extracteur est placé sur un ballon contenant le solvant d'extraction. Le ballon
est chauffé afin de pouvoir faire bouillir son contenu. La cartouche contenant le solide a
extraire est insérée dans l'extracteur, au-dessus duquel est placé un réfrigérant servant a

liquéfier les vapeurs du solvant.

Le ballon étant chauffé, le liquide est amené a I’ébullition, les vapeurs du solvant passent
par le tube de distillation et rentrent dans le réfrigérant pour étre liquéfiées. Ensuite, le
condensat retombe dans le corps de l'extracteur sur la cartouche, faisant ainsi macérer le
solide dans le solvant. Le solvant condensé s'accumule dans 'extracteur jusqu'au niveau du
sommet du tube-siphon, suivi par le retour dans le ballon du liquide de I’extracteur
accompagné de substances extraites. Ainsi, le solvant dans le ballon s'enrichit
progressivement en composants solubles. L’extraction continue jusqu’a I’épuisement de la

matiere solide chargée dans la cartouche.
» Délipidation

De chaque fraction, une quantité de poudre a été introduite dans une cartouche en papier
filtre, elle est placée dans le Soxhlet surmonté d’un réfrigérant. Une quantité¢ de 300 ml

d’Ether de Pétrole est versée dans un ballon. Le mélange est porté a ¢bullition, le solvant est
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évaporé puis condensé tout en restant au contact de la matiére végétale. Apres deux

siphonnages, le solvant riche en substances solubles est récupéré dans le ballon.

L’extraction par L’éther de pétrole a pour le but d’entrainer les graisses ainsi que les

substances lipophiles.

» Extraction des polyphénols :

Aprées Délipidation de 1’échantillon, le résidu végétal récupéré a ét€ soumis a une extraction
avec du méthanol, le matériau a extraire est placé dans une cartouche de Soxhlet, le méthanol
a été introduit dans le ballon et chauffé pour démarrer I’extraction, le nombre de siphonnages
est de 5 Cycles, I’extraction arréte lorsque le liquide autour de la cartouche est clair, le but
est de récupéré la fraction polaire. Le mélange extrait est évaporé dans un rotavapeure pour

récupérer 1’extrait sec.

Figure 4.3 : : Photo d’extraction par Soxhlet

4.3.2.2 Extraction assisté par ultrason :

L’extraction dans un bain ultrasons consiste a 1’application des ultrasons de moyen
fréquence sur le matériel végétal plongé dans un solvant et plongé dans I’eau distillé stocké

dans le bain. Les ultrasons provoquent un chauffage de I’eau contenu dans le bain et
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éventuellement la libération des composés chimiques contenue dans le matériel végétal dans

le solvant.
» Delipidation :

Une quantité¢ de poudre sont introduites dans un bécher avec 60 ml d’éther de pétrole,
boucher soigneusement et placer éventuellement pendant 10 min dans un bain a ultrason a
une fréquence de 35KHZ, une puissance de 20 W et une température de 25 c°. Apres avoir
¢été extrait, le mélange va étre filtré a travers un papier Whatman, et on élimine le solvant.

La matiere de plante sera séchée a 1’air libre.
» Extraction des polyphénols :

Ajouter un volume de 60 ml de méthanol sur la matiere végétale récupérée de la phase de
délipidation, bouché et dans le bain a ultrasons a une fréquence de 35KHZ, une puissance
de 20 W et une température 65 C° pendant 15 min. Apres avoir été extrait, le mélange est
filtré a travers un papier Whatman. Le mélange extrait a été évaporées a ’aide d’un

évaporateur rotatif a 40 C° pour éliminer le solvant et récupérer 1’extrait sec.

Figure 4.4 : : Photo d’xtraction assisté par ultrason
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4.3 .3 Elimination du solvant :

La séparation du solvant de I’extrait est faite a I’aide de 1’appareil appelé Rotavapeur (voir
la photo— Figure 4.5). Dans cet appareil, on réalise une évaporation sous vide en utilisant
une pompe a vide avec une vanne de contréle. Pendant 1’évaporation, le ballon est mis en
rotation et plongé dans un bain liquide chauffé. L’appareil est muni d'un réfrigérant avec un
ballon-collecteur de condensat. La rotation du ballon crée une surface d’échange plus grande

et renouvelée permettant donc d’effectuer une évaporation rapide.

Figure 4.5 : : Eliminer le solvant par un rota vapeur

Les extraits secs obtenus sont pulvérisés et conservés dans des boites de pétri jusqu’a leur
utilisation pour les différents tests.

Figure 4.6 : I’extrait des écorces et de DBAM
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4.3.4 Analyse qualitatives

Le screening phytochimique a été¢ réalis€ sur 1’extrait méthanolique par des réactions

usuelles a I’aide des réactifs de caractérisation classique [81].

Les différentes techniques de détection utilisables pour un screening des composés actives
doivent étre simples, rapides, reproductibles et sensibles. Ces méthodes sont donc qualifi¢es
a la détection de quelques groupes chimiques (alcaloides, tanins, flavonoides, saponines,
terpénes, composés réducteurs,). Elles n’ont d’ailleurs qu’une valeur indicative, et une
affirmation ultérieure par des méthodes plus précises et plus sélectives est indispensable

[82].
4.3.4.1 Les polyphénols

0.2 ml d’extrait méthanolique des écorces et DBAM de noix de pacane sont ajoutés a 0.8
ml de la solution de carbonate de sodium Na,COs (7.5%) apres agitation 1 ml de la solution
de Folin-Ciocalteu est ajoutée a I’ensemble apre 20 min d’incubation a I'obscurité.
L’apparition de la couleur bleue confirme la présence des polyphénols [83].
4.3.4.2 Les flavonoides

A 1 ml de chaque extrait, on ajoute quelques gouttes d’acide chlorhydrique (HCI) concentré
et quelques milligrammes de magnésium (Mg). La présence des flavonoides est confirmée

par I’apparition de la couleur rouge ou orange [84].
4.3.4.3 Les tanins
Pour détecter la présence des tanins, on ajoute a 2 ml de chaque extrait quelque

Goute de FeCl3 a 1%. La couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au bleu
verdatre en présence de tanins catéchiques (tanins condensés) [85].

4.3.4.4 Les saponines

A 5 ml de chaque extrait, on ajoute 10 ml d'eau distillée, le tout est agité avec énergie en
position horizontale pendant 15 secondes. Puis, le mélange est laissé au repos durant 15 min.
La persistance de la mousse d’au moins 1 c¢cm durant 15 min indique la présence des

saponines [86].
4.3.4.5 Les quinones libres

Sur un volume de chaque extrait quelques gouttes de NaOH a 1% sont ajoutées. L’apparition

d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones libres [87].
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4.3.4.6 Les terpénoides

A 5 ml de chaque extrait, on ajoute 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique
concentré, la formation de deux phases et une couleur marronne a I’interphase indique la

présence de terpénoides [88].
4.3.4.7 Les alcaloides

Pour chaque extrait, on realise la procédure suivante : on ajoute 5 ml de HCL 1% a 1 ml
de chaque extrait, le tout est chauffé au bain marie, puis on divise chaque extrait en deux
volumes égaux. Un volume est traité par le réactif de Mayer, 1’autre par le réactif de Wagner.

La formation d’un précipité blanc ou brun révéle la présence des alcaloides [89].
4.3.4.8 Les composés réducteurs

1 ml de I’extrait sont chauffé dans un bain marie, puis 200 pL de réactif de Fehling sont

ajoutés a I’extrait. Un test positif est obtenu par la présence d’un précipité rouge [90].

4.3.5 Analyses quantitatives

4.3.5.1 Dosages des polyphénols

Les polyphénols ont ét¢ déterminés spectrophotométriquement par la méthode de

Folin-Ciocalteu [91].

0,2 ml de l'extrait méthanolique dilué (250 pg/ml) ont été additionnés avec 1,5 ml du
réactif de Folin-Ciocalteu (1/10). Le mélange est laissé reposer 5 minutes a I'obscurité. Par
la suite, 1,5 ml de la solution Na2CO3 (7,5%) a été ajouté a I'ensemble. Aprés 90 minutes
d'incubation & 23°C, I'absorbance a été mesurée a 750 nm contre un blanc sans extrait.

La quantification des polyphénols a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage linéaire
(Y =a X + b) réalisée par un extrait étalon, l'acide gallique, a différentes concentrations dans
les mémes conditions que I'échantillon. Les résultats sont exprimés en milligramme

équivalent acide gallique par gramme d’extrait brut (mg EAG/g EB).
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0,2 ml de Pextrait (250
png /ml)

=

S min a température
ambiante et a I’obscurité

1,5 ml de réactif
Follin-ciocaleu

1,5 de
NA>COs

90 min a température ambiante et a
I’obscurité

Lecture a 750 nm

Figure 4.7 : Protocole de dosage des composés phénoliques.

4.3.5.2Dosage des flavonoides

La méthode a I’AICI3 a été employée pour la détermination de la teneur des extraits en

flavonoides [92].

Un millimétre et demi (1,5ml) de 1'extrait phénolique (2mg/ml) ont été ajoutés a un volume
¢gal d’une solution de 2% AICl;. Le mélange a été vigoureusement agité, et 1’absorbance a.
¢té lue a 430 nm, apres 30 minutes d'incubation a température ambiante. Une courbe
d'étalonnage (Y = a X + b) réalisée par la quercétine a différentes concentrations pratiquées
dans les mémes conditions opératoires que les échantillons a servis pour la quantification des

flavonoides. La teneur en flavonoides a été exprimée en milligramme équivalent quercétine
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par gramme d’extrait brut (mg EQ/g EB).

1.5 ml d’extrait (2
mg /ml)

Incubation pendant 30 min a

température ambiante et a
I’obscurité.

1,5 ml
d’ALCL3 a
2%

Lecture a 430 nm

Figure 4.8: Protocole de dosage des flavonoides

4.3.5.3 Dosage des tanins condensés

Nous avons adopté les méthodes de la vanilline avec ’'HCL. Cette méthode dépend de la
réaction de la vanilline avec le groupement flavonoide terminal des tanins condenseés et la
formation de complexes rouges, cela s’explique par la propriété des tanins a se transformer
en anthocyanidols de couleur rouge par réaction avec la vanilline. La teneur en tanin
condensé a été déterminée par la méthode de vanilline décrite par [93].

Un volume de 50 pl de chaque extrait a été ajoute a 1500 ul de la solution vanilline/méthanol
a4%. Puis mélanger vigoureusement. Ensuite, un volume de 750 ul de I’acide chlorhydrique
concentré (HCI) a été additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir a température ambiante
pendant 20 min. L'absorbance est mesurée a 550nm contre un blanc. Différente
concentration comprise entre 0 et 1000 pg/ml préparés a partir d’une solution mere de la

catéchine permettront de tracer la courbe d’étalonnage.
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50 pl de chaque
extrait

1500 pL de la
solution
vanilline /méthanol
ad4%

750 pL de P’acide
chlorhydrique
HCL

Incubation pendant 20 min a
température ambiante et a
I’obscurité

Lecture a 550 nm

Figure 4.9 : Protocole de dosage des tanins condensés

4.3.6 Activité antioxydante

4.3.6.1 Activité antiradicalaire (DPPH)
a) Principe

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution. Il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm. Sa couleur disparait
rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl-hydrazine (jaune) par un composé
a proprieté antiradicalaire, entrainant ainsi une decoloration (Figure 4.10). L’intensité de la
couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le

milieu a donner des protons [94].
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VIOLET JAUNE

Figure 4.10: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH.

b) Mode opératoire

Pour réaliser I’analyse, 1600 ul de la solution éthanolique de DPPH (0,025 g/I) est ajouté a
400 pl de la solution de chaque extrait a différentes concentrations (5, 10,20, 30, 40et 50
pg/ml). Le mélange est vigoureusement agité, puis les tubes sont incubés a température
ambiante et a 1’obscurité pendant 30 minutes. La longueur d'onde d'absorption maximale a

été préalablement déterminée. Toutes les lectures sont effectuées a 515 nm.

L’activité anti-radicalaire est estimée selon 1’équation suivante

AT-AE
AT

Activity antiradicalaire (%) = x 100

AT : Absorbance du témoin aprés 30 min d’incubation.
AE : Absorbance de 1’échantillon apres 30 min d’incubation.

c) Détermination de la concentration inhibitrice médiane (IC50)

L’IC50 est définie comme étant la quantité ou la concentration d’antioxydants (extrait ou
toute autre substance antioxydant) nécessaire pour inhiber ou faire disparaitre 50% des
radicaux. Les 1C50 sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en
fonction des différentes concentrations des extraits testés. Une courbe de régression linéaire
(Y = a X +b) est établie afin de calculer I’'IC50 qui permettra la caractérisation du pouvoir
antioxydant des extraits. Une faible valeur de I’IC50 indique une forte activité antioxydant
[95].
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4.3 .7 Test de L’activité hémostatique

Ce test a été effectué in vitro sur le plasma sanguin provenant d’une personne saine adulte
femelle avec I’extrait aqueux des écorces et de DBAM de la plante carya illinoinensis, Le
principe de ce test consiste a mesurer le temps de coagulation d’un plasma décalcifié¢ apres
recalcification [96]. Pour cela, Le sang est recueilli sur citrate de sodium chez des sujets
sains. Le plasma est obtenu a partir du sang centrifugé a 3600 tours par minute, pendant 10
minutes. Ensuite, A I'aide d'une micropipette des volumes de 10 ul a 500 pl, nous sommes
repartis a raison de 10 pl, 50 pl, 100 pl, et 200 pl d’extrait aqueux (100 mg/1 ml) dans des
tubes a essai pour chaque volume. Un autre tube a essai vide a servi de témoin, n'a regu
aucune dose de I’extrait. Les tubes sont maintenus au bain marie a 37° C. Nous ajoutons
dans chaque tube 200 pl de plasma et 200 pl de chlorure de calcium (Cacl2) a 0,025M. Le
chronometre a été déclenché dés la pénétration du plasma dans le tube. Les observations ont
commencé dés toutes les 30 secondes au début, puis fréquemment par la suite, jusqu’a ce
que 1’on observe la prise en masse du caillot, en notant le temps de coagulation pour les 2
tubes de chaque dose. L'évaluation de la coagulation a été faite en penchant le tube sous un
angle de 45° afin de constater la présence ou non d'un coagula. Le test est positif si le temps

de coagulation d'un sang contenant un extrait est inférieur a celui du sang témoins.

Figure 4.11 : Mesure de temps de recalcification du plasma avec I’extrait méthaoliques des

écorces et de DBAM
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4.3.8 Formulation de L’Emulgel

La préparation d'une émulsion E/H, suivie de I’introduction dans un gel c’est la

formulation d’un émulgel.

1.phase huileuse 2. phase du gel

Paraffine, span 20 Carbopol

Triethanolamine

3.phase aqueuse

Le tween 20

L'eau distillée
PA

Figure 4.12 : les composants utilisés les phases de I’émulgel

4.3.8.1 Préparation de la phase gel

Dans un bécher contient du 1’eau distillée ajouter une quantité du Carbopol 934 avec une
faible agitation au début pour disperser le Carbopol dans 1’eau purifié et on applique une
forte homogénéisation de la phase pendant un temps bien déterminé et a la fin ajouter

quelques gouttes du TEA jusqu’a la gélification de cette phase.

4.3.8.2 Préparation de la phase huileuse de I’émulsion

Mettre une quantité d’huile de paraffine dans un bécher et du Span 20 avec une agitation par
une vitesse de 500 rpm et chauffer a une T= 60 °C, laisser sous agitation jusqu’a ce que le

span20 soit complétement fondue.
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4.3.8.3 Préparation de la solution principe actif

Dans un bécher on solubilise le principe actif de I’extrait des écorces de la noix de pécan. Dans

I’eau distillé a fin d’avoir I’extrait aqueux, et on refait la méme opération pour la résine de

DBAM chauffé a 50 C°

4.3.8.4 Préparation de la phase aqueuse de I’émulsion

Le Tween 20 est solubilisé dans I’eau distillé a I’aide d’un agitateur mécanique chauffer au
méme temps a 60 C°, ensuite on ajoute de la solution aqueuse qui contient le principe actif
pour la lere formulation on introduit la solution aqueuse des écorces et pour la 2eme

formulation on introduit la solution aqueuse de DBAM.

4.3.8.5 Préparation de I’émulsion

La préparation de I'émulsion commence par le chauffage séparé de la phase huileuse et de la
phase aqueuse a 70-80°C. Apreés cela, les deux phases sont melangées sous agitation. Ensuite
on introduit le mélange dans I’homogénéisateur sous une vitesse d’homogénéisation de 7000

tours /minutes jusqu'a I’obtention d’une émulsion homogéne pendant 13min.
4.3.8.6 Phase d’émulsification

Avant de mélanger les deux phases assurer que les deux phases ont la méme température
soit comprise entre 60°C -70°C, puis mettre la phase huileuse dans la phase agueuse sous
L homogénéisation jusqu’a I’homogénéisation compléte pendant 20 min puis ajouter cette
émulsion dans le gel avec 1’homogénéisation préparé et laisser 1’émulgel jusqu’a le

refroidissement.
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Tween 80 Span 20
L’eau distillé paraffine

Figure 4.13 : les étapes de Préparation de 1’émulgel

4.3.9 Controéles du produit fini

a) Mesure du pH

Mesure du pH au moyen d’un pH-métre (HANNA Instruments PH20). Le pH des émulgels
doit étre voisin du pH cutané (4,2- 5,8). Sa détermination est importante car les variations
de pH nous renseignent sur les éventuelles incompatibilités entre les différents composants

et sur la mauvaise conservation.
b) Centrifugation

Le produit est centrifugé a 3000 rpm pendant 10 minutes avec une centrifugeuse Pro-
Analytical by Centurion Scientific Ltd, pour vérifier la crémation ou la séparation des

phases. Ce test est utilisé pour évaluer la stabilité physique.
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¢) Analyse microscopique

Cette analyse a été réalisée sur un échantillon placé entre lame et lamelle au microscope
optique (LEICA) au grossissement 40x10 afin de mesurer la taille des globules, déterminer
le sens de I’émulsion de base et rechercher des formes d’instabilités (floculation ou

coalescence).
d) Test de rhéologie

Ce test se fait a I’aide d’un rhéomeétre Anton Paar MCR 302 / Julabo F12. 11 est capablede
prendre des mesures relatives a la rhéologie d'un fluide (la viscosité, la rigidité, dureté,
I’écoulement...). Les mesures du comportement rhéologique sont importantes non
seulement pour évaluer la stabilité physique mais elles sont en méme temps des indicateurs
des paramétres de type qualité du systeme et utilité. Les études sur ces propriétés sont
devenues un outil crucial dans l'analyse des produits pharmaceutiques, dans le but de

produire des profils physiques et structurels stables.
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CHAPITRE 5 : RESULTATS ET DISSCUSIONS

5.1 Etude granulométrique

5.1.1 Rendement d'extraction

D’apres les deux méthodes d’extraction sur I’ensemble des fractions des écorces et de

DBAM.

Les résultats obtenus regroupés dans le (tableau 5-1)

Tableau 5.1 : Rendement d'extraction de déférente fraction écorce et membrane par deux

mdaisd’ extraction soxhlet et bain ultrason

Echantillon | Us (rendement %0) (Src:a);]rgee:nent% )
fIDBAM 31,46% 8,87%
flécorce 1,46% 3,03%
f2écorce 2,21% 2,65%
f3écorce 1,68% 4,14%

D’apres les valeurs enregistrées au niveau du tableau, nous remarquons :

Pour les écorces, le rendement le plus important est enregistré au niveau de la deuxiéme
fraction (2,21%) pour 1’ultrason, cependant pour la méthode de soxhlet le rendement de la

troisieme fraction est le plus élevé (4,14).

Pour le DBAM le rendement le plus €levé est celui de I’extraction par la méthode d’ultrason.
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Figure 5.1 : Histogramme de rendement d’extraction par deux méthode soxhlet et bain
ultrason.

5.2 Analyse qualitative :

5.2.1 Les résultats du screening phytochimique

Un test phytochimique permet 1’identification des différentes familles des métabolites
secondaires existants dans la partie étudié¢e de la plante, par des réactions colorées ou de
précipitation par des réactifs chimiques spécifiques. Les résultats des tests de criblage
chimique réalisés a partir de la poudre des écorces et le DBAM sont représentés dans

I’histogramme ci-dessous :
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Figure 5.2 : Screening phytochimique de 1’extrait méthanolique.

Les résultats des tests phytochimiques réalisés sur les deux parties de la plante (les
écorces et les DBAM de noix de pécan) representés dans 1’histogramme ci-dessus
indiquent la présence des trois groupes de composés bio actifs : les flavonoides, les
tanins,les polyphenols, les trapézoides, les composes réducteurs et les alcaloides.

5.2.1.1-Les polyphénols :

L’apparition de la couleur bleue refléte la présence des polyphénols dans I'extrait
meéthanolique des écorces et dans I'extrait méthanolique de DBAM (Figure5.3).

Figure 5.3 : Screening phytochimique de polyphénols des deux extraits.
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5.2.1.2- Les flavonoides

L’apparition de la couleur rose orangé ou violacé reflete la présence des flavonoides dans
I'extrait methanoliqgue du DBAM comme il est indiqué dans la photo et son absence dans

I’extrait éthérique du DBAM et écorce ainsi que I’extrait méthanolique des écorces
(Figure 5.4).

Figure 5.4 : Screening phytochimique de flavonoide des quatre extraits méthanoliques
et éthériques de DBAM et écorces.
5.2.1.3-Les tanins
La couleur vire au bleu, noir refléte la présence des tanins galliques dans I'extrait
meéthanolique de DBAM et la couleur bleu verdatre (vert foncé) refléte la présence des

tanins catéchiques (condensés) dans 1’extrait méthanolique des écorces (Figure 5.5).

Figure 5.5: Screening phytochimique des tanins dans les deux extraits.
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5.2.1.4- Les alcaloides
La formation d’un précipité brun dans les deux extraits méthanoliques du DBAM et
écorces qui sont traités par le réactif de Wagner révele la présence des alcaloides, leurs

indications par le réactif de Mayer n’ont pas donné de résultats

Figure 5.6 : Screening phytochimique des alcaloides par les réactifs Mayer et Wagner

5.2.1.5-Les quinons libres
Nous avons remarqué 1’absence des quinones libres dans 1’extrait méthanolique des

écorces et leurs présences dans 1’extrait méthanolique du DBAM (Figure 5.7).

Figure 5.7 : Screening phytochimique des quinones libres dans les deux extraits.
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Chapitre 05 :

5.2.1.6- Les terpénoides
La formation de deux phases et I’apparition d’une couleur marron a ’interface indique la

présence des terpénoides dans les deux extraits méthanoliques du DBAM et des écorces.

Figure 5.8 : Screening phytochimique des terpénoides dans les deux extraits
méthanoliques

5.2.1.7 Les composés réducteurs
L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs

Dans I’extrait méthanolique du DBAM et son absence dans I’extrait méthanolique des

écorces.

Figure 5.9 : Screening phytochimique des composés réducteurs dans les deux extraits
méthanoliques
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5.2.1.8-Les saponines

D’autre part, nous avons constaté l'absence des saponines dans les quatre extraits

méthanoliques et éthériques du DBAM et écorces (Figure 5.10).

Figure 5.10 : Screening phytochimique des saponines dans les extraits méthanoliques et

5.3Analyse quantitative

5.3.1 Dosage des polyphénols

L’analyse quantitative des polyphénols est déterminée a partir de 1’équation de la régression
linéaire de la courbe d’étalonnage, tracée en utilisant 'acide gallique comme standard

(Figure 5.11). Les valeurs obtenues sont exprimées en mg EAG/g (Tableau 5.2).

éthériques.

Tableau 5.2 : Les concentrations de 1’acide gallique

[C(ng/mI)

40

60

80

100

A |o |0,27

0,40

|o,53

0,67

0,93
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Figure 5.11: Courbe d’étalonnage d'acide gallique.

Les concentrations de polyphénols des échantillons (tableau 5.3), écorce et

DBAM par deux méthodes d’extraction (soxhlet et bain ultrason).

Tableau 5.3 : Concentration de polyphénols des deux échantillons.

Echantillon Les écorces DBAM
A 10.79 0.73
T (EAG/Q) [525.65 488.34

Les teneurs en polyphénols des différents échantillons varient entre 525,65 et 488 ,34 ug
EAG/g. La concentration la plus élevée des polyphénols a été mesurée dans 1’échantillon des
écorces avec une concentration de 525,65 ug EAG/g. Les écorces de noix de pecan sont

assez riches en composés Phénoliques [37].

5.3.2 Dosage des flavonoides

Les taux des flavonoides des extraits ont été calculés a partir de la courbe d’étalonnage,
tracée en utilisant rutine comme standard (Figure 5.12). Ils sont exprimés en termes de ug
EQ/qg extrait brut (Tableau 5.4).
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Tableau 5.4 : Les concentrations de la rutine

C
ug/ml lo 25 |50 75 100
A [0 [0.24 [0.32 [0.16 [0.12

0,08 y = 0,2057x + 0,0019

R2=0,9894

0.07 Imax=430nm

006 e

0,05 e

- °
< 0,04
.".“.
003
. '.-
0,02
0,01 .
0"
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
C pg/ml

Figure 5.12 : Courbe d’étalonnage la rutine

Les résultats présentés dans le (tableau 5.4) montrent que les teneurs en flavonoides

totaux ne varient pas considérablement entre les différents échantillons. Les mémes résultats

sont obtenus également par [38] concernent la teneur totale en flavonoides des noix de pecan.

Tableau 5.5 : Concentration des flavonoides de I’échantillon de DBAM.

Echantillon DBAM
A 0.19
T (EAG/Q) 184
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Les teneurs en flavonoides dans I’échantillon de DBAM est égale 4 184 pug EC /g cette valeur
indique que le DBAM est riche en flavonoides.

5.3.3 Dosage des tanins condensé

La teneur en tanins a été calculé a partir de la courbe d’étalonnage, tracée en utilisant la
catéchine comme standard. Les résultats ont ét¢ déterminés a partir de I’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage (Figure 5.13), et sont exprimés en mg EC/g

extrait brut (Tableau 5.6).

Tableau 5.6: concentration de catéchine

C 0 125 326 416 576
pg/ml
A 0 0,37 0,66 0,87 1.25
1.4 y= 0,0021X
’ R2=0,9956
1,2 Avax=550 nm 0
1
.
0,8
< e
0,6
0,4 o
0,2
(O ;
0 100 200 300pg/ml400 500 600 700

Figure 5.13 : Courbe d’étalonnage catéchine.
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Les résultats des concentrations des échantillons dosées sont représentent dans le tableaue
dessus :

Tableau 5.7 : Concentration des tanins des quatre échantillons.

Echantillon Les ecorces DBAM
A 0.13 0.34
C 601.30 593.39
(EClg)

Ce dosage révele que les écorces de noix de pecan renferment la plus importante teneur en
tanins condenseés avec une valeur de 601.30 pg EC/g extrait brut. En revanche, échantillons

de DBAM ont enregistré des Teneurs moins élevées avec une valeur de 593 ,39 ug EC/g.

5.4 Spectroscopie Infrarouge a Transformé de Fourrier (IRTF)

Le spectre bleu représente 1’échantillon des écorces.

Le spectre vert représente 1’échantillon DBAM.

« Meéthode d’extraction assistée par bain ultrason :

Ecorce

o e
» o1
1 1

o
~
1
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(o] (oe]
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1,2 ] LINLEN B B B S B S B S B B B B B B B B By L B S B S B B B S B B B S B
3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
v(cm)™*

Figure 5.14 : Les spectres d’IRTF pour I’échantillon écorce.
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« Méthode d’extraction par soxhlet :
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Figure 5.15 : Les spectres d’IRTF d’échantillon DBAM .

Les spectres infrarouges présentés ont été obtenus des échantillons des écorces et de DBAM
de noix de pécan. L'objectif de cette discussion est d'identifier les principales caractéristiques
du spectre et de proposer des interprétations sur la composition de I'échantillon.

Analyse des régions principales : Le spectre infrarouge peut étre divisé en plusieurs régions
d'intérét. Nous identifierons les principales bandes d'absorption et discuterons de leur

signification.

Une bande large et intense est observée autour de 3358 cm-1 dans le premier spectre qui
concerne 1’échantillon des écorces, et elle est observée autour de 2924-2850 cm-1, ce qui
indique la présence de groupes hydroxyles (OH). Cette bande est caractéristique des liaisons
hydrogene entre les groupes hydroxyles. La présence de cette région suggére la présence

d'une structure poly phénolique dans I'échantillon.

Une bande d'absorption petite est observée autour de 1712 cm-1, ce qui suggére la présence
d'une fonction carbonylée (C=0).

Dans la plage de 2924 a 2850 cm-1 dans I’échantillon de DBAM, plusieurs pics d'intensité

faible sont observés. Ces pics sont caractéristiques des liaisons C-H des groupes alkyles
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comme les groupes méthylene (CH2). La présence de ces pics indique la présence de ces
groupes dans la molécule.

Interprétation des résultats : En combinant les informations obtenues a partir des différentes
régions du spectre, nous pouvons proposer des interprétations sur la composition des
échantillons. Sur la base de la bande large a 3358 cm-1 et de la présence de la bande moyenne
a 1712 cm-1, il est possible que I'échantillon contienne une structure poly phénolique avec
un groupe carbonylé. Cela suggeére la présence potentielle d'un composé tel qu'un polyphénol

aliphatique ou aromatique avec un groupe cétonique ou aldéhydique ou méthylene.

Limitations et incertitudes : Il est important de noter que l'interprétation précise du spectre
infrarouge nécessite une connaissance approfondie des groupes fonctionnels et de leurs
bandes caractéristiques. Dans cet exemple, certaines bandes d'absorption peuvent se

chevaucher ou étre masquées par d'autres, ce qui peut rendre I'interprétation plus complexe.

5.5 Evaluation de l'activité antioxydante

Les extraits de écorces et de DBAM de noix de pécan sont évalués pour leur capacité
antioxydante en mesurant leur aptitude a piéger les radicaux libres a 1'aide de la réduction de

'absorbance d'une solution éthanolique de DPPH.

La capacité antioxydante des extraits des écorces et DBAM de noix de pecan est mesurée en
termes de capacité de piégeage des radicaux libres en suivant la réduction de 1’absorbance

d’une solution méthanolique de DPPH.

Les résultats obtenus lors du test de mesure de pourcentage d’inhibition du radicale DPPH

@,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) sont présentés dans la (Figure 5.16).
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Figure 5.16 : Pourcentage d'inhibition radicale DPPH des écorces et DBAM de la

noix depécan.

Le taux d'inhibition du radical libre augmente a mesure que la concentration de I'extrait
de I’écorce ou de DBAM de la noix de pécan augmente. La variation du taux d'inhibition

est presque similaire pour les deux, mais elle est plus élevée pour les écorces.

5.5.1 Détermination d’IC50

Les valeurs d’ICso pour les deux échantillons sont représentées dans la (Figure 5.17).
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Figure 5.17 : Les valeurs d’ICso pour les deux échantillons écorce et DBAM de la

noixde pécan.

D’aprés la (Figure 5.17), nous observons une activité antioxydante importante pour les
extraits éthanoliques du DBAM le diviseur amer boisé de la noix de pécan.

Si on compare IC50 entre les écorces et le DBAM de noix de pécan, les écorces représentent
une meilleure activité 12 pug/ml par rapport au DBAM avec une valeur de 1’ordre 56 pg/ml,
on constate que plus L’IC50 est faible plus I’extrait est avec un potentiel antioxydant

puissant. L’activité antioxydante est liée a la présence des composés phénoliques dans les
extraits [97].
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5.6 L’activité hémostatique :

> Ecorce:

Tableau 5.8 : Temps de recalcification du plasma en tube de 1’extrait aqueux des
écorces de la noix de pécan

Volumede Temps de coagulation (en second)
I’extrait(en ul)
Plasma avec extrait Témoin
10 pl 21,195
50 pl 43,85s 60,29s
100 pl 60,7s
200 pl 36,38s

> DBAM:

Tableau 5.9 : Temps de recalcification du plasma en tube de I’extrait aqueux de
diviseur amer boisé (DBAM) de la noix de pécan

Volume de 1’extrait Temps de coagulation (en second)
(en ul)
Plasma avec extrait Témoin
10 pl 27,535
{50 pl 33s 60,29s
100 pl 49,595
200 pul 40s
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Figure 5.18 : Diminution de temps de recalcification du plasma en tube avec les extraits
aqueux des écorces et de DBAM de noix de pécan

Aux doses de 10 pl, 50,100 et 200 pl successivement de 1’extrait des écorces et de DBAM
des noix de pécan, une diminution du temps de recalcification de plasma in vitro en tube a

été observeée par rapport au tube témoin.

C’est a la dose de 10ul que le plasma s’est recalcifi¢ plus rapidement, donc c’est la dose

optimale pour nos formulations.

C’est une diminution dépendante de cet extrait, donc notre extrait accélere la coagulation

du plasma.

Il est important de souligner ici que cette activité astringente favorise la vasoconstriction,
ce qui est un parameétre important dans I'hémostase.

Cette vasoconstriction est due a la présence de tanins dans cette plante. Ces résultats sont
semblables & ceux trouvés par [98]. Ce dernier a constate que la propriété astringente est
liée a la teneur des tanins dans les feuilles des plantes. Ce résultat a été confirmé par [99].

69



Chapitre 05 : Résultats et discussions

5.7 Controle de produit fini

5.7.1 Caracteéristiques organoleptiques

L’émulgel des écorces de noix de pécan a un aspect opaque homogene de couleur beige
sans odeur, ainsi que 1’émulgel de DBAM a un aspect bien homogéne avec une couleur

rose sans odeur comme les figures ci-dessous montrent :

Figure 5.19 : emulgel a base des extraits des écorces et de DBAM de noix de pécan.

5.7.2 Mesure de pH

Les deux formulations de I’extrait aqueux des écorces et de DBAM de noix de
pécan possedent un pH de 5,12 et 5,76 respectivement qui sont dans les normes et

correspondent au pH naturel de la peau

Figure 5.20 : mesure de pH des deux formulations
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5.7.3 Test de stabilité

Les figures indiquent que les deux formulations sont stables, pas de séparation de phase,
grace a une homogénéisation efficace

Figure 5.21 : Résultats centrifugation des emulgel.

5.7.4 Microscope optique

Les figures ci-dessous montrent I’analyse au microscope optique des deux formulations
d’émulgels, mettant en évidence la présence d'une phase huileuse dispersée dans une phase
aqueuse dispersante. Les gouttelettes présentent des tailles uniformes, ce qui indique la

Stabilité de nos formulations.

Figure 5.22: Photos microscopiques de 1’émulgel des écorces et de DBAM.
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5.7.5 Etude du comportement rhéologique

Les données rhéologiques des deux formulations ont permis d’obtenir des rhéogrammes de

Variation de la contrainte de cisaillement et la viscosité d'émulgels des extraits aqueux des

écorces et de DBAM de noix de pécan en fonction de la vitesse de cisaillement
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Figure 5.24 : Variation de la viscosité et la contrainte de cisaillement de 1I’émulgel des

écorces en fonction de taux de cisaillement.
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Figure 5.25 : Variation de la viscositeé et la contrainte de cisaillement de I’émulgel du
diviseur amer boise (DBAM) et écorce en fonction de taux de cisaillement
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Les graphes représentent la variation de la viscosité apparente et la contrainte de
cisaillement de 1I’émulgel des écorces et de DBAM en fonction de la vitesse de cisaillement.
La viscosité change en fonction de la vitesse de cisaillement ce que signifie que le

comportement de

Ces émulgel est un comportement rhéofluidifiant, on observe que la viscosité¢ diminuer
lorsque la vitesse de cisaillement augment et la contrainte est plus faible ce qui implique que

I’emulgel est un fluide rhéofluidifiant plus on les cisaille plus ils s’écoulent facilement.

5.7.5 Etude de la viscoélasticité

Variation de module de conservation élastique G' et de module aiperte G"

1,00E+03

1,00E+02 -

G', G" (Pa)
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1,00E+00 . . . . .
0,01 0,1 1 10 100 1000

Contrainte (%)

Figure 5.26 : Variation du module de conservation (élastique) G’ et du module de perte
(visqueux) G’’de I’émulgel de DBAM
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Figure 5.27 : Variation du module de conservation (¢élastique) G’ et du module de perte
(visqueux) G’ de I’émulgel des écorces de noix de pécan

Les émulgels présentent un systéme élastique avec G’ >> G". Pour les faibles déformations avec
G” plus ou moins constant. ”. Lorsque la contrainte augmente, le matériau quitte son régime
linéaire, G’ diminue et G” croit. Ce croisement correspond approximativement a un
maximum de G”, qui décroit ensuite lorsque la contrainte appliquée croit. On observe ensuite
que G"” > G', en accord avec le fait que T > tY et que le matériau est en régime liquide. La
décroissance de G” avec la contrainte pour T > 1Y est une signature des propriétés de

rhéofluidification de 1'émulgel.
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CONCLUSION

Les résultats présentés dans cette étude sont basés sur deux parties non comestibles de la
carya illinoinensis les écorces du fruit et le diviseur bois¢ amer, Les récoltes ont été

effectuées en mois de novembre 2022 a Blida (Algérie)

L’objectif principal de cette étude était le screening phytochimique et la conception d’un
émulgel a partir des extraits de parties non comestibles (écorces et DBAM) de la plante de
la carya illinoinensis, et de procéder a I’évaluation de leur activité coagulante

(hémostatique).
A 1a fin de cette étude, les résultats obtenus nous conduisent aux conclusions suivantes :

 D’extraction méthanolique par Soxhlet pour les écorces de noix de pécan a donner

un rendement de 1’ordre de 3,03% pour la fraction m<100, 2,65% pour la fraction d

100<m<200 et 4,14% pour la fraction de 200<m<400 tandis que 1’ordre du rendement de
DBAM et 8,78%, d’autre part 1’extraction par le bain d’ultrason est a 1’ordre de 31,46 %
pour le DBAM et 1,46%, 2,21% et 1,68% pour les trois fractions de I’extrait des écorces

respectivement.

* Les extraits des écorces et de DBAM contiennent plusieurs composés de métabolite
secondaire et principalement les composés phénoliques naturels comme les flavonoides, les

tanins condensés et les polyphénols, qui présentent une activité hémostatique coagulante.

* L’analyse quantitative met en évidence la présence abondante de polyphénols dans
les écorces et le DBAM de noix de pécan, avec des quantités significatives de 525.65 pg
EAG/g d’extrait des écorces et 488.34 pg d’extrait de DBAM. De plus, les flavonoides sont
présents a une concentration de 184 pg EQ/g d’extrait de DBAM, tandis que les tanins

condensés atteignent 601.3 ng EC/g d’extrait des écorces et 593.39 nug EC/g.

* Dactivité hémostatique coagulante des écorces et de DBAM de noix de pécan a été
approuvé par un test de I’activité hémostatique sur notre plasma sanguin qui a donné des

résultats honorables.

* Le contrdle des émulgels formulés a partir des écorces de de DBAM de noix de
pécan révele une bonne stabilité pour les deux produits avec un pH conforme au pH de la

peau : 5,75 pour le DBAM ET 5,12 pour les écorces.
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* Les deux formulations se sont révélées stables lors de tests de centrifugation. De
plus, une étude rhéologique a confirmé que 1’émulgel présentait un comportement

rhéofluidifiant assurant un bon étalement des deux produits sur la peau.

* Les résultats satisfaisants de cette étude nous encouragent de les approfondir et de
les compléter dans I’avenir afin de maximiser les avantages et la valorisation de la carya

illinoinensis et de profiter de ces partis non comestibles au lieu leurs pertes en déchets.
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