Apndl) dghal jagal) 4y 0 ) 4y ) sgand)
Républigue Algérienne Démocratique et Populaire
alad) Gl g Alad) aslatl) 30 3 g
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Jabuall Aiggs g jaull o glad Lla) a5l A yaal

Ecole Nationale Supérieure des Sciences de la Mer et de I’Aménagement du Littoral

Mémoire de fin d’études en vue de I’obtention du diplome d’Ingénieur et de

Master en sciences de la mer
Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filiere : Hydrobiologie Marine et Continentale
Spécialite : Biotechnologie Marine

Préparation d’une variété d’émulsions a base de biomolécules marines aux
propriétés pharmacologiques (cicatrisantes, anti-inflammatoires et
antibactériennes).

Présente par :
OULD RABAH Yasmine Djouher
SAHNOUN Alicia

Soutenu le 01/10/2022 devant le jury composé de :
M. REFES W. Professeur (ENSSMAL) Président.
M. CHADER H. Professeur (Faculté de pharmacie d’Alger 1) Promoteur.
Mme AMROUCHE L. Maitre assistante A (ENSSMAL) Co promotrice.
Mme DJAHNIT N. Maitre de conférences B (ENSSMAL) Examinatrice.
Mme BOUCHENAK F. Maitre assistante A (Faculté de pharmacie d’Alger 1) Examinatrice.

Année universitaire ;: 2021-2022




Remerciements

En téte de ces remerciements, nous rendons grace a Dieu, qui nous a bénis dans ce travail et

nous a donné la patience, la volonté et le succes pour réussir a y parvenir.

Nous tenons a adresser nos sincéres remerciements a Mme AMROUCHE Lynda et au
professeur CHADER Henni, pour la qualité de leur encadrement exceptionnel, pour leur

patience, rigueur et disponibilité durant notre préparation de ce mémoire.

Nous tenons a témoigner toutes nos sinceres reconnaissances aux personnes suivantes ; Mme
GUERROUMI Houda ingénieure de laboratoire LBCM 2 a L’ENSSMAL, M. MATOUK
Youcef, M. MEGARTSI Yacine ingénieur de laboratoire LBCM 3 a L’ENSSMAL, M.
DJERRAI Noureddine ingénieur de laboratoire LBCM 1 a L’ENSSMAL, ainsi que, M. AIT
KACI Malik, M. BENCHAABANE Ahmed, et tout le personnel de ’ENSSMAL pour leur

aide dans la realisation de ce mémoire.
Mme FELLAH Houda, pour son aide et son orientation lors de I’identification des espéces.

Mme BEN ABOU Amina, Mme AMMI Nassima, I’animalier, les résidentes et en particulier

Soraya ainsi que tout le personnel de I’agence nationale des produits pharmaceutique.

M. BILT Ali de la pécherie d’Alger pour nous avoir aidées lors de la collecte des échantillons

des carapaces de crevettes, et des peaux de poissons.

Enfin, nous adressons nos remerciements aux personnes qui ont participé de pres ou de loin,

directement ou indirectement a la réalisation de ce travail.



Dédicace

Je dédie ce modeste travail :

A mes chers parents qui ont toujours été présents pour moi que ce
travail soit accomplissement de vos veeux tant alléguez, et le fruit de

votre soutien infaillible.

A mes sceurs Imane et Romaissa et d mon unique frére Samy.

A ma trés chéve grand-mére et d mes tantes en particulier Tata Zhor,
A mes oncles notamment Tonton Hakim

A mes amies, Leticia, Zohra en qui jai toujours trouvé soutien et

confort

A ma binome Yasmine merci de m'avoir accompagné durant cette

aventure

A Tarik qui a toujours crus en moi et en mes capacités et qui m'a tant

aidé durant mon cursus

A ma chére tante Djamila et d ses enfants que je considére comme une

deuxieme famille.
A Toutes la famille SAHNOUN

It d toute personne ayant contribué de prés ou de loin d la réalisation

de ce travail.

SAHNOUN Alicia



Dédicace

Je dédie cet ouvrage

A mes chers parents qui m’ont soutenu et encouragé durant ces années

d’études.
Qu’ils trouvent ici le témoignage de ma profonde reconnaissance.

A mes grand-meves qui ont partagé avec moi tous les moments
d’emotion lors de la realisation de ce travail. Elles m’ont

chaleureusement supporté et encouragé tout au long de mon parcours.

A mes fre‘res, mes tantes, mes oncles, mes cousins et cousines et da tous

mes proches qui me donnent de Camour et de la vivaciteé.

A tous mes amis qui m’'ont toujours encourage, et d qui je souhaite

encore plus de succes.

A ma binéme Alicia de m’avoir accompagnée durant cette aventure et

de Cavoir rendue plus agréable.
A tous ceux que jaime.

Et d toute personne ayant contribué de prés ou de loin d la réalisation

de ce travail.

OULD RABAH Yasmine Djouher



Table des matiéres

Table des matiéres

REIMEICIBIMIENTS ...ttt b ettt bbbttt b b e et bbbt b enes [
LiSte desS aDrBVIALIONS ......cc.oiviiiiiiiii e bbbt i
LISEES ES FIGUIES ...t bbbttt b bbb ii
LiSte dES tADIEAUX ... %
LISTE BS BINNMEXES ...ttt sttt et bbbttt bbbt b e bt b e s et e bbb e be b e e Vi
INEFOTUCTION ...ttt et e bbbttt et e e ne e e eneas 1
Chapitre 1. Etude BibliographigUE ..........cccevveveveeeiieeiesieeeesesees e esss s eseses s senes s 3
Partie A : Les bioressources marines et leurs exploitations biotechnologiques
L1, L8 CRITOSANE. ...ttt ettt bbbttt et bbb b e n e e nes 4
L1 2L HISTOTIQUE ..ttt bbbttt bbbt 4
1.1.2. Définition et structure chimique du ChitoSaNe..........ccoeiiiiiiii i 4
1.1.3. Propriét€s du ChitOSANE .........ccueiiiiieie et 5
1.1.3.1. Propriétés physiCO-CRIMIQUES .........ccveiiiieieee e 5
1.1.3.1.1. Le degré de désacetylation (DDA)........courireereieieeineneese e, 6
1.1.3.1.2. L@ VISCOSITE......ocueiiierieiieieite ettt sttt re e 6
1.1.3.1.3. MSSE MOIAITE ....eivieiieiiiieie ettt bbb 7
1.1.3. 1.4, SOIUDTITE ..o e 7
1.1.3.1.5. Caractére acido-DasiqUE .........ccoveiieieiieieeee e 7
1.1.3.2. Propriétés biologiques et pharmacologiqUES ...........ccoereeerereierenereese e 8
B ot - To T OSSPSR 8
0 B o 1 (0] [ [V PR ORR 8
1.2.2. Définition et structure du COAgENE. .......ccveivi i 9
1.2.3. Caractéristiques phySiCO-ChIMIQUES ........ccccoiriririiieireree e, 11
1.2.4. Propriétés biologiques du COllageNne ...........ccoeieiiiieiiecee e, 11
1.2.5. Propriétés pharmacologiques et utiliSations ............ccccceeveieeieiiicie e 11
1.3, LeS NUIIES 08 POISSON.....cviiiiiiiie ittt te e e aeesnee s 12
L4, Les eXtraits d’al@UES .....cooviiiieiiieee et 12
1.4.1. LeS POIYPRENOIS ... e 13
1421, DEFINITION .ottt 13
1.4.1.2. STrUCTUIE GENEIAIE ... 14

1.4.1.3. Propriétés pharmacologiQUES ..........ccceieiiiiieniiiiseseee e 14


file:///C:/Users/MON%20PC/Desktop/PFE%20version%20à%20deposer.docx%23_Toc116417291
file:///C:/Users/MON%20PC/Desktop/PFE%20version%20à%20deposer.docx%23_Toc116417292

Table des matiéres

1.4.2. Les polysacCharides alQaUuX ..........ccciverieiieneeie e esie st se e see e nnes 14
1.4.2.2. DEFINITION ..ot 14
1.4.2.2. Propriétés pharmacolOgiQUES .........ccceeruerieirinieiecse et 15

[.4.3. L’extrait de COOIUM DUISA.......c.ciiiiiiiieieie e 15
1.4.3.1. Intérét pharmacOlOgIQUE .........cceiieiieiieiieeie et 15

[.4.4. Les €aux d’alZUES .....coviiiiiiiiiiiieiiieie et 15

1.4.5. LES PIGMENTS ...ttt bbbttt bbb 16

Partie B : Généralités sur les émulsions
1.5, &S BMUISIONS ....ecvieeieiecie sttt sttt e et e ste s teereenaeneeneeneas 17

1.5.1. DEFINition d’une EmulSION ........ccueiiiiviiiiiiiccie ettt eae s 17

1.5.2. Compositions des EMUISIONS ........cceeivierieiieieeie e 17
1.5.2.1. Stade lPOPNIIE .......oceeeee e 17
1.5.2.2. Stade hydrophile .......c.oovoiiiiie s 17

1.5.3. Les types d’EMUISIONS ......oovveiviiiiiieiiieii i 17
1.5.3.1. EMUISION SIMPIE.....miiiiie e 18
1.5.3.2. EMUISION MUIIPIE ..o 18
1.5.3.3. LeS MaCIO-EMUISIONS ......oveiiiiiiiiiiieiieieie ettt 19
1.5.3.4. Les nano/mMini-EMUISIONS ........cccviieieieiiie e 19
1.5.3.5. LeS MICIOBMUISIONS .....cuveiiiiiircieceeeee et 19

1.5.4. Les émulsions cosmétiques et pharmaceutiqUES...........ccovevveeveivieveerecieseece e 19
1.5.4.1. LeS POMMAUES ....c.veeviiivieie ettt ettt ste ettt s re e e s beeaesneenne s 19
1.5.4.2. LS CIEIMIES ....veevieeieieieie etttk e ettt et teese e s et et e aenaestesneeraeneeneenee s 19
1.5.4.3. LLBS PALES. ...ttt bbb bbb 20
1544, LES TAITS ..ot 20
1.5.4.5. LES QEIS .ot et 20

[.5.5. Formulation d’une €mulSion...........ccccveeiiiiiee i 20

[.5.6. Préparation d’ une pommade ...........cccooviriiiiiiiiieiie e 21

1.5.7. Procédé d’émulSifiCation ........ccccivuueiiiieiiiie it 22

Partie C : Histologie et physiologie de la peau

[.6. STrUCTUIE A 18 PRAU ... .ot 23
L.6.1. L EPIAEIINE. ...ttt 24
1.6.1.1. Les couches de I’€piderme............ccoceiiiiiiiiiiiiiiiecc e 24

1.6.1.1.0. LA COUCNE DASAIE ..t eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 24



Table des matiéres

1.6.1.1.2. La COUCNE EPINBUSE ....ecvveiieieceiecieeie e see e teeae e sra e e e eseeneennees 25
1.6.1.1.3. La COUCNE GranUIBUSE .........cooiiiiiiieiieee e 25
1.6.1.1.4. L COUCNE COMMEBER....cuvivieieie ittt ettt st 25
1.6.1.2. Les populations CElIUIAITES. .........c.cuiiieiece e 26
1.6.1.2.1. LeS KEFatiNOCYLES ... .cveiieiieeiiciiesieesie e te ettt et e e sneenne s 26
1.6.1.2.2. LeS MEIANOCYLES .....cvvevieieieiie sttt st 26
1.6.1.2.3. Les cellules de Langerhans ..........ccoeeieieniiiniseeee e 26
1.6.1.2.4. Les cellules de MEerKel..........coouiiiiiiiiie e 26
1.6.2. La jonction dermo-épidermidiQUE ........c.oceevieeiieiieieeie e 26
[ T I (=T 1 USRI 27
1.6.3.1. STrUCTUIE U TEIME .....eiieieeiie sttt ettt esnee e 27
1.6.3.1.1. Derme Papillaire..........cccovveiiiiiiiese et 27
1.6.3.1.2. DErme rétiCUIAITE .......cueieieiieiiesceee e 27
1.6.3.2. La cOmMPOSItION AU DEBIME......cuiiiiiieiieieieee e 27
1.6.3.2.1. LeS FIDrODIASIES ......ccoveieiiiieiiee e 27
1.6.3.2.2. LeS QULIES CEHUIBS .....c.voeeiiieiecceee e 28
1.6.3.2.3. La matrice extraCellUlaire.............ccoveieveieniiiseseeee e 28
L.6.4. L RYPOAEIIIIE ...ttt 28
1.6.4.1. Population CEIIUIAITE .........coiiiiiiieceee e 28
1.6.4.1.1. LES A0IPOCYLES .....ccveeriieieiieeie ettt ettt ettt et ta e este e ennenne s 28
1.6.1.1.2. LeS QULreS CEHUIBS .....cveiiieiiiiciceeee e 29

1.7. Les altérations de 18 PEAU .........coeieiiiieiee e 29
170, LS DIUIUIES ..ottt nre e aeeneenneas 29
1720, DEFINITION .ottt 29
1.7.1.2. Eiologie 0eS DIUIUES .......c.veieeeeeseeeeeeeeeseee ettt 29
1.7.1.3. Physiopathologie des DrUIUreS ..o 30

L RS TR O 10 ' U = 1 ) o VPSR 31
1.8.1. Les ANti-INFlammatoires........c.oouiiieiiiii e 31
1.8.1.1. Les anti-inflammatoires conventionnels ... 32
1.8.1.1.1. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) .........ccccevveeviieeie e, 32
1.8.1.1.2. Les anti-inflammatoires stéroidiens (Glucocorticoides) ............c.ceevreeneen. 32
1.8.1.1.3. Les anti-inflammatoire d’origine Marine ............ccoceevververveneresesesesreennn, 32

1.9, L@ CICALIISALION ...t ettt et e b nne e 32

0. L. DA INIEION ettt e e e e e e e e e e e 33



Table des matiéres

1.9.2. Les différentes étapes de CICatriSatioN ..........cccvieeieerieiieseere e 33
1.9.2.1. La phase inflammatoire............ccouiiiiiieiiiiiescse e 33

2)  EtaPe VASCUIAIIE.........coecveeicerecicee ettt 33

b)  Etape inflammatoire ..........c.covvveevieieeiiesee et 33

1.9.2.2. Phase proliferatiVe..........cccvcieiiiiiee e 34

a) La formation d’un tissu de granulation.............ccccevviiniiniieniciee 34

b) La ré-€pith€HaliSation ............cccoiiiriiiiiii e 34

1.9.2.3. La phase de remOdelage..........ccoiuveieiieiiecie e 34
Chapitre I1. Matériels et MEthOAES...........cceiieiiee e 36
T L. IMIBEETIEL ...ttt e e s e e et e testeereeneeneeneeneas 37
[1.1.1. Matériel DIOIOQIGUE ......cc.ooveiiiiiieeee e 37
11.1.2. Matériel NoN DIOIOGIQUE ......cveeieieieie e 37
[1.2. EChaNtilIONNAQE. ......c.ve ettt e ne e 38
11.2.1. Collecte de 1a Matiere PremiBre........ocooeiieieiieererees e 38
I1.2.1. Identification de 1’eSpece de CIEVEIE .......eevviiverireiiiie e 39
11.2.2. Prétraitement des carapaces de CrUSLACES ..........ccuevverieiieieerieiee e sre e 39

[1.3. Détermination de la composition biochimique globale des coproduits de crevettes.... 39

11.3.1. Détermination de 1a tENEUN €N BAU..........cccveieieriere e 39
11.3.2. Détermination de la teneur et de la composition en matiére minérale.................... 40
11.3.2.1. Détermination de la teneur totale en matiére minérale............c.ccocoovvvvvevinnnne. 40
11.3.3. Détermination de la teneur en protéine totalesS..........ccccovevveviiiieie v 41
11.3.4. Détermination de la teneur en lipides tOtaUX........ccoevrereririieieee e, 42
I1.4. Extraction de la chitine et du ChItOSANE ...........ccoevviiiiieie e 43
I1.5. Caractérisation du chitosane Produit.............ccccveveiiiiiicie i 44
11.5.1. RENAEMENT MASSIQUE ......eeivieieeieitieite ettt ettt te e steesresneesbeebeaneenae s 44
11.5.2. TeSt de SOIUDITITE .........cveieieee e 44
11.5.3. Calcul du degré de déprotéiniSation .............ccoeeererieireneieeee e, 44
11.5.4. Calcul du degré de déminéralisation .............cccccvveiieiiiicie e 44
11.5.5. Calcul du degré de désactylation.............ccceeveiiiiicie i 45
11.5.5.1. FTIR (spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier FTRI) .................. 45
I1.6. Extraction d’eau d’al@UES .........cociviiiiiiieiiiiee e 45
[1.7. Extraction du cOllagene MAarin .........cccooeiiiiiiiiei e 46
[1.7.1. TraitemMent 08S PEAUX......ccuuiiieeiiieiieesiee et esiteete et e s ste e st e beesae e be e b e e aeesreeabeenree s 46

I1.7.2. Méthode d’extraction du collagene marin..........cccocvvveriiieiiiiiiieiieeeee s 47


file:///C:/Users/MON%20PC/Desktop/PFE%20version%20à%20deposer.docx%23_Toc116417389

Table des matiéres

11.7.3. Mise en évidence du cOllagene eXtrait ..........cccvevveivereiieseese e 48
11.7.3.1. TeStAE DIUIEL ... 48
11.7.3.2. Test @ 1a XanthoProteine............cooeiriririiiiiere s 49

I1.7.4. Rendement massique du collagene Marin ..........cccccveverieeieenesiie s e 49

I1.7.5. Détermination du poids moléculaire du collagene marin par SDS-PAGE ............ 49
I1.7.5.1. Principe de I’¢électrophorése SDS-PAGE ..., 50
I1.7.5.2. Protocole de 1’€lectrophor€se ..........ccovveiiiiiiiiiiiiiiic e 51

I1.8. Test de ’activité antibactérienne des principes actifs par la méthode de diffusion sur
010 01PN 53
[1.9. Préparation des EMUISIONS..........cccoiiiiiirieieicese e 54

11.9.1. Calcul et pesée des principes actifs et des exCIpientS.........cccvvreriiriinieneneene, 55

11.9.2 Formulation des POMMAUES..........ccueivieiiiiieie e ere s 55

11.9.3. Préparation des POMMAAES.........cccueiuieiiiieieeie ettt ae e ene s 56

11.9.4. Contrdle de qualité microbiologique des émulsions préparées.............ccccecerveenee. 57

11.9.4.1. Dénombrement des germes aérobies totaux et des levures et moisissures
tOtaleS DGAT L DIMLT ..ottt bbb 57
11.9.4.2 Recherche de Pseudomonas aeroginos et de staphylococcus aureus................ 57

11.9.5. Détermination des propriétés pharmacologiques des différentes

POMMAAES PrEPAIEES .....e.veveeiitesieteete st eete sttt et be et e ste st eseeteste e e se st et e e abesbe e esesbenee e enees 57
I1.9.5.1 Test de I’activité anti-inflammatoire in VIVO..........ccccoveeieiiieic e 57
11.9.5.2 Test de ’activité cicatrisante IN VIVO ..........ccecveerieiieieerieseesie e sie e 59

Chapitre 1. RESUItatS €t DISCUSSION ......ccueruiiiiiiieieiesie e 64
[11.1. Identification des eSPeces de CrEVELES .........cvciiireiieieiee e 65
I11.2. Composition biochimique globale des coproduits de crevettes...........cccovevvevverreennenn, 66

[1.2.1. Taux d’humidité (tENEUL €N ALY .....ccueeiureeiieiiieiiee st e et e e 66

[11.2.2. Teneur en MatiereS MINEAlE ..........cccovvveieieierese e 66

11.2.2. TeNEUTr €N HPIAES ....c.viiiieiieeeee bbb 67

H11.2.4. TENEUI €N PrOLEINES .....cviitiecie ettt ettt ettt te e steesre e e sbeebesneesae s 67

I11.3. composition minérale des coproduits de CrevVettes ..........ccoevvveveiiciicie e, 68
I11.4. Caractérisation du chitosane produit .............ccceeveiieiicie i 69

[11.4.1. RENDEMENT MASSIQUE. ......eeueeuieieiterteite sttt sb bbb 70

LR o] 11 o1 ) OSSR 70

111.4.3. Caractérisation DIOChIMIQUE .......c.covieiiiiiieee e 71

111.4.4. Degré de déSacetylation ............cccveiiiiiiicie e 72


file:///C:/Users/MON%20PC/Desktop/PFE%20version%20à%20deposer.docx%23_Toc116417433

Table des matiéres

111.4.4.1. Spectrophotomeétrie infrarouge (FTIR) .....ccoiveiviiieiiee e 72

[11.5. Mise en évidence du collagene eXtrait.............cooeeiieieiiiiieiee e 73
THES. L. TESE AU BIUFEL.....eeiieiieie ettt sttt nne s 73
I11.5.2. Test a 1a XanthOProteINe ........cccviiieiice et 73
11.5.3. RENAEMENT MASSIQUE. ... .ecveeveeeieiiieiieeie st et eie et e et te e sreesae e sreeeeaneennen 74
111.5.4. Poids moléculaire du collagene déterminé Par SDS-PAGE ..........c.ccccevviveriennnne. 74
I11.6. caractérisation spectrale des pigments hydrosolubles .............ccccoeviininiininiicenn, 75
I11 .7. Caracteéristiques physico-chimiques des pommades Préparees ..........ccevvevvververreennn, 76
I11.7.1. Qualité microbiologique des produits fabriqUés ............cccevviieiiveve s 78
[11.8. Activité antibactérienne des principes actifs des pommades préparées ...................... 79
[11.9. Activité anti-inflammatoire des pommades Préparees ..........coeererererereresieseseeennes 81
I11.10. Activité cicatrisante des quatre pommades Prépar€es .........cccovevvereererieeseereeseennenn, 82
[11.10.1. EXUAE COMPATALIVE. .........veiveeeeceseeeeeeeees ettt es st 85
CONCIUSION EE PEISPECLIVES ......cviiiieiieiieiete ettt bbbt 89
Réferences biblOgraphigUES ..o e 91

F N 21010 TR 102


file:///C:/Users/MON%20PC/Desktop/PFE%20version%20à%20deposer.docx%23_Toc116417459

Liste des abréviations
AGPI : Acide gras polyinsaturé ;

AMM : Autorisation de mise sur le marché ;

ANPP : Agence nationale des produits pharmaceutiques ;
BSA : bovine sérum albumine ;

CE : Conformité Européenne ;

CoTA : co-tensioactif ;

DA : Degré¢ d’acétylation ;

DDA : Degré de désacétylation ;

DEM : Dose minimale érythémateuse ;

DHA : Acide docosahexaénoique ;

DM : Degré de déminéralisation ;

DP : Degré de déprotéinisation ;

Liste des abréviations

ENSSMAL : Ecole Nationale Supérieure des Sciences de la mer et de I’Aménagement du

Littoral ;

FTIR : Spectroscopie infrarouge a transformée de fourrier ;
H/E : Huile dans I’eau ;

pH : Potentiel d’hydrogene ;

PCA : Plate count agar ;

PEG : Polyéthylene glycol ;

PTA : Tensioactive ;

UV : Ultraviolets



Liste des figures

Listes des figures
Chapitre | : Etude bibliographique

Figure I. 1 : Structure chimique du chitosane (Djelad, 2011). ........ccccoveveiiieiicie e, 5
Figure 1. 2 : structure du collagéne marin (Ifremer, 2011).......ccccooiriiiiinenniiene e 10
Figure 1. 3 : La structure chimique du phénol (Manchado et Cheynier, 2006). .............cccvevee. 14
Figure I. 4 . Les différents types d’émulsions. (Allouche, 2003)........cccccveveiiveiiereiieerieennene 18
Figure 1. 5 : Diagramme général du procédé de fabrication d’une émulsion (Dupasquier et

AL, 2008). 1ttt b et et e et e r et re et et ne et 23
Figure 1. 6 : Schéma de la structure de la peau (Le dictionnaire visuel). .........c.cccceorcereinnne 24

Figure 1. 7 : Anatomie de la peau apres bralure de différents degrés (Claeyssen, 2009)......... 31
Chapitre Il : Matériels et Méthodes

Figure Il. 1 : Diagramme d’extraction du chitosane a partir des carapaces de crevettes ....... 44
Figure Il. 2 : Diagramme général extraction d’eau d’algue (Amrouche, 2021).......ccccevvrnnenee. 46
Figure Il. 3 : Diagramme général d’extraction du collagéne marin a partir des peaux de

POISSONS ...ttt etttk skttt bbb b b e b e s et e bbbt R R R R e e e bbbt bttt 48
Figure 11. 4 : Diagramme de fabrication des pommades...........cccccveveiieiieiciecce e 56
Figure 11. 5 : Diagramme détaillé du protocole du test anti-inflammatoire (Chader, 2019) ....59

: Diagramme du protocole d’induction d’une bralure de 3°™ degré. ................... 61

4
5

Figure I1. 6 : Anesthésiant Kétamile et anxiolytique Midazolam utilisés dans cette étude .... 60
Figure I1. 7
8

Figure 11. 8 : Traitement de référence (Madécassol) .........cc.covveeiieiiiicie e 62

Chapitre 111 : Résultats et discussions

Figure 111. 1 : Especes de crevettes identifi€es. ... 65
Figure 111. 2 : Composition biochimique globale du mélange des coproduits de crevettes

exprimée en pourcentage par rapport a la matiere Seche (MS) ......c.ccceveviievienieccieceee e, 68
Figure 111. 3 : Composition en matieres minérales des carapaces de crevettes..............c......... 69
Figure 111. 4 : Pesée du chitosane produit a partir de 200 g des carapaces de crevettes........... 70

Figure 111. 5 : Solubilisation du chitosane extrait de crevettes dans I’acide acétique a 1% ..... 71

Figure I11. 6 : Spectres FTIR du chitosane de crevettes produits. ..........cocooeverenieninenieinenn, 72



Liste des figures

Figure 111. 7 : Mise en évidence de la présence du collagene avec la méthode de biuret ........ 73
Figure 111. 8 : Résultat du test & la XanthOproteine ..........ccocuvereiieniieiseeese e 74
Figure I11. 9 : Profil électrophorétique du collagéne extrait en présence de dodécyl sulfate de
sodium. Piste 1: marqueurs de haut poids moléculaire ; piste 2 : collagene extrait
(BCRANTITION). <. e a et et e e e nennes 75
Figure I11. 10 : Activité antibactérienne des principes actifs des pommades préparées ......... 80
Figure I1l. 11 : Potentiel d’inhibition de 1’cedéme (PIO) pour chaque traitement appliqué.... 81
Figure 111. 12 : Evolution des surfaces brllées en cm? durant 15 jours de traitement avec les
quatre pommades préparées. Lot 1=pommade 1, lot 2=pommade 2, lot 3=pommade 3, lot
4=pommade 4, lot 5= tEmoin (+) (MAdECASSOI), .....cceruiriririiiiiire e 84
Figure I11. 13 : Taux de réduction des surfaces brilées apres 15 jours de traitement avec les

différentes pommades (témoin (+) = Madecassol) .........ccceiveviiieieeie e, 86


file:///C:/Users/MON%20PC/Desktop/PFE%20version%20à%20deposer.docx%23_Toc116417159
file:///C:/Users/MON%20PC/Desktop/PFE%20version%20à%20deposer.docx%23_Toc116417159

Liste des tableaux

Liste des tableaux
Chapitre | : Etude bibliographique

Tableau I. 1 : Types de collagéne (Ricard-Blum et Ruggiero, 2005). .......cccccevvvireieereiiennnn 10
Tableau I. 2 : Les différents types d’émulsion simple (Dupasquier et al.2018).........cc.cccueuenne. 18

Chapitre Il : Matériels et Méthodes

Tableau Il. 1 : Le matériel non biologique utilisé lors de cette étude ...........cccooeveiircnerienne. 37
Tableau I1. 2 : Formulation détaillée des pommades ...........ccccveveiieiieie s 55
Tableau I1. 3 : Les traitements recus par les différents lots de ratS............cccovveveiieeieeiecinennnn, 62

Chapitre 111 : Résultats et discussion

Tableau Il1. 1 : Critéres distinctifs des especes identifiées (Fischer, 1987).......cccccocvvererinnnne. 65
Tableau I11. 2 : Données comparatives de la composition biochimique globale des coproduits
(0L (oA 1 (LSOO P PRSP 66
Tableau I11. 3 : Rendement massique du chitosane obtenu a partir des coproduits de crevettes
rappOortes dans la IIHEEIAtUIE .........cvoiiieiee e e 70

Tableau I11. 4 : Degrés de déminéralisation et de déprotéinisation du chitosane produit. ...... 71

Tableau I11. 5 : degré de désacétylation du ChitOSANEe ............ccceeveiieiieie i 73
Tableau Il1. 6 : Caractéristiques physico-chimiques des quatre pommades préparées. ........... 76
Tableau I11. 7 : Qualité microbiologique des pommades Préparees..........occoevvererererereeennes 78

Tableau I11. 8 : Activité antagoniste du chitosane, des polyphénols, des polysaccharides ainsi
que des extraits méthanoiques de Codium bursa testée par la méthode de diffusion des
AISUES SUP GEIOSE. ...ttt ettt b ettt nb et r et e e s en s 79
Tableau I11. 9 : Pourcentage d’inhibition de I’cedéme (PIO) des pommades.............ccoveneee. 81
Tableau I11. 10 : Descriptions macroscopiques des bridlures traitees avec les quatre pommades

preparees ainsi que le madécassol durant 15jours (avec un intervalle de 5 jours).................. 83



Annexe 1 :
Annexe 2 :

Annexe 3 :

vapeur-.......

Annexe 4 :
Annexe 5 :
Annexe 6 :

Annexe 7 :

Liste des Annexes

Liste des annexes

Prétraitement deS PEAUX .......ccvcviierieieirie ettt 102
Broyage et tamisage des carapaces de CreVELeS.........covvvverereereenieerie e 102
Pesée des trois ballons contenant 1’échantillon aprés leur passage par le rota
.............................................................................................................................. 103
Pesée des principes actifs des pOmMmMAdES ..........coevveererieieneneisese e 103
EXtracteur de SOXNIEL.........covoiiiieeee s 104
Incinération des échantillons dans le four a moufle ...........cccccoocevviviiiiivcicieneen, 104

Il — Composition des solutions de réactifs utilisées au cours de I’¢électrophorese

Vi



Introduction



Introduction

La biodiversité marine et la diversité chimique qui en découle mobilise un nombre croissant
d’équipes de recherche dans le monde. En effet, avec plus de 25000 molécules décrites en
plus de 40 ans de recherche, la mer a fourni six médicaments ainsi qu’une trentaine de

molécules en phases d’essais cliniques et précliniques.

Le premier médicament d’origine marine a vu le jour en 1969: la cytarabine, egalement
connue sous le nom d’Ara-C, Cytosar-U®, a été isolée a partir d’une éponge (Cryptotheca
crypta) ; elle est indiquée dans le traitement des cancers hématologiques, notamment les
leucémies aigués. C'est une chimiothérapie utilisée par voie injectable bloquant Ila
prolifération cellulaire par inhibition de I’ADN polymérase (I’enzyme principale de la

réplication du génome).

Quelques années plus tard, en 1976, un autre médicament était encore tiré d’une éponge des
Caraibes (Tethya crypta), la vidarabine (Ara-A, Vira-A®). Il a été autorisé pour le traitement

des infections par les virus de I’herpés. (Massiot, 2012)

Par la suite, le développement clinique des médicaments d’origine marine a connu moins de
succes et s’est vu a l’arrét pendant prés de 30 ans faute de moyens d’extraction et

d’exploitation des ressources marines.

Durant cette derniere décennie, la recherche pharmaceutique s’est outillée de la
biotechnologie, ce qui a permis de reprendre et d’approfondir les recherches selon les
exigences de I’industrie pharmaceutique. Cependant, 1’exploitation irréfléchie des ressources
marines fait frein a ce développement, de ce fait une nouvelle approche d’exploitation a été

congue, qui est la valorisation des coproduits marins ou des produits issus de I’aquaculture.

Les coproduits marins représentent une partie importante du poids du produit péché. Seuls
50 % des produits de péche sont directement consommeés sous forme de filets ou de chair, et
I’autre moitié qui est constituée de coproduit est rejetée, pourtant ces sous-produits regorgent
de biomolécules a haute valeur ajoutée et aux nombreuses applications, ces molécules ont des
caractéristiques exceptionnelles et sont souvent concentrées au niveau des carapaces, des

écailles, des squelettes, des peaux et des coquilles.

Suivant une démarche d’économie bleue et de développement durable, la valorisation des
coproduits permet d’optimiser les profits des entreprises de transformation, qui se spécialisent
dans la production d’une matiére premiére riche en biomolécules d’intérét destinées aux

secteurs de la santé, de la nutrition humaine et animale mais aussi en pharmaceutique , en


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23154039/
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bien-étre/ cosmétique, dépollution et énergie. La valorisation des coproduits marins constitue

donc un véritable enjeu environnemental et économique.

Ainsi, D'objectif de ce travail est la préparation d'une variété d’émulsions a base de
biomolécules marines aux propriétés pharmacologiques (cicatrisante, anti-inflammatoire et

antibactérienne).

La présente étude fait suite a deux autres travaux antérieurs réalisés, dans le cadre de projets
de fin d’études, par Hamdi et Zidi (2020) et par Heddab et Kortbi (2020).

Le but est tout d’abord d'optimiser les rendements d’extraction des biomolécules bioactives

(pigments, chitosane, collagéne) a partir de différentes ressources marines.

Aprés la détermination de leurs propriétés pharmacologiques (activité antimicrobienne in
vitro et activité anti-inflammatoire et cicatrisante in vivo), ces molécules ont été incorporées
dans la preparation de diverses émulsions. Ces dernieres sont testées & nouveau pour leurs

activités pharmacologiques et comparées a celles existant dans le commerce.
Ce mémoire s’articule autour de trois volets :

— Dans le premier chapitre, une vision panoramique est donnée sur les différentes
biomolécules marines issues de coproduits de crustacés et d’algues ainsi qu’un apergu
sur les émulsions et 1’histologie de la peau.

— Le deuxieme chapitre présente le matériel utilisé et décrit les protocoles
expérimentaux adoptés pour 1’évaluation de la composition chimique globale des
coproduits, ainsi que les protocoles d’extractions et les méthodes de caractérisation
des molécules extraites et les méthodes d’évaluation in vivo des activités anti-
inflammatoires et cicatrisantes des pommades actives élaborées.

— Le troisiéme chapitre est consacré a I’interprétation des différents résultats obtenus.
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Partie A : Les bioressources marines et leurs exploitations biotechnologiques

Les océans pourraient bien étre surnommeés « la plus grande pharmacie du monde » : en effet,
ils regorgent de molécules intéressantes d'un point de vue pharmacologique, dont certaines
sont déja sur le marché. La bioprospection, la pratique qui consiste a recenser toutes les
espéces afin de les conserver mais aussi de les détourner a des fins utilitaires, est en plein
essor dans les océans du globe. Parmi, les molécules a haute valeur ajoutée qui ont fait I’objet

de cette étude, on peut citer :
I.1. Le chitosane
1.1.1. Historique

En 1811, le professeur Henri Braconnot, directeur du jardin botanique a Nancy (France), a été
le premier a isoler une substance fibreuse d'un certain type de champignon, qu’il a appelée
fongine. De plus, il a observé que cette substance n'est pas soluble dans les solutions aqueuses
acides. Cette découverte précéde de trente ans ’isolement de la cellulose des plantes. Une
décennie plus tard, en 1823, la méme substance a été trouvée dans certains insectes
(coléopteres) et elle a été ensuite nommeée chitine par Odier (chitine provient du mot grec

"kitos™ qui signifie I'enveloppe).

Plus tard, la chitine fut extraite principalement des coproduits de péche des crustacés qui en
contiennent de 20-50% sur base séche (No et Meyers, 1999).

En 1859, le professeur Rouget a soumis la chitine & un traitement alcalin et a observé les
différentes solubilités de la chitine. La substance, résultat du traitement alcalin, a pu étre
dissoute dans les acides. Cependant, ce n'est qu'en 1894 que cette substance a été hommee

chitosane par Hoppe-Seyler (Jaouen, 1994).

Entre 1930 et 1940, ces biopolymeéres ont suscité beaucoup d'intérét dans le monde oriental,

principalement pour I'application dans le domaine médical et la purification de I'eau.

Aujourd'hui, il est acquit que la chitine et le chitosane se trouvent abondamment dans la
nature et ces biomolécules sont des ressources renouvelables, non toxiques et surtout
biodégradables. La production annuelle de chitine est estimée a 109-1010 tonnes et elle n'est

pas tres exploitée et commercialisée par rapport a la cellulose (Peter, 2002).

1.1.2. Définition et structure chimique du chitosane


https://www.futura-sciences.com/tech/definitions/informatique-utilitaire-18447/
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Le terme chitosane, loin de répondre a une seule et unique structure chimique bien définie,
s’adresse a toute une famille de copolyméres composés de N-acétyl D-glucosamine et de D-

glucosamine en proportions variables (Felt, 1999).

Dans la nature, le chitosane est rare et n’est présent que dans les parois d’une classe
particuliere de champignons, les Zygomycétes (Rhizopus, Mucor, etc.) (Juang et al., 2002) et

chez certains insectes comme dans la paroi abdominale des reines termites (Seng, 1988).

Il est obtenu par désacétylation totale ou partielle de la chitine. On parlera de chitosane si le
degré de déacétylation (D.D) est supérieur a 60% (David et al., 2004).

Le chitosane a trois types de groupes fonctionnels réactifs, un groupement amine et deux
groupements hydroxyles en positions C2, C3 et C6 respectivement (Figure 1.1) Grace a ses

groupements amines libres, ce composé posséde des propriétés tres intéressantes.

Ainsi, le chitosane est soluble dans les acides faibles, posséde un fort potentiel en raison de
son Caractere polycationique qui le distingue des autres polysaccharides et polymeéres naturels

qui sont généralement anioniques (Djelad, 2011).

Figure I. 1 : Structure chimique du chitosane (Djelad, 2011).

1.1.3. Propriétés du chitosane
1.1.3.1. Propriétés physico-chimiques

Le chitosane est trés stable en phase solide, avec une pression atmosphérique normale et un
son taux d'’humidité compris entre 10% et 14%. C'est un matériau non poreux aux formes
physiqguement modifiées. En raison de sa structure chimique particuliére, le chitosane peut
interférer avec quelques substances chimiques tels que, les ions et les macromolécules. Son

comportement unique est lié :
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e Au caractere hydrophile : en raison de la présence de groupes hydroxyle dans
l'unité glucose qui peut former des ponts et des liaisons hydrogénes ou
intramoléculaires ;

e Présence de groupes hydroxyles, acétamide et amines a forte réactivité ;

e Présence de structure flexible de la chaine polymere (pH et température). Le
chitosan a aussi un grand potentiel de rétention d'eau, chélation d'ions,

complexation et adsorption des polymeres ou des molécules (Taouint, 2016).
1.1.3.1.1. Le degré de désacetylation (DDA)

Suite au procédé de desacétylation, le chitosane devient riche en groupements amine
hautement réactifs, ceci fait du degré de désacetylation un paramétre important qui influe sur
les propriétés physico-chimiques telles que la masse moléculaire, la viscosite, la solubilité, la
charge globale et la réactivité, les propriétés mécaniques comme I'élongation a la rupture, la
résistance a la traction et les propriétés barriére. Il influe également sur les propriétés

biologiques et donc détermine les applications du chitosane.

Le degré de désacétylation du chitosane varie de 56% a 99%, avec une moyenne 80 %, selon
les espéces de crustacés et le mode d’extraction et de préparation (Ben Dhieb, 2014).

Le degré d'acétylation (DA) est défini comme la fraction molaire des unités Acétylées (unité
acétylglucosamine). Degré de désacétylation (DDA=1-DA) représente la proportion d'unités

amine-D-glucosamine par rapport au nombre total d'unités glycosidiques.

On obtient le degré d’acétylation (DA) soit par titration volumique ou bien par méthodes
spectroscopique comme 1’Infrarouge IR proposée pour la premiére fois par Moore et Roberts
en 1980 ou I'ultraviolet (Taouint, 2016).

1.1.3.1.2. La viscosité

La viscosité et le degré de désacétilation (DA) sont étroitement liés. En effet, plus le
polymere est désacétylé, plus il y a de groupements amines libres, plus le chitosane est soluble

et meilleure sera la viscosité (Taouint, 2016).
La viscosité dépend :

e De la concentration du polymere (elle augmente avec la concentration),

e De latempérature (elle chute lorsque la température augmente)
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e Du poids moléculaire (la viscosité intrinseque augmente en fonction de
I’augmentation du poids moléculaire)

e Du pH (plus il est bas plus la viscosité est élevée).
1.1.3.1.3. Masse molaire

Le poids moléculaire du polymere est considéré comme l'une des propriétés les plus

importantes affectant la fonction des polymeéres en question.

Parmi les différentes méthodes décrites dans la littérature, la chromatographie par pérméation

de gel, la plus couramment utilisé pour la détermination du poids moléculaire du chitosane.

Comme ses composants, le poids moléculaire du chitosane varie également en fonction de la
source de la matiére premiére et la méthode de préparation et d’extraction. D'une maniére
générale, une température élevée, des bases et acides forts entraineront la degradation du

chitosane et la réduction de son poids moléculaire (Taouint, 2016).
1.1.3.1.4. Solubilité

Le chitosane est pratiquement insoluble dans I'eau et les solutions alcalines. Mais il est
soluble dans une variété de solvants organiques, aqueux et légerement acides. L’acide
organique le plus couramment utilisé pour préparer une solution de chitosane, est 1’'acide

acétique dilué. En général, le chitosane se dissout complétement & pH 4 (Taouint, 2016).
1.1.3.1.5. Caractere acido-basique

Le chitosane est considéré comme une polyamine. La presence de la fonction amine primaire
en position 2 du noyau glucopyranose lui confére des propriétés physico-chimiques
remarquables. Ces propriétes dépendent fortement du pH du milieu et la présence ou I'absence
de sel. En l'absence de ce dernier, le pH de la fonctionnalité amine est de 6,5. Cela voudrait
dire qu'en dessous de cette valeur, le chitosane devient un polycation, ce qui le rend différent

des autres polymeres naturels qui sont généralement anioniques.

Les avantages du chitosane different de la plupart des polysaccharides. Il s'associe alors
sélectivement aux especes anioniques et constitue donc un excellent agent de floculation et

ce qui permet de former des complexes polyanions-polycations.

A un pH supérieur a 6.5, le chitosane précipite. Il cede ses charges positives, et le doublet
électronique de l'azote se libere. Ces doublets libres, ainsi que la présence de nombreux

atomes d'oxygene dans le chitosane, lui permettent de se comporter comme un excellent
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complexant des metaux lourds. L'absence des groupements ionises dans la chaine
macromoléculaire procure une bonne propriété chélatante aux polymeres. Le chitosane est

décomposé, sans fonte, a partir de 185°C. (Taouint, 2016).
1.1.3.2. Propriétés biologiques et pharmacologiques

La biocompatibilit¢ d’un polymere est d’une importance fondamentale pour son utilisation
thérapeutique potentielle. Elle est caractérisée principalement par trois propriétés : sa non
toxicite, sa cytocompatibilité et son hémocompatibilité. Le chitosane présente I’avantage de
réunir également d’autres propriétés trés intéressantes, il agit comme un bactériostatique et un

fongistatique (Peh et al., 2006).

En effet, le chitosane présente une activité antimicrobienne face aux différents groupes de
microorganismes, bactéries, virus, champignons, et levures (Du et al., 2009). En général, les

moisissures et les levures sont les plus sensibles au chitosane suivies des bactéries.

Le chitosane possede aussi des activités biologiques, notamment des activités anti-
inflammatoire, antioxydante (Ngo et al., 2009), antitumorale (Wang et al., 2008), immuno-
modulatrice (Lee et al., 2008), anti-ulcére (Rasmussen et Morrisey, 2008) ou encore
hypocholestérolémiant et anti-hypertensive (Kim et al, 2008). Le degré d’acétylation du

chitosan a un réle crucial dans sa bioactivité.

Par conséquent, le chitosane a plusieurs applications commerciales. Dans [’industrie
alimentaire, il peut étre utilisé comme bioadhésif, additif alimentaire. 1l est, aussi, utilisé pour
le traitement des eaux, dans I’agriculture, comme base cosmétique, dans le secteur

pharmaceutique et nutraceutique (Oulhiz, 2018).
I.2. Le collagene
1.2.1. Historique

A T’heure actuelle le principal tissus utilisé pour I’extraction du collagéne est la peau de beeuf
et de porc (Portier, 2016), I’exploitation de cette matiére se heurte a deux difficultés , d’une
part la collecte de la peau ne s’effectue pas dans les meilleures conditions sanitaires, d’autre
part un prétraitement de la peau est nécessaire afin d’éliminer les poils et les tissus pré-
cutanes, ce travail est realise grace a une installation et un atelier de transformation ; une telle

infrastructure requiére un investissement qui se répercute sur le codt du collagene obtenu.
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La peau de beeuf fournit une faible quantité de collagene (pour 1kg de peau fraiche 12g de

collagéne est extrait).

Afin d’obtenir de meilleurs rendements d’extraction, une nouvelle technologie dans le
domaine d’extraction a vu le jour et grace a la biotechnologie, 1’idée d’extraction du collagéne

marin a partir de la peau du poisson plat tels que la sole et la raie s’est développée.

Cependant, cette extraction du collagéne marin fait face a un probléme de pigmentation de la
peau qui engendre par la suite une extraction de biomatériau pigmenté impur. De ce fait la
meilleure fagon pour une extraction optimale du collagéne marin est 1’extraction a partir de la
peau ventrale, qu’on retrouve en grande majorité chez les poissons plats disponibles en
grandes quantités et péchés de facon industrielle comme la sole, la raie, le barbue et le turbot,

dont la préparation des filets nécessite un pelage.
1.2.2. Définition et structure du collagéne

Le collagéne fait partie d'une famille de protéines dites structurales, le plus souvent présente

sous forme fibrillaire. Il est présent dans la matrice extracellulaire des organismes animaux.

Ces protéines ont pour fonction de conférer aux tissus une résistance mécanique a I'étirement

et sont indispensables au processus de cicatrisation.

C'est la protéine la plus abondante du régne animal, représentant le quart environ de la masse
protéique des mammifeéres. Il est présent dans les os, le cartilage, l'interstitium pulmonaire, les
muscles et les parois des vaisseaux. Sécrété par les cellules des tissus conjonctifs, il a une

masse moléculaire de 300 kDa.

Le collagene a l'état natif est constitué de trois chaines polypeptidiques d'environs 1050
acides aminés associées en triple hélice. Le collagéne comporte trois chaines alpha (al, a2
et/ou a3) associées en triple hélice, laquelle triple hélice de collagéne est qualifiée de chaine
gamma (y). S'il existe différents types de collagénes, le collagéne de type I reste le plus
abondant dans les organismes des vertébrés. Ce collagéne de type | consiste en I'association

en triple hélice de deux chaines al a une chaine a?2.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_de_prot%C3%A9ines
https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine_fibreuse
https://fr.wikipedia.org/wiki/Matrice_extracellulaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Animal
https://fr.wikipedia.org/wiki/Tissu_biologique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Interstitium_pulmonaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Tissu_conjonctif
https://fr.wikipedia.org/wiki/Unit%C3%A9_de_masse_atomique
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Hélice de tropocollagéne 3 chaines composées de 1050 acides aminés (glycine trés présente)

Figure I. 2 : structure du collagene marin (Ifremer, 2011)

e Le collagéne marin est extrait de peaux, d’arétes ou d’écailles des poissons qui
représentent 30% des coproduits issus de la transformation des produits de la mer
(Uriarte-Montoya et al., 2010 et Sionkowska et al., 2015).

Il existe différents types. Ces derniers sont consignés dans le tableau suivant.

Tableau I. 1 : Types de collagéne (Ricard-Blum et Ruggiero, 2005).

Types de collagéne Propriétés
Type | Le plus abondants 90%, assure la résistance
a la traction
Type Il Assure la résistance a la pression

intermittente

Type HI Présent dans les organes ou les échanges

sont importants

Type IV Support de filtration du tissu épithélial et
endothélial

10
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1.2.3. Caractéristiques physico-chimiques
Les propriétés physico-chimiques sont résumées ci-apres :

- Le contenu en substances minérales totales est déterminé par calcination jusqu’a poids

constant (= 0,35%)
- Le contenu en azote est déterminé par la méthode de Kjeldahl (= 14%).

- Le point isoélectrique est déterminé par titrage acido-basique et par turbidimétrie
(~7.8).

- La masse molaire est déterminée par électrophorése et chromatographie d’exclusion

stérique (gel filtration ou encore perméation de gel) (=300 kD).
1.2.4. Propriétés biologiques du collagene
Les principales propriétés du collagene sont les suivantes :
- Stimule le développement cellulaire et la régénération tissulaire
- Pouvoir hémostatique
- Trés bonne biocompatibilité et biodégradabilité
- Support naturel conférant une meilleure biodisponibilité a de nombreux actifs.
- Capacite de rétention d’eau et propriétés filmogenes
1.2.5. Propriétés pharmacologiques et utilisations
Les principales utilisations du collagéne marin sont :

e En cosmétique, il est utilisé comme hydratant et tenseur. Il est trés proche de

collagéne néosynthétisé au sein du tissu dermique, il aide ainsi a :
- Laprévention de la déshydratation cutanée et effet de lissage
- La lutte contre le vieillissement tissulaire
e En biomédical pour :
- Laréalisation d’éponges hémostatique pansements cicatrisants

- Lacréation de peaux artificielles
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- L’obtention de matériaux de reconstitution osseuse

Les gels de collagene hydratés associés a de fibroblaste permettent d’obtenir un derme
équivalent. Ce tissu est ensuite ensemence par des cellules de 1I’épiderme pour devenir une

peau équivalente.

Les matrices de collagenes ordonnées miment les hiérarchies structurales des tissus

conjonctifs riches en collagene : derme, os ou tendon.

e En alimentation et neutraceutique pour la réalisation de capsules pour la protection

de principes actifs et I’amélioration de leur biodisponibilité.
1.3. Les huiles de poisson

L’huile de la plupart des poissons, tout comme les fruits de mer et certaines algues, est une
source d'acide eicosapentaénoique (AEP) et d'acide docosahexaénoique (ADH), 2 acides gras
de type oméga-3. On les nomme les acides gras marins. Le corps humain peut fabriquer ces
acides gras a longue chaine a partir d’un oméga-3 d’origine végétale, 1'acide alpha-

linolénique (AAL), mais en tres petites quantités.

L’AEP participe a 1'élaboration d'eicosanoides de serie 3, des substances qui jouent un réle
central dans les membranes cellulaires. Les eicosanoides de série 3 participent a de tres
nombreux processus biochimiques dans I'organisme : régulation de la tension artérielle,
maintien de 1’élasticité des vaisseaux sanguins, réactions immunitaires et anti-inflammatoires,

agrégation des plaquettes sanguines, développement et fonctionnement du cerveau, etc.

Le DHA joue un réle mineur au chapitre des eicosanoides, mais produit des substances
appelées protectines et résolvines qui contribuent a la résolution des inflammations. Une
grande partie de I’huile de poisson est un sous-produit de I’industrie de la péche. Elle est tirée
des restes de la transformation du poisson (filets, darnes, conserves, etc.) (Turon, Villeneuve
et Pina, 2004).

1.4. Les extraits d’algues

Les algues jouent un réle fondamental dans 1’équilibre de la planéte en contribuant a 50 % de
la production d’oxygene et en fixant 40 % du gaz carbonique. Elles constituent également une
source prometteuse de molécules originales pour des applications variées telles que la santé,

I’alimentation humaine et animale, la cosmétique, 1’énergie, 1’ingénierie de I’environnement,
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etc... En aquaculture, elles sont une source indispensable de nourriture pour de nombreux

élevages.
Ceci se justifie par :

- Un fort taux d’humidité : Elles sont constituées a 90% d’eau, contenue essentiellement dans

la vacuole de la cellule, ainsi que dans le cytoplasme et la paroi cellulaire.

- La présence d’une fraction minérale variée, bioassimilable et équilibrée qui constitue un

apport important de macroéléments et oligoéléments,

- La présence de protéines en générale bien équilibrées en acides aminés et présentes en

quantités non négligeables dans certaines especes,
- Un contenu vitaminique varié,

- Une fraction lipidique faible mais cependant, dans certaines espéces riche en acides gras
polyinsaturés et enfin par leur contenu en fibres ayant des structures variées et originales

différentes des fibres des végétaux terrestres.

Néanmoins, la composition chimique des macroalgues marines varie suivant plusieurs

facteurs : L’espéce, le stade de maturité, I’habitat naturel et les conditions environnementales

(Ortiz et al., 2006).
1.4.1. Les polyphénols
1.4.1.1. Définition

Le terme «polyphénol» est fréquemment utilisé dans le langage courant et méme dans des
articles scientifiques ou de vulgarisations pour désigner I'ensemble des composés phénoliques
des végétaux, dont les molécules contiennent respectivement une, deux ou plusieurs fonctions

phénoliques (Macheix et al., 2005).

Ce sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence d'un cycle aromatiques
portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec un glucide et ils sont impliqués
dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogénese, la
germination des graines ou la maturation des fruits. Les plus représentés sont, les flavonoides

et les tannins (Boizot et Charpenter, 2006).

Les polyphénols marins, présents dans les macro-algues, sont appelés phlorotannins et sont

différents des polyphénols terrestres. Ce sont des polymeéres de phloroglucinol (1,3,5-
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trihydroxybenzene). Ils forment un groupe de molécules tres varié en fonction de leur
structure et de leur degré de polymérisation, ce qui leur confére des activités biologiques

différentes.
1.4.1.2. Structure générale

Les composés phénoliques regroupent un vaste ensemble de substances chimiques
comprenant au moins un noyau aromatique (figure 1.3.), et un ou plusieurs groupes

hydroxyles, en plus d'autres constituants (Salunkhe, 1990).

IIs constituent lI'un des groupes chimiques les plus nombreux et les plus répandus parmi le
regne végétal, avec plus de 8000 structures connues actuellement. Les phénols naturels vont
de molécules simples, comme les acides phénoliques a des composés les plus généralement
déclits ont un poids moléculaire d'environ 5000 Da. Cependant des polymeéres de plus de
30000 Da ont déja été décrits (Bravo, 1998).

OH

Figure 1. 3 : La structure chimique du phénol (Manchado et Cheynier, 2006).

1.4.1.3. Propriétés pharmacologiques

Les composants phénoliques sont des molécules biologiquement actives, largement utilisés
pour leurs vertus thérapeutiques comme vasoconstricteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs

enzymatiques, antioxydants, anti-radicalaires et antimicrobiens (Bruneton, 1993).
1.4.2. Les polysaccharides algaux
1.4.2.1. Définition

Les polysaccharides végétaux sont définis comme des biopolymeres de haut poids
moléculaire provenant principalement des plantes et des algues, ils sont constitués de longues
chaines d’unités mono-saccharidiques liées entre elles par des liaisons glycosidiques. Ces

chaines peuvent étre linéaires ou ramifiées.

Le fort intérét des macroalgues réside non seulement dans leur richesse en polysaccharides

classiques, comme ceux trouvés dans des plantes supérieures (amidon, cellulose), mais surtout
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dans leur richesse en polysaccharides tres particuliers : les phycocolloides (18 a 45% de la
masse seche chez les algues brunes) (Person, 2010). Ces polysaccharides sont présentés par

les alginates, les agars, les carraghénanes, les ulvanes et les fucoidiens.
1.4.2.2. Propriétés pharmacologiques

Les polysaccharides sont devenus aujourd’hui une source importante de composés naturels

bioactifs responsables de plusieurs activités biologiques.

IIs montrent des activités antitumorales, anticoagulantes, antioxydantes, anti-inflammatoires,

antimicrobiennes et antivirales (Lakhdar, 2018).
1.4.3. L’extrait de Codium bursa

Le Codium en boule, algue feutrée en boule ou «béret basque » (Codium bursa) est

une espece d'algues vertes de la famille des Codiaceae
e Classification selon AlgaeBase

Empire : Eukaryota

Regne : Plantae

Embranchement : Cholorophyta

Classe : Ulvophyceae

Ordre : Bryopsidales

Famille : Codiaceae

Genre : Codium

Espéce : Codium bursa (C. Agardh 1817)
1.4.3.1. Intérét pharmacologique

Codium bursa regorge de polyphénols et de polysaccharides sulfatés dont 1’activité anti-
oxydante, anti-inflammatoire et antibactérienne ont été démontrées (Lakhdar, 2018) et

suscitent un grand intérét sur le plan pharmacalogique.
1.4.4. Les eaux d’algues
Il s’agit d’un macérat d’algues dans de 1’eau, jouant le role de solvant, afin d’extraire des

principes actifs.
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L’eau d’algue est un concentré de substances vitales dans lequel les molécules organiques
actives et les sels minéraux sont en synergie. L utilisation des eaux d’algues (nommée aussi
suc natif ou la séve nutritive des algues) permet de redonner a la peau tous les éléments
minéraux fondamentaux dont elle a besoin, sous une forme bioassimilables et équilibrées
(Puspita et al., 2020).

1.4.5. Les pigments

La couleur des algues est di aux pigments qu’elles contiennent ou ne contiennent pas. Ainsi
on peut découvrir des algues vertes, rouges, roses, jaunes, brunes, oranges, noires, des grises
voire méme des blanches, des violettes et des bleues. Certaines algues parasitent d’autres
especes et nous apparaissent blanches. Mais la majorité des algues posséde des pigments qui
les colorent. C’est ainsi que la chlorophylle (pigment a I’origine de la photosynthése), nous

apparait vert car les radiations vertes ne sont pas absorbés par la molécule.

Ainsi, la chlorophylle a est présente chez les végétaux terrestres et aquatiques. Sa présence est
nécessaire au déroulement de la photosyntheése chez toutes les algues photosynthétiques. Chez
les Chlorophytes et les Euglénophycées, elle est associée a de la chlorophylle b. Les algues
brunes, les Diatomées, les Dinophytes, les Cryptophytes et les Haptophytes, renferment en
plus de la chlorophylle ¢ alors que les Cyanobactéries et les Rhodophycées contiennent de la

chlorophylle d.

Les phycobiliprotéines sont des molécules hydrosolubles comportant une partie protéique liée
de facon covalente a des chromophores ou bilines. Ces derniers sont composés de groupes

tétrapyrroliques non cyclisés.

On distingue trois familles de phycobiliprotéines, les phycoérythrines (rouges), les
phycocyanines (bleues) et les allophycocyanines (bleu turquoise) dont les chromophores sont
respectivement les phycoérythrobilines, phycocyanobilines, et phycourobilines. Ces pigments
peuvent coexister dans une méme espece, mais la phycoérythrine domine chez les
Rhodophytes tandis que la phycocyanine est plus abondante et parfois seule présente chez les
algues bleues (Cyanophytes). Localisés a la surface des thylacoides des algues rouges et
bleues, ces pigments jouent le role d’antennes collectrices de photons. Leur role
physiologique est de capter les photons de longueurs d’ondes différentes de ceux captés par
les chlorophylles et de transférer cette énergie aux complexes chlorophylliens. La quantité de

ces pigments varie en fonction de 1’intensité lumineuse a laquelle sont exposées les cellules
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(Dumay et Morangcais, 2016).

Partie B : Généralités sur les émulsions
1.5. Les émulsions
1.5.1. Définition d’une émulsion

« Les émulsions sont des préparations généralement liquides, destinées a étre administrées

telles quelles ou a étre utilisees comme excipient. » Pharmacopée Francaise 1987.

Une émulsion se définit comme la dispersion de deux phases liquides non miscibles. C’est un
mélange de solutions lipophile et hydrophile se caractérisant par la présence de deux phases
distinctes dont 1’une est dispersée dans 1’autre. On appelle phase dispersée ou phase
discontinue, le liquide formant des gouttelettes, alors que I'on désigne le second fluide comme

étant la phase dispersante ou la phase continue (Stig Friberg et al., 2003).
1.5.2. Compositions des émulsions

En général, une émulsion est composée de deux phases : une phase hydrophile et une phase

lipophile. Il existe également d'autres appellations pour ces phases.
1.5.2.1. Stade lipophile

La phase lipophile, également appelée phase grasse, phase huileuse ou phase organique, est
généralement constituée d'un mélange d'ingrédients d'origines diverses. Il peut s'agir d'huiles,
de graisses et/ou de cires sous forme liquide, semi-solide et solide, respectivement, a

température ambiante. Des substances synthétiques peuvent également étre utilisées.
1.5.2.2. Stade hydrophile

La phase hydrophile, également appelée phase aqueuse, contient généralement de I'eau et des
composeés solubles appelés composés hydrosolubles dans la phase aqueuse. Selon le domaine
d'application (alimentaire, cosmétique ou pharmaceutique) et le type d'émulsion, différentes
substances peuvent étre ajoutées a la phase lipophile ou hydrophile pour conférer différentes
propriétés au produit. Ces différents composants sont repartis entre les deux phases en

fonction de leur solubilité.

1.5.3. Les types d’émulsions
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On peut classer les émulsions suivant deux criteres :
e Le premier critére est selon la nature de la phase dispersante

Il existe essentiellement deux types d’émulsions : les émulsions simples et les émulsions

multiples (Rosen et Kunjappu, 2012)
1.5.3.1. Emulsion simple

Une émulsion simple est une émulsion composée d'une phase hydrophile, d'une phase
lipophile et d'un émulsifiant, en fonction de la phase dispersante, il existe deux types
d'émulsions simples : les émulsions huile dans eau (H/E) et les émulsions eau dans 1’huile
(E/H). (Tableau 1.2) (Djebbar, 2019).

Tableau 1. 2 : Les différents types d’émulsion simple (Dupasquier et al.2018).

Sens de I’émulsion Phase dispersée Phase dispersante Symbole

Emulsion huile dans Lipophile Hydrophile (huile/eau)H/E
I’eau ( Emulsion de

type agqueuse)

Emulsion eau dans Hydrophile Lipophile (eau/huile)E/H
de I’huile (émulsion

de type huileuse)

1.5.3.2. Emulsion multiple

C’est une émulsion simple dispersée a son tour dans une phase continue externe. Ces
derniéres sont de type E/H/E ou H/E/H. (Figure 1.11) (Rosen et Kunjappu, 2012).

EMULSIONS SIMPLES EMULSIONS DOUBLES
— = 5
e
'o 000 : > <O
$339 : %23
Directe Inverse Directe Inverse

:] Huile [:} Eau

Figure I. 4 : Les différents types d’émulsions. (Allouche, 2003)
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1.5.3.3. Les macro-émulsions
Ce sont des émulsions grossiéres dont le diametre des gouttes est de 1 a 10 pum.
1.5.3.4. Les nano/mini-émulsions

Elles présentent des micro-domaines qui ne sont pas nécessairement sphériques, de petites

dimensions, typiquement de I’ordre de 0,1 & 1um.
1.5.3.5. Les microémulsions

Elles sont décrites comme des systemes biphasiques composés de gouttelettes tres fines (10-

200 nm) d’un liquide dispersés dans un autre liquide.
1.5.4. Les émulsions cosmétiques et pharmaceutiques
1.5.4.1. Les pommades

Selon I’académie nationale de pharmacie :

Une pommade est une : « préparation semi-solide destinée a étre appliquée le plus souvent
sur la peau. Il existe aussi des pommades pour application sur les muqueuses, les phanéres
ou les yeux. Leur but est soit la libération locale ou transdermique de substances actives, soit
une action émolliente ou protectrice. Selon la Pharmacopée européenne, les pommades sont
des préparations faites d'un excipient monophase dans lequel peuvent étre dispersés des

liquides et des solides ».
On distingue : trois types de pommades dont :

1- Les pommades hydrophobes qui ne peuvent absorber que de petites quantités d'eau.

2- Les pommades absorbant I'eau, capables de conduire a des émulsions apres
homogénéisation, en présence d'émulsifiants.

3- Les pommades hydrophiles, dont les excipients sont miscibles a I'eau (Dupasquier et al.,
2018).

1.5.4.2. Les crémes

Les cremes ou émulsions épaissies sont des préparations multiphasiques. Elles sont en général

constituées :
- d’une phase lipophile (huileuse...)

- d’une phase hydrophile (aqueuse...)
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Pour stabiliser les deux phases, il est nécessaire d’additionner :
- un ou plusieurs tensioactifs

- un agent épaississant ou viscosant (Dupasquier et al., 2018).
1.5.4.3. Les pates

Ce sont des préparations semi-solides contenant de fortes proportions de poudres (> 50%)

finement dispersées dans 1’excipient, on distingue 2 types de pates :

- Péte lipophile ou hydrophobe : excipient = corps gras ou mélange de corps gras
- Pate hydrophile : excipient a base d’eau + excipient miscible a 1’eau

1.5.4.4. Les laits

Ceux sont des émulsions constituées majoritairement d’eau, mais contiennent aussi de
nombreux nutriments, dont la matiere grasse (environ 3,5 % pour le lait entier) qui se présente
sous la forme de globules microscopiques. Ca correspond a de minuscules gouttelettes de

maticre grasse en suspension dans 1’eau.

Cependant, cette émulsion n’est pas stable. Au bout d’un certain temps, on assiste a une
séparation de phases : les globules gras se rapprochent les uns des autres puis s’agglutinent,

tout en remontant vers la surface car ils sont plus légers que I’eau.
1.5.4.5. Les gels

Ce sont des préparations constituées par des liquides gélifiés a ’aide d’agents gélifiants

appropriés, il existe une variété de gels :
e Oléo gels ou gels hydrophobes:

Dont les excipients sont composés de: paraffine liquide + PE ( polyéthyléne), huiles grasses

gélifiées par de la silice colloidale ou savons d’aluminium ou de zinc.
e Hydrogels ou gels hydrophiles : dont les principaux composants sont les :
- solvant(s) hydrophile(s): eau, glycérol, propyléne glycol

- agents épaississant et/ou gélifiants : gomme adragante, alginates, dérivés cellulosiques,

polyméres carboxyvinyliques...) (Dupasquier et al., 2018).

1.5.5. Formulation d’une émulsion
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Selon leurs différentes formes (créme, pommade, émulsion...), les produits semi-solides ont

une composition & peu prés identique :
» Principe actif

C'est une substance qui détermine l'activité spécifique de la préparation. Il peut s'agir d'huiles

animales ou vegétales, des extraits de plantes ou autres, ajoutés a faible dose.
» L’excipient

C'est une substance dont le réle est de communiquer les principes actifs qu'elle contient, il
agit sur les cellules qui exercent des effets thérapeutiques. il se présente sous la forme
galénique (comprimés, sirops, aérosols, injections, Pommade, etc....). Il est a noter que le

volume de I'excipient est toujours bien supérieur a celui du principe actif.

Les pommades sont constituées d'excipients qui peuvent étre des substances de sources
naturelles ou synthétiques. Il est constitué de systtmes monophases ou multiphases, selon

leur nature, les formulations peuvent étre hydrophiles ou lipophiles.

L'excipient idéal doit répondre a de nombreux critéres : il doit étre facile a appliquer et a

éliminer, non toxique, non irritant, non allergene, chimiquement stable et homogene.
» Tensioactif

En chimie le tensioactif est une molécule amphiphile, c'est-a-dire qu'il a a la fois une partie
hydrophile polaire et une autre partie hydrophobe non polaire, donc il posséde une double
affinité avec les phases hydrophile et non hydrophile. Il est placé a l'interface de ces deux
phases et permet de ce fait la chute de la tension inter-faciale. Ainsi, cela permet de dissoudre

les deux phases initialement non miscibles.

Dans le cas des émulsions, les tensioactifs utilisés sont appelés émulsifiants ou émulsification.
Il aura une affinité avec la phase hydrophile (eau) et la phase lipophile (grasse). Les
tensioactifs sont essentiels dans les émulsions. En préparation, dans le cas des émulsions,
|'étape d'agitation permet au tensioactif de faciliter la dispersion d’une phase dans une autre
sous forme de gouttelettes. 1ls assurent également une stabilité de I'émulsion dans le temps et

ce en inhibant la coalescence des gouttelettes (Dupasquier et al., 2018).

|.5.6. Préparation d’une pommade
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Selon la définition de la Pharmacopée, utiliser des préparations semi-solides a usage cutané
doit étre uniforme. Il faut donc préparer un produit crémeux et homogeéne facilement
applicable, pour cela les composants solubles et insolubles sont mélangés jusqu’a ce qu’ils

soient complétement dispersés et invisibles.
Les préparations s’effectuent en 2 étapes :

e Me¢lange des excipients pateux qui s’effectue le plus souvent apres liquéfaction des
excipients en commencant soit par celui qui a le point de fusion le plus élevé, soit
dans I’ordre des quantités croissantes.

e [’addition des principes actifs solides ou liquides qui s’effectue en fonction :

» De la solubilité du principe actif dans les excipients utilises

» De I’insolubilité du principe actif : s’il est liquide, on pourra I’émulsionner et s’il est
solide, on le dispersera dans une suspension aprés 1’avoir réduit en poudres fines et

tamisé pour éviter tout effet abrasif (Aiache et al., 2004)
1.5.7. Procédé d’émulsification

Le choix du procéde d'émulsification est une étape importante. En effet, selon le choix des
différents parameétres du procédé, différents types d'émulsions (simple E/H, H/E, multiple,

etc.) peuvent étre obtenues a partir d'une méme formulation.
Les variables de processus susceptibles de changer sont :

- L'ordre dans lequel les ingrédients sont ajoutés.

- La température.

- La vitesse et durée d'agitation.

- la géométrie du mélangeur
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Préparation de la
phase hydrophile

Dispersion (ou mélange)
des phases

l

Préparationde la
phase lipophile

l

Homogénéisation

X

Refroidissement
et finition

Figure 1. 5 : Diagramme général du procédé de fabrication d’une émulsion (Dupasquier et

al., 2018).

Partie C : Histologie et physiologie de la peau

1.6. Structure de la peau

La peau est un organe tres complexe, elle a principalement 3 grandes couches ; I’épiderme, le

derme et I’hypoderme (Montagnat-Rentier, 2014) (Figure 1.13).
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COUPE DE LA PEAU
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Figure 1. 6 : Schéma de la structure de la peau (Le dictionnaire visuel).

1.6.1. L’épiderme

L'épiderme est la couche la plus superficielle de la peau, il n’est pas vascularisé
(contrairement au derme) mais il est innervé. . Il s'agit d'un épithélium stratifié pavimenteux
kératinisé constitué de 4 couches qui sont de la profondeur vers la surface : la couche basale,
la couche épineuse, la couche granuleuse et la couche cornée. . Il est recouvert d’un film de
surface, «le film hydrolipidique » constitué principalement de sueur, de lipides (sébum) et
d’eau. Il a pour principale fonction la protection de la peau contre les agressions bactériennes.
En somme, c’est la barriére protectrice externe. Il permet également a la peau de conserver
souplesse et hydratation. . En moyenne son épaisseur est d’environ 0.10 mm mais varie selon
les zones du corps. On constate une variation de I'épaisseur de I'épiderme : de 0,05 mm au
niveau des paupiéres jusqu’a 1,5 mm au niveau des paumes et des plantes. Enfin, on distingue
dans 1’épiderme quatre grands types cellulaires : les kératinocytes, les mélanocytes, les
cellules de Langerhans et les cellules de Merkel (Marieb et al., 2010 et Mélissopoulos et al.,
2012).

1.6.1.1. Les couches de I’épiderme
1.6.1.1.1. La couche basale
La couche basale ou couche germinative est la couche la plus profonde de I'épiderme. Elle est

constituée d'une seule assise cellulaire ondulée, perpendiculaire au derme, dans laquelle sont
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contenues des kératinocytes jeunes de forme arrondie, des mélanocytes et des cellules de
Merkel. Cette couche est le siége du renouvellement des kératinocytes. En effet, c'est & ce

niveau qu'ont lieu de nombreuses divisions cellulaires.

Lorsqu'un kératinocyte entre en mitose pour donner deux cellules, I'une d'elle passe dans les
couches supérieures pour évoluer vers un kératinocyte mature et la seconde reste dans la
couche basale pour former le pool germinatif (Marieb et al., 2010 et Mélissopoulos et al.,
2012).

1.6.1.1.2. La couche épineuse

La couche épineuse ou couche du corps muqueux de Malpighi est située au-dessus de la
couche germinative et elle est formée par la superposition de 5 & 10 couches de cellules. Elle
est composée de kératinocytes contenant principalement des gros faisceaux de kératine.
Localisées dans la partie inferieure de cette couche, ces cellules polyédriques ont tendance a
s'étirer horizontalement dans la partie supérieure. Elles sont Connectées par des points
d'attache intercellulaires que sont les desmosomes, elles apparaissent hérissées en observation
histologique (Marieb et al., 2010 et Mélissopoulos et al., 2012).

1.6.1.1.3. La couche granuleuse

La couche granuleuse est constituée de 3 rangées de kératinocytes. C'est au niveau de cette
couche que les kératinocytes subissent les plus grandes transformations au cours du processus
de kératinisation. D’un point de vue morphologique, la cellule s'aplatit. Il existe deux types de
granulations : des granules de keratohyalines et des granules lamellaires. Les granules de
kératohyalines sont des Tlots de fibres de kératine agglutinées et les granules lamellaires
renferment des glycolipides. D’un point de vue biochimique, les organites cytoplasmiques de
la cellule se désintegrent. Les corps lamellaires déversent leur contenu lipidique dans I'espace
intercellulaire formant une barriere toujours plus dure et limitant la déperdition d'eau de la
peau. De plus, c’est a son niveau que se marque I’arrét des échanges avec les autres couches
des niveaux supérieurs. En effet, la structure résistante formée empéche I'apport de nutriments
depuis les capillaires du derme (Marieb et al., 2010 ; Martini, Marie-Claude, 2011 et
Mélissopoulos et al., 2012).

1.6.1.1.4. La couche cornée

La couche cornée est la couche de I'épiderme la plus superficielle. C'est la couche la plus

importante, elle représente jusqu'au % de 1’épiderme. Elle est composée de 4 a 20 assises

25



Chapitre | : Etude bibliographique

cellulaires divisées en trois sous couches : la couche claire (stratum lucidum) qui n’existe
qu'au niveau de la peau épaisse (plantes des pieds et paumes des mains), la couche compacte
(stratum compactum) qui représente la couche cornée proprement dite et la couche
desquamante (stratum disjonctum) qui correspond a la couche la plus externe. Cette couche
cornée est composée de cornéocytes qui sont des kératinocytes complétement kératinisés et
anucléés. Ces cellules mortes baignent au sein de la sous couche compacte dans les lipides
extracellulaires formant une barriére dure et imperméable qui protége la peau des agressions
externes et empéche sa déshydratation (Martini et Marie-Claude, 2011 et Mélissopoulos et
al., 2012).

1.6.1.2. Les populations cellulaires
1.6.1.2.1. Les kératinocytes

Les kératinocytes sont les cellules qui composent 90% de I’épiderme et des phanéres (ongles,
cheveux. lls synthétisent la kératine, une protéine fibreuse et insoluble dans I'eau qui confére a
la peau ses propriétés d'imperméabilité et de protection externe (Poirier et Jacques, 1999 et
Mélissopoulos et al., 2012).

1.6.1.2.2. Les mélanocytes

Les mélanocytes se trouvent dans la couche basale et représentent environ 3 a 5 % des
cellules de 1’épiderme. Elles sont responsables de la pigmentation de la peau en sécrétant de la
mélanine (Martini et Marie-Claude, 2011).

1.6.1.2.3. Les cellules de Langerhans

Principalement situées au niveau de la couche germinative et de la couche épineuse, elles sont
réparties sur lI'ensemble de I'épiderme et elles assurent une fonction immunologique au sein de
la peau. Ainsi, elles participent notamment a la réaction anticorps-antigene en permettant la

reconnaissance des corps étrangers (Mélissopoulos et al., 2012).
1.6.1.2.4. Les cellules de Merkel

Localisées au niveau de la couche basale de 1’épiderme et au niveau des follicules pileux,

elles assurent la fonction sensorielle de la peau (Marieb et al., 2010).

1.6.2. La jonction dermo-épidermidique
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La jonction dermo-epidermidique marque la frontiere entre le derme et I’épiderme. Celle-cCi
permet 1’adhésion mécanique et les échanges entre 1'épithélium épidermique et le
mésenchyme dermique. En effet, I’épiderme ne posséde pas de capillaires sanguins ; les
nutriments qui lui sont nécessaires sont donc amenés a travers la lame basale via les

capillaires sanguins du derme.

De plus, cette jonction contribue au comportement cellulaire et a 1’orientation de la migration
des kératinocytes. Elle est constituée de deux minces feuillets que sont, la lame basale
composée de fibres de collagéne type IV et de glycoprotéines et la lame réticulaire composée

de collagene de type Il (Martini et Marie-Claude, 2011 et Mélissopoulos et al., 2012).
1.6.3. Le derme

C’est un tissu conjonctif qui est essentiellement composé d’une matrice extracellulaire

produite par des fibroblastes, la principale population cellulaire dermique.

Le derme est d’une épaisseur moyenne de 1 a 2 mm ; il est plus épais au niveau de la paume
des mains et de la plante des pieds (3 a 4 mm) et plus fin au niveau des paupiéres et du
prépuce (0.6 mm) (Marieb et al., 2010 et Mélissopoulos et al., 2012).

1.6.3.1. Structure du derme
1.6.3.1.1. Derme papillaire

Le derme papillaire correspond a la partie supérieure du derme. Il est composé de fibres de
collagene de type I et III et d’¢lastines orientées perpendiculairement au plan du derme. Le
plexus sous-papillaire artériel et veineux est également présent et assure 1’apport nutritif
nécessaire au derme et au retour de ses métabolites (Marieb et al.,2010 et Mélissopoulos et
al., 2012).

1.6.3.1.2. Derme réticulaire

Le derme réticulaire représente la majeure partie du derme. Il correspond a la partie inférieure
du derme situé a I’interface derme/hypoderme. Son organisation suivant I’axe horizontal est
formée de I’entrelacement en vagues de fibres de collagene et de fibres é€lastiques donnant

ainsi une allure ondulée au derme (Marieb et al., 2010 et Mélissopoulos et al., 2012).
1.6.3.2. La composition du derme

1.6.3.2.1. Les fibroblastes
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Les fibroblastes sont d’origine mésenchymateuse et constituent la catégorie cellulaire la plus
nombreuse dans le derme normal. lls sont plus nombreux et métaboliquement plus actifs dans

le derme papillaire que dans le derme réticulaire.

Les fibroblastes assurent une multitude de fonctions au sein du derme. lls garantissent
principalement 1’équilibre fonctionnel en gérant les composants de la matrice extracellulaire
(Stevens et al., 2006 et Kuhnel et al., 2009).

1.6.3.2.2. Les autres cellules

On rencontre également d’autres cellules telles que des leucocytes, des cellules dendritiques
dermiques, des mastocytes et des macrophages. Appartenant au systeme immunitaire, elles

jouent un rdle dans la protection de la peau face aux éléments étrangers (Stevens et al., 2006).
1.6.3.2.3. La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire est formée par la combinaison de la substance fondamentale, de

fibres de collageéne, de fibres d’¢lastine et de glycoprotéines de structure.

La substance fondamentale forme un gel de remplissage pour la matrice a I’intérieur duquel
baignent des métabolites. Elle est formée par des polysaccharides tres hydratés dont des

protéoglycanes et des glycosaminoglycanes.

Les fibres de collagéne et les fibres d’élastine possédent des propriétés élastiques
responsables de la souplesse de la peau et offrent une excellente résistance aux tensions
(Stevens et al., 2006 et Martini et Marie-Claude, 2011).

1.6.4. L’hypoderme

L’hypoderme est la couche la plus profonde et la plus épaisse de la peau. Il est composé d’un
tissu conjonctif adipeux tres vascularisé. Les adipocytes représentent les cellules majoritaires
de I’hypoderme. Son épaisseur varie en fonction de sa localisation et du sexe. Le tissu adipeux
occupe entre 15% et 20% de notre poids corporel, voire beaucoup plus dans certains cas

d’obésité (Mélissopoulos et al., 2012).
1.6.4.1. Population cellulaire
1.6.4.1.1. Les adipocytes

Les adipocytes sont des cellules de forme arrondie. Elles sont de taille variable allant de 40 a

120um de diametre. De maniére générale, elles possédent la caractéristique de contenir une
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unique gouttelette remplie de triglycérides occupant la majorité de leur cytoplasme. Leur
fonction est capitale dans le maintien de ’homéostasie. En effet, elles garantissent le role
d’isolant thermique de notre corps aux variations de température (chaud et froid) et elles ont
la particularité de stocker et de libérer les triglycérides en fonction des besoins énergétiques.
On note également leur réle dans la production de certaines hormones, par exemple les
cestrogénes, et dans la faculté a amortir les chocs physiques (Kuhnel et al., 2009 et
Mélissopoulos et al., 2012).

1.6.1.1.2. Les autres cellules

Plusieurs autres cellules se trouvent au sein de ce tissu conjonctif formant la fraction stroma-
vasculaire. Parmi ces cellules, il y a des cellules souches, des adipocytes immatures, des

macrophages et des fibroblastes (Kihnel et al., 2009 et Mélissopoulos et al., 2012).
1.7. Les altérations de la peau

L’altération de la peau se présente souvent sous forme de plaie qui est une condition
pathologique provoquée par une lésion cellulaire, une destruction ou une rupture du tissu

corporel qui est souvent associée a une perte de substance et a une limitation fonctionnelle.

Une peau altérée présente une barriére cutanée endommagée plus vulnérable aux agressions

extérieures (Claeyssen, 2009).

Ces lésions peuvent avoir plusieurs origines ; la peau apparait traumatisée par des facteurs
extérieurs irritants comme le froid et la sécheresse, ou endommagée par des traumatismes

ponctuels. C’est notamment le cas des briilures, coupures, éraflures et piqires.
1.7.1. Les bralures
1.7.1.1. Définition

Les brQlures sont des lésions de la peau ou d'autres tissus engendrées par un contact
thermique, chimique, électrique ou par des radiations. Elles peuvent étre superficielles,
intermédiaires, ou plus profondes et avoir une localisation généralisée ou particuliere (Carter,
2020).

1.7.1.2. Etiologie des brulures
Il existe plusieurs agents responsables de bralure (Claeyssen, 2009).

a) Les bralures thermiques (92%)
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e Contacte avec un solide (fer chaud...) : sont de taille limitées mais souvent
profondes (tout dépend la température de I'objet et le temps de contact).
* Contacte avec un liquide (eau bouillante...) : sont généralement plus spacieuses et
moins profondes que les précédentes.

b) Les bralures électriques (4%) :
* Par arc électrique : ressemblent aux brdlures thermiques.
 Par contact direct avec le conducteur : généralement, ces brllures sont associées
a des complications cardiaques, rénales, vasculaires et neurologiques.

c) Les bralures chimiques (3%b): tout dépend de 1’acide fort ou de la base forte.

d) Les bralures par radiations (1%): peuvent étre nucléaires ou induits par les rayons
X ou par les rayonnements ultraviolets A ou B (Claeyssen, 2009).

1.7.1.3. Physiopathologie des bralures
Les bralures sont classées en fonction de leur profondeur comme suit : (Figure 1.14)

o Bralures du 1° degré : Iatteinte se présente au niveau de 1’épiderme uniquement,
elle est caractérisée par une douleur modérée et une rougeur sans formation de cloques
en gardant les fonctions de la peau intactes. La guérison est rapide (prend

généralement 3 a 6 jours) (Wassermann, 2002).

o Brilures du 2°™ degré superficiel : ces brillures présentent une destruction de
I’épiderme avec atteinte de la membrane basale. Elles se caractérisent par de
saignements, de cloques et de douleurs intenses. La guérison de ces brQlures peut

prendre 10 a 15 jours sans laisser de cicatrices (Wassermann, 2002).

« Bralures du 2°™ degré profond : ces brilures détruisent I’épiderme, la membrane
basale avec atteinte du derme réticulaire. Elles entrainent une suppression partielle des
fonctions de la peau avec apparition de rougeur, cloques, cedémes et une anesthésie
partielle. En I’absence d’infection, ces briilures guérissent en 21 a 35 jours en laissant

des cicatrices (Wassermann, 2002).

« Brdlures du 3°™ degré : ces brillures causent une destruction totale de la peau jusqu'a
I’hypoderme entrainant ainsi une destruction quasi-totale des fonctions de la peau et la
destruction des terminaisons nerveuses rend la région atteinte insensible a la douleur.

La cicatrisation spontanée n’est pas possible due a la destruction compléte des tissus
(Wassermann, 2002).
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1% degré 2™ degré superficiel | 2™ degré profond 3™ degré

*En gris : zone de nécrose : en bleu : cedéme.

Figure 1. 7 : Anatomie de la peau aprés bralure de différents degrés (Claeyssen, 2009).

1.8. L’inflammation

L'inflammation ou réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants, vascularisés, a une
agression d’origine physique, chimique ou biologique dans le but de maintenir son intégrité.
L'inflammation est un processus habituellement bénéfique ; son but est de mobiliser le
systeme immunitaire afin d'éliminer I'agent pathogéne et de réparer les lésions tissulaires.
Parfois l'inflammation peut étre néfaste du fait de I'agressivité de l'agent pathogéne, de sa
persistance, du siege de l'inflammation, ou encore des régulations anormales du processus
inflammatoire. Elle se traduit ordinairement par quatre symptdmes cardinaux : Rougeur,

chaleur, douleur, et l1ésion fonctionnelle.

L’inflammation est classée en deux catégories selon la durée et la cinétique du processus
inflammatoires : une inflammation aigue (immédiate et a courte durée, quelques jours a
quelques semaines), elle se termine par 1’élimination du stimulus nocif et par la réparation du
tissu 1ésé, et une inflammation chronique (a longue durée, elle peut s’étalée sur des mois ou

des années) (Ashley et al., 2012).
1.8.1. Les Anti-inflammatoires

La thérapeutique anti-inflammatoire est généralement menée par des molécules de synthéses
du type anti-inflammatoire non stéroidien ou stéroidien (corticoides), ce sont des
médicaments largement utilisés mais dont les effets secondaires sont parfois graves, en
particulier la toxicité sur le systeme rénal et digestif (irritations digestives pouvant aller

jusqu’a I’ulcération gastrique) (Das et al., 2011).
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1.8.1.1. Les anti-inflammatoires conventionnels
1.8.1.1.1. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Sont des médicaments a la propriété antalgique, antipyretique et anti-inflammatoire. Plusieurs
classifications sont proposées, fondées soit sur la structure des AINS, la puissance, les
modalités d’action et/ou la sélectivité anticyclo-oxygénase (Cuvillon et Viel, 2002). En effet,
les AINS agissent tous en inhibant les deux isoformes de la cyclo-oxygénase (COX-1 et
COX-2), diminuant ainsi la synthése des prostaglandines E2 et du thromboxane A2 (Risser et
al., 2009).

Les anti-inflammatoires non-stéroidiens sont responsables des événements défavorables, en
génant ainsi l'agrégation plaquettaire et donc la coagulation du sang, ce qui peut prévenir la
formation des caillots (thrombose), mais aggrave les hémorragies; en provoquant aussi des
problémes gastro-intestinaux (ulceéres), rénaux et des réactions d’hypersensibilité (Jick,
1994 et Risser et al., 2009).

1.8.1.1.2. Les anti-inflammatoires stéroidiens (Glucocorticoides)

IIs sont des dérivés du cortisol. Ils représentent le traitement le plus efficace utilisé pour les
maladies inflammatoires chroniques tel que 1’arthrite rhumatoide et les maladies auto-immune

(Kessel et al., 2014).

L’usage des glucocorticoides est associ¢ a de nombreux effets indésirables, le risque
d'apparition de ces effets s’accroit avec le prolongement de la durée du traitement, conduisant
a des troubles aigus tels que ’hypertension artérielle et I’ulcéres gastro-duodénaux (Henzen,
2003).

1.8.1.1.3. Les anti-inflammatoire d’origine marine

Les algues marines produisent une large gamme de biomolécules douées d’un potentiel anti-
inflammatoire. La structure de ces composés est trés variante, on retrouve les formes

acycliques ainsi les formes polycycliques. Leur nature est aussi diversifiee (Abad, 2013).

La Chitine, le chitosane, ainsi que leur dérivés possedent des propriétés biologiques
importantes et intéressante en application meédicale et pharmaceutique comme antioxydants
(Aytekin et al. 2011), antiallergiques (Vo et al., 2012) et anti-inflammatoires (Pangestuti et
al., 2011).

1.9. La cicatrisation
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1.9.1. Définition

La cicatrisation est définit comme un ensemble de phénomeénes physiologiques naturels
aboutissant a la réparation de la structure cutanée de tissu lésée. Elle met en jeu une cascade

complexe de réactions et d’interactions entre les cellules et les médiateurs (Oummad, 2013).
1.9.2. Les différentes étapes de cicatrisation

La cicatrisation d’une plaie se déroule en trois phases principales qui se chevauchent entre
elles et chacune est caractérisée par des activités cellulaires spécifiques (Singer et Clark,
1999).

1.9.2.1. La phase inflammatoire

C’est la premicre étape de cicatrisation, elle vise a limiter les perturbations physiologiques
provoquées par les lisions et empéche la propagation des bactéries, Elle est divisée en deux
étapes (Oummad, 2013) :

a) Etape vasculaire

Elle s’accompagne de rupture des vaisseaux sanguins ce qui engendre la sortie des plaquettes
et des facteurs de coagulation pour permettre au processus initiale de stopper 1’hémorragie,

tout d'abord une vasoconstriction des vaisseaux 1ésés aura lieux suivie par :
* L’hémostase primaire : qui engendre I’adhésion des plaquettes au collagene.

* L’hémostase secondaire aussi nommée coagulation : c’est la formation de caillot de

fibrine qui servira comme une matrice ou un support a la migration des cellules.
b) Etape inflammatoire

Une fois que le caillot est formé, la vasodilatation aura lieux grace a la présence des
neutrophiles et des monocytes, ce phénomeéne est modulé par plusieurs facteurs, ces deux
derniéres sont attirés dans la plaie non seulement par des facteurs libérés par les plagquettes
mais aussi par les peptides bactériens ainsi que d’autres facteurs de complément (Martin,

1997).

Les neutrophiles interviennent au site de lésion en premier et permettent la sécrétion des
cytokines pro-inflammatoires qui sont obligatoires pour 1’activation des fibroblastes et des
kératinocytes. Les macrophages en deuxi¢me lieu permettent 1’élimination des débris grace a

leurs capacités de phagocytose et de sécrétion des cytokines pro-inflammatoires qui stimulent
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la prolifération des fibroblastes et des cellules endothéliales ainsi que leurs migrations (Senet
et Raynaud-Simon, 2007).
1.9.2.2. Phase proliférative
Cette phase dure généralement 10 a 15 jours. Elle peut se deviser en deux étapes :

a) La formation d’un tissu de granulation

Les macrophages, les cellules endothéliales, et les fibroblastes migrent dans la plaie, au cours
de cette phase, les macrophages jouent un réle cle, elles libérent des médiateurs comme les
facteurs de nécrose tumorale alpha (TNF-a) et les interleukines-1 (I1.1) qui activent la néo-

angiogencse et I’activité fibroblastique (Witte et Barbul, 1997).

La multiplication et la migration des fibroblastes qui fait suite a ces stimulations aboutissent a

la synthése d’une nouvelle matrice (Oummad, 2013).
b) La ré-épithélialisation

C'est la formation d'un nouveau tissu au sein de la plaie, grace aux keératinocytes. Ces
derniéres proliferent pour former un néo-épiderme puis se différencient pour reformer un

épiderme fonctionnel, les trois processus de ré-épithélialisation sont :
* La migration

* La prolifération

* La maturation

Cette étape est modulée par différentes stimulateurs et facteurs de croissance, cependant, la
cicatrisation n'est pas compléte car cette cicatrice sera reconfigurée au cours de la phase finale
de maturité (Strodtbeck, 2001).

Un événement clé dans cette phase est la formation des nouveaux vaisseaux sanguins, c’est

I’angiogenese qui assure le renforcement du derme.
1.9.2.3. La phase de remodelage

C’est la derniére phase cicatricielle, le collagene est reformulé pour provoquer la maturation
de la cicatrice, et assurer un équilibre entre la dégradation et la synthése d’une nouvelle
matrice extracellulaire plus résistante. L’augmentation du diameétre du collageéne est modulée

par plusieurs enzymes ainsi que leur organisation qui sont différentes de celles du collagene
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natif d'une peau saine. C’est pourquoi, la peau ne retrouve jamais ni sa fonction ni sa
résistance initiale. Deux phénomeénes accompagnent cette phase: La régression de la

vascularisation et la réduction de la densité cellulaire.

Enfin, la résistance mécanique de la plaie peut augmenter de maniere considérable jusqu'a
70%, a 80% grace au remodelage (Martin, 1997 ; Strodtbeck, 2001 et Oummad, 2013).
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11.1. Matériel

11.1.1. Matériel biologique

Chapitre Il : Matériels et Méthodes

Dans le cadre de cette étude, le matériel biologique utilisé est :

e Carapaces de crevettes
e Poudres d’algues

e Peaux de raie et de sole
e Souris NMRI

e Rats Wistar

e Germes pathogénes

11.1.2. Matériel non biologique

Dans le tableau I1.1 ci-dessous sont listés les différents appareils, réactifs et excipients

utilisés :

Tableau I1. 1 : Le matériel non biologique utilisé lors de cette étude

Appareillage et matériels de

laboratoire

Réactifs

Excipients

- Mixeur, bras mixeur, fouet
électrique

- Balance de précision (shimadzu
AUW 220 D Uni Bloc)

- Etuve (memmert)

- Creusets, spatules, thermomeétre
- Microscope photonique (ZEISS
AXIO Cam ERc-5s)

- Four a moufle (wise therm)

- Dessiccateur

- pH métre

- Agitateur magnétique, plaque
chauffante

- Appareil de soxhlet (huber

minichiller)

- Réactif de Bradford

- Acétone

- Ethanol

- Eau distillée

- Alcool chirurgical

- HCI

- NaOH

- Solution tampon peptonée
au NaCl

- Solution NaCl saturée

- Acide acetique

- Milieux gélosés chapman,

cétrimide, sabouraud et PCA

- Emulsifiant N°3

- Huile de foie de morue
- Huile de coco

- Vaseline

- Conservateur Cosgard
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- Evaporateur rotatif (Ika hb 10)
- Chauffe ballon
(BensteadElectrothermal)

- Bec bunsen

- Maillet, ciseaux, poingon

- Becher, éprouvettes,
micropipette, écouvillons, tubes
a essai, pipettes pasteur.

- Sonificateur

- Centrifugeuse

- Bouteilles en verre 1L

- Membrane de dialyse
spectrapor

- Fil alimentaire

- Spectrophotometre UV-visible
(shimadzu UV)

- Spectroscopie infrarouge a
transformée de fourrier FTIR

- Cul de poule en acier
inoxydable

- Bocaux de conditionnement
stériles

- Lames de bistouris stériles,
seringues a insuline, coton

- Pince, chalumeau, piéce en
argent, pansement stériles, une
paire de ciseaux

- Papier aluminium, papier

cuisson, film alimentaire

11.2. Echantillonnage

11.2.1. Collecte de la matiere premiere

38



Chapitre Il : Matériels et Méthodes

Diverses ressources marines ont été exploitées et incorporées par la suite dans la préparation
de quatre pommades aux propriétés pharmacologiques (cicatrisantes, anti inflammatoires et

antibactériennes).

Les coproduits marins (carapaces de crevettes, peaux de sole, de raie et de seiche) exploités

dans cette étude ont été collectés en Février 2022, au niveau de la pécherie d’Alger centre.

En ce qui concerne les algues marines (vertes, rouges et brunes), une partie de ces dernieres a
été récoltee par Mme. AMROUCHE L, en Mai 2022 au niveau de la plage du rocher blanc de
la Daira de Cherchell de la wilaya de Tipaza ; I’autre partie a été récoltée au niveau de la baie
de Bou-ismail en Mars et Avril 2021 par M. Boukourt R (enseignant a ’ENSSMAL). Ces
algues ont été lavées, sechées, broyées finement (@< 150 um) puis conservées sous forme de
poudre dans des boites hermétiques dans un dessiccateur. La spiruline utilisée dans ces

travaux de recherches est d’origine commerciale.
I1.2.1. Identification de I’espéce de crevette

L’identification de 1’espéce a été faite en se basant sur les fiches FAO (Fischer et al, 1987)
avec ’aide de Mme FELLAH Houda au niveau du laboratoire LBCM 2 de ’ENSSMAL, et ce

en examinant un individu entier conservé lors de la collecte de la matiére premiere.
11.2.2. Prétraitement des carapaces de crustacés

Le prétraitement des coproduits de crustacés commence par un ringage a 1’eau claire afin
d’éliminer les résidus de sang et d’épiphytes mais également de sable, puis un 2°™ rincage est
effectué¢ a I’eau distillée avant de les sécher a 1’étuve a 37°C pendant 24h, par la suite vient le
broyage au mixeur pour obtenir une poudre fine dont le diameétre est inferieur a 200um. la
poudre de crevettes ainsi obtenue est conservée dans des bocaux a température ambiante dans

un dessiccateur jusqu’a utilisation.
11.3. Détermination de la composition biochimique globale des coproduits de crevettes

La détermination de la composition biochimique a été effectuée au niveau du laboratoire
LBCM 2 de ’ENSSMAL.

11.3.1. Détermination de la teneur en eau

La teneur en eau est calculée suivant la méthode référentielle (AOAC, 1980), en se basant sur
le calcul de la perte de masse, due au sechage de la poudre dans une étuve a 105°C pendant

24h (jusqu’a stabilisation du poids). Le résultat obtenu est exprimé en pourcentage :
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Mode opératoire

- Peser les creusets vides et noter leurs poids MO ;

- Tarer ces poids, puis peser 2g de chaque échantillon sec ;

- Peser I’ensemble creuset + échantillon et noter leurs poids M1 ;

- Mettre les échantillons dan 1’étuve a 105°C jusqu’a stabilisation du poids de chaque
échantillon (24h) ;

- Retirer les creusets, enlever les couvercles et laisser refroidir dans le dessiccateur, puis
noter le poids final des échantillons secs M2.

La teneur en eau est calculée par la formule suivante :
Hop=M1"M2 +100
M1—DMOD
Avec :

MO : poids du creuset vide ;
M1 : poids du creuset avec I’échantillon avant étuvage a 105°C ;

M2 : poids du creuset avec 1’échantillon apres étuvage.

11.3.2. Détermination de la teneur et de la composition en matiére minérale
11.3.2.1. Détermination de la teneur totale en matiére minérale

La détermination de la teneur en matiére minérale a été faite par une méthode référentielle a
partir d’échantillons secs préalablement étuvés a 105°C pendant 24h. La méthode se base sur
I’incinération des échantillons dans un four a moufle a 600°C pendant 4h (AOAC, 1990)

jusqu’a blanchiment total des cendres.
Modes opératoire

- Peser le creuset en porcelaine vide ;

- Peser une quantité de 2g de poudre de crevettes séchées au préalable a 105°C durant
24h ;

- Placer le creuset dans le four a moufle a 600°C pour une durée de temps de 4h ;

- Retirer le creuset et le placer dans un dessiccateur ;

- Peser le creuset pour déterminer la masse des cendres apres avoir éte refroidi dans un
dessiccateur.

La teneur en matiére minérale est calculée suivant la formule ci-dessous :
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€% = (23 x 100

M1—DMO
Avec :

MO : poids du creuset vide ;
M1 : poids du creuset avec 1’échantillon sec avant incarnation ;

M2 : poids du creuset avec 1’échantillon aprés incinération a 600°C.
11.3.3. Détermination de la teneur en protéine totales

La détermination de la teneur en protéines totales est effectuée par la méthode de Bradford
modifiée.

C’est une méthode de dosage colorimétrique des protéines. Elle est utilisée pour mesurer la
concentration en protéines totales dans un échantillon, elle repose sur I'utilisation de bleu
brillant de Coomassie dans un milieu éthanoique acide, ce colorant se lie aux protéines par
des liaisons ioniques avec des acides aminés aromatiques (phénylalanine, tyrosine,
tryptophane) et des interactions hydrophobes avec les acides aminés hydrophobes (Bradford,
1976). Cette liaison entraine un déplacement du pic d'absorption de 465 nm (brun orangé) a
595mm (bleu). C'est une méthode trés sensible (2-5 pg de protéines), reproductible et tres
rapide. Le réactif ne réagit pas avec les acides aminés libres. La masse du peptide ou de la

protéine doit étre au moins de 3 k Da.
Mode opératoire

- La protéine de référence est la BSA (Sérum Albumine Bovine) ;

- Préparer une solution a 1% de BSA dans de I’eau distillée, qui sert a préparer la
gamme étalon. Des volumes croissants de BSA ont été introduits dans les tubes de la
gamme ;

- Les échantillons (poudre de carapaces de crevettes) ont été également dissouts dans un
volume d’eau distillée déterminé ;

- Ajouter a tous les tubes un volume déterminé du réactif de Bradford. Le mélange est
incubé a ’abri de la lumiére a une température ambiante pendant 10 minutes ;

- Un volume de chaque mélange a été prélevé apres incubation est mis dans la cuve de
spectrophotomeétre. La lecture a été réalisée a une longueur d’onde de 595 nm.

- Tracer la courbe et déduire 1’équation DO = f(BSA)
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11.3.4. Détermination de la teneur en lipides totaux

L’extraction des lipides totaux est effectuée par la méthode de Soxhlet qui est une méthode

gravimétrique (El Houda, 2017).

L'échantillon est placé dans une cartouche de cellulose, 1’extraction se fait en continu par
I’éther diéthylique en ébullition (35°C) qui dissout graduellement la matiere grasse. Le
solvant contenant la matiere grasse retourne dans le ballon par déversements successifs causés
par un effet de siphon dans le coude latéral (EI Houda, 2017). Comme seul le solvant peut
s’évaporer de nouveau, la mati¢re grasse s’accumule dans le ballon jusqu’a ce que I’extraction
soit complete. Une fois D’extraction terminée, 1‘éther diéthylique est évaporé sur un
évaporateur rotatif. La matiére grasse est récupérée dans le ballon séché qui est pesé (Sahoré
et Abouattier, 2016).

La teneur en matiére grasse est la différence de poids du ballon avant et apreés extraction.
Mode opératoire

- Mettre en marche le réfrigérant a 2°C ;

- Peser le ballon vide avant extraction ;

- Dans une cartouche de cellulose peser 2g de poudre de carapaces de crevettes;

- Placer la cartouche dans la chambre d’extraction ;

- Prévoir un blanc qui ne contiendra que le solvant (pour confirmer I’absence de
composés lipidique ou d’impuretés dans celui-Ci) ;

- Ajouter 160 ml d’éther éthylique ;

- Chauffer le ballon a 60°C, I’extraction dure 4 heures ;

- Une fois le temps écoulé le ballon est placé dans un rota-vapeur a 60°C afin de
concentrer les lipides tout en éliminant le solvant ;

- Repeser le ballon.

La teneur en lipide est déterminée a I’aide de 1’équation suivante :
L% = (—=) x 100
Avec :

PO : poids du ballon vide ;
P1 : poids du ballon qui contient I’échantillon apres le passage par le rota vapeur ;

P1-PO : 1a masse des lipides; m : le poids de 1’échantillon (2g).
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11.4. Extraction de la chitine et du chitosane

La chitine peut étre extraite a partir des carapaces de crustacés par deux méthodes, biologique
par I'utilisation des enzymes, ou chimique en utilisant des acides et des bases, dans le présent
travail, le protocole adopté est basé sur I’extraction chimique qui comporte 3 étapes (Truong

et al., 2007), a savoir:

e Dépigmentation et délipidation ;
e Déminéralisation ;
o Déprotéinisation et désacétylation.
Une mise au point du protocole d’extraction du chitosane a partir des carapaces de crustacés a

été réalisé par Haddab et Kortbi (2020) ; Guesmi et Hennous (2021).

Le mode opératoire est schématisé ci-apres :

Déminiralization
dans du HCI +
chauffage +
agitation

i a ; Obtenhon
de chitine
o -
1 C—
L=
s il ¢

g
Filtration et ' -G
lavage avec de - U ) g [ ol o
Peau distillée £ o 5 Chauffage+ désacét_\‘laﬁoa ar ta ‘ ;
jusqu’a pH b agitation a NaOH v
neutre ha‘nte .
temperature
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Figure Il. 1 : Diagramme d’extraction du chitosane a partir des carapaces de crevettes
11.5. Caractérisation du chitosane produit

11.5.1. Rendement massique

L’¢élimination des groupes acétyles de la chitine permet d’obtenir le chitosane. Le rendement
massique est calculé en utilisant la formule mentionnée par Haddab et Kortbi (2020) ;
Guesmi et Hennous (2021) :

ym =2 x100
Mi

Avec :

Mi : la masse initialeen g ;

Mf : la masse finale en g.
11.5.2. Test de solubilité

Dissoudre 0.1g du chitosane en poudre dans 10 ml d’une solution d’acide acétique (1%), sous
agitation constante pendant une nuit a température ambiante jusqu’a sa solubilisation
(Fernandez-Kim, 2004).

La chitine est insoluble dans 1’acide acétique 1% car elle ne peut pas étre protonée a cause de
I’absence de groupement amine et/ou un faible degré de désacétylation, en revanche le

chitosane est compleétement soluble dans 1’acide acétique 1%.
11.5.3. Calcul du degré de déprotéinisation

Le degré de déprotéinisation permet d’évaluer I’efficacité du traitement de déprotéinisation. Il

est calculé par la formule (Rao et al., 2000):

(PO MO)—(PrMr)
Dp=——x
p (PO MO) 100

Avec :

MO et Mr : les masses initiale et résiduelle du produit hydrolysé ;

PO et Pr : les pourcentages de protéines dans le produit initial et résiduel respectivement.

La teneur en protéines est déterminée par la micro méthode de Bradford décrite

précédemment.
11.5.4. Calcul du degré de déminéralisation
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Le degré de démineralisation est calculé par la formule suivante (Rao et al., 2000) :

__tAaDMO)-(ArMr) y

DM -
{ADMOD)

100

Avec :

Mo et Mr : les masses initiale et résiduelle du produit hydrolysé ;

Ao et Ar : les pourcentages de cendres dans le produit initial et résiduel respectivement.
Ces taux sont estimeés par la méthode (AOAC, 1990) décrite précédemment.

11.5.5. Calcul du degré de désacétylation

11.5.5.1. FTIR (spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier FTRI)

Ce test a été utilisé afin de caractériser la structure du chitosane extrait et de déterminer son
degré de désacétylation. La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier est une
technique d’analyse qui permet d'identifier la présence de groupements chimiques
spécifiques. Elle est liée aux propriétés de vibration des liaisons interatomiques. Elle consiste
a irradier I’échantillon par un rayonnement infrarouge. Quand la fréquence du rayonnement
correspond a une fréquence de vibration des molécules exposées, il se produit un phénoméne
d’absorption. Ceci se traduit par un pic d’absorption sur le spectre en absorbance

(Mecheddou et Barr, 2018).
Le degré de désacétylation du chitosane a été calculé en utilisant la formule mentionnée par
Hafsa et al. (2016) et qui est la suivante :

Aszzp
Asgnp

=0.3822 + 0.03133.DA

Avec :

DA=100 - DDA
A13p0: I’absorbance au nombre d’onde 1320 cm?;

A1420 : ’absorbance au nombre d’onde 1420 em™.
I1.6. Extraction d’eau d’algues

Le choix des algues a été fait soigneusement selon leurs apports en minéraux et antioxydants.
La préparation des eaux d’algues commence par le lavage des algues avec de 1’eau du robinet

pour enlever toutes traces de sable et par la suite elles sont rincées a I’eau distillée, puis
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séchées a 1’abri de la lumiére a 30°C, pour enfin étre finement broyées, tamisées (D<200um)
et conditionnées dans des bocaux en verre a 1’abri de la lumiére et au sec dans un

dessiccateur.

Le protocole d’extraction des eaux d’algues, mis au point par Amrouche (2021), est illustré

dans la (Figure 11.2.) :

Tampon phosphate + poudre d’algue

Meélanger le tout dans un
bécher et laisser macérer

Centrifugation et filtration

Obtention d'une
eau d’algue

Figure Il. 2 : Diagramme général extraction d’eau d’algue (Amrouche, 2021)

11.7. Extraction du collagene marin
11.7.1. Traitement des peaux

L’ensemble des peaux a été lavé a I’eau du robinet afin d’éliminer toutes traces de sang, la

chair collée est éliminé a 1’aide d’un bistouri et de ciseaux, puis un deuxiéme ringage est
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effectué pour enlever toutes traces de chair et on termine par un dernier ringcage avec une
solution de tampon phosphate de pH neutre pour enfin les mettre a sécher a 35°C pendant
48h. Une fois complétement séchées, les peaux sont coupées a 1’aide d’une paire de ciseaux

puis broyées au mixeur.
I1.7.2. Méthode d’extraction du collagéne marin

I1 existe différentes méthodes d’extraction de collageéne, on en distingue principalement trois

(Ben slimane et Sadok, 2015) :

1) Extraction acide

2) Extraction par précipitation saline

3) Extraction enzymatique
Dans le présent travail, I’extraction du collagéne fut avec un acide suivant la méthode
Kharoubi et al. (2017) modifiée (Figure 11.3)
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Macération des g i’% i Cantrifusation

psaux dans d=

I’acide acstique '

s - L= culot subit
‘ -, unsz 2éme
Collagéns + macsration
eau distilléa Centrifugation de la
solution collagéna +

NaCl

Pricipitation du collagénea dans

une solution da NaCl
B

1 |

/ Concantration
Boudins da du collagins Collaiica
llagina dan =
collagsne s dans du PEG s

uns membrans de
dialvss +2an
distilléa

Lyvophilisation du collagéns

Figure Il. 3 : Diagramme général d’extraction du collagéne marin a partir des peaux de
poissons

11.7.3. Mise en évidence du collagéne extrait

11.7.3.1. Test de biuret

C’est une méthode de dosage colorimétrique des protéines, basée sur la formation d’un

complexe, dans un milieu alcalin, entre les ions cuivre Il (Cu2+) et les protéines (plus

précisément les atomes d’azote des liaisons peptidique de la protéine). S’il y a formation d’un

complexe mauve donc le test est positif (présence de protéines), et si le complexe reste bleu,

le test est négatif (absence de protéines) (Lablack, 2012).

Mode opératoire
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Dans un petit tube a essai on met 0.5 ml du collagéne extrait, on rajout 3 a 4 gouttes de
NaOH, ensuite, on rajoute quelques gouttes de sulfate de cuivre CuSQOy,, aprés le mélange on
obtient un complexe violet, on compare le résultat avec un témoin positif (la protéine de

référence BSA), et un témoin négatif (I’eau distillée).
11.7.3.2. Test & la xanthoprotéine

Le test xanthoprotéique est une méthode biochimique pour la caractérisation et 1’identification
des acides aminés contenant des groupes phénoliques ou indoliques. On cible surtout 1’acide

aminé tryptophane qui est trés concentré dans le collagéne.

Le test est basé sur 1’identification de la présence des cycles benzéniques activés lors du
chauffage de la protéine avec de 1’acide nitrique concentré (HNO3) qui subit une réaction de
nitration et forme un produit de couleur jaune, aprés 1’addition alcaline, le culot devient

orange en raison de la formation d’un sel (Lablack, 2012).
Mode opératoire :

- Dans un tube a essai propre on met 1 ml de la solution de collagene ;

- On ajoute 2 a 3 gouttes d’acide nitrique concentré (HNO3) ;

- A Tl’aide d’une pince, porter le tube a ébullition sur un bec bunsen jusqu’a la
formation d’un précipité blanc du collagéne dénaturé ;

- Onrajoute 2 a 3 gouttes d’ammoniaque ;

- Apres I’ajout de I’ammoniaque le culot vire a I’orange.
11.7.4. Rendement massique du collagéne marin

Le rendement massique du collagéne et calculé en utilisant le formule suivante :

Ymd = E x100

Avec :

Mi : la masse de peaux de poissonsen g ;

Mf : la masse du collagene lyophilisé en g.
11.7.5. Détermination du poids moléculaire du collagene marin par SDS-PAGE

La détermination des profils électrophorétiques du collagene a été réalisée selon la méthode
de Laemmli (1970). L'électrophorese a été réalisée en utilisant un gel de séparation de 10% et

un gel de concentration de 5%.
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I1.7.5.1. Principe de I’électrophorése SDS-PAGE

La pureté de nos solutions de collagéne est caractérisée par une électrophoréese en condition
dénaturante ou SDS-PAGE. Les techniques d’électrophoreése consistent a séparer des
molécules chargées sous 1’effet d’'un champ électrique. Dans le cas de la SDS-PAGE, on
utilise une molécule tensioactive, le sodium dodécyl sulfate (pour SDS) afin de dénaturer la
conformation des protéines. Le SDS est composé d’une longue chaine alkyl apolaire et d’un
groupement sulfate chargé négativement. Par sa chaine alkyl apolaire, le SDS peut se fixer au
niveau des zones hydrophobes de la protéine et les « solubiliser ». Les protéines sont ainsi
dépliées et chargées négativement. La charge de la protéine dépend alors de la quantité de

SDS liée a sa surface ; c’est a dire :

- de la longueur de la protéine

- de la quantité d’acides aminés hydrophobes sur la protéine
- de I’état de glycosylation de la protéine

En général, la répartition de SDS sur les protéines étant assez uniforme, on considere que la
séparation se fait en fonction de la masse moléculaire apparente de la protéine. Afin d’étre
dans des conditions totalement dénaturantes, on ajoute un réducteur de pont disulfures a
I’échantillon (ex : pmercaptoéthanol) et on le chauffe a 100°C pendant quelques minutes pour
rompre les liaisons hydrogenes. Dans le cas du collagéne, on fait migrer des chaines a et des
diméres de chaines a notés « B ». Les protéines migrent au sein d’un gel de polyacrylamide
réticulés par des monomeres bis-acrylamides. En modifiant la concentration en monomere
acrylamide ou le rapport acrylamide/bis-acrylamide, on module la porosité du gel. Le contrble
de cette porosité permet de définir la gamme de poids moléculaire que 1’on souhaite
discriminer. Un gel dense, avec de petits pores, est efficace pour séparer des protéines de
faible poids moléculaire. A DI’inverse, on utilise un gel lache avec de gros pores pour
caractériser des protéines de haut poids moléculaire. Dans le systeme développé par Ornstein

et Davis, les protéines migrent successivement a travers deux gels :

e un gel de concentration sur la partie haute. 1l s’agit d’un gel lache (5% en
acrylamide, pH = 6,8) dans lequel on ajoute de la glycine, un composeé qui migre plus
lentement que les protéines. Sous I’effet du champ électrique, le déplacement de la

glycine permet de concentrer spatialement les protéines (indifféremment de leur masse
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moléculaire). Le but est d’aligner les protéines avant de les faire migrer en fonction
de leur masse.

un gel de migration sur la partie basse. Ce gel est plus dense (10% en acrylamide) et
a un pH différent (pH = 8,8) du gel de concentration. Il en résulte que la glycine migre
plus vite que les protéines dans le gel de migration. En changeant de gel, on
commence reellement la séparation de protéines en fonction de leur masse moléculaire

apparente.

Aprés la migration, les protéines sont révélées par une coloration au bleu de Coomassie. En

comparant leur migration a celles de marqueurs de poids moléculaire et en utilisant la relation

(1), on peut alors attribuer une masse moléculaire a chaque bande.

Log (masse moléculaire) = a (mobilité relative) + b (1)

La mobilité relative d’une protéine est définie comme le rapport entre sa distance de

migration et la distance de migration du front.

I1.7.5.2. Protocole de I’électrophorése

1 — Préparation des plaques — Montage.

Laver soigneusement avec de I’éthanol une plaque support et une plaque fine en verre
pour chaque gel. Sécher.

Installer les plaques sur le support de montage. Vérifier 1’étanchéité avec de 1’eau
déionisée.

Remplir de gel de migration jusqu’a 4-5 mm de la ligne verte inférieure.

Ajouter doucement de 1’eau dé€ionisée jusqu’en haut des plaques pour chasser les
bulles d’air a I’interface eau/gel.

Attendre la polymérisation compléte du gel de migration.

Vider I’eau au-dessus des gels par retournement des plaques.

Ajouter le gel de concentration (micropipette) jusqu’a 2-3 mm du bord supérieur.
Aspirer les bulles d’air.

Mettre un peigne 10 puits sur les plaques et laisser polymériser le gel de concentration.

2 — Préparation des cuves a électrophoreése.

Transférer les plaques sur le support prévu pour 1’électrophorése, plaques fines

orientées vers ’intérieur. Mettre ensuite ce support dans la cuve.
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Remplir la cuve de tampon de migration (1X) jusqu’au ras des plaques.

3 — Préparation des échantillons.

Diluer les solutions de collagéne dans I’acide acétique 500 mM (1/2 ; 1/5 ; 1/10).

Pour chaque échantillon, mélanger 10 pl de solution échantillon avec 10ul de tampon
échantillon (Tampon Laemmli) dans un eppendorf, vortexer et centrifuger (2 min a
5000 g).

Fermer hermétiquement les eppendorfs et les mettre dans un bain d’eau a ébullition
pendant 3 minutes. Placer ensuite les eppendorfs pendant 5 minutes dans la glace puis

les mettre a centrifuger pendant 2 minutes a 5000 g.

4 — Dépots des échantillons.

Déposer un échantillon dans chaque puit.
Réserver un échantillon pour le marqueur de poids moléculaire et/ou pour un

échantillon témoin de collagéne.

5 — Migration.

Recouvrir la cuve de son couvercle en respectant les polarités des électrodes.

Relier les électrodes au générateur.

Migration en 2 temps :

Régler le générateur sur 80 volts et le mettre en marche (apparition de petites bulles
dans le tampon de migration).

Laisser 10 a 20 minutes jusqu’a ce que les dépdts soient compactés en une seule ligne
(concentration des protéines).

Régler alors le générateur sur 160 volts pour que la migration proprement dite
démarre.

Arréter la migration quand le front de migration (Bleu de bromophénol) est proche du

bas de la plaque.

6— Coloration.

Démouler les gels.
Mettre chaque gel dans une solution de coloration comprenant du bleu de Coomassie.
Agiter pendant 1 heure.

Oter la solution de bleu de Coomassie.

7— Décoloration/lavage.
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Décoloration rapide :

- Prendre les gels et les mettre dans la solution de décoloration rapide.
- Agiter pendant 1 heure
- Jeter la solution de décoloration (devenue bleutée).

8- Décolorant de conservation :

- Ajouter 50 a 100 ml du décolorant de conservation.

- Agiter 1 nuit.

- Jeter le colorant.

- Recommencer cette étape si le gel est encore trop « bleu ».

9-Réhydratation :

Mettre les gels dans I’eau déionisée pour les laver du décolorant et leur faire reprendre leur

taille initiale.

10-Lecture : 1l existe une relation de linéarité entre le logarithme de masse moléculaire d’une
protéine et sa mobilité électrophorétique au sein d’un gel. La détermination de la masse
moléculaire étalon ou Log (MM) =f(RF). Le Rapport Frontal RF est calculé grace a la relation

suivante :
RF = Distance parcourue par la protéine / Distance de migration de bleu de bromophénol

11.8. Test de ’activité antibactérienne des principes actifs par la méthode de diffusion

sur disques

L’¢étude de I’activité antimicrobienne des principes actifs a été réalisee par la méthode de
disques de diffusion sur gel. Cette méthode, trés utilisée en microbiologie (antibiogramme),
repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu semi solide (gélose molle).
L’effet du produit antimicrobien sur la cible est apprécié par la mesure d’une zone
d’inhibition, et en fonction du diametre d’inhibition la souche du microorganisme sera
qualifiée de sensible, d’intermédiaire ou de résistante. Dans la technique de diffusion il y a
compétition entre la croissance du microorganisme et la diffusion du produit a tester (Ababsa,
2012).

Quatre souches pathogenes ont été testées: une souche environnementale Pseudomons
aerugenosa (Gram-), une souche ATCC 25922 Escherichia coli (Gram-), une souche ATCC

25923 Staphylococcus aureus et une souche Enteroccus spp (Gram+).
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Mode opératoire :

- Un écouvillon stérile est plongé dans une suspension bactérienne (0,3 MCcF),
préalablement revivifiée, puis retiré en I’essorant contre les parois du tube ;
- L’écouvillon est étal¢ sur toute la surface de la gélose en tournant la boite trois fois de
60° afin d’assurer une bonne distribution de 1’inoculum ;
- Les disques stériles sont imprégnés avec 80ul de la solution a tester (chitosane,
polyphenols, polysaccharides sulfatés, extrait de Codium) et déposeés sur la gélose
Les boites préparées sont laissées un moment sur la paillasse afin de permettre la diffusion du
composé antimicrobien, puis incubées a la température adéquate de croissance (37°C). Les
lectures seront faites aprés 24h.
e Lecture
L'activité antimicrobienne a été évaluée en déterminant les diametres (en mm) de la zone
d'inhibition de croissance nette autour des disques. L’inhibition est notée positive si le
diameétre est supérieur & 2mm (Thompson et al., 1996).
Remarque : Les essais ont été effectués en duplicata.

11.9. Préparation des émulsions

Quatre pommades ont été préparées pour cette étude et celles-ci sont globalement formulées

comme suit :

- La phase aqueuse contient I’eau d’algue et un mélange de biomolécules marines
(chitosane, collageéne, 1’extrait de polyphénols, polysaccharides sulfatés et extrait de
Codium bursa) dissoutes dans de ’acide acétique a 1%.

- La phase huileuse contient de la vaseline, de I’huile de foie de morue et de I’huile de
coco. Le choix de cet ingrédient est basé sur le fait que ces produits sont non
allergisants et ayant un pouvoir hydratant pour la peau.

- Facteur de consistance : cire n°3

- Agent conservateur et antimicrobien : conservateur cosgard .

Avant d’entamer la procédure de fabrication des pommades, le matériel utilis¢ ainsi que les
pots de conditionnement des pommades ont été lavés puis enrobés de papier aluminium pour

étre stérilisés a I’autoclave (a 121,1°C, 20 min).

Toutes les formules testées ont été préparees selon le méme protocole et selon la méthode
d’inversion de phase (Caullet et al., 2018).
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La procédure est comme suit :

- Calculer et peser les principes actifs et les excipients
- Préparer les 2 phases huileuse et aqueuse

- Procéder a la dispersion des deux phases

- Homogénéisation mécanique de 1I’émulsion

- Ajouter le conservateur

- Mettre dans des pots stériles

- Désaérer en tapant doucement les pots contre la paillasse.

11.9.1. Calcul et pesée des principes actifs et des excipients

Le calcul des principes a 1% ainsi que la quantité des autres ingrédients est réalisé pour une
quantité de pommade de 50g, étant donné que notre émulsion est une pommade et non une

creme, la quantité de la phase huileuse est plus grande que la quantité de la phase aqueuse.

Les principes actifs tels que le chitosane et les polysaccharides ont été solubilisés et introduits

dans les pommades a raison de 1%.

Les autres constituants tels que le collagéne, les polysaccharides, les polyphénols et 1’extrait

de Codium ont été introduits a des taux encore plus bas.

Note : La pesée des ingrédients a été effectuée a 1’aide d’une balance électronique de

précision 1076,
11.9.2 Formulation des pommades
La formulation détaillée des pommades est décrite dans le tableau suivant (Tableau 11.2) :

Tableau I1. 2 : Formulation détaillée des pommades

Pommadel Pommade 2 Pommade 3 Pommade 4

Principes Chitosane + Chitosane + | Chitosane + | Chitosane +

actifs Collagéne Collagene + Collagéne + | Collagéne +
Polyphénols Polysaccharides | extrait de

Codium

Phase Huile de coco | Huile de coco + | Huile de coco + | Huile de coco +
huileuse + vaseline Vaseline + | Vaseline + | Vaseline + huile
(excipients) huile de foie de | huile de foie de | de  foie  de
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morue morue morue
Phases Eau d’algue | Eau  d’algue | Eau d’algue | Eau d’algue
aqueuse brune : Padina | rouge : bleue : Spirulina | rouge :  Jania
Sphaerococcus | platensis rubens
(phycocyanine)

Il est & savoir que le chitosane et le collagéne ont été préalablement solubilisés dans un
volume défini d’acide acétique a 1% et les polysaccharides dans un volume défini d’eau avant

d’étre introduits dans la préparation.

NOTE : Les échantillons des extraits d’algues ; polyphénols, polysaccharides et extrait de
Codium bursa, nous ont été remis par Mme AMROUCHE L. Ces échantillons ont fait I’objet
d’étude de PFE antérieurs et ont été conservés dans les conditions de conservations adéquates

a chacun.
11.9.3. Préparation des pommades

Le protocole de fabrication des différentes pommades est illustre ci-apres (Figure 11.4) :

Peser les principes actifs et Chauffer S Incodporer Ly phase Meélanger les deux
les excipients huileuse + aqueuse dans la phase
; i : hases avec un bras
émulsifiant au huileuse p \
bain mane mixeur

Mettre en pots les 7 ; : A Incorporer le principe
préparations Faas les- v I._Ine fois 1a .prepaufanon actif a la préparation et
c-onservanop et bien homogéne. ajouter mélanger
désinfecter a 1'alcool le conservateur

les couvercles

Figure I1. 4 : Diagramme de fabrication des pommades
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11.9.4. Controle de qualité microbiologique des émulsions préeparées

11.9.4.1. Dénombrement des germes aérobies totaux et des levures et moisissures totales
DGAT et DMLT

Mode opératoire :

Faire fondre au bain marie a 100°C le milieu gélosé PCA et la gélose Sabouraud
dextrose en desserrant légérement les fermetures dans le bain marie en surfusion a
45°C ;

Préparer une solution de 1g du produit a tester dans 9ml de la solution tampon
péptonée au chlorure de sodium pH 7 (solution A) ;

Agiter jusqu'a homogénéisation complete ;

Prélever 1ml de la solution A préparée et déposer chaque prélevement dans une boite
de Pétri de 90mm de diametre ;

Couler dans 2 des 4 boites de Pétri destinées au DGAT 15ml a 20ml du milieu gélosé
PCA, et dans les 2 boites restantes destinées au DMLT 15 a 20ml de gélose
Sabouraud dextrose ;

Agiter doucement les boites par un mouvement circulaire pour assurer un mélange
homogéne de I'échantillon et la gélose, sans faire de bulles et sans mouiller les
couvercles des boites ;

Incuber les boites PCA a 30-35°C pendant 3-5 jours et les boites Sabouraud dextrose a
20-25°C pendant 5-7 jours.

11.9.4.2 Recherche de Pseudomonas aeroginos et de staphylococcus aureus

Mode opératoire :

11.9.5.

Repiquer sur gélose cétrimide 0,1 ml de la solution A et incuber a 30-35°C pendant 18
a 72h pour la recherche de Pseudomonas aeruginosa ;
Repiquer sur gélose Chapman 0,1 ml de la solution A et incuber & 30-35°C pendant 18

a 72h pour la recherche de Staphylococcus aureus (Butin and Provence, 2022).

Détermination  des  propriétes  pharmacologiques des  différentes

pommades preparees

11.9.5.1 Test de Pactivité anti-inflammatoire in vivo
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L’évolution de I’activité anti- inflammatoire de deux pommades obtenues a été faite in vivo

sur 4 lots de 6 souris de souche NMRI femelles dont le poids est de 20g+ 2.

Une inflammation cutanée est induite sur la face interne de ’oreille gauche de chaque souris

par application de 30ul d’un solvant irritant. Une heure avant, chaque lot recoit :

- Lotl (témoin negatif) : 30ul d’eau physiologique

- Lot 2 (témoins positif) : du Diclofénac a 1%

- Lot3: Pommade 1 (composée de chitosane+ collagene)

- Lot 4: Pommade 3 (composée de chitosane + collagéne + polysaccharides)

Quatre heures aprés I’induction de I’inflammation, les souris sont sacrifiées par dislocation et
les oreilles sont découpées puis des disques de 8mm de diameétre sont prélevés puis peser avec

une balance de précision.

L’activité anti-inflammatoire est évaluée en comparant les poids de 1’oreille gauche contenant
I’cedéme et ’oreille droite qui est saine. Le potentiel anti-inflammatoire des échantillons

testés est déterminé par le pourcentage d’inhibition de I’cedéme PIO.

La formule utilisée pour le calcul du pourcentage d’inhibition de 1’cedéme (PIO) est la

suivante (Mezit, 2018) :

MD({témoin négatif)—MD({ézeai) %

PIO = 100

MD(témoin négatif)
Avec :

MD (témoin négatif) : la moyenne de différences entre les deux oreilles du lot témoin négatif ;
MD (essai) : la moyenne des différences entre les deux oreilles du lot essai.

> Etude statistique
Les résultats sont évalués a I’aide du test de Student en utilisant le logiciel EXCEL.

Le test T ou test de Student est un test statistique permettant de comparer les moyennes de
deux groupes d’échantillons. Il s’agit donc de savoir si les moyennes des deux groupes sont
significativement différentes au point de vue statistique. L'emploi de ce test reste subordonné
en général a deux conditions d'application importantes qui sont la normalité et le caractere

aléatoire et simple des échantillons.

Le degré de signification :
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« P >0,05: lavariation est non significative ;
+ P <0,05: lavariation est significative ;
« P <0,01: lavariation est tres significative ;

« P <0,001: lavariation est hautement significative.

Application des Application d’un solvant Sacrifice par
pommades 1h avant irritant sur I’oreille Dislocation au bout
de 4h

Mettre les oreilles dans des
tubes Eppendorf puis Un disque de I'oreille est
passer a la pesée découpé grace aun
emporte-piéce

L’oreille est découpée a 1"aide
d’une paire de ciseaux

Figure 11. 5 : Diagramme détaillé du protocole du test anti-inflammatoire (Chader, 2019)

11.9.5.2 Test de Pactivité cicatrisante in vivo

L’évaluation de I’activité cicatrisante des pommades a été réalisée sur 5 lots de 6 rats femelles
adultes de souche Wistar (le rat Wistar est un albinos) d’un poids qui varie entre 180g et

200g.

Le choix d’un lot de 6 rats au lieu de 10 a été pris en respectant la régle des 3R créée par
Russell et Burch en 1959 visant a la protection animale dans le cadre de la recherche

scientifique. Les 3 R désignent les initiales de :

e Remplacer les modéles animaux par d’autres méthodes lorsque cela est possible.

e Réduire le nombre d’animaux utilisés pour I’expérience.

e Raffiner les conditions d’élevage, de soins, et de la méthode utilisée dans la procédure
afin d’éliminer ou de réduire au minimum toute douleur ou souffrance.

Une anesthésie des animaux a également été effectuée lors de cette expérience. (Figure 11.6)

> Anesthésie :
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L’anesthésie fait partie intégrante de 1I’expérimentation animale, elle est nécessaire d’un point

de vue :

e Ethique.

e Pratique en cas de non faisabilité de certains tests sur les animaux éveillés.

e Meéthodologique ; le stress et la douleur pouvant constituer des facteurs de
confusion a I’origine de modification de la réponse biologique et donc des
résultats expérimentaux, il faut cependant prendre en considération les
interférences éventuelles de I’anesthésie avec ces méme résultats (Office

féderal de la sécurité alimentaire et des affaires vétérinaires OSAV).

Figure I1. 6 : Anesthésiant Kétamile et anxiolytiqgue Midazolam utilisés dans cette étude

» Induction des brulures

Les étapes de 1’étude de I’activité cicatrisante sont rapportées ci-dessous et illustrées dans la
figure : (Chader, 2019)

e Avant toutes pratique les rats ont recus un gavage de 2ml de solution glucosée a 30%.

e Les rats sont anesthésiés, dans un premier temps, avec une solution d’anxiolytique le
Midazolam, suivie d’une autre injection d’une solution de Kétamile par injection
intrapéritonéale.

e Une fois les rats completements anesthésiés (Stade III de I’anesthésie générale :
inhibition de la motricité semi volontaire et automatique)

e La partie dorsale des rats est par la suite épilée a la main,

e Une brulure thermique du 3°™ degré est induite en utilisant un poingon métallique
préalablement chauffé au chalumeau pendant 30 secondes puis appliqué sur le dos de
I’animal pendant 10 secondes

e Les surfaces brllées des rats sont traitées quotidiennement avec une couche épaisse
des pommades préparées pendant 15jours, tout en couvrant les lésions avec des
compresses stériles et du sparadrap dans des conditions d’asepsie. Ces dernicres sont
assurées par les mesures suivantes :
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- Paillasse propre et matériel désinfecté ;
- Cages individuelles, changées tous les jours

- Alimentation normale

Gavage des rats avec Administration de Epilation de la

une solution glucosée ~ Midazolam et Kétamile par partie dorsale
voie intrapéritonéale

Chauffage du poingon

Application de la
pommade

Induction de la briilure
sur la partie dorsale

Calquage de la Raclage de la partie briilée
partie brillée

Pose du pansement

Figure 11. 7 : Diagramme du protocole d’induction d’une brilure de 3Me degré.
» Le standard : Créme Madécassol
Le médicament MADECASSOL 1% est une creme a visée protectrice et cicatrisante indiquée
dans le traitement local d’appoint des ulcérations cutanées et des plaies de la peau. Ce
médicament est composé de 1’hydrocotyle (extrait sec reconstitué tiré a 40% d’asiaticoside et

60% d’acides madécassique et asiatique) qui est a 1%.
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I
Jo—lSs5lo /Madécassol

=t AT RN Hydrocotyle  c:

2 i £10 Lgaacs

J9—wlSuslo /Madécassol

Figure I1. 8 : Traitement de référence (Madécassol)

Tableau I1. 3 : Les traitements recus par les différents lots de rats

Lots Traitement

Témoin positif Madécassol 1%
Lot1 Pommade 1 ( chitosane + collagéne)
Lot 2 Pommade 2 (chitosane + collagéne + polyphénols)
Lot 3 Pommad3 (Chitosane + collagene + polysaccharides)
Lot4 Pommade 4 (chitosane + collagéne+ extrait de Codium)

» Suivi des plaies
Les plaies ont été observées et photographiées tous les 2 jours dans les mémes conditions.

Tous les 2 jours, les contours des Iésions sont repris sur un papier calque, puis leurs surfaces

sont mesurées a 1’aide d’un logiciel de traitement d’image (J image).
» Calcul du pourcentage de la réduction de la surface brulée

Le pourcentage de la réduction de la surface brulée par rapport a la surface initiale a été

mesuré selon la méthode décrite par (Kim et al, .2008).

La formule utilisée est la suivante :

R% = (Si-Sf) / Si x100
Avec :
Si : surface initiale de la brilure (en cm?) ;

Sf : surface finale de la brdlure (en cm?).

» Analyse statistique
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Les résultats obtenus sont exprimés en moyennes et variances qui ont été soumises a une

analyse de la variance ANOVA a un facteur a 1’aide du logiciel EXCEL. La valeur donnée

peut affirmer que les populations sont différentes avec un risque d’erreur p tel que :

p > 0,05 : la différence n’est pas significative
0,05 >p > 0,01 : la différence est significative
0,01 > p > 0,001 : la différence est hautement significative

p < 0,001 : la différence est trés hautement significative
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I11.1. Identification des espéces de crevettes

L’identification des espéces de crustacés est basée sur plusieurs critéres distinctifs décrits
dans la fiche FAO (Fischer, 1987) et consigneés dans le tableau Il1.1 ; pour les crevettes, ¢’est
la morphologie du rostre et du telson qui est prise en considération. Les especes identifiées
sont les suivantes. (Figure 111.1)

- Parapenaeus longirostris (crevette rose)

- Aristeus antennatus (crevette rouge)

Les deux especes presentent un corps lisse et mou avec la présence de petites pinces aux trois
premiéres paires de pattes. On distingue une coloration rouge pale avec un rostre légerement
dentée chez Aristeus antennatus (Risso, 1816); et une couleur rose orangée avec un rostre
recourbé en haut avec 8 dents, ainsi qu'un telson se terminant par 3 grandes dents, aigués et

fixes chez Parapenaeus longirostris (Lucas, 1846).

(A) (B)

Figure I11. 1 : Espéces de crevettes identifiées.

Aristeusantennatus (A), Parapenaus longirostis(B)

Tableau I11. 1 : Critéres distinctifs des especes identifiées (Fischer, 1987)

Espéce Taille Caractéeres distinctifs

Parapenaeus 8aldcm Le rostre : bien développé et armé de dents, il est

longirostris (Lucas, (males), légerement recourbé vers le haut, et

1846) et12al16cm Iégerement le pédoncule antennaire, son bord dorsal
(femelles) avec 8 dents environ dont le postérieur est épigastrique

et nettement séparée des autres

== -
fixes F’
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Aristeus antennatus 10218 cm le rostre ; armé de trois dents sur le bord dorsal

(Risso, 1816)

le telson : long et trés étroit, comprimé latéralement, se
termine par une pointe aigue

111.2. Composition biochimique globale des coproduits de crevettes

La composition biochimique du mélange des coproduits de crevettes Parapenaeus

longirostris et Aristeus antennatus est présentée dans le tableau I11-2 et la figure 111-2 et elle

est comparée a celles décrites par les études antérieures.

Tableau I11. 2 : Données comparatives de la composition biochimique globale des coproduits

de crevettes

Teneurs Présente étude | (Guesmi et (Haddab et (Kefil, 2020)

(%)/MS (Crevettes) Hennous, 2021) | Kortbi, 2020) (Crevettes)
(Crevettes) (Crevettes)

Teneurseneau | 19,38 11,57 14,61 10,5

(%)

Teneur en 49,75 39,88 37,49 32,6

minéraux (%)

Teneur en 9,9 8,3 28,96 24,26

protéines (%)

Teneur en 6 11,04 6,99 8,7

lipides (%)

II1.2.1. Taux d’humidité (teneur en eau)

Au regard du tableau I11.2, La teneur en eau du mélange des coproduits de crevettes

(Parapenaeus longirostris et Aristeus antennatus), est de 19,38% du poids sec, cette valeur
est supérieure a celle mentionnée par Haddab e Kortbi (2020) (14,61%) et par Kefil (2020)

(10,5%) pour les mémes espéces ainsi que celle mentionnée par (Guesmi et Hennous (2021)

(11,57%) travaillant sur la crevette rose uniqguement (Parapenaeus longirostris).

111.2.2. Teneur en matieres minérale

66




Chapitre Il : Résultats et Discussion

En ce qui concerne la teneur en matiere minérale, la valeur obtenue était de 49,75%, cette
valeur est supérieure a toutes les valeurs enregistrées par les différents auteurs a savoir
Haddab et Kortbi (2020) (37,49%); par Kefil (2020) qui est de 32,26% et par Guesmi et
Hennous (2021) a (39,88%).

111.2.2. Teneur en lipides

Les carapaces de crevettes sont relativement pauvres en composes lipidiques (tableau 111.2), la
valeur obtenue (6%) corrobore avec celle relevée par Haddab et Kortbi (2020) (6,99%), elle
en revanche inferieure a celle rapportée par Guesmi and Hennous (2021) qui était de
(11,04%).

111.2.4. Teneur en protéines

La teneur en protéines de 1’échantillon est de 9,9%, ce qui est supérieure a celle obtenue par
Guesmi et Hennous (2021) qui est de 8,3%. Mais, elle représente moins du tiers des taux
rapportés par Haddab et Kortbi (2020) et Kefil (2020) qui sont respectivement de 28,96% et
24,26%.

Cette considérable différence résulte vraisemblablement d’une décortication minutieuse et
d’un bon nettoyage de la matiére premiére, lors du nettoyage, toute la chair collée a la
carapace et au telson a été extraite dans le but de faciliter et d’optimiser I’étape de

déprotéinisation.

Le présent échantillon ne contenait quasiment pas de téte et il y avait une prédominance de la

partie abdominale de la carapace de crevettes.

Ravoninjatovo et al. (2015) a mené une étude comparative entre la composition biochimique
des tétes de crevettes et la carapace ; il en a conclu que les tétes sont plus riches importante en
protéines que les carapaces. Lors d’une étude ; menée par Randriamahatody (2011), il a été
relevé des taux treés élevés en protéines dans les tétes de crevettes qui étaient de I’ordre de

S57%.

Il est courant que, pour les animaux aquatiques, des fluctuations dans la composition
biochimique dans la chair et dans les coproduits soient observées chez un méme individu, des
écarts peuvent étre relevés entre la région proche de la téte par rapport a celle de la queue.

Il est admis que la composition biochimique globale des coproduits de crustacés (crevettes)
varie en fonction de I’espéce, du sexe, de I’age, et aussi en fonction des saisons et des

conditions environnementales. Ces variations peuvent exister au sein d’un méme individu. En
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effet, les crevettes muent au fur et & mesure qu’elles grandissent car la carapace devient trop
petite pour leur corps, et aprés chaque mue [I’animal se retrouve dans [’obligation de
reconstituer un nouvel exosquelette. Cette grande variabilité dans les teneurs en protéines,
lipides et minéraux a été déja signalé par plusieurs auteurs pour un méme individu dans le cas
des crevettes (céphalothorax et carapace) (Waldeck et al., 2006; Kurita, 2006 et
Randriamahatody, 2011). De I’ensemble des resultats obtenus dans le cadre de cette étude,
on peut conclure que les coproduits de crevettes (mélange des deux espéces) contiennent de
grandes quantités de cendres suivis de protéines et de lipides-pigments. Par déduction, ce qui

reste représenterait la fraction chitineuse des crustacés (Figure 111.2).

lipides

. 6%
proteines

10%

autres
15%

minéraux
50%

19%

Figure 111. 2 : Composition biochimique globale du mélange des coproduits de crevettes
exprimée en pourcentage par rapport a la matiére séche (MS)

111.3. composition minérale des coproduits de crevettes

L’analyse par XRF des carapaces de crevettes (Parapenaeus longirostris, Aristeus
antennatus) a révélé la présence de plusieurs éléments minéraux. Ces résultats sont

représentés dans la figure 111.3 ci-dessous
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Teneur en matiere minérale en poucentages

mBal 45%
mCadl%
mP7%
mS2%
mSl 1%
Mg1%

MW Autre s0%

Figure I11. 3 : Composition en matieres minérales des carapaces de crevettes

Pour les carapaces de crevettes, le Bal et le calcium en sont les principaux composants avec

un pourcentage de 45 et 41% respectivement.

La balangeroite (Bal) est un minéral fibreux, rare et récent, sa présence ce minéral dans les
coproduits de crevettes est insolite. 1l fut signalé dans les carapaces de crevettes pour la
premiére fois par Haddab et Kortbi en (2020). Des investigations sont en cours pour

expliquer son origine.

D’autres ¢léments sont présents en un pourcentage moindre tels que : le phosphore (7%), le

soufre (2%), le silicium (1%) et le magnésium (1%), etc.

Ces résultats restent plus importants que ceux obtenus par Randriamahatody (2011) pour
Parapenaeus longirostris qui sont de 6% pour le calcium, 0,61% pour le magnésium et 0,68%

pour le phosphore.

Des ¢léments métalliques en trés faible quantités tels que 1’or, le cuivre, le fer, I’arsenic ont

été également détectés.
111.4. Caractérisation du chitosane produit

Afin de déterminer le rendement d’extraction du chitosane et d’apprécier sa qualité, sa teneur
en protéines et de matiére minérale résiduelles, sa solubilisation dans un acide dilué et son
degré de désacétylation par la méthode FTIR ont été déterminés.
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111.4.1. Rendement massique

Le rendement massique du chitosane obtenu apres déminéralisation, déprotéinisation et
désacétylation des coproduits de crevettes (Parapenaeus longirostris et Aristeus antennatus),
est de 11,88 % (Figure 111.4 et Tableau I11.3).

La valeur obtenue est similaire a celle obtenue par Guesmi et Hennous (2021) (11,13%). En
revanche, le taux obtenu est supérieur a ce qui a été rapporté par Haddab et Kortbi (2020) et
par Kefil (2020) (9,6 %) et (6,84 %) respectivement.

Tableau I11. 3 : Rendement massique du chitosane obtenu a partir des coproduits de crevettes
rapportés dans la littérature

Présente étude | (Guesmi et | (Haddab et | (kefii, 2020)
(crevettes) Hennous, 2021) | Kortbi, 2020)
Rendement 11,88% 11,13% 9,6% 6,84%
d’extraction

Selon Ozogul et al. (2018), Les rendements massiques varient en fonction de plusieurs
facteurs tels que : la méthode d’extraction, I’espéce utilisée, les saisons et les conditions

environnementales (zones de péche).

|

>

Figure I11. 4 : Pesée du chitosane produit a partir de 200 g des carapaces de crevettes

111.4.2. Solubiliteé

Le chitosane produit a partir des carapaces de crevettes se solubilise parfaitement dans 1’acide
acétique a 1% ; la solution est translucide avec un aspect trés visqueux (Figure I11.5). Ceci

indique également que la chitine a été correctement déacétylée.
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Figure 111. 5 : Solubilisation du chitosane extrait de crevettes dans I’acide acétique a 1%

Contrairement a la chitine qui est insoluble dans les solvants aqueux, le chitosane est soluble

dans les acides faiblement dilués (comme 1’acide acétique, lactique, citrique,...).

Les groupes aminés du chitosane subissent une protonation et deviennent chargés
positivement a partir de pH= 3, le chitosane est solubilisé et il devient cationique quand le pH
est inférieur au pKa intrinséque de la fonction amine du chitosane soit 6,3. A un pH supérieur
(>6,5), les groupements ne sont plus ionisés et le chitosane se précipite (Rinaudo et al.,
1993).

111.4.3. Caractérisation biochimique

Afin d’évaluer I’efficacité des traitements de déminéralisation et de déprotéinisation appliqués
aux coproduits de crevettes, la teneur du chitosane en protéines et cendres résiduelles a été

déterminée. Les résultats sont consignés dans le tableau ci-aprés (Tableau 111,4).

Tableau I11. 4 : Degrés.de déminéralisation et de déprotéinisation du chitosane produit

Chitosane produit

DM(%) 23,35

DP(%) 18,4

L’attaque acide de la poudre de crevettes a permis une déminéralisation de ’ordre de
23,35%. Ce taux résiduel est nettement inférieur a ceux rapportés par Haddab et Kortbi
(2020) (53,31%) et par Kefil (2020) (36%). En revanche, le degré de déminéralisation
enregistré  par Guesmi et Hennous (2021) était de (100%), soit une élimination totale des
matieres minérales.

L’utilisation d’une base forte a permis une bonne déprotéinisation de la chitine (18,4%) qui

est inférieure a celles rapportées par Guesmi et Hennous (2021) (63,2%) et par Haddab et
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Kortbi (2020) (100%). Le degré de déproteinisation dépend de la concentration en NaOH et

de la température appliquée.

111.4.4. Degré de désacétylation
111.4.4.1. Spectrophotométrie infrarouge (FTIR)

La FTIR a été réalisée dans la gamme de fréquences 4000-500 cm-1 sur des pastilles de KBr
contenant le chitosane produit a partir des coproduits de crevettes. La caractérisation entraine
I’apparition d’une série de pics d’absorption qui sont représentés dans la figure 1.6 ci-

dessous :

100

Transmitaece [
“

M

3o W00 2500 2000 1500 100 500
YoaeeLmbar o1

Figure 111. 6 : Spectres FTIR du chitosane produit.

Les spectres révelés par la FTIR ont permis de mettre en évidence plusieurs liaisons
caractéristiques du chitosane telles que : les liaisons (O-H) dans les régions 3300 et 1155cm-,
les liaisons (C-H) dans les régions 2879cm™, 2922 et 2888cm™, les liaisons C=0 aux pics

1660 cm-*, et aussi des liaisons (N-H) dans les régions 1643, 1594cm™.

En se basant sur les spectres obtenus et en utilisant la formule mentionnée par Hafsa et al.
(2016), le DDA du chitosane produit est de 98%, ce résultat est largement supérieur a ceux
obtenus par par Haddab et Kortbi (2020) (80,12%), Oulhiz (2018) sur la crevette rose
Parapenaeus longirostris, en utilisant deux méthodes chimiques (65% et 72,73%). Cette
différence peut étre due a la concentration de NaOH utilisée pour la désacétylation et la

déprotéinisation de la chitine qui est 10N chez (Oulhiz, 2018).
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Les degrés de désacétylation de la chitine extrait des carapaces de crevettes sont consignés

dans le tableau I11.5 ci-dessous :

Tableau I11. 5 : degré de désacétylation du chitosane

Présent travail Resultats de | Résultats Résultats de
FTIR Haddab et | d’Oulhiz (2018) | Bellouti et Hadj
Kortbi (2020) (Crevettes) Djilani  (2018)
(crevettes)
Crevettes 98% 80,12% 72,34% 82,59%

111.5. Mise en évidence du collagéne extrait
I11.5.1. Test du Biuret

Trois essais ont été utilisés, un témoin négatif (eau distillée), un témoin positif (protéine de
référence BSA), et I’échantillon qui est le collagene extrait, le résultat obtenu montre la
formation d’un complexe mauve entre les ions cuivre II (Cu?t) et les liaisons covalentes
contenues dans ce dernier (Figure I11-8). Cela indique que le test est positif et qu’il y a
présence de collagéne. Ces résultats concordent avec ceux rapportes par (Lablack, 2012 ;
Oulhiz, 2018 et Lassoued et al., 2022).

Figure I11. 7 : Mise en évidence de la présence du collagene avec la méthode de biuret
111.5.2. Test a la xanthoprotéine
De méme, trois essais ont été utilisés, un témoin néegatif (eau distillée), un témoin positif
(protéine de référence BSA), et le collagene extrait. Le résultat obtenu montre la formation

d’un complexe jaune orangé, qui refléte la réaction de nitration lors du chauffage du collagéne

avec de I’acide nitrique concentré (HNO3) (Figure I11.9).Cela indique que le test est positif
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(présence de collagéne) conformément a ce qui a été décrit par Lablack,(2012) ; Lassoued
et al., 2022 et Oulhiz, 2018)

Figure I11. 8 : Résultat du test a la xanthoprotéine

111.5.3. Rendement massique

Le rendement massique du collagene extrait et lyophilisé est de 21%. La valeur obtenue est
supérieure a celle obtenue par Lablack (2012) (19,53%), et inférieure a celle relevée par
Nagai et Suzuki (2000) (50%).

111.5.4. Poids moléculaire du collagéne déterminé Par SDS-PAGE

Le profil du collagéne extrait des peaux de sole et de raie analysé par SDSPAGE dans des

conditions réductrices est illustre sur la figure I11.9.
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Figure I11. 9 : Profil électrophorétique du collagene extrait en présence de dodécyl sulfate de
sodium. Piste 1: marqueurs de haut poids moléculaire ; piste 2 : collagéne extrait
(échantillon).

Le modele SDS-PAGE a montré que le collagene obtenu a partir de peau de sole et de raie se
compose de deux chaines a différentes (al et a2) avec un poids moléculaire compris
approximativement entre 120 et 110 kDa et une chaine B avec un poids moléculaire supérieur

a 225 kDa.

En effet ces resultats obtenus correspondent a la plupart des autres travaux rapportes dans la
litterature (Nagai et al., 2004, Jongjareonrak et al., 2005 et Kittiphattanabawon et al.,
2005).

I11.6. caractérisation spectrale des pigments hydrosolubles

Les différents pigments extraits ont fait 1’objet d’une caractérisation d'absorption de la
lumiere en reéalisant un balayage de spectre de 400 a 700 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre

UV visible classique.

Les phycobiliprotéines : Les phycobilines sont des pigments principalement présents chez les
algues rouges et les cyanobactéries. Comme les caroténoides, ce sont des pigments
accessoires transférant 1’énergie vers la chlorophylle a. Ils sont divisés en deux grands
groupes : les phycoérythrines caractérisées par une coloration rouge et les phycocyanines

donnant une coloration bleue et émettant une fluorescence rouge.
e Les pigments extraits des algues rouges (Sphaerococcus sp et Jania rubens) :

La phycoérythrine extraite de Sphaerococcus sp, qui est un pigment associé a une protéine

hydrosoluble, absorbe a une longueur d’onde de 520 nm.

Ce résultat corrobore avec la littérature, ou le maximum d’absorption est enregistré entre 490
et 570 nm (Wilmotte, 2008 et Pérés, 2022).

e Le pigment des cyanobiontes (algue bleue-verte) (phycocyanine) :

La phycocyanine (du grec phyco signifiant « algue » et cyanine venant de la couleur « cyan »
qui est dérivé du grec « kyanos » signifiant bleu-vert) est 1’association des protéines de la
famille des phycobiliprotéine, et des pigments hydrosolubles. Elle absorbe les lumiéres orange
et rouge aux alentours de 610 et 650 nm (wiltmotte, 2008 et Pérés, 2022). La phycocyanine

extraite absorbe a la longueur d’onde 650 nm.
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e Les pigments des algues Brune Padinasp :

La fucoxanthine est un pigment caroténoide jaune a brun de certaines algues, dont les algues
brunes. Ce pigment absorbe a des longueurs d'ondes entre 500-560 nm (bleu-vert) et
constituant une composante importante de I'antenne. Le terme fucoxantine est composé du
grec phadkos (algue) et xanthos (jaune).

Le pigment extrait absorbe a une longueur d’onde 457nm. Le résultat final montre que les

algues brunes absorbent les rayons lumineux aux alentours de 450nm (Péres, 2022)

I11.7. Caractéristiques physico-chimiques des pommades préparées

Quatre pommades ont été préparées, pommadel dont les principes actifs sont le chitosane et
le collagene, pommade 2 avec comme principal ingredient chitoane, collagéne et polyphénols,
pommade 3 avec comme principes actifs chitosane collagéne et polysaccharide, et pommade 4

avec comme un ingrédient actifs chitosane collagéne et extrait de codium.

Les pommades sont destinées a étre utilisé dans différents conditions (froid, chaleur et
humidité), pour s’assurer de leurs stabilité, les pommades ont été stockées a + 4°C, le suivi
des pommades a été fait pendant plus de deux mois. Les différents tests sont indiqués dans le

tableau ci-dessous.

Tableau I1I. 6 : Caractéristiques physico-chimiques des quatre pommades préparées.

Aspect macroscopique :

Ji : les quatre pommades sont onctueuses,
lisses, épaisses et sans odeurs.

Jis : les quatre pommades sont stables et on

remarque ’absence de formation de croute

a la surface.

L’aspect a 3 mois reste le méme qu’a J;

76



Chapitre 111 : Résultats et Discussion

Aspect microscopique :

Nos préparations sont des pommades ou
I’excipient est la vaseline ce qui les classe
dans la catégorie de pommades lipophiles,
(hydrophobe)

quantité d’eau.

absorbant qu’une petite
Ici on remarque une bonne distribution et
absence de coalescence et de floculation. La
répartition des gouttelettes de la phase
huileuse en fonction de leurs tailles est

homogene.

Pommade 1

Pommade 2
Gx40 Gx40
Pommade 3 Pommade 4
Gx40 Gx 40

Stabilité a la centrifugation :

Apres une centrifugation & une vitesse de
3000 tours/min pendant 20min, aucune
séparation de phases n’a été observée, les

pommades sont donc stables et homogenes.

N\

Homogénéité et distribution :
Pommades homogenes, lisses, ne présentent

pas de grumeaux et s’étale facilement

N
\\
\\;. i st
Détermination de la valeur du pH : ANEEEL
AuNEN
pH=7
1al N 1 B
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111.7.1. Qualité microbiologique des produits fabriqués

Les résultats des controles microbiologiques des pommades pharmaceutiques sont présentés

dans le tableau suivant :

Tableau I11. 7 : Qualité microbiologique des pommades préparées

Milieux/pommades | Résultats de la qualité microbiologique Normes

00UFCly | <102

PCA (DGAT)

00 UFC/g Absence

Cétrimide (P.a)

00 UFC/g Absence

Chapman (S.a)

00 UFCly | <10?

Sabouraud
(DLMT)

DGAT : le nombre de germes aérobies totaux, DLMT : le nombre total des levures et

Moisissures, Pa : Pseudomonas aeruginosa, Sa : Staphylococcus aureus
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Selon la pharmacopée européenne, les quatre produits finis sont de qualité microbiologique
satisfaisante, vu qu’il y a absence totale de germes aérobies totaux, des levures et moisissures,
ainsi que des germes spécifiques : Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus. Ces
résultats indiquent que les pommades fabriqués sont conformes. (Garlock, 2011; Daikh et
Dafri, 2017 et Butin et Provence, 2022)

111.8. Activité antibactérienne des principes actifs des pommades prépareées

Les principes actifs tels que le chitosane, les polyphénols, les polysaccharides ainsi que
I’extrait méthanoique de Codium bursa ont été testés pour leur activité antagoniste vis a vis de
quatre germes Escherichia coli, Pseudomonas aerugenosa,  Staphylococcus aureus et

Enterococcus sp. Les résultats obtenus sont reportés ci-apres. (Tableau I11.8 et figure 111.13)

Tableau I11. 8 : Activité antagoniste du chitosane, des polyphénols, des polysaccharides ainsi
que des extraits méthanoiques de Codium bursa testée par la méthode de diffusion des

disques sur gélose.

Souches Diametre des zones d’inhibition exprime en (mm)
Chitosane Polyphénols Polysaccarides Extrait de Codium
sulfatés bursa
Escherichia coli 23 17 19 21
Pseudomonas aerugenosa | 18 11 - -
Staphylococcus aureus 15 09 13 12
Enterococcus sp 16 11 - 18

Diamétre des zones d'inhibition en mm = différence entre le diamétre des zones d'inhibition
détenu et le diamétre des disques (6mm)

- . Absence d'activité antagoniste.

Au regard du tableau 111.8, on constate que le chitosane est la molécule la plus bioactive, il a
présenté une activité antibactérienne contre toutes les souches testées avec les plus grands
diameétres des zones d’inhibition. Selon la littérature, l'activité antimicrobienne du chitosane

augmente avec un degré de désacétylation élevé (Aljawish, 2013).

L’activité antagoniste du chitosane préparé semble supérieure a celle du chitosane obtenu a

partir de carapaces de crevettes (E.coli 10,08 mm, Pseudomonas 12,53mm et S.aureus ;
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13.58 mm) par Oulhiz (2018) et a partir de crabes (E.coli, 13,04 mm et S.aureus 8,17 mm)
par Prabu et Natarajan (2012).

Les composés phénoliques issus de 1’Ulva lactuca ont également montré une tres bonne
activité antagoniste vis-a-vis des quatre germes testés. Il en est de méme pour I’extrait
méthanoique de Codium qui a présenté une activité inhibitrice vis-a-vis de I’ensemble des

souches testées a I’exception de Pseudomonas qui s est révélee insensible a son action.

Les polysaccharides sulfatés extraits de I’Ulva lactuca ont eu une action inhibitrice contre

Escherichia coli et Staphylococcus aureus.

Ces résultats corroborent avec ceux obtenus par Mishra (2018). L’extrait a 'acétate d'éthyle
d'U. lactuca a été observé avec la zone d’inhibition la plus faible (5,0 £ 0,0mm) contre
S. aureus et contre P. aeruginosa (6, 0 = 0, 0 mm). Pour E. coli, les extraits au butanol de

1I’U. lactuca ont montré les valeurs les plus élevées (12,0 = 0,54 mm).

Selon Cherif et al., (2011), les activités des extraits de deux especes représentatives de la
famille des Codiacae (C. fragile et C. bursa) sont relativement semblables, puisque ces
derniers ont inhibé les mémes especes bactériennes suivantes : S. aureus, P. fluorescens, P.
cepacia et E. faecalis. Cependant, I’extrait de C. fragile a donné des diamétres d’inhibition

plus importants.

®
\

N
Staphylococcus aureus

Pseudomonas aerugengs

Figure 111. 10 : Activité antibactérienne des principes actifs des pommades préparées
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111.9. Activité anti-inflammatoire des pommades préparées

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire des pommades a été réalisée sur le modeéle de
I';edéme de Doreille de souris induit au xyléne a 96% et estimée par le pourcentage
d’inhibition de I’cedéme (PIO) (Chader, 2019). Quatre heures aprés I’induction de
I’inflammation, les souris du groupe témoin négatif ont développé un cedéme au niveau de
leur oreille gauche avec un poids moyen de 0,01g contre un poids de ’cedéme < a 0,004g

pour les lots traités avec les pommades elaborées.

Les valeurs des poids des oreilles du groupe témoin négatif sont toujours comparées aux
autres valeurs des lots traités en utilisant le test T (en supposant que la valeur moyenne des
poids suit la loi normale et I’égalité des variances avec des différences non significatives), Les

résultats obtenus sont consignés dans le tableau 111.9 Et la figure 111.14 suivants :

Tableau I11. 9 : Pourcentage d’inhibition de 1I’cedéme (P1O) des pommades

Témoin négatif Témoin positif | Pommade 1 | Pommade 3
eau physiologique | Diclofénac
Poids de 0,0100 0,0046 0,00257 0,0033

I’cedéme en (g)

P10 (%) - 53,50% 72,59% 66,27%

100
90 -
80 -
70 -
60 - 53,50
50 -
40 -
30

Inhibition de I'oedeme en %

20 -
10 -

% Diclofénac % Pommadel % Pommade3

Figure I11. 11 : Potentiel d’inhibition de 1’cedéme (PIO) pour chaque traitement appliqué.

Les résultats de I’activité anti-inflammatoire des pommades ont été comparés avec ceux du

Diclofénac (tableau II1.9) et avec le lot controle (témoin négatif traité a 1’eau physiologique).
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La pesée des oreilles des souris traitées avec la pommade 1 et la pommade 3 a montré une
faible différence entre les poids des oreilles traitées (gauche) et non traitées (droit) (0,00257¢
et 0,0033 g) respectivement, contre une différence de 0,01g chez le lot témoin négatif, ce qui
traduit une inhibition significative (p<0,05) de Il’inflammation avec un pourcentage
d’inhibition de 72,59% et 66,27% respectivement.

Chez les souris traitées localement avec le Diclofénac a 1%, on remarque une inhibition
significative (p<0,05) de I’cedéme de I’oreille par rapport a celle des souris du groupe témoin
négatif, et qui passe de 0,01g a 0,0046 mg ; ce qui correspond a une inhibition de
I’inflammation de 53,50 %.

Au regard des résultats obtenus, on constate aussi I’efficacité des deux pommades préparées
(1 et 3) dans I’inhibition de I’inflammation de 1’oreille, avec une différence non significative
(p>0,05), par rapport a celle des souris traitées au diclofenac (témoin +). Ces pommades (1 et
3) a base de bioressources marines posseédent un potentiel d’inhibition de I’cedéme aussi

efficace que le Diclofénac commercial.

Ces résultats sont tres encourageants et corroborent avec ce qui est décrit dans la littérature.
Adnan et al.(2020) ont montré que, suite a une injection intra plantaire chez les rats d’une
solution de carragenine (1%), le chitosane O-carbomethylé (dérivé du chitosane) présente un
pouvoir anti-inflammatoire de 45,5%, ce résultats reste inférieurs a ceux obtenus dans le

présent travail.

Dans une autre étude menée par Qiao et al. (2011), ou les souris ont recu des injections de
doses létales de lipopolysaccharide (LPS) bactérien induisant une inflammation de 90% a
100%, la mort des souris (t¢émoin négatif) est intervenue trois jours apreés 1’injection. Alors
que pour celles traitées avec du chitosane, le taux de survie a augmenté jusqu’a 52% pendant

la méme période.

111.10. Activité cicatrisante des quatre pommades préparées

L’activité cicatrisante des quatre pommades préparées a été évaluée sur des brilures du 3°™
degré sur 04 lots dont chacun est constitue de 06 rats femelles adultes de souche Wistar
femelles. Suite a2 un nombre insuffisant d’animaux, il n’a pas été possibles de faire un lot de
témoin (-), de ce fait cette étude sert d’amorce pour d’autres travaux futures. De méme faute

de temps, il n’a pas été possible de faire un suivi au-dela de 15jours. Néanmoins, un
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cinquieme lot a été utilisé a titre comparatif (témoin positif) pour comparer le pouvoir
cicatrisant des pommades a celui de la creme commerciale "Madécassol".

La description macroscopique des brulures traitées pendants ces 15 jours est rapportée dans le
tableau (Tableau 111.10) suivant :

Tableau I11. 10 : Descriptions macroscopiques des bralures traitees avec les quatre
pommades preparees ainsi que le madécassol durant 15jours (avec un intervalle de 5 jours)

Jo J5 J10 J15

Lot 1 ' V' s ‘

Pommade N°1 :
Chitosane
Collagene

Lot 2
Pommade N° 2:
Chitosane
Collagene
Polyphénols

Lot3
Pommade N°3 :

Chitosane
Collagene
Polysaccharides

Lot 4
Pommade N° :
Chitosane
Collagene
Extrait de
Codium

Lot5
Témoin +

Madécassol
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Description

La brulure est
d’un couleur
brunatre /
blanchatre ( de
facon hétérogene)
avec des contours
blancs.

Phase de
détersion :

- Apparition
d’érythéme et

d’cedéme au niveau

des contours.

- Plaies fibrineuses

et exsudatives.
- Formation de la
croute.

Phase de
bourgeonnement :
- Debut de
décollement de la
croute.

- Début de
revascularisation
des plaies.

Phase
d’épithélialisation:
- Contraction de la
plaie.

- Les plaies prennent
une couleur rose.

Le graphe ci-dessous (Figure 111.15) présente la variation de la superficie de la plaie (cm?)

pendant le traitement des brdlures avec les quatre émulsions et le témoin positif.

Surface (cm?)

Evolution de la surface des plaies en fonction des jours

14,00

12,00

10,00

8,00

6,00 ¢

—¢—Lot1
—i—Lot2

Lot3
—lot 4

2,00

Lot 5 (T+)

0,00 -+

13

Jours
15

Figure I11. 12 : Evolution des surfaces brilées en cm? durant 15 jours de traitement avec les

quatre pommades préparées. Lot 1=pommade 1, lot 2=pommade 2, lot 3=pommade 3, lot

4=pommade 4, lot 5= témoin (+) (madécassol),

D’apres le graphe, la cicatrisation pour les cinq lots de rats se manifeste en 2 phases :

e Phase 1: Une augmentation importante des surfaces brilées est remarquée et cette

phase s’étale sur une durée de cinq a sept jours.

Pour les pommades 1 et 4 la surface de la plaie passe d’'une moyenne de 6 cm? a j; a

une moyenne de 12 cm 2 et 11 cm? respectivement a js.

Pour les pommades 2 et 3, la surface passe de 5,62 cm?2 et 6 cm2 a J; a une moyenne

de 10,98 cm2 et 11,60 cm? & J;.

Quant au témoin +, elle passe de 5,25 cm? (J;) a 11,39 cm? a Js.

-> Cette augmentation de la surface brilée est tout a fait normale car elle fait partie du

processus de cicatrisation ; c’est la phase inflammatoire et de détersion. Cette phase
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fait intervenir des cellules inflammatoire leucocytes (polynucléaires neutrophiles et
monocytes) dont le role est d’éliminer tous résidus des tissus brilés, de nettoyer la
plaie et la décontaminer de tout agent infectieux, ceci gréce aux enzymes
protéolytiques (protéase, hydrolase, lysozyme, lactoferrine) quelles produisent pour
qu’enfin la prolifération et la migration cellulaires puisse commencer (Lafourcade,

2015).

e Phase 2 : A la suite de cette phase inflammatoire (05 jours pour les pommades let 4,
7 jours pour les pommades 2,3 et Madécassol), une diminution progressive des
surfaces est notée pour atteindre une moyenne de 3,12 cm? et 2,56 cm2 pour les
pommades 1 et 4 au J;s, et 3,09 cm? et 2,85cm? pour les pommades 2 et 3 et 3,49 cm?
pour le témoin +, ce qui correspond a un pourcentage de réduction des surfaces des

brilures de :

v 47,02 % pour la pommade 1
v 45,10 % pour la pommade 2
v' 52,53 % pour la pommade 3
v' 52,21 % pour la pommade 4
v’ 33,49 % seulement pour la creme commerciale (Madécassol)

- Juste apres la phase de détersion, les cellules inflammatoires diminuent au profit des
cellules endothéliales et des fibroblastes. Ces derniéres migrent des extrémités de la plaie vers
le centre ou différentes molécules sont synthétisées afin de former une nouvelle matrice
extracellulaire qui sera, par la suite, revascularisée par de nouveaux vaisseaux sanguins pour
donner un tissu de granulation (néo-angiogenése). En effet, ce tissu est jeune et lache ; il
comble la perte de substance dermique et permet ainsi la réparation épidermique qui se fait a
partir des berges de la plaie ainsi que des reliquats épidermiques épargnés par la brilure. Les
cellules endothéliales permettent ainsi une reconstruction de la trame vasculaire tandis que les
fibroblastes fabriquent simultanément des fibres de collagéne et des protéines favorisant la
contraction et donc la rétraction de la plaie (Lafourcade, 2015, Gachie, 2012 et Rochet et
al., 1998).

Durant le traitement aucune odeur et aucune sulfuration des plaies n’a été notée, ce qui

indique une bonne qualité de reconstitution.

111.10.1. Etude comparative
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Les mesures des surfaces des plaies ont ¢té utilisées pour évaluer I’effet cicatrisant des

pommades issues de produits et coproduits marins. (Figure 111.16)

60

50

40 -
30 -
20 -
10 -
ﬂ.

pommade 1 pommade2Z pommade3 pommaded temoin (+)

Taux de réduction des surfaces brilées
J15 (%)

pommades

Figure I11. 13 : Taux de réduction des surfaces brlées apres 15 jours de traitement
avec les différentes pommades (témoin (+) = madécassol)
A travers les résultats obtenus, on constate une efficacité de toutes les pommades dans la
réduction des plaies avec une différence non significative (p>0,05) entre les surfaces des
plaies traitées avec les pommades préparées et les surfaces des plaies traitées au Madécassol

(témoin +).

Ces résultats sont trés prometteurs puisque les pommades préparées a base de coproduits
marins semblent étre aussi efficaces que la creme commerciale "Madécassol". 1l est a rappeler
que les principes actifs comme le chitosane et les polysaccharides ont été incorporés a raison
de 1%. Les autres constituants tels que le collagéne, les polysaccharides, les polyphénols et

I’extrait de Codium ont été introduits a des taux encore plus bas.

En outre, le début de cicatrisation a été observé trés tdt pour les pommades a base de
biomolécules marines comparativement a la creme commerciale. La deuxiéme phase de
bourgeonnement et d’épidermisation est observée au cinquiéme jour de traitement avec les
pommades let 4, au septieme jour d’application des pommades 2 et 3, et il faut attendre
jusqu’au neuvieéme jour pour que la phase inflammatoire s’estompe et pour observer un début

de réduction des plaies traitées au madécassol.
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Dupasquier (2011), Khodja et al. (2013) et Haddab et Kortbi (2020) ont démontreé le réle
biologique du chitosane dans la cicatrisation et la régénération in vivo du tissu cutané apres
une brdlure profonde (deuxieme et troisieme degré). Cette molécule a été bien tolérée par
I’organisme et a permis la régénération de toutes les strates cutanées ainsi que celles du réseau
vasculaire. Les auteurs ont relevé les propriétés antimicrobiennes du chitosane et son intérét

thérapeutique dans la fonctionnalité des néotissus.

Il semblerait que les pommades préparées dans la présente étude ont permis une meilleure
cicatrisation et une réduction de la surface brllée plus importante que 1’application du
chitosane préparé par Haddab et Kortbi (2020). En effet, ces auteurs ont noté une diminution
progressive des surfaces pour atteindre une moyenne de 3,8 cm? avec un pourcentage de

réduction des brllures de 28% au Jis.

En plus du chitosane, les pommades contiennent du collagéne, dont le rble dans la
régénération de la peau et la stimulation des fibroblastes n’est plus a démontrer, et d’autres
principes actifs, ce qui vraisemblablement a contribué a la réduction des plaies et la

cicatrisation rapide.

En effet, le collagéne a la particularité d’étre humide mais de sécher lorsqu’il est appliqué sur
les plaies. Il présente plusieurs avantages dont le caractere hypoallérgéne et une certaine
stérilité. Néanmoins il ne convient aux plaies peu profondes et nécessite que celles-ci soient

séches et propres (Janssens, 2022).
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Conclusion et perspectives

L’objectif principal de cette étude est la valorisation biotechnologique des produits et
coproduits marins en vue de préparation de pommades aux propriétés pharmacologiques ;

cicatrisantes, anti-inflammatoires et antibactériennes.

Quatre émulsions, de type pommade (H/E), a base de coproduits marins (dont le chitosane
extrait des carapaces de crevettes associé avec le collagéne extrait de la peau de seiche, de raie
et de sble) ont été formulées. Cing algues, Padina pavonica, Sargassum muticum, Spirulina
platensis, Jania rubens, Sphaerococcus sp, ont été incorporées dans les différentes
préparations sous forme d’eaux d’algues. D’autres ingrédients d’origine marine ont été
exploités telles que les huiles de poissons, les polyphénols, les polysaccharides sulfatés ainsi

que I’extrait méthanoique de Codium bursa.

De I’ensemble des résultats obtenus, il en ressort :

e Les cendres, les polysaccharides et les protéines sont les fractions majoritaires
constitutives de la carapace de crevettes.

e Le chitosane obtenu par voie chimique est de bonne qualité, avec un grand degré de
désacétylation (98%) et une excellente solubilité dans I’acide acétique a 1%.

e Les rendements de I’extraction du chitosane et du collageéne sont trés satisfaisants.

e Les pigments d’algues marines rouges, bleues, brunes qui sont la phycoérythrine, la
phycocyanine et la fucoxanthine absorbent les rayons lumineux aux alentours de 520,
650, 457 nm respectivement.

e La qualité physico-chimique et microbiologique des quatre pommades préparées est
satisfaisante (pH neutre, trés bonne stabilité, consistance satisfaisante) et conforme a la
pharmacopée européenne.

e L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire in vivo des pommades (1 et 3) a montré
qu’elles possédent un potentiel d’inhibition de I’cedéme aussi efficace que celui
du Diclofénac commercial.

e L’étude du pouvoir cicatrisant des pommades, sur des brilures du 3°™ degré, indique
également que leur efficacité est comparable a celle du Madécassol, avec une

réduction des surfaces des plaies allant jusqu’a 52,53% apres 15 jours de traitement.
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e Les principes actifs incorporés dans les quatre pommades ont montré une activité
antimicrobienne vis-a-vis plusieurs germes pathogénes dont Psudomonas aerugenosa

Sthaphylococcus aureus et Enterococcus sp.

A la lumiére de ces premiers résultats, il apparait clairement que les coproduits marins
méritent une attention particuliére car ils constituent une mine de biomolécules bioactives aux

propriétés pharmacologiques multiples.
A D’avenir, il serait intéressant de :

- Poursuivre I’¢tude de ’activité cicatrisante au dela des 15 jours.

- Faire une étude histologique des plaies traitées avec les 04 pommades.

- Formuler des pommades a différentes concentrations de chitosane et des autres
principes actifs et comparer leur efficacité.

- Evaluer I’activité antibactérienne des pommades ¢élaborées.

- Améliorer la formulation galénique et proposer un gel pour favoriser I’absorption des
principes actifs par la peau.

- Purifier les extraits des coproduits et des algues afin d’améliorer leur efficacité.

- Poursuivre la caractérisation des propriétés pharmacologiques du chitosane a savoir
I’activité analgésique, antioxydant, antidiabétique et anti-hypertensive.

- Explorer les activités biologiques des autres constituants des coproduits de crevettes et

de poissons tels que les protéines et les minéraux.
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Annexes

Annexes

Annexe 2 : Broyage et tamisage des carapaces de crevettes
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Annexes

1- Ringage apres dépigmentation 2- déminéralisation 3- ringage et filtrage apres
déproteinisation

Annexe 3 : Pesée des trois ballons contenant 1’échantillon aprés leur passage par le rota
vapeur

Annexe 4 : Pesée des principes actifs des pommades
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Annexe 5 : Extracteur de Soxhlet

Annexe 6 : Incinération des échantillons dans le four a moufle

Annexe 7 : Il — Composition des solutions de réactifs utilisées au cours de
I’électrophorése

1 — Composition des gels

Gel de migration — Composition pour 2 gels (Viotaie = 20 ml).

H,O 8,1 ml

TrisHCI 1,5M (pH =8,8) 5 ml
Acrylamide / Bis 30% 6,6 ml

SDS 10% 200 pl

Persulfate d’ammonium 10% 100 pl

Tétramethyléthylénediamine (TEMED) 10 pl

Gel de migration — Composition pour 2 gels (Viotale = 10 ml).

H,0 5,7 mi

Tris HC1 0,5 M (pH = 6,8) 2,5 ml
Acrylamide / Bis 30% 1,7 ml
SDS 10% 100 pl

Persulfate d’ammonium 10% 50 pl
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e Tétramethyléthylénediamine (TEMED) 10 pl. Le TEMED étant le catalyseur, il doit
étre ajouter juste avant de couler les gels.

2—Tris-HCI 1,5 mM (pH = 8,8)
Pour 100 mL de solution, solubiliser 18,171 g de Tris Amino dans 70 mL
d’eau déionisée. Mesurer le pH et 1’ajuster a 8,8 a I’aide de solutions concentrées d’acide
chlorhydrique ou d’hydroxyde de sodium. Compléter avec de 1’eau déionisée jusqu’a 100 ml.
3—Tris-HCI 0,5 mL (pH =6,8)
Pour 100 mL de solution, solubiliser 6,057 g de Tris Amino dans 70 ml
d’eau déionisée. Mesurer le pH et I’ajuster a 6,8 a 1’aide de solutions concentrées d’acide
chlorhydrique ou d’hydroxyde de sodium. Compléter avec de 1’eau déionisée jusqu’a 100 ml.
4 — SDS 10%
Solubiliser, dans un bain marie a 45°C, 10 g de SDS dans 50 mL d’eau déionisée. Compléter
ensuite avec de 1’eau déionisée jusqu’a 100 ml.
5 — Acrylamide/Bisacrylamide 30% : Solution préte a ’emploi et conservée a 4°C (Sigma-
Aldrich).
6 — Tampon échantillon (tampon Laemmli)

e Tris-HCI 0,5mM (pH =6,8) : 1,25 ml

e Mercapto Ethanol : 0,45 ml

e SDS10%:2ml

e Bleu de Bromophénol 0,05% (p/v) : 2,5 mg

e Glycérol : 1 ml

e EDTA:3,72mg

e H,O déionisée : compléter jusqu’a 5 ml
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Résumé

Résumé :

Quatre pommades aux propriétés cicatrisantes, anti-inflammatoires et antibactériennes sont élaborées a partir des
coproduits marins. Ces coproduits ont servi a l'extraction de biomolécules a haute valeur ajoutée dont le
chitosane qui est extrait a partir des carapaces de crustacés et le collagéne qui est obtenus a partir des peaux de
poissons (raie, seiche et sole). D’autres ressources marines sont incorporées telles que 1’huile de foie de morue,
les poudres et les eaux de quatre types d’algues : bleues, rouges, vertes et brunes ainsi que leurs pigments
(phycocyanine, phycoérythrine, chlorophylle, fucoxanthine, xanthophylle et B caroténe). Une caractérisation
biochimique des biomolécules extraites des algues et des coproduits marins a été entreprise, suivie du controle de
la qualité des produits finis. Le chitosane est parfaitement soluble dans une solution d’acide acétique a 1% avec
un degré de désacétylation de 98% et un rendement massique de 11,88 %. Il a présenté une activité
antibactérienne contre toutes les souches testées (Escherichia coli. Pseudomonas aerugenosa Staphylococcus
aureus et Enterococcus sp) avec les plus grands diamétres des zones d’inhibition. Le collagéne est mis en
évidence par le test du biuret et xanthoprotéique ainsi qu’une électrophorése SDS-PAGE ; Son rendement
d’extraction est de 21%, c’est une protéine composée de trois chaines peptidiques al, a2 et B et dont le poids
moléculaire est respectivement 120 et 110 et 225 kDa. L’analyse spectrale des pigments des algues rouges,
bleues, et brunes a montré qu’ils absorbent les rayons lumineux aux alentours de 520, 650, 457 nm
respectivement. L’aspect macroscopique et microscopique des pommades est satisfaisant, elles sont également
stables, leurs distributions est homogéne et leur pH est neutre. L’évaluation de la qualité microbiologique des
quatre émulsions a montré qu’elles sont conformes a la pharmacopée européenne. En outre, ces pommades ont
une activité cicatrisante vraisemblable a celle du Madecassol et deux d’entre elles ont une activité anti-
inflammatoire aussi efficace que le Diclofenac a 1%. A la lumiére des résultats obtenus, la valorisation
biotechnologique des coproduits marins méritent une attention particuliere et notamment dans le domaine

pharmaceutique.

Mots clés : pommades, chitosane, collagéne, pigments, eau d’algue, coproduits de crevettes, peaux de poissons,

qualité microbiologique, tests anti-inflammatoire, activité cicatrisantes, valorisation biotechnologique.

Abstract

Four ointments, with healing, anti-inflammatory and antibacterial properties, are made from marine co-products.
These co-products were used to extract high value-added biomolecules, including chitosan which is extracted
from the shells of crustaceans and collagen which is obtained from the skins of fish (ray, cuttlefish and sole).
Other marine resources are incorporated such as cod liver oil, powders and waters of four types of algae: blue,
red, green and brown as well as their pigments (phycocyanin, phycoerythrin, chlorophyll, fucoxanthin,
xanthophyll and B carotene). A biochemical characterization of biomolecules extracted from algae and marine
co-products was undertaken, followed by quality control of the finished products. Chitosan is perfectly soluble in
a 1% acetic acid solution with a degree of deacetylation of 98% and a mass yield of 11.88%. It exhibited
antibacterial activity against all strains tested (Escherichia coli. Pseudomonas aerugenosa Staphylococcus aureus
and Enterococcus sp) with the largest diameters of the inhibition zones. Collagen is highlighted by the biuret and

xanthoproteic test as well as SDS-PAGE electrophoresis; Its extraction yield is 21%, it is a protein composed of



Résumé

three peptide chains al, 02 and B and whose molecular weight is respectively 120 and 110 and 225 kDa. Spectral
analysis of red, blue, and brown algae pigments showed that they absorb light rays around 520, 650, 457 nm
respectively. The macroscopic and microscopic appearance of the ointments is satisfactory, they are also stable,
their distribution is homogeneous and their pH is neutral. The evaluation of the microbiological quality of the
four emulsions showed that they comply with the European Pharmacopoeia. In addition, these ointments have a
healing activity likely to that of Madecassol and two of them have an anti-inflammatory activity as effective as
Diclofenac 1%. In the light of the results obtained, the biotechnological valorization of marine co-products

deserves particular attention, particularly in the pharmaceutical field.

Keywords: ointments, chitosan, collagen, pigments, seaweed water, shrimp co-products, fish skins,

microbiological quality, anti-inflammatory tests, healing activity, biotechnological valorization.
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