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Résumé :

Ce présent travail consiste en la valorisation de la bave d’escargot local en vue de
son utilisation comme principe actif dans une creme cicatrisante. La méthode de
récupération de la bave a été déterminée par une étude statistigue, minimisant le taux
de mortalité des escargots. La bave obtenue est transformée en poudre avec une
procédure de séchage sous vide couplé avec un séchage a l'air séché. Ainsi, les
teneurs en eau ont été ramenées a un intervalle de 4% a 12%. Les parametres de
séchage (température et temps) ont été optimisés pour que la creme synthétisée a
partir de la poudre garde des propriétés identiques a celles de la bave mere,

L’addition de la poudre de la bave séchée dans le véhicule nous permit d’obtenir
une creme riche en bave, et surtout en agents responsables de l'activité cicatrisante. Le
test de I'écoulement permet, du point de vue viscosimétrique, de considérer la creme
comme un fluide pseudo-plastique. Les résultats des analyses pharmacologiques des

préparations dermiques montrent une activité cicatrisante identique a celle delabave a



I état naturelle et ayant un effet comparable a celui de la creme MADECASSOL prise comme

référence.

Mots clés: escargot, bave, procédé de récupération, séchage, peau, plaie, créme,

cicatrisation
Summary:

This present work deals with the valorization of local snail mucus for its use as active
ingredient in a healing cream. The method of recovery of the mucus was determined by a
statistical study minimizing the death rate of snails. The dribble obtained is transformed into
powder with a procedure of vacuum drying coupled by wipingwith dried air. Thus, the water
content has been reduced to an interval of 4% to 12%. The parameters of drying (temperature
and time) were optimized so that the cream synthesized starting from the powder keeps

propertiesidentical to those of the dribble mother.

The addition of the powder of the mucus in the vehicle, pre-formulated, allowed us to
obtain a rich cream with mucus, and especialy with the agents responsible for the healing
activity. The test of the flow allows, from the viscosimetric point of view, to regard the cream as
a pseudo-plastic fluid. The results of the pharmacological analysis of the dermic preparations
show a healing activity identical to that of the natural mucus state and that of MADECASSOL

cream taken as areference.

Key words: snail, mucus, proceeded of recovery, drying, skin, wound, cream-colored, and

cicatrization



Résume

Remerciement

Dédicace

Liste desfigures

Liste des tabl eaux

Introduction 1
. 1dentifiCation e |  €SPECE ... .iieeieeeeceese e e e e ae e nns 4
90 g1 0o [0 Tox A o o R P 4
1.2 4o o] o o1 =SSR 5
.2.1 QLI 0 010 1 01T RS PRR 5
1.3 (DS o] o1 = S 1ot (U = 5
.3.1 ANOMIE EXEEITIE (...t sttt st be et s b et esaeesbeeneesneerens 5
1.3.2 ANGLOMIE INTEIMIE Ittt ettt ettt bbb 7
1.4 Différentes Vari&tés 0 €SCargOLS........evvreeirieieriesiesiesie st se s see e see e ste st 11
1.5 HECICUITUIE .ttt 18
[.5.1 ENVIFONNEMENT © ...t st b et sre e e 18
[.5.2 e 01V 0] oo 1= S 20
1.5.3 L 0] 1070 1ot (0] IS0 SR 21
1.5.4 TeChNIQUE A ElEVAGE : .....cceeeeceee et ens 22
1.  Mode de récupération, composition et utilisation de labave d' escargot : ..........ccceueee. 29
.1 H LU0l 18 o1 o o FO TP 29
1.2 Les MEthOdes de rECUPEIatioN : .........ccccvveeeeieieese et 29
1.2.1 VLS i gToTe (Y 0 R o =l o o [0 F=e = S 28
1.2.2 Méthode 02 : par gjout de chlorure de SOdiUM...........cceveereeieerienene s 29
11.2.3 Méthode 03 : par des produitS ChiMIQUES.........ccveieeieriere e 29
.24 Méthode 04 :par enlévement des pieces eXCIELOINES. ........ccveeerierereseseseseeeeeenes 30
11.2.5 MEthode 05 :par grattage ........cecvevreereeeeeeeseeee e see et et e e ae s e sre e e e 30
1.3 Composition delabave d eSCargot :........ccoeeierieiiereeee e s 30
.4 Utilisation delabave d' eSCargot :........ccoovvieieeiesierecce e 32
1.4.1 DOMAINE AlIMENTAITE (..ot b et sre e 32
11.4.2 Dansledomainedel’ environnement @ .........ccocoveveninenenenieese s 32
11.4.3 DOMAINE COSMELIQUE : ..ot eieeieeee e ste ettt ese e e e e e seestesaesbessessenneeneenes 34
1.4.4 Dansle domaine therapEULIQUE : ........cccueeeereeeeieerie e stee e see e ee e 36
[, Généralités sur [aformuUIEtion : ..........cccoieieieiirere e 39
.1 F LU0l 18 o1 o o FO TP 39
L2 = (¥ ==X (o 1= g 1 [ [OOSR 39
.21 Paramétres d’ ordre phySIOlOgIQUE .........coieeiieeeeciee e 40
[11.2.2  Parametres d’ ordre phySiCOChIMIQUE.........cceviriereiesienieeeeeee e 44
1.3 Etudes de PréformUIBHTION............ocvevieeuieereeeieetseesteesssesesessssssssesssesssssssssssssnsesnens 46
[11.3.1  Recherche delasolubilité maximale ..........ccocveieiiiinineceee e 47
[11.3.2 LES NS OACHITS. ...ttt bbbt 47
[11.3.3  Stabilité du principe actif dansle vehicule...........ccccovvirecieieiece e, 48
.4 LES BIMUISIONS ..ottt bbbttt e b b 49
.4.1 CompoSitioN d'UNE EMUISION ........ccveiiieieieerie et eneas 49
111.4.2 Notion de labalance hydrophile lipophile HLB ...........cccovieiiieieee e 50
1.5 EtUdeS de fOrMUIBLION........c.cvceeveeeceeeeeee e ettt ees et en et ss s snss e ensesenans 50

[11.5.1 PrinCipaux typeS de fOrMES.........ccoviieiece et nne s 50



[11.5.2 Principaux types de VENICUIES...........ccociiiiieieeresese e 51
[11.5.3  Principaux constituants des véhicules des formes pharmaceutiques pour application

locale 52
[11.5.4  Contréles et essais des préparations derMIQUES..........ccueveerieereeseeseeeeseesresseesseeneens 54
V.  Etuded orientation ala s&lection deSProCeUES :.......covvvirereriererese e 61
V.1 F LU0l 18 o1 o o PO 61
V.2 MatErielS €t MENOAES : ......ccveeeee e e 61
V.21  Produitset Ma@rielS ULIIISES : ....ociiiiiiieieeese e 61
2 V.= {0 o L= PP 65
V.3 Caractéristique delabave d €SCargot : ........ccocveereereere e s 67
IV.3.1  Etude phySICOChIMIQUE :......coiiiiiiieieee ettt s ne s 67
IV.3.2  Etude MiCrobiolOgIUE :.......ccoeiieieesieeeeseesiestestee e eee et ee e ae e sreesseennesneennens 69
IV.3.3  Etude pharmaColOgiqUE : .......cooiiieiieiie ettt st 70
V.4 RESUITALS € AISCULTIONS <.ttt e 73
V.41  Adaptation Al EeVAgE : ....cceieieee et 73
V.42 LeRendement delabave réCUPErEe : ... iiiieii e 74
R T @ = o £ 1 (o] o S 75
V.5 Séchage delabave d eSCargot : .......cooviveiieie i s 83
IV.5.1 Optimisations des conditions de SEChage :........ccvoviereririerieiee e 83
IV.5.2 Caractérisation delapoudre d’ @SCargot :.......ccvreererieereereeieeseeseeee e sreeseesseeneens 85
IV.5.3 Testde I'aCtiVité CICANSANTE : .....ccveeeeeeieiiee et 90
V.6 (000] 10 11T o] o oSO PR 93
V. Approchealaformulation delacreme CiCatriSante : .......ccocveveeeeeiierenesene e 9
V.1 L LU0l 18 o1 o o TSP 94
V.2 MaErielS €t MENOUES : ......ccveeieee e e 9
V.21 ProdUITS ULTTISES (...t 94
V.22 AV 0 = £ 96
V.23 IMBINOOES ;... bbbt b et 96
V.3 ESSAl 08 CONLIOI ..ottt sttt et st e e sne e b 97
V.31 ESSal de StADIIT ... s 97
V.32 Test de I'aCtiVite CICANISANTE . ..ocveiveeeieieieiere et 98
V.4 RESUITALS € AiSCULIONS <.ttt 98
V.41 Approche alaformulation d’une créme CiCatriSante : ........ccccevevereseseseseseeeenes 98
V.4.2 Formulation de [aCcréme CiCariSaNte : .........ooeverererireeeeee e 102
V.5 (@707 070t (115 o] o 1SR 107
Conclusion générae 108

Annexe



Liste destableaux

Tableau I-1: anatomie iNtErNE d'E@SCAIgOL........ccueierieree et ae s 8
Tableau 1-2: DEfErents races ' €SCArQOLS........ueueiiererieseereeieseeseereeseesseeaesee e eeeeseesreeneeens 12
Tableau |-3:les avantage et inconvénients des techniques levave..........ccocveveie e 25
Tableau 1-4:les conditions de reprodUCTION : .........coceeeieeseeeceer e 26
Tableau |1-1Les déférents composants de labave d' escargot : ........ccooveeevevvnevese s 31
Tableau 111-1. Influence du degré de pénétration sur I'actiVite..........cccoceveevenceeneccevee e, 43
Tableau IV-1: Les souches utilisées pour le test microbien..........ccccooeeeveiiicevesc v 70
Tableau 1V-2:Caracteres organoleptiques de labave d'escargot..........cceveeeeeceenecieceesieenenn 75
Tableau 1V-3: Parameétres physiCOChIMIQUES.........ccueiverierine et 75
Tableau 1V-4:Les caracteres organol eptiques de COMParaiSoN. .........c.eveeveereeneeseeerieseesseeneenns 76
Tableau 1V-5: Les paramétres physicochimiques de comparaiSon ...........cceceeeeeeecieceeseeennenn 76
Tableau 1V-6:Résultats du test antimiCrobDIEN ..........ccooevirire i 76
Tableau |V-7:Comparaison entre les modes de réCUpEration...........c.oceeeverereneseseseeseseseenes 78
Tableau 1V-8:L'échelle de mesure de I'activité antimiCrobienne ...........ccocevevevenevenenenene 78
Tableau 1V-9: Représentation deS réSUltatS de........uovveererevesi e 79
Tableau 1V-10:1ecture macroSCOPI QUE UES PEALIX..........erreerreeeerreerieeeeseesseesesseessesssessesssesssenns 80
Tableau 1VV-11:L ecture microscopique des coupes histolOgiqQUES..........covereereenerieneesieeeene 81
Tableau 1V-12:représentation des parametres physique et Chimiques.........cccocevveeevceerieenee 85
Tableau V-1: Caractéere des excipients entré dans laformulation de lacréme......................... 95
Tableau V-2: Résume les essais de préformulation : .........ccceceeeeeveeceseese s 99
Tablea V-3: TeSEAE PH ..ot nre s 100
Tableau V-4: Lastabilité alaforce CentrifugeUSE..........ccveeieeieiee s 100
Tableau V-5: COmMPOSItioN OPLIMISE........coiiiiiieieieiese ettt sre e sneenees 101
Tableau V-6: Caractere de formule ProPOSE..........cceeveerieeieeseerie e s eseesee s e see e see e 101
Tableau V-7: Résultats de pH, conductivité et stabilité des formules préparées................... 103

Tableau V-8: Lecture macroscopique de I'activité cicatrisante des cremes préparé............... 105



Listedesfigures

Figure I-1: Anatomie externe de |’ @SCargot.........ouuiririeriereeiie et 6
Figure 1-2: LacoquUille 0 @SCargot ........cccvieerieie e e st ee s ae st sae e e nae e nns 6
Figure I-3Escargot de bourgogne heliX POMaLIa ........cccvreererieieereeesee e 6
Figure I-5: Anatomie interne ' €SCargOL .........ccceieereeieesieseeiee e e esee e e e eeesree e eeesseesseeneesnes 7
FIQUIrE 1-4 Pied 0 @SCAIGOL .....ccueeieieeeieeie ettt ettt sr e sbe s e ne b e nns 7
Figure 1-6: L’ appareil digestif .........cciieieiiesiee et nne 9
FIQUIE 1-7: LaradUI@.......ccccooueieieeee et et ne s 10
Figure |-8:L’ appareil genital ...........ccooeeieiieiice e 10
Figure 1-9: Schémas d’ un déplacement ............coveeeieienese e 11
FIQUIrE 1-10: ESCAIQOUIEI....ccueeueeieeeeecieeiteeee st e e eee et et e st te e sreenseeeesne e seeneesseesseenseeneensens 18
Figure [-11:Lanourriture d'ESCarQOL. .......oecueieerieriereesieseestee e es e stesee s sreesseseesseeneens 19
Figure I-12:Systéme dhumidifiCation ............ccccveeiieiicc e 20
o U Ll B R ol o] 0 =o g 1= PSRRI 21
Figure 1-14: ACCOUPIEIMENL.........cciiierieesieeiesees e eeeseeste et e s e teeee s esseeeesseesseeseesseessennsesneensens 21
FIQUIE 1-15 LS GEUFS ...ttt sttt st sreesbe s e e sneenne s 22
Figure 1-16: Petit 0" @SCargOL.......ccviueieerieeiesiesie et e et e st e et e e ae e sreesreennesneennens 22
FIQUIE 117 LABINUISENY ...ceieeieetieie ettt sttt st e et sse et e et esae e besmeesreesbeeneesneensens 27
Figure I1.1Voies et sources d'exposition de I'escargot aux polluants...........ccceeeveeeveeieseenene 33
Figure [11-1. StruCture de [aPBALL..........coiireereee et s ee s 40
Figure I11-2. Structure de I’ €RIErME..........ceceeieee et nne s 41
Figure 111-3:1es anneXes EPIAEMIGUES .........ceerieieieiese ettt sre e neens 42
Figure I11-4. Représentation schématique des différentes phases se succédant lorsde lamise a
disposition d'un produit & usage topique ala SyStEMIQUE.........cccvvereeeeeeeeriere s 44
Figure I11-5 évaluation des formes selon le déplacement des quantités relative de chaque type de
(000] 5 )= | P 51
FIQUrE IV-1:Casier A'ElEOVAQE. .....cceieereeeeceesees et ste et ettt esne e te e sreenreenneeneennens 64
Figure 1V-2: Schématisation de procéde de SEChage..........ccovvvverieieieieee e 67
Figure IV-3 : Adaptation al’ élevage représentation de taux de mortalité............cccocvevvreennene 73
Figure IV-4:Rendement de labave réCUPErEe.........coviiiie e 74
Figure IV-5:Comparaison de zone dinhibition par les deux modes de récupération............... 77
Figure IV-6:Uneplaie bien VISIDIE........ccoiiiie e 82
Figure IV-7:a) Régénération épidermique par bave de picage b) Régénération épidermique par
DAVE B NGCI ...t b et st b et s re e s reeeeeneenre s 82
Figure IV-8 ;a) Epiderme renouvelé, b) Epiderme au cours de renouvélement...........c........... 82
Figure 1V-9: a) Epiderme bien cicatrisé, b) Présence d'une mauvaise cicatrisation ................ 83
Figure IV-10: Lavariation de taux d’ humidité en fonction detemps..........ccceecevveveeieceennene 84
Figure IV-11: variation zone d'inhibition en fonction de temps..........ccoccvveiierieieenenieseeens 84
Figure IV-12:Lapoudre ODLENUE...........ccviieieere e seesteetestee e eee e saeeae e e e eseesreesseeeesneeneens 85
Figure IV-13; Spectre FTIR de lapoudre de labave d'escargot ..........ccccveeiereeneenenieneenens 86
Figure IV-14: Comparaison entre le spectre FTIR de la poudre de la bave d'escargot et un
mucopolyssacaride isolé de I'escargot Otezza Zactea.........ccevveveveeseeieseeseee e 87
Figure IV-15:Influence de la concentration sur latension de surface...........ccceeceveevenieneennene 88
Figure IV-16: Influence de la concentration Sur 1a VISCOSItE...........cevveieneeriesiieseese e 89
Figure IV-17: Représentation des résultats de réfErenCe........ooovvvrveeeeeeiese s 90
Figure IV-18:Présence d'UICEIatioN ..........ccccueveeieeie e eie e eee st see e te e sae e snee e 91
Figure 1\V-19:Epiderme régénéré, granulome inflammatoire subaigu..........ccccocvvvvenvseneenene. 92
Figure IV-20: Un épiderme total ement CICALNSE.........ccvuveeereereeee e eee e e eee e see e e 92
Figure V-1: Etude comparative de la viscosité de véhicule et la creme commercide........... 102
Figure V-2: Etude de variation de la viscosité en fonction de vitesse de cisaillement........... 103

Figure V-3; Uneplaie bien visible a préstroiS JOUS.......ccoouvviiieneeeeieresese e 106



Figure V-4: Le développement cellulaire apréS SIX JOUS.......oovvereeeerienieneseseesieseesseseeeens
Figure V-5: Apresdix jours de traitement..........ccoeereeeeneeresiee e

Figure V-6: Lafin de traitement



| ntroduction générale

Le marché mondia des produits cosmeétiques est en constante progression. Il continue a
croitre avec la découverte constante de nouveaux besoins, I'amélioration continue de la qualité
des produits ou encore l'allongement de I'espérance de vie. Les études dans ce domaine
connaissent un grand enthousiasme engendré par I'intérét de plus en plus grandissant de la

population pour I'esthétisme, le confort et lalutte contre le vieillissement.

La peau représente une cible privilégiée des attaques extérieures, qui entrainent de
multiples dommages cutanés (vielllissement précoce, cancers, atérations du tissu cutané...).
Pour lutter contre ce dommage cutané, une protection de la surface de la peau est réalisée par
I'intermédiaire des cremes dermiques. Celles-ci constatent une grande publicité de retour a
I"utilisation des produits naturels a base des plantes ou bien des espéces animales notamment
I”escargot encore appelé limagon ou colimagon qui est un mollusque gastéropode pulmoné du

genre Helix.

Apprécié en cuising, il I'est aussi utilisé en médecine traditionnelle, domaine dans lequel on

n'a pas cesse depuis I'antiquité de ui attribuer de multiples propriétés.

La bave d escargot a connu une multitude utilisations dans le domaine cosmétique et
thérapeutique. Elle est constituée d'un grand nombre de molécules soumises aux travaux de
recherches dans différents domaines, spécialement en cosmeétique pour formuler des crémes a un
effet anti ride, anti tache, anti UV ...

Parmi les menaces journalieres causées sur la peau, les plaies de différents degrés. La
cicatrisation des plaies, quelle que soit leur étiologie, est un phénomeéne complexe fai sant

intervenir de nombreux types cellulaires au cours des différentes phases de cicatrisation.

Pour favoriser e bon déroulement du processus cicatriciel, en plus du traitement
étiologique indispensable, il est important de respecter quel ques principes ssmples:

eMaintien d’un milieu humide optimal

ePrévention deI’infection

Pour optimiser la prise en charge des patients, il est également primordial de cicatriser leur

plaie le plus rapidement possible, pour améliorer leur qualité de vie, mais également pour limiter

la survenue de complications locales.



Dans cette optique, il parait intéressant d' utiliser des produits naturels comme la bave
d escargot afin de favoriser la prolifération et la migration cellulaire, et optimiser les différentes
phases de la cicatrisation.

La richesse de la bave en protéines dermiques et les mucopolysaccharides permet son
utilisation bénéfique dans le domaine cosmétique. Cela nous a guidés vers une formulation

d’ une créeme cosmétique a une activité cicatrisante.

Les cremes sont composées par des principes actifs, de molécules constitutives de la
matrice de I'émulsion, de conservateurs, de parfums, et autres additifs. Le choix de ces différents
constituants et la mise au point de formulations cosmétiques reposent encore bien souvent sur
des procédés empiriques. La pré-formulation est I’ étude pour |’ optimisation des conditions de

formulation par un ensemble des essais in vitro puis une intégration in vivo

L'objectif de ce travail réalise en Laboratoires pharmaceutiques de la filiadle antibiotique
SAIDAL de MEDEA, est de développer des outils et des méthodes pour obtenir une bave
efficace afin de donner une base scientifique de raisonnement pour une optimisation des
formul ations cosmétiques.

Cetravail sarticule autour de cing chapitres.

Le premier chapitre introduit les notions d'identification de I’ espece, une taxonomie et une
étude de I'’anatomie externe et interne de I'escargot puis un exemple sur les variétés de
I’escargot. Afin d'avoir une description générale sur |'héliciculture de I'escargot, de

I’ environnement, I’ alimentation, accouplement et les techniques d’ élevage industriel.

L e deuxieme chapitre a pour objectif de présenter les procédures de récupération de labave
et I'analyse de sa composition chimique. De plus, I'utilisation de I’escargot dans différent
domaines : aimentaire, cosmétique, environnement et thérapeutique.

Le troisieme chapitre résume les étapes générales a suivre pour formuler une préparation a

usage local.

L e quatriéme chapitre propose une méthodologie pour la sélection de larace a éudier et la
mise en évidence du procédé d’ excitation de |’ escargot pour |’ obtention de la bave. L'étude des
caractéristiques physicochimiques, microbiologiques et pharmacologiques est réalisée dans le

but de déterminer le meilleur mode de récupération de la bave d’ escargot.



Le cinquiéme chapitre présente les résultats de I'optimisation des conditions de séchage et
son efficacité, sa mise en formulation, I’ é&ude de I’ activité cicatrisante des cremes formulées et
leurs études de stabilité accél érée.
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| .Identification de |’ espéce:

|.1Introduction :

De nombreuses petites especes animales ont de tres larges utilisations dans la vie
guotidienne, qu’il s agit d’ escargots, de grenouilles, de vers aula codes, thryonomys, cricetomys,
xérus et tenrec ou d'autres rongeurs qui sont soumis presque toujours au braconnage. Pour

protéger ces especes, on procede a une organisation rationnelle de leur éevage.

Dans ce chapitre, la biologie de |’ escargot et sa taxonomie sont décrites sommairement

avant d’ aborder |es aspects directement liés ala production control ée.

L‘escargot est un gastéropode terrestre comestible dont le poids vif adulte atteint de
quelques grammes a des kilos chez certaines especes (géant africain).ll est présent dans une
bonne partie de sub-saharienne humide et il est traditionnellement consommeé par |es populations

humaines.

Les escargots sont des mollusgues gastéropodes, ayant une anatomie asymétrique et sans

organes pairs.

En effet les escargots terrestres ne possedent qu’un seul rein, un seul poumon, une seule
oreillette cardiague, car un exemplaire de ces organes habituellement pairs s atrophie au cours de
son développement. Les mollusques aquatiques captent I’ oxygene de par leurs branchies internes
baignant dans |’ eau qui circule dans la cavité palléale. Au cours de |’ adaptation ala vie terrestre
de certains escargots, cette cavité paléale a disparu pour étre remplacée par un poumon

rudimentaire.

L‘ échange d’ oxygene et de gaz carbonique avec I’ air se réalise au niveau du tapis tissulaire
vascularisé de cette chambre. Les escargots terrestres sont donc pulmonés, portant les yeux au

bout de tentacul es rétractil es.

Ces mollusques appartiennent a I’ordre des stylommatophores au sein duquel figure la
super famille des heliciceae qui comprend entre autres les escargots helix aspersa, helix pomitia,
helix lucorum, helix aperta...etc.
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[.2Zoologie:

Lascience del’animal est un domaine trés vaste contenant plusieurs filiéres d’ études, donc
elle peut éudier un seul animal selon une multitude de parametres

|.2.1 Taxonomie:

La taxonomie (ou taxinomie) est la science qui a pour objet de décrire les organismes
vivants et de les regrouper en catégories pour pouvoir les classer. On aeu recours a cette science
pour pouvoir classer les escargots faisant objet de notre étude. Alors, le classement est le
suivant :

» Regne: L’ escargot appartient au regne "animal”.

» Phylum : L’ escargot est un "mollusque’ comme « Crustaces ».

» Classe: L’escargot est classé comme étant un "Gastéropode”.

» Sous-classes: Il est un"pulmoné’.

» Ordre: L’ escargot est classe sous |’ ordre " Stylommatophores”.

» Famille: L’ escargot est de lafamille dés "Hélicidés'

» Genre: Il est du genre "Helix"

» Espece: Il existe de différentes especes d’ escargot
|.3Description et structure

[.3.1 Anatomieexterne:

Le corps montre trois parties Figure |-1:

v' Latéte, portant la bouche et deux paires de tentacules.

v Lepied, large et plat, sur lequel I’animal se déplace en rampant.

v' Lamasse viscérale, dont la plus grande partie est enfermée dans une coquille calcaire
univalve et spiralée[1]
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Figurel-1: Anatomie externe de |’ escargot [1]

»Lacoquille:

L’ enroulement part du sommet appelé également apex. Il s effectue dans le sens des
aiguilles d’ une montre (enroulement dextre). On compte 4 tours 1/2 de spire. Chaque tour cache
la 3/4 du tour immédiatement supérieur. L’ orifice de la coquille, limité par un ord épais, est
arrondi. La surface de la coquille montre de nombreuses stries d’ accroissement paralléles qui
sont les témoins des différentes étapes de sa croissance. Sur une coquille sciée, on voit un axe
plein, la columelle autour dugquel s enroule le cone calcaire allongé qui constitue la coquille. Des

bandes partent de I’ apex et donnent a I’ escargot son aspect caractéristique, comme le petit gris

des bandes brunes. [2]

Figurel-2: Lacoquille d’ escargot [ 3] Figurel- 3Escargot de bourgogne helix
pomatia[ 3]
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» Latéte avec la bouche et les organes des sens; ces derniers comprennent une paire de longue
tentacules oculaires portant un ceil simple aleur extrémité, et une paire de petits tentacules
tactiles. En arriere du tentacule oculaire droit se trouve |’ orifice génital .

» Lepied, avec salarge sole de reptation Figure -4

» Lecou, qui se prolongejusqu’au collier

Figurel-4 Pied d escargot [3]

|.3.2Anatomieinterne:

nnnnnnn

- - - - -

ANATOMIE INTERNE D'ESCARGOT

Figurel-5: Anatomieinterne d escargot [ 3]
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Le Tableau I-1 représenté la nomenclature de I’ anatomie interne de |’ escargot

Tableau I-1: anatomie interne d'escar got

Numéro Organe Numéro Organe
1 Muscle pédieux 10 Péricarde
2 Muscle rétracteur du 11 oreillette droite

pied
3 Bourrelet palléal 12 Organe extérieur
4 Ganglion viscéra 13 Cavitépdléde
(poumon)

5 Cavité palléde 14 Glande sdivaire
6 Intestin 15 Ganglion pleura
7 Ventricule 16 Ganglion cérébroide
8 Foie 17 Radula
9 Glande génitale 18 Muscle lingual

» Lacavité paléale, située entre le manteau et le corps, forme un poumon trés simple qui
communique avec I’ extérieur par I’ orifice respiratoire.
La surface interne du manteau, elle contient un riche réseau de vaisseaux sanguins qui se

réunissent pour former une veine pulmonaire aboutissant al’ oreillette du ceeur.
» Lecceur, formé d’ une oreillette et d' un ventricule, est enfermé dans le péricarde.
» A cOté du ceeur se trouve un organe jaunétre lerein
» A cotédel orifice respiratoire se trouvent I’ anus et I’ orifice excréteur.

» Le rectum est facile a observer; il est longé par un petit canal, I’ uretére, qui part d'un

rein volumineux accolé au péricarde et aboutit al’ orifice excréteur.

» En arriére du bourrelet s étend le manteau, enveloppe fine et transparente |égérement
plissée.

» Lereste delamasse viscérale est formé par les tours de spire du tortillon contenant une

masse brune, I" hépatopancréas organe cumulant les fonctions de foie et du pancréas.

» Des parties blanches correspondent a I’ appareil génital. A I'intérieur des tours de spire
du tortillon, se trouve un muscle nacré spiralé c’'est le muscle columbaire qui entoure la

columelle et permet al’animal de rétracter son corps al’intérieur de la coquille.

Ces couleurs sont des caractéristiques propres a tous les escargots,
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1.3.2.1 Etude del’appareil digestif :

» Un ensemble d’ organes foncés qui sont les organes digestifs et d autres organes qui font

partie de I’ appareil génital.
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Figurel-6:L"appareil digestif [5]

» La bouche est placée sur la face ventrale de la téte elle donne accés dans un bulbe
buccal volumineux qui se continue par un court cesophage s élargissant en un estomac renflé que

recouvrent deux glandes salivaires |obées.

» Deux longs canaux déversent la salive dans le bulbe buccal, L’intestin, tres allongé,
décrit dans un foie, ou il recoit les canaux hépatiques, une double circonvolution puis se réfléchit

vers| avant;
» lerectum vient aboutir al’anus situé coté de I’ orifice respiratoire ala partie supérieure.
[4].[5].

» Une dent cornée, sur lalangue, une sorte de répe a dents nombreuses et microscopiques

laradula, qui sert ala mastication des aiments [6], la Figure |-7 montre ladent et laradula.
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Figurel-7: Laradula[7]

|.3.2.2Etude de |’ appareil génital:

L’ Escargot est un animal hermaphrodite, ¢’ est adire alafois producteur de gamétes males
et de gametes femelles. Mais I’ escargot ne possede qu’une seule glande génitale : la glande
hermaphrodite. Elle est incluse dans la masse du tortillon, et on peut la trouver en remontant un

canal court et sinueux, Le cana hermaphrodite. [6]
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Figure|-8:L appareil génital [5]

Ce canal aboutit ala glande a albumine, volumineuse glande annexe blanche; de I, part un
large canal sinueux, le cana formé lui-méme d'une partie plus large, I’ oviducte ou conduit
femelle et d’une partie étroite, le spermiducte ou conduit male. A I’ extrémité du canal, oviducte
et spermiducte se séparent. Avant d arriver a I’ orifice génital, le spermiducte recoit un conduit

allongé et fin, le flagelle, puis se renfle pour former la gaine du pénis.

10
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L’ oviducte aboutit également a I’ orifice génital, mais recoit auparavant un conduit venant
de la poche copulatrice encore appelée réceptacle semina. Dans cette région aboutissent
également la poche du dard et des glandes ramifiées les glandes a mucus [5] [6].

|.3.2.3Locomotion :

L'escargot se déplace, seulement vers l'avant, gréce a son pied, qui est en fait un
gigantesque muscle qui se contracte et sallonge alternativement. Des glandes sécrétent aussi un
mucus (sa "bave") contenant de la craie qui lui permet d'avancer plus facilement en glissant sur
les obstacles et méme verticdlement. Le mucus sert aussi a l'escargot a se débarrasser de
certaines substances comme les métaux lourdset entre aussi dans la composition de la coquille.
Le mucus est épais, il durcit et seche au contact de I'air en laissant une trainée brillante a la
lumiere. [3]

Figure |-9:Schémas d’ un déplacement [ 3]

| . ADifférentesvariétés d’escargots

Avant d'énumeérer les principal es especes d’ escargots, on s éargit un peu sur |'espece Helix
Aspersaqui est la plus utilisée dans les élevages, et la plus présente en Afrique du Nord et surtout
en Algérie.

L'espece Helix aspersa est divisée en 4 sous-espéces ou races, qui différent :

e Helix aspersaaspersa: Europe occidentale

e Hedlix aspersaelata: Afrique du Nord

e Helixaspersamajor: Maroc

e Helixaspersamaxima: Algérie

Le Tableau 1-2 qui suit décrit les différentes races d escargots avec leurs caractéristiques
différenciatives, leur lieu de vie et leurs noms et photos [ 7]

11
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Tableau |-2: déférentesraces d’ escargots

| nom

Caractéristique

Helix aspersa aspersa

On le trouve partout (jardin, fossé,
bois, murets,

champs, etc.).

Cet escargot est originaire de la
plupart des pays

méditerranéens et de la fagade
atlantique frangaise. 1

a une taille de 28 a 35 mm pour un
poids adultede 7

a15 g. Il représente moins de 10% de
la production

des transformateurs d'escargots.

Il devient de plus en plus rare
(pesticides,

urbanisation, ramassages excessifs,
etc.).

Helix aspersa maxima
ou
Gris-gris

Originaire dAlgérie, c'est I'escargot
le plus élevé en

France, Espagne et Italie. Sataille est
de 40 a45 mm

pour un poids adulte de20a30 g.

On ne letrouve pas (ou trés peu) &
I'état sauvage.

Helix lucorum
ou escargot turc

Il a une coquille de 36-41 mm de
hauteur et un

diamétre de 40-43 mm.

Chair verdétre et goQt terreux.

Cousin de |'escargot de Bourgogne, il
se déguste

traditionnellement a la
bourguignonne ou a

I'alsacienne. On le trouve dans les
bois clairsemés,

jardins, zones montagneuses (1000
m). Turquie,

Yougoslavie, Bulgarie, Mer Noire,
Albanie, Italie,

France (Centre et Sud

12




Chapitre |

Identification de I’ espéce

Helix chocolata
delicium

Cet escargot se rencontre un peu
partout en Europe

Zonitea lgirius ou
escargot peson

On en trouve dans | es escargoti eres.

Il est facilement identifiable a sa
couleur violette, asa

coquille aplatie et petite (environ 1
cm).

Hélix ceratina (Pfeiffer,
1843) ou escargot de
Corse

L'escargot de Corse est un des
mollusgues les plus

menacés. On le trouve gu'en Corse
(France) sur

guel ques hectares seulement.

Cepaeahortensis
ou
escargot desjardins

On I'appelle également "demoisell€".

Comme le Petit-gris, on le trouve
partout (bois,

prairies, haies, etc.).

Sa répartition occupe le centre et
I'ouest de I'Europe

ains que d'autres régions du monde
ou il sest

répandu tel que I'’Amérique du Nord.

Cepaea nemoralis
ou
escargot des bois

Son habitat est trés varié et on peut le
rencontrer dans

le bois, les haies, les friches, les
dunes et les prairies.

On le confond souvent avec son
cousin (Cepaea

hortensias).

Dimensions de sa coquille : H : 15-
23.5mm; D: 19-

30.5mm

Nombre de tours; 5,5 a 6.

13
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Cepaea vindobonensis

de méme que les 2 précédents.
Ces 3 especes sont difficiles a
différencier.

Eobania vermiculata
ou

Cest une espece comestible
méditerranéenne, bien

mourguette répandue dans le Midi de la France,
abondante
surtout non loin du littoral.
Le diametre est de 1 cm a 1,5 cm
environ.

Otalalactea Escargot d'origine marocaine, dont la
chair est riche
en protéines et pauvre en grai Sses.
On le rencontre également en
Espagne et dansle sud
de laFrance

Otalapunctata Espéce protégée d'une talle de 20

mm environ.
On le trouve en Espagne et au Chili.

Elonaq uimperiana
ou
escargot de Quimper

C'est une espéce rare et localisée aux
espaces

forestiers humides et ombrageés.

On ne rencontre cette espece que
dans la partie sud Finistére et du
Morbihan et au Pays Basgue.

Cet escargot possede une coquille
trés caractéristique

de 2 & 3 cm de diamétre et de 10-12
mm de hauteur,

aplatie et composée de 5 a6 tours.
Les jeunes individus sont soumis a
une importante

prédation de la part des Crabes.
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Monacha cantiana

La coquille est de couleur blanc-
créme et dans

quelques phénotypes plus sombres,
fin @marron rosétre

vers |‘ouverture. Depuis la marge
palléale

extérieure sétend, une bande de
couleur rosétre qui

déborde en une tres subtile ligne
jusqu’ alapartie

interne du péristome, prés de
|'épai ssissement, qui est

a cet endroit de couleur blanche.
L'animal aun pied

vaste de couleur grise a beige avec
des tentacules

normalement plus sombres.

Cette coquille a une taille de 11-14
mm de haut et 16-

20 mm de large.

On le trouve au nord-ouest de
I'Europe et le bassin

meéditerranéen

Monacha cartusiana

La coquille de cet escargot est brun
creme ou

rougeétre pour une taille de 6-10 mm
de haut et 9-17

mm de large. Elle a5.5-6.5 spirales.
On en trouve autour du bassin
méditerranéen, dans

I'Europe du Sud, mais également en
Belgique,

Allemagne et Hollande.

Arianta arbustorum

Cet escargot provient d Europe
centrale jusqu’ au

Nord-ouest, y compris les Alpes et
les Carpathes, de

I’ Est des Pyrénées (Espagne) au nord
delaNorvége

et de I'lslande, nord de I'lrlande,
dispersé en Ukraine.

La dimension de sa coquille est de 2-
3cm de diameétre

environ.

Il habite les foréts et les habitats
ouverts, en

montagnes jusqu'a 2700 M.
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Trichia hispida

Ce petit escargot ne mesure que 4,5 a
6mm de haut et

son diametre n'est que de 7 et 9,5
mm. On le trouve

dans les foréts, les parcs, les jardins
ou prairies.

Il alaparticularité d'étre poilu.

Portugalainchoata

Sa coquille est fine et translucide,
d'une couleur brunjaunétre

avec une bande dorsale tres fine de
couleur

brun- rougedtre, qui occupe la
périphérie de toutes les

spires. Dimension: Hauteur : 15.0-
16.6 mm Largeur :

17.4-18.3 mm.

Espéce endémique de I'Ouest Ibérien
dont il existe des

références dans tout le Portugal, et la
Galice

notamment.

Il vit dans des zones fraiches vallées,
terrasses

aluviales, prés et lieux boisés.

Zonito idesnitidus

Un escargot tres petit, moins de 5mm
avec une

coquille fortement trangucide.

En France, on ne le trouve que dans
lavallée de

I'Eure.

Theba pisana

Cest une espéce méditerranéenne
introduite un peu

partout, e qui a proliféré sur la
facade atlantique de la

France. Elle affectionne toutes sortes
deterrains

ouverts comme les friches, les talus,
les pelouses, les

dunes cotiéres, etc.

Cest cet escargot que |'on voit
agglutiné en grande

guantité sur les tiges herbacées
seches.
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Thebage minata

Coquille de 18 mm.
On en trouve aux iles Canaries et en

Espagne.

Causa holosericea

Il a une coquille brun-rougetre,
ouverture blanche,

avec des poils, 9-12 millimetres de
large, 5-6

millimétres de haut. 4.5-5 spirales.
On le trouve jusgu'a 2000 d atitude
danslesforéts

(souvent coniféere) des Alpes, Jura
suisse, la

Tchéquie et les Républiques de
Slovaquie

Helix aperta

La spirde de sa coquille est trés
bréve, 31/2-41/2

tours convexe, croissante
réguliérement et

rapidement, le dernier tour est trés
large, arrondi,

légerement tourné vers le bas
voisinant | ouverture.

De grosseur moyenne (23 a 27 mm
de hauteur pour

un diamétre de 23-26 mm), ce
gastéropode vit

préférentiellement dans la plaine ou
prés des cotes,

mais auss dans les Alpes Maritimes
jusqu'a 900

métres d’ altitude.

Il vit en France, en Italie et dans les
régions méditerranéennes de
I'Afrique.

On peut donc constater que les escargots sont des animaux dispersés un peu par tous dans

le monde et se sont adaptés a I’environnement ; on peut voir les différentes adaptations sur

plusieurs points.
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|.5 Hédliciculture:
[.5.1Environnement :
Dans la nature, on trouve les escargots dans les endroits moyennement humides et

mouillés, aupres de I’ ombre. Pour cultiver les escargots, il faut recréer |’ environnement naturel

» L’habitat :
Les escargotiéres, sont des petits parcs de quelques m? montés avec des planches ou des

parpaings, une cléture de planches de bois et un film anti-moustique afin de lutter contre les

prédateurs terrestres (mulots, rats, campagnols,...€etc.) qui pourraient pénétrer dans les enceintes

[6]

fibrociment
de I0mm

chossis
grillagés

™ fy - grogs

Figurel-10: Escargotiere [5]

Les professionnels utilisent généralement des serres. Pour protéger les escargots des
prédateurs (volatiles et |ézards) on peut installer un grillage en plastique sur les volets supérieurs

et au fond de L’ escargotiere (sous le terreau), un vieux grillage éviteral'arrivée derats.

Dans ce genre d escargotiere on peut cultiver de 150 jusgu'a 300 escargots, tout dépend du

genre, de |’ &ge et de lataille de ces escargots

» Nutrition :
Les Escargots ont un régime végétarien et causent de grands ravages dans les paturages par

temps humide et surtout la nuit.
Des chercheurs se sont penchés sur la régulation de la croissance et de la reproduction des

Helixpar le milieu extérieur et certains vont jusgu'a proposer une mediation neurohormonale fort

semblable a celle qui est décrite chez les vertébres
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Cette théorie attrayante ne doit pas faire oublier que pour grandir et se reproduire,
I'escargot doit disposer de tous les éléments alimentaires et non alimentaires indispensables a son
épanouissement physiologique. Cette évidence n'est pourtant pas facile a cerner.

Une étude a démontré que |'escargot helix aspersa est capable de capter le calcium lithique
par la partie du pied qui est en contact avec le sol, et que cette prise calcique ne peut étre
remplacée par un apport alimentaire de calcium. [8]

Dans I'élevage professionnel, la nourriture est déposée a volonté ; cette derniére est
constituée de :

«30%: carbonate de calcium (ou de la craie broyée)
¢70%: aliment pour porcelets ou farines diverses (blé, pois, €tc.)

eMinéraux nutritifs et vitamine pour escargot (ou méme pour poules pondeuses) [9]

Farine variée carbonate de Ca farine pour porcelets

Figurel-11:Lanourritured'escargot [9]

> L'eau :

L'eau est distribuée aux escargots par brumisation et non par arrosage. Ce dernier est trop
stressant pour les juvéniles.

Pour fournir de |’ eau aux escargots, ¢’ est tréssimple:

On fixe un tuyau en plastique aux rebords internes de la cloison et on visse dessous des
diffuseurs en plastique dur, cela suffira pour créer I’ effet brume. L’ alimentation est réglée pour

une fois par journée pendent 5 minutes lors des temps doux, sinon 4 a 5 par jour lorsgu’il fait
chaud
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Les diffuseurs

Letuyau fixé alacléture avec les diffuseurs

Figurel-12:Systeme d'humidification [9]

Lerole delabrumisation est :

ele remplissage des soucoupes (abreuvoirs) qu’'il ne faut pas installer trop profond par
risque de noyade

eLadiminution de latempérature quand il fait trop chaud.

el_e réveil des escargots pour aler manger. Cela évite qu'ils restent collés durant plusieurs

jours.
|.5.2Physiologie:

Comme de nombreux invertébrés, les principales fonctions vitales des escargots sont tres
dépendantes des conditions d'environnement, notamment des cycles jour nuit, de I'hygrométrie et
de la température. Ainsi, les escargots sont connus pour étre actifs pendant la nuit de méme

qu'au crépuscule et al’ aurore.

En dehors de conditions favorables, |'escargot se rétracte dans sa coquille. 1l peut méme
Sisoler totalement de |'extérieur en produisant une pellicule, un épiphragme, Figure 1-12, [10],
qui obstruera I'ouverture de sa coquille. L'escargot de Bourgogne Helix pomatia mene dans la
nature une vie a trois vitesses, avec une période active d'avril a octobre, une vie semi-ralentie
durant les périodes de sécheresse contre lagquelle I'escargot forme un voile mugqueux pour se
protéger de la déshydratation (estivation), et une période de vie ralentie constituée par
I'hibernation, réelle vie léthargique ou I'escargot qui sest enterré dans le sol est isolé du monde

extérieur par un opercule calcaire qui permet cependant |es échanges gazeux avec |'extérieur.[9]
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sans Mépiphragme

Avec lépiphragma

Figure I-13: Epiphragme [10]

Les Helixaspersades régions européennes atlantiques (Petit-gris) hibernent, alors que les
Helixaspersa des régions méditerranéennes (Gris-gris) subissent une longue estivation pendant

les périodes de sécheresse
[.5.3 Reproduction :

Malgré leur hermaphrodisme, les Escargots s accouplent. Cet accouplement s accompagne
d'un échange de gamétes males, ou plus exactement de spermatophores contenant des
spermatozoides qui vont s accumuler dans la poche copulatrice du partenaire. La, ils attendront

lamaturation des ovules. [11],[12].

Figurel-14: Accouplement [12]

Les ovules ne se forment qu apres les spermatozoides. Ils sortent de la glande
hermaphrodite par le canal de méme nom, recoivent les secrétions de la glande a albumine et
s'engagent dans I'oviducte a I'extrémité duquel ils seront fécondés par les spermatozoides

contenus dans la poche copulatrice. [11,12]
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Figurel-15 Les ceufs [12]

Les ceufs fécondés, protégés par une mince coque calcaire, sont pondus au nombre de
plusieurs dizaines (50 a 80).L'Escargot les dépose dans des trous de 4 a 5 centimétres de
profondeur gu’il creuse dans laterre humide, et qui sont bouchés apres la ponte. Au bout de trois
semaines, les ceufs éclosent et donnent naissance a de minuscules Escargots dga pourvus d’ une

fine coquille spiralée[11], [13].

Figurel-16: Petit d’ escargot [13]

[.5.4 Techniqued’ éevage:
1.5.4.1 Les différentestechniques d'éevage

Malgré la multitude des pratiques en héliciculture, on distingue trois principal es techniques
d'élevage possibles:

|.5.4.1.1Elevage en parc en plein air

Jusgu'a présent c'est le seul type d'hédliciculture qui donne des résultats encourageants, car
il ne nécessite pas dinvestissement colteux, mais aucun contréle sérieux n'est possible et
I'élevage est soumis aux aéas climatiques d'une part et aux ravages des prédateurs et des

parasites, d’ autre part.

22



Chapitre | |dentification de I’ espece

C'est une méthode extensive qui reste peu productive et repose sur le cycle naturel de
reproduction de l'escargot. En effet, la seule intervention se résume dans la garnison des

escargotieres avec des reproducteurs au printemps.

Ce type d'élevage ne peut se faire que dans les régions ou le climat Sy préte et que si on

utilise des petits parcs.

L'avantage de cette méthode réside dans le fait que les besoins moins importants en parcs :
au début, I'éleveur n'a qu'un seul parc a surveiller, au bout de 6 semainesil en aura 2 au premier
dédoublement et par la suite 4 au second dédoublement. Les parcs libres peuvent servir aréaliser

le second cycle d'engraissement des escargots non adultes et ayant subi une hibernation.

C'est la technique la plus simple, elle demande un petit investissement, mais elle n'est pas
possible partout et pour l'instant elle n'est utilisée qu'avec le petit gris. Elle donne une
productivité plus faible par reproducteur, mais en production par métre carré elle donne des
résultats au moins similaires a ceux obtenus en éevage mixte, avec une moindre charge de

travail.
[.5.4.1.2Elevage en serretunnel ou en batiment

L'installation en serre tunnel n'est pas trop colteuse, maisil est difficile d'y maintenir une
température adéquate surtout en automne et en hiver. Vu la déperdition importante de la chaleur
par le film en plastique le chauffage de la serre n'est guére envisageable car le codt de I'énergie
nécessaire ne serait pas rentabilisé.

Cependant, il est possible de faire la reproduction en serre tunnel au niveau de certaines
régions a climat tempéré. Pour cela, il faut veiller a ce que les températures moyennes ne soient
pas trop faibles. Le sol doit étre tapissé d'un grillage, afin d'éviter que les reproducteurs ne
pondent directement sur la terre. On placera régulierement les pondoirs pendant 2 a 3 jours par

semaines.Par contre I'incubation est réalisée sous béatiment.

Le principal inconvénient est qu'un tel systéme ne peut pas étre utilisé dans des régions

froides.

L'installation en batiment est tres couteuse d'ou il faut utiliser la surface au maximum de
ses possibilités.

Le bétiment est plus ou moins isolé, ce qui permet de controler la température,

I'hygrométrie et I'éclairement et supprimer également les pertes occasionnées par les prédateurs.
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C'est I'escargot Petit-gris qui se préte le mieux a I'élevage intensif; I'engraissement des jeunes
étant bien maitrise.
[.5.4.1.3Elevage mixte hors sol

Il consiste en la séparation des différentes phases d'élevage: la reproduction et le
démarrage des jeunes sont réalisés dans un béatiment controlé, alors que I'engraissement est

effectué dans des parcs extérieursen plein air

Cette technique d'élevage n'est envisageable que durant une partie de I'année car il est
exclu dutiliser les parcs pendant I'hiver dans les régions méridionales. Cette technique d'élevage
constitue un excellent intermédiaire tant les techniques d'élevage sous abris ne soient pas encore

totalement maltri sées.

En effet, le choix technique d'éevage approprié pour |'escargot est la condition la plus

importante pour laréussite de cette activité.

Les avantages et les inconvénients des différentes techniques sont présentés dans le

Tableau 1-3[4]: Ce tableau montre une comparaison entre les différents types d’ élevage :
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Tableau |-3: Lesavantage et inconvénients destechniques élevave

ELEVAGE

AVANTAGES

INCONVENIENTS

Elevage hors sol

(bétimentintégral)

-Possihilité de produire toute
['année

-Contréle plus aisé des
prédateurs

-Croissance plus réguliére et
rapide

-Conditions thermo-hydriques
et luminosité optimales
-Surface total nécessaire faible

-Frais annuels variables tres
élevés

-Nécessite beaucoup de main
d'eeuvre et la disponibilité de
locaux vastes

-Risgue plus important de

dével oppement d'épizootie et
difficulté de controle des
parasites

Elevage mixte (enserre tunnel)

-Mise en serre des escargots
duler au 15 mars

-Possibilité d'engraisser deux
lots de Gros-Gris toute I'année
pour étre commerciadise a la
taille des

Petit-gris adulte

-Gain tresimportant de main
d'ceuvre (facilité d'entretien...)

Mise en serre des escargots a

partir du ler ma (filet
d'ombrage)

Difficulté de régler la
température

durant lesfortes chaleurs

Elevage mixte (en parcs)

-Investissement faible
-Facilité del'entretien et de
|'alimentation

-Engraissement plus extensif

- N'autorise pas une mise en
parcs des escargots avant le ler
mal

- Protection anti-prédatrice
éventuellement moins efficace

- Récolte tardive

|.5.4.2Description d’ élevage hors-sol :

Les escargots reproducteurs sont réveillés fin février - début mars. Les escargots sont
protégés d'une éventuelle gelée par le dépdt d’'un antigel sur les escargotiéres. Les pontes vont

commencer 15 jours apres le réveil. C'est a ce moment que la surveillance est quotidienne, cette

attention particuliere consiste a marquer les pontes avec un repere en plastique.

Aprés 2 jours, lorsque I'escargot a terminé sa ponte, on procede a la récupération des ceufs
pour les mettre sur un lit de terreau dans un mini serre. Cette derniére sera placée dans un local a

20°C environ. Il faut garder un taux d'’humidité important jusgu'a I'éclosion qui aura lieu 3

semaines apres.

Les petits sont mis dans les escargotiéres al'age de 7 & 15 jours environ. Si tout va bien, ils

deviendront adultes dans 5 & 6 mois.
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La méthode type d élevage d escargot consiste a prendre en compte tous les aspects

influant sur la bonne production et |e bon é evage des escargots.
[.5.4.2.1Approvisionnement en reproducteurs:

Il est préconiseé d utiliser des animaux en provenance de la nature, ramasses ou achetés sur
un marché specialisé entre les mois de mai et de septembre. Apres un premier cycle de
production, |’éleveur averti pourra utiliser des animaux en provenance de son éevage pour les
mettre en reproduction. |l choisira les individus ayant eu la croissance la plus rapide et les
placera en hibernation a partir de juillet, pendant six mois. Il faut compter sur un rendement

d environ 25 jeunes par reproducteur.
1.5.4.2.2Stockage desreproducteurs en hibernation :

L’utilisation de chambres froides pour I'hibernation permet de dessaisonner la
reproduction au mois de janvier. Les animaux sont stockés en boites aérées de 200 individus,

sans aliments et sans eau.

Une phase de transition a 15°C est effectuée avant le passage en chambre froide dans les

conditions suivantes :

e température 5°C
¢ hygrométrie 85%
e photopériode 6h jour / 18h nuit

A la sortie d hibernation, les animaux vivants sont placés dans des caisses de reproduction

propres araison de 100 individus par cage ou 500 par hamac.
1.5.4.2.3Reproduction :
Les conditions d’ ambiance en reproduction sont schématisées dans le Tableau 1-4

Tableau |-4:L es conditions de reproduction :

Jour Nuit
Durée d éclairage 6h 18 h
Température 20C° 17 C°
Hygrométrie 90% 75%

eParameétres d’ambiance:

Les escargots sont nourris. Les accouplements sont observés des les premiers jours

d activité. La période de ponte s éae sur 10 a 15 semaines. Les pots de pontes (décrits plus
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haut) sont placés en incubation lorsgu’ils contiennent une ou plusieurs pontes. |l est déconseillé

de placer les animaux ayant reproduit en hibernation, la mortalité éant alors trés élevée.

L’incubation se déroule selon les modalités décrites plus haut. Selon les conditions,
I”éclosion survient en 2 a 3 semaines.

eNursery :

Les jeunes sont élevés dans des boites de nursery, Figure I-7, pendant 6 a 7 semaines pour
les premiers nés, 1 a 2 semaines pour les derniers. La nourriture est distribuée a volonté et le

poids des animaux double toutes |es semaines,

ey _ S

i LA NURSERY '

Figurel-17: Lanursery
1.5.4.2.4Engraissement en parcs extérieurs:
Les jeunes sont répartis régulierement a proximité des mangeoires a raison de 300 jeunes
par métre linéaire d’ abris mangeoires. L’ aiment est distribué une fois par semaine et la quantité

distribuée est gjustée en fonction de la consommation. Un arrosage est réalise 3 a 4 fois par jour.

Il faut prévoir 1 m® d’ eau par m? de parc au cours de saison de production.

La date de chargement des parcs sera décidée en fonction de la température et du risque de
gel (avril), larécolte des premiers escargots bordés débutera en juillet et se poursuivratousles 15

jours.
Ceci a2 avantages :

ol| est inutile de nourrir les animaux reproducteurs.

el adiminution de la densité favorise |a croissance des animaux restants.
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[.5.4.2.5Planning d’ élevage:

Cycle de production sur un an : il nécessite un engraissement continu en parcs extérieurs
d avril a septembre. Pour disposer de jeunes a partir du mois d’avril, il faut dessaisonner la

reproduction et donc |” hibernation.

Les reproducteurs sont ramasses dans la nature fin mai et placés en hibernation. Apres 7
mois, en janvier, ils reprennent leur activité et se reproduisent, ce qui permet de disposer de
jeunes qui pourront étre placés en parcs a partir d’ avril. En septembre, entre 70 et 80% des

animaux sont bordés.

Cycle de production sur 2 ans : la reproduction est aors plus tardive et les jeunes sont
placés en parcs a partir du mois de juin ; ils ne pourront pas tous terminer leur croissance avant
I’automne et devront ére mis en hibernation. Ils seront bordés au mois de juin de I'année

suivante, laissant la place aux petits de I’ année.
Ces 2 méthodes ne s excluent pas et pourront étre pratiquées simultanément.
Alimentation :
L’ aliment est une farine dont la composition est la suivante :

¢40% de farine de céréales
¢18% de son de blé

¢20% de farine de protéagineux
#20% de carbonate de calcium

2% de complément vitaminé et minéral

En effet, I’élevage intensif ne permet pas I’ utilisation de végétaux verts. Ceux-ci s aterent
rapidement, posent des problemes de nettoyage, de main-d’ ceuvre et enfin donnent de moins

bons rendements.
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II.Mode derécupération, composition et utilisation de la bave
d’escargot :
I1.1Introduction :

Les écrits de I'antiquité dévoilent de multiples utilisations des animaux en général, et des
escargots en particulier a différentes utilisations, alimentaire, cosmétique, environnementale et
thérapeutique. L'animal entier ou en partie est présenté comme possédant des propriétés aussi
diverses qu'étonnantes, associées a des recommandations qui semblent plus proches de la
superstition que de réelles observations empiriques. Sa bave a connu aussi plusieurs utilisations

et pour collecter cette bave des méthodes variées ont été mises au point, tout en assurant

eMoins de mortalité

eAbsence de toxines
I1.2L es méthodes derécupération :
[1.2.1Méhode 01 : par picage

Le piquage del’ escargot par une pipette pasteur au niveau de pied, permet al’animal de
secréter labave

[14]
[1.2.2Méhode 02 : par ajout de chlorurede sodium

En dégorge les animaux en présence de 1% en poids de chlorure de sodium (NaCl). Le
mucus est recueilli, décanté, filtré et concentré a sec selon divers procédés : évaporation sous

vide a basse température, lyophilisation, nébulisation, etc. [15]
[1.2.3Méhode 03 : par des produits chimiques

Cette méthode a été utilisée par A. P. WILLIAMS qui a tué des escargots par
immersion en éhanol aqueux al0% pendant 2 heures. Les coquilles ont été enleveées et chaque

corps a été ouvert par lacoupure lelong del'aréte dorsale delabouche au collier.

Les viscéres ont été enlevés et les murs de corps ont été imbibés en acide chlorhydrique de
5% (massique) pour coaguler le mucus. Le matériel a été aors imbibé dans la solution de
chlorure de sodium de 0,5% pendant une semaine suivie d'un traitement court en eau de chaux
saturée. Le matériel a été extrait par le chauffage dans I'eau pour 2 heures a 70C°, a 80C° et a
90C-. [16]
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[1.2.4Méthode 04 : par enlevement des pieces excr étoires.

Apres la collection des’ escargots, les coquilles ont été ouvertes pour enlever le corps
charnu d'ou les pieces excrétoires. Les pieces charnues ont été alors placées dans 250 ml de
I'eau et ont été lavées plusieurs fois jusgu'a ce que le mucus ait été completement lavé au loin.
Ces lavages ont été rassemblés dans un seau en plastique, précipités avec de |'acéone et
lyophilisés. [17]

[1.2.5Méthode 05 : par grattage.

Le mucus est recueilli par grattage avec une lame de rasoir derriere I’animal rampant sur

une plaque de verre jusqu’ a l'obtention d'une quantité suffisante de bave. [18]
I1.3Composition dela bave d’ escar got :

La bave d escargot est constituée de plus de 90 % d' eau. Parmi les autres constituants, on

trouve les protéines, les principales éant la gélatine, I’ éastine et I’ allantoine.

Le dosage des protéines est effectué par la méthode de Kjeldahl (voir annexe n® V), qui est
basée sur le dosage de I’ azote total pour déterminer le taux des protéines

Letableau I1-1résumélesrésultatsd’ A. P. WILLIAMS

A coté de ces acides aminés on trouve des enzymes, Quevawviller a déterminé la
composition chimique des Helix : plus de trente enzymes dans le suc digestif, de nombreuses
enzymes dans |'hépatopancréas, |e muscle et I'hémolymphe.

Des sucres sous forme des mucopolysaccharides sont été isolés a partir du mucus
d escargot.Des sucres composés ont été identifiées comme la glucosamine et, |'acide L-

iduronique.

D'autres études [14] ont indiqués |a présence de plus d'un type de matériau polysaccharide
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Tableau |1-1: Les déférents composants de la bave d’ escargot :

Acide amine Poids seche Poids moléculaire | %Acide amine N° derésidus
(9/1009) (mol/10" g) dansle total d’ acide aminé par
1000 AA
Alanine 5,69 63,8 5,82 72,3
Glycine 21,24 283,1 24,95 321,0
Vaine 2,22 18,97 1,75 215
Leucine 3,02 20,74 2,07 235
Isoleucine 1,40 10,64 0,97 12,1
Proline 10,57 91,80 8,34 104,1
Phénylalanines 1,45 8,75 0,78 9,9
Tyrosine 1,41 7,78 0,71 8,8
Serine 5,70 54,2 4,92 61,4
Thréonine 2,90 24,4 2,2 27,7
Cystine 0,00 0,00 0,00 0,00
Méthionine 0,16 1,07 0,13 1,2
Arginine 7,88 45,6 16,43 50,9
Histidine 0,38 2,33 0,65 2,6
Lysine 1,07 7,30 1,33 8,3
Acide aspartique 7,84 58,9 5,37 66,8
Acide glutamique 12,85 87,4 7,89 99,1
Hydroxyproline 111,50 87,7 7,95 99,5
Hydroxylisine 1,14 7.2 1,29 8,2
AmideN 0,69 49,2 4,46 -
Tota 99, 09 930,9
Glucosamine 0,17 0,98 0,06 -
Gadlactosamine 0,48 2,66 0,26 -
Hexose 12,10 - -
Tota 17,75
Azote total Poids
15,47 (g/100g de poids seche
résiduel moyenne
93,6
Larécupération en 94,7
poids
Larécupération de 98,3
N
Humidité 12,4
Les cendres 0,76

On trouve aussi desvitaminestel quelavitamine C, lavitamine A pluslavitamine E) et autres.

31



Chapitre |1 Mode de récupération, composition et utilisation de la bave d’ escargot

I1.4Utilisation d’escargot et de sa bave:
I1.4.1Domaine alimentaire:

L’ histoire de I’ escargot dans I’ alimentation humaine remonte a la nuit des temps et
pratiquement des la préhistoire. Les coquilles retrouvées par les archéologues dans les cavernes

habitées anciennement attestent que |'escargot fut dés cette époque ramassé pour étre mangeé.

L'escargot est un aliment trés diététique car, la chair d'escargot se compose de 60 a 80 %

de protéines pour moins de 1.3 a 1.7 % de matiere grasse et de 1.3 a 1.4 % de matieres minérales.

Il est prépare grillé avec un gratin de sel ou en rago(t avec une sauce, et il est cuisiné avec

des tomates, parfumé al'aneth, au fenouil, ala menthe fraiche.

Sans oublier que les ceufs d’ escargots sont mangés aussi comme caviar d’ escargot, qui est

trés cher et difficile a collecter.
I1.4.2Dans|le domainedel’environnement :

Les escargots peuvent pour partie refléter la qualité de leur environnement en
accumulant dans leur chair ou dans leur coquille certains polluants ou méme substances toxiques

présentes dans leur milieu.

Selon la définition générale de Spellerberg [19], un indicateur biologique peut étre défini
comme une espece reflétant I éat du milieu dans lequel elle vit. Elle doit pour cela répondre a

un certain nombre de critéres :

eParticiper activement au fonctionnement de I’ écosystéme,

oétre sedentaire, largement distribuée et facile aidentifier et a échantillonner,
eé&tre bioaccumulateur,

eé&fre tolérant aux fortes contaminations de I’ environnement,

eleur écologie et physiologie doivent étre connues. [20 ,21]

Les ’escargots sont utilises comme indicateur biologique. Ils remplissent les criteres
précédemment développés et sont reconnus comme des indicateurs écologiques pertinents
[22,23]

ells représentent une biomasse significative au sein de la communauté des invertébrés du
sol
ells occupent une situation privilégiée a I’'interface sol-plante-atmosphere et ils intégrent

des sources et voies de contamination multiples
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ells possedent des capacités de bioaccumulation importantes pour de nombreux polluants
métalliques

ells présentent des réponses physiologiques (inhibition de croissance, de reproduction,
mortalité) quand ils sont exposés aux contaminants,

ells constituent un éément des réseaux trophiques qui contribue au transfert des polluants

du sol et/ou des plantes aux prédateurs [24]

A I'interface sol-plante-atmospheére, I’ escargot intégre plusieurs sources de contaminations

accessibles via différentes voies d’ exposition (Figure [1-1)

edigestive par ingestion de nourriture
ecutanée par diffusion des polluants du sol atravers |’ épithélium du pied

erespiratoire par inhalation de gaz et/ou de particul es atmosphériques [25]

dn:;: Poliuant faiblement lié & la phase solide Polluant
S0 1]
du 5ol

Concentration totale en polluant dans le sol

Figurell.1Voies et sources d'exposition de |'escargot aux polluants [26]
L’ absorption des & éments métalliques par les invertébrés est étroitement liée a:
eLafréquence et aladurée del’ exposition,

eAUX interactions entre le milieu et I’ @d ément considéré

e Aux caractéristiques des différentes sources d’ exposition

Chez Helix aspersa, la contribution du sol a I’accumulation totale des éléments traces
métalligues est supérieure a 80% pour le Pb, comprise entre 30 et 60% pour le Zn et entre 2 et
40% pour le Cd [27]

Lors de I’ exposition au sol comme seule source de contamination, la voie digestive

contribue a environ 90% de I’ accumulation de Cd chez des Helix aspersa[25]

Bien que |'absorption cutanée soit relativement faible chez I'escargot, elle n'est pas

négligeable
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L’ accumulation dans |es organismes est due a des processus d’ absorption et assimilation
de distribution, de stockage et d’ excrétion.
La glande digestive (ou hépatopancréas) contient systematiquement les plus fortes

concentrations en Cd, Pb et Zn

Le tube digestif également joue un rdle dans le stockage du Cd, |e pied apparai ssant
plus comme un site d’ accumul ation transitoire en liaison avec |’ absorption cutanée [ 28]
Le Cu, associé al” hémocyanine, est distribué de maniére plus homogene dans le corps

entier et S'accumule principalement dans le manteau et le pied [29]

La coquille des escargots n’est pas un site de stockage important pour le Cd et le Zn.
Des escargots (H. aspersa), prélevés dans des zones hautement contaminées, présentent des

concentrations de I’ ordre de 1 pg.g™* [30]

Seul le Pb a été retrouvé dans la coquille, mais a des quantités n’excédant pas 3% des

quantités totales accumul ées dans I’ organisme [31]
I1.4.3Domaine cosmétique:

Le domaine cosmétique est trés vaste, et se subdivise en plusieurs catégories, tous

essentiels et complémentaires pour le corps humain.
L’ escargot est aussi utilisé dans plusieurs cas dans ce domaine,

La peau est la partie la plus exposée du corps humain aux agressions extérieures
(climat, eaux, produits...etc.) ou intérieures (activité hormonale, sueur, alergies...etc.). Et
connaissant la composition de la bave d' escargot : une multitude de composes tels que les
vitamines, sels et oligoéléments qui sont une source nutritive, essentielle et bénéfique pour le
tissu de la peau, et qui peuvent I'aider a se régénérer et &liminer les traces des agressions

précédentes.
Plusieurs exemples sur |’ effet de labave d’ escargot sur la peau, on cite:

»L’acné: Pour remédier al’inflammation des glandes sécrétant le sébum aux racines des
cheveux.

On peut utiliser la bave d’ escargot enrichie par I’aoes. La richesse de la bave en peptides
(élimine les microbes autour de la surface de la peau et les pores), en acide glycolique (améliore
la texture et I'apparence de la peau), en calcium (réactif a la transpiration) et bien d autres
éléments ; mélangé a la légereté et a |’ effet antiallergique de I’ doés constitue le parfait remeéde
contre cette maladie. [32,33,34]
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»Les rides : Cest un probleme auquel sont confrontés tous les jeunes (femmes et

hommes) quis'intéressent al’ allure de leurs visages.

Les rides reflétent 1a modification des structures de sillons qui conférent la fermeté a la
peau.Le creusement des sillons plus profonds cause une perte d'éasticité passant par |I'extension

de la surface de la peau et par |a perte d'éasticité du collagene et de |’ élastine.

Les rides sont le fait du vieillissement de la peau, mais aussi aux contractions mécaniques

de cette derniére comme les rires et les grimaces. [35]

Parmi ses composants, la bave d’ escargot contient du collagene pur et de |’ élastine. Elle
peut donc faire I’objet d’ une créme parfaitement efficace contre les rides et les signes de
vielllesse de la peau. Mélangée aux AHA (Alpha Hydroxy Acides) elle donne un résultat trés
convaincant [32,33,34]

>»Lesbrilures:

Les brllures sont des |ésions de |a peau provoquées en général par une exposition a une

chaleur intense ou a un contact avec un agent chimique.

Apres la guérison la peau endommagée, peau morte, empéche |la régénération de la peau
vivante se qui peut créer un grand embarras pour le brdlé surtout en cas des brllures sur les

parties visibles du corps (visage, mains, pieds).

La bave d’escargot contient |’ allantoine qui favorise et accélére la régénération de la peau
brilée ou morte. Plusieurs brevets font mention de ce composant, certains privilégiant
I'allantoine extraite de la bave d'escargot. La bave contient aussi de la vitamine C et la vitamine

E qui aident larégénération de la peau et lareproduction de nouvelle peau [33,34].
»Lesplaieset cicatrices:

Processus intervenant apres |'ouverture des parties molles du corps secondaire a un
agent meécanique externe, a une agression (traumatisme direct, brllure, blessure, maladie,
intervention chirurgicale, etc.), ne Saccompagnant pas de perte de substance.
Cette guérison de la plaie ainsi constituée peut se faire spontanément (d'elle-méme), on parle
alors de cicatrisation de premiere intention. Mais dans certains cas €lle nécessite I'intervention
humaine consistant, entre autres, a suturer par réunion (fils ou agrafes) les bords de la plaie
[36].La bave d escargots contient des éléments nutritifs comme les glycoprotéines (favorise et

accélere la régénération des tissus de peau), |’ alantoine et plusieurs vitamines, ce qui donnent a
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cette bave I’ aptitude d’ éiminer ou au moins de diminuer les nouvelles ou anciennes cicatrices
[33,34]

I1.4.4Dans le domaine thérapeutique:

Les écrits de I'Antiquité dévoilent de multiples utilisations des animaux en général,
et des escargots en particulier a des fines thérapeutiques. L'animal entier ou en partie est présenté
comme possédant des propriétés aussi diverses qu'étonnantes, associées a des recommandations

qui semblent plus proches de la superstition que de réelles observations empiriques.

Hippocrate recommande le mucus de limagon contre la protocéle. Celse considere
I'escargot cru et pilé avec sa coquille comme cicatrisant ; bouilli il aurait des propriétés
émollientes. [15]

Pline a également recommandé des escargots pour le saignement du nez et des douleurs

d'estomac et de nombreuses autres pathologies [37]

L’ escargot d eau est également présent dans la Pharmacopée universelle, écrite par
Lemery en 1738, en France: utile pour la rougeur de la peau et peut étre utilisé pour nettoyer le
visage. Il peut également étre utilisé en interne pour les spasmes avec crachat du sang qui

accompagnent latuberculose.

L’ ceuvre de George Tarente qui, en 1808, a publié un livre sur les escargots et leur
capacité de guérir des hernies [38]

Parlant de jus d'escargot, Tarente a indiqué que «sa viscosité, sa contraction ou la force
astringente, et sa capacité de reproduction m'a permis immeédiatement de supposer quil alait

fermer les ouvertures hernie. [38]

En 1840, il est utilisé en toute confiance par certaines personnes pour les maladies de
poitrine, La tuberculose, le rhume résistant, la tuberculose des premiers et seconds degrés, les
affections thoraciques aigués et chroniques et les irritations intestinales. Les pommades
d escargots sont seulement & usage externe pour traiter les gercures et I'efflorescence d'une plaie.
Figuier mentionne les propriétés d helicidés, une huile jaune transparente, extraite d’Helix

pommait, mais aussi de «toutes les grandes especes d'escargots» [ 39]

Baron-Barthélémy, un pharmacien a Béziers (Hérault, France), a publié un rapport sur
les formulations pharmaceutiques a base d'hélicidés qui ont été approuvées des effets sur
I'inflammation lente des organes pulmonaires, la plupart des inflammations, et surtout contre le
froid et la toux, les bronchites, catarrhes, asthme, divers types d'hémoptysie, amygdalite,
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pharyngite, enrouement, maux de gorge, la grippe, le croup. Coqueluche nerveux, toux des
enfants, maladies pulmonaires comme la pneumonie et la tuberculose pulmonaire, de I'estomac
nerveux et les crampes intestinales, gastrite, kastro-entéralgies, maux de téte provenant d'un
trouble pathologique de |'estomac, la toux qui suit ou qui vient avec les maladies inflammatoires

de lapeau telles que: larougeole, la scarlating, les petites lavariole, I'érysipée [40]

L'édition 1945 de I’ Orvault consacre encore un paragraphe entier aux escargots, en
indiquant que I'usage thérapeutique des escargots était encore vivant. En France, Quevauviller a
préparé une étude relativement exhaustive des propriétés thérapeutiques de I'escargot en 1953 et
afférent a l'utilisation du sirop d'escargot dans les années 1920 pour les patients souffrants de

bronchite chronique [41].

Des recherches récentes ont confirmé les propriétés sedatives de plusieurs
formulations basées sur Helix pomatia pour la coqueluche et la bronchite chronique, liées a
I” antispasmodique et fluidifiante propreté des sécrétions. Quevauvillera alors également passé en
revue les activités pharmacol ogiques du mucus helix pomatia une activité in vitro mucol ytiques,
son effet inhibiteur sur les bactéries et spasmolytique et de I'activité dans les voies respiratoires.
Les chercheurs ont conclu que «les activités antispasmodiques de mucus helix sur l'arbre

bronchique été observés qu'a des doses élevées, |oin de toutes |es doses thérapeutiques. [ 38]

En 1999, Pons et a ont démontré que helicidine a un effet broncho-relaxant liée ala
libération de prostaglandines E2 et inhibée par prétraitement des indométacines, un inhibiteur de

lacyclo oxygénase [42]

D'autres scientifiques intéressés par le role d' helix pomatia en médecine, de par
I’existence d’'une lectine appelé Helix pomatia agglutinin (HPA) qui est utilisée comme un

indicateur de pronostic de certains cancers, comme ceux du sein, de I'estomac et le cblon. [43]

Les chercheurs ont également examiné |'espérance de vie des populations qui mangent
les escargots. Une éude comparative a été réalisée dans sept pays différents, révélant qu'il y
avait 20 fois moins de décés liés aux maladies cardiovasculaires en Créte comparaison avec les
USA. Parmi les explications proposées.On peut observer que les gens de Créte mangent de
grandes quantités d'escargots. Les analyses indiquent que ces escargots sont différents des autres.
Ils sont riches en acides gras dérivés de I'herbe naturelle qu'ils consomment. Le plus célebre est
le soi-disant pourpier, il sagit dun acide alinolénique qui a été signaés a avoir un effet
protecteur contre les maladies cardio-vasculaires [44]
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La FDA a également manifesté son intérét pour les escargots. Dans les années 1980,
des enquéteurs américains de I'Université de I'Utah ont évalué des centaines de neurotoxines
dérivées de I'escargot de mer appellent ziconotide (SNXIII), un peptide synthétique dérivé du
venin d'escargot a été sous examen par la FDA depuis 1999. Des études precliniques et cliniques
de ce nouveau médicament indiquent un effet anesthésique puissant. Au cours des essais
cliniques contrélés, le ziconotide réduit intensité de la douleur de 53% (contre 18% pour le

placebo), méme chez les patients insensibles ala morphine [45]

En 2000, une nouvelle neurotoxine, conotoxine TVIIA a été extrait de con-nous Tulipa, un
poisson mangeur d'escargot de mer. Enfin, en 2001, un autre peptide, le contryphan dites Vn, a

été extrait du venin d'un escargot de la Méditerranée [46]
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[11.Généralités sur laformulation :

[11.1Introduction

Le développement des formes pharmaceutiques ou cosmétiques a pour but I’ éaboration
d' une substance a partir de substances actives; avec les meilleures garanties de qudité;
d efficacité et de securité. 1l consiste a rechercher |’ adéquation optimale entre les caractéristiques

des substances actives et celles de laforme a éaborer ; grace a des contraintes de tout ordre.

Dans le cadre général du développement des formes a application locale, il se pose des
problémes particulierement difficiles arésoudre ; du fait notamment :

eDe lacomplexité et de lavariabilité de la peau et des mugueuses sur lesquelles ces formes

sont appliquées,
eDes différents types d’ activité attendus,

eDe la difficulté des contréles in vivo; en raison de latrés faible quantité de principe actif

passant dans la circulation générale a partir d’ une application cutanée,

Comme toutes les études de développement, celles des formes a application locale sont

effectuées par étapes successives :
1% éape : études d’ orientation
02°™ étape : études de pré-formulation
3" étape : études de formulation
¢4°™ étape : études du procédé et validation
I11.2Etudes d’ orientation

Avant d entreprendre lamise au point, il est nécessaire de rassembler un certain nombre de
données préalables qui constitueront les bases du développement et guideront les choix
ultérieurs. Ces études d orientation sont particulierement importantes pour les formes a
application locale ; car e passage transcutané est lié a des paramétres d’ ordre physiologique qu’ a

des paramétres physicochimiques.
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[11.2.1Parametres d’ordre physiologique
[11.2.1.1L a peau

Plus gu'une enveloppe extérieure, la peau, Figure I11-1 est un organe a part entiére qui joue
un réle essentiel, non seulement dans la protection du corps contre les agressions extérieures,
mais aussi sur le plan esthétique et émotionnel. La peau respire, elle est sensible aux agressions

extérieures et elle réagit a notre état de santé général ainsi qu'al'équilibre hormonal.

Pour conserver toute la vie une peau en bonne santé, il est important de bien comprendre

son fonctionnement.
La peau se compose de trois couches :
o|'épiderme,
ele derme

e|'hypoderme

Epiderme ——2" ‘,'3”
gt a

ryf

Derme —= '*

Hypoderme M

Figurelll-1.Structure de la peau [47]
[11.2.1.1.1L"épiderme

L’ épiderme, Figure 111-2 et Figure 111-3, est la couche la plus superficielle, celle qui est en
contact avec I'extérieur. L'épiderme est la surface de la peau. Elle est composee de cellules

mortes qui sont éliminées continuellement. L'épiderme est constitué de :
o kératinocytes
« mélanocytes

« cellules de Langerhans
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Les kératinocytes : issus de la couche la plus profonde de I'épiderme (appelée couche
germinative ou couche basale), ils migrent a la surface de la peau et se renouvellent
régulierement. Ils sont remplis de kératine, des filaments trés résistants, les mémes gque ceux
trouvés dans les cheveux et les ongles, et de lipides. Durant leur migration, ces cellules
saplatissent peu a peu et finalement meurent a la surface de la peau. Elles forment adors la
couche cornée, véritable bouclier semi-perméable. De 50 microns au niveau des paupiéres, la

couche cornée peut atteindre un centimetre aux paumes et aux plantes de pieds.

Les mélanocytes : sous l'effet des ultraviolets, ces cellules produisent la méanine, le
pigment al'origine du bronzage. La mélanine est transférée aux kératinocytes dont elle protége le

noyaul.

Les cellules de Langerhans : issues de la moelle osseuse, elles appartiennent au systéme
immunitaire de défense. Elles protégent des intrus éventuels (substances chimiques, virus,
bactéries, facteurs d'dlergie) en les capturant. Elles repérent également les cellules anormales et

déclenchent leur dimination.

Surface de la peau
i Cellule de
\ _Langerhans

2 : x’;;
Kératinocytes -
S

Couche basale

Epiderme Mélanocyte

Figurelll-2. Structure de I’ épiderme [47]
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Figurelll-3:les annexes épider miques [48]

1 = tige du poail, 2 = follicule pileux, 3 = glande sébacée, 4 = glandes sudoripares apocrines,5 =
glandes sudoripares eccrines (indépendant du follicule pilo-sébacé),

6 = épiderme, 7 = muscle strie
[11.2.1.1.2L ederme

Le derme est riche en fibres collagenes et dastiques, qui assurent a la peau sa résistance et
son élasticité. Le derme se situe juste en dessous de I'épiderme. C'est |a ou les cellules se
multiplient pour remplacer celles qui sont éliminées. Contrairement a I'épiderme, il contient de
nombreux vaisseaux sanguins qui assurent la nutrition de I'épiderme. On trouve dans le derme
des terminai sons nerveuses spécifiques, sensibles au toucher, ala douleur et alatempérature qui
permettent |a protection et la réparation des tissus endommagés.

En effet, le derme est essentiellement constitué d'une proténe appelée collagene, laquelle
élabore le tissu cicatriciel pour réparer les coupures et les écorchures. Le derme renferme

également la base du poil .
[11.2.1.1.3 L"hypoderme

L'hypoderme est la couche la plus profonde de la peau. Sous le derme se trouve
I'hypoderme qui est une couche adipeuse sous-cutanée. Cette couche de peau est riche en graisse

et en vaisseaux sanguins, son role est d'amortir les pressions auxquelles la peau est soumise et de
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protéger |'organisme des variations de température. L'hypoderme se trouve essentiellement dans
les parties du corps devant supporter un impact important, comme les fesses ou les talons. |l est

quasi-inexistant dans les autres zones. [47]

La maitrise du degré de pénétration, Tableau I11-1, du principe actif contenu dans une

forme pour application locale sera |’ objectif prioritaire du développement. Elle passe par la

Généralité sur laformulation

définition préalable du niveau d’ activité et de |’ effet attendu de la forme envisagée ; [49]

Tableau I11-1. Influence du degré de pénétration sur |'activité [49]

Niveau d’ action

| Effet attendu

| Degré de pénétration

Activité de surface

Surface

eprotection
eantiseptique
eantisolaire ; etc.

Nulle

Couche cornée

eémolliente
eexfoliante ; etc.

Faible

Activité épidermique

Epiderme

eantiseptique (antibiotique et
antifongique)
eanti-inflammatoire
eantiphlogistique
eanesthésique

eantipruritique
eantihistaminique ; etc.

Moyenne

Activité dermique ou systémiq

ue

Derme

ehormonal

ecardiovasculaire

Elevée

Il est important de connaitre les caractéristiques de cet organe pour savoir comment

empécher ou au contraire favoriser la pénétration cutanée.

[11.2.1.2Pénétration cutanée

L’ absorption percutanée correspond au transfert d’ une substance a travers la peau, Figure
I11-3, depuis le milieu extérieur jusqu'au sang. Elle peut étre définie comme la somme de deux
phénomenes : une pénétration des molécules au sein de la peau entiére, suivie d' une résorption

par lacirculation sanguine ou lymphatiques depuis le derme papillaire puis |e derme profond
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- DIFFUSION DANS LE VEHICULE
- PARTAGE (Véhicule/Couche cornée)

’ z . 5 - DISSOLUTION DANS LE VEHICULE
Libération

VEHICULE

Fixation B -
Pénétration & GERNEE
(diffusion) EPIDERME

o L VAISSEAU
Résorption il

DERME

FigureI11-4. Représentation schématique des différentes phases se succédant lors de lamise a

disposition d'un produit a usage topigue ala systémique

L’ étape de pénétration en terme physique, est une diffusion passive a travers chague
structure du tégument : couche cornée, épiderme de Malpighi derme et annexes cutanées.

Elle est sous la dépendance préalable d'un partage, se produisant a I'interface

environnement couche corné, sans laquelle aucun échange n’ est possible.

Cette étape indispensable correspond ; a partir du milieu extérieur ou du véhicule, a la

libération de lamolécule qui vadiffuser, donc a sa mise adisposition de |’ organisme.

Une fois absorbée, la substance est distribuée dans I’ organisme puis aprés avoir éé ou nom
métabolisée, elle est éliminée [49].

[11.2.2Parametres d’ ordre physicochimique

A ladifférence d’ une préparation cosmétique; une forme pour application a usage externe

est destinée plus souvent a contenir un ou plusieurs principes actifs a usage thérapeutique local
et/ou systémique

Il faut préciser donc les données d’ ordre physiologiques pour pouvoir localiser I’ effet
optimal et le degré de pénétration. Ceci passe par le réassemblage des principales
caractéristiques physicochimiques du principe actif par la recherche de type de véhicule le plus

adapté au niveau d absorption nécessaire et la manifestation de |’ activité a conférer.

Parmi ces caractéristiques, laréactivité et la solubilité sont particulierement importantes.
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a/ Réactivité

Elle est liée aux groupements fonctionnels de la molécule et varégir la stabilité du principe
actif dans la forme. Elle détermine un certain nombre d’incompatibilités qu’'il doit éviter par le
choix d’ excipients appropriés

b/ Solubilité

Quelle que soit laforme pharmaceutique, son efficacité in vivo est liée a deux préalables:

elalibération du principe actif par laforme:

o|’ absorption du principe actif libéré.

Dans les deux cas, les caractéristiques de solubilité et les coefficients de partage sont des

parametres déterminants
c/ Libération du principe actif a partir delaforme

Dans une forme topique ; en général péteuse, le principe actif viendra au contact de la

peau apres diffusion dans la masse du véhicule.
Cette diffusion va dépendre de la relation concentration saturation.

¢ Si le véhicule est un bon solvant du principe actif et si la concentration est loin de la
saturation, laforme retiendrale principe actif qui aura peu de chances de diffuser al’ extérieur, s

ce n'est aune vitesse trop lente pour que lalibération soit significative.

eAu contraire, les meilleures conditions de diffusion seront réunies si la quantité dissoute

correspond a la concentration a saturation.

La solubilité du principe actif dans le véhicule dépend de la nature réciproque du dérivé et
des excipients mis en cuvre. Il y a différents moyens de la moduler.
Danstous les cas, il y adiffusion du principe actif vers la peau ; le coefficient de diffusion dans
le véhicule dépend de I’ équilibre thermodynamique entre le produit et les excipients utilisés. Cet
équilibre peut étre déplacé, s'il n'est pas favorable, par un changement du dérivé du principe
actif et/ou par une modification des excipients constituant le véhicule.

d/ Absorption du principe actif

Apres diffusion dans le véhicule, le PA atteint la surface de la peau ou le passage
transcutané se fera par un autre processus de diffusion : c’est une diffusion passive qui selon
I’équation d’Higuchi va dépendre de la différence de concentration entre la forme et les

couches superficielles de la peau.
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Cp=Cv x Pc

AVecC:

Cp : concentration dans |es couches superficielles de la peau
Cv: concentration dans le véhicule
Pc: coefficient de partage véhicule/peau

En théorie, il y aurait intérét a retenir un véhicule capable de dissoudre une quantité
maximale de PA. En rédité il faut aussi tenir compte de I’ activité thermodynamique de cette
solution. L’ionisation, par exemple, augmente considérablement |a solubilité en phase agueuse,
mais elle abaisse encore plus I’ activité thermodynamique qui devient trop faible pour permettre
la diffusion du produit a travers une phase lipidique (phase huileuse d’une émulsion. couche

cornée de la peau).

Dans ce cas, il ne faut pas rechercher la dissolution maximale d’'un sel mais s orienter
plutét vers les solutions moins concentrées du produit & I’ éat non ionisé dont le coefficient de

partage sera favorable ala pénétration.

D’une fagon générale et d aprés I’ équation d’ Higuchi, il est préférable pour augmenter Cp,
d augmenter Pc plut6t que Cv [50].

111.3Etudes de préformulation

La préformulation est destinée a la sélection des principal es substances auxiliaires adaptées

aune forme qui définit des contraintes dont la hiérarchie est variable suivant lescas :
eType de traitement et degré de pénétration
eImportance du flux de passage pour une activité significative
eNature de principe actif, stabilité, solubilité etc.
eType de forme (qualité cosmétologique, tolérance...)

Les substances auxiliaires utilisées pour constituer un véhicule satisfaisant aux différentes
contraintes peuvent étre classées en deux grandes catégories:

el_e constituant principa (lipophile et hydrophile)

e_es adjuvants (agent de structuration, tensioactif, conservateurs, stabilisants, etc.
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Les premiéres études de préformulation sont destinées & compléter les données générales
d ordre physicochimique sur la substance active par des déterminations plus spécifiques

orientées vers le choix du constituant principal du véhicule.
Ces déterminations portent essentiellement sur :
el_es possibilités de sursaturation
o’ effet des tensioactifs
e|_e comportement en suspension pour les principaux actifs insolubles
el a stabilité du principe actif dans un véhicule
elarecherche de dérivés du principe actif
[11.3.1Recherche de la solubilité maximale

Les données habituelles dans les solvants classiques polaires et apolaires sont complétées

par des essais a saturation dans des excipients simples et complexes [51]
[11.3.2. Les tensioactifs

Les tensioactifs ou agents de surface, appel és en anglais surfactants (abréviation de Surface
Active Agents) sont des composés chimiques qui sont capables de modifier la tension
superficielle entre deux surfaces, ce qui a pour effet d augmenter les propriétés mouillantes. Ils
permettent la formation d'émulsions, de mousses, ains que le transport de molécules
hydrophobes dans I'eau. Les molécules sont composées d’ é éments hydrophobes ou lipophiles et

d éléments hydrophiles. Les propriétés des tensioactifs sont dues :

A leur structure amphiphile : Cette structure leur confere une affinité particuliére pour les

interfaces de type air/eau et eau/huile et donc une adsorption,

ePar la méme, leur donne la capacité d'abaisser I'énergie libre de ces interfaces par la
formation des micelles (auto agrégation). Ce phénoméne est a la base de la stabilisation de
systemes disperses.

L’une des propriétés importantes des tensioactifs et leur adsorption aux interfaces. La

concentration de tensioactifs au-dessus de laguelle les micelles commencent a se former est
appel ée concentration micellaire critique (CMC) [52].

Il existe quatre types de composés tensioactifs, qui sont regroupés selon la nature de la

partie hydrophile:
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« Lestensioactifs anioniques : 1a partie hydrophile est chargée négativement.
« Lestensioactifs cationiques : la partie hydrophile est chargée positivement.

 Les tensioactifs zwitterioniques ou amphoteres: la partie hydrophile comporte une

charge positive et une charge négative, la charge globale est nulle.
« Lestensioactifs non ioniques : la molécule ne comporte aucune charge nette.

Les tensioactifs en plus de leur action sur la solubilisation, ont la propriété d'agir sur la

couche superficielles de la peau, probablement par modification de I’ activité membranaire.

Apres les essais de solubilité du principe actif dans quelques excipients séparés, il sera
utile, en préformulation des émulsions de vérifier I’'influence des agents de surface sur des

solutions simples (dans |’ eau et dans les excipients gras).
[11.3.3. Stabilité du principe actif dansle véhicule

Au terme des études préalables sur la solubilité, la préformulation est destinée a vérifier la
stabilité du principe actif dans le type de véhicule paraissant le plus apte a I’obtention de

| efficacité attendue.

Les phases lipidiques simples ne posent pas en généra des grandes difficultés car le
principe actif yest peu réactif; ce sont les réactions d’ oxydation qui sont le plus a craindre, mais
les conservateurs des corps gras (antioxydants) seront également efficaces sur les produits
liposolubles. Les difficultés augmentent avec la complexité des produits de base mis en ceuvre et

celle des phases du véhicule.

La stabilité en phase agueuse doit notamment étre éudiée de fagon rigoureuse avec la
recherche éventuelle de stabilisants appropriés ;en particulier le pH optimal sera maintenu par

des tampons.

Les études de préformulation doivent permettre de définir les grandes lignes du meilleur
compromis que le formulateur devra ensuite trouver pour concilier les contraintes bien souvent

opposeées de:
estabilité;
ecfficacité et degreé de pénétration
equalité cosmétique.

Elles sont aussidestinées a préciser des paramétres essentiels pour la qualité de laforme a
éaborer:
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ectat et nature du principe actif

enature du véhicule adapté

e type de formes réalisables
I11.4Les émulsions

Les compositions cosmétiques font appel al’eau et aux produits hydrosolubles, al’ huile et
aux produits liposolubles. Les formes émulsifiées sont parmi les plus nombreuses et les plus
variées. Elles ont éé abondamment décrites et utilisées a la fois pour leur effet vectorisé et leur

aspect attrayant dans les compositions cosmetiques.

Une émulsion est une dispersion, sous forme de gouttelettes, de deux liquides non

miscibles entres eux.

Elle est donc constituée de deux phases :

« |la phase aqueuse ou hydrophile.

« laphase grasse ou lipophile.

[11.4.1. Composition d’une émulsion

[11.4.1.1L a phase aqueuse de |’émulsion est forméede:

eEau déminéralisée

eAgents de consistance: ce sont des polyméres ayant la capacité de modifier le
comportement rhéologique des formulations.

eSéquestrant : molécule spécialiste dans la capture et I'immobilisation des espéces
ioniques issues des eaux de ringage pour diminuer les risques d’ oxydation.

eHumectant : il est gjouté afin de limiter la perte en eau du produit

eRégulateur de pH : il permet d’ gjuster le pH de laformule
eHydratant : il provoque un effet immeédiat et along terme d' hydratation cutanée.

I11.4.1.2L a phase grasse de|’émulsion est formée de:

eEmollient : il nourrit la peau et joue sur le toucher et latexture du produit fini.

eConditionneur : il forme un film sur la peau ou le cheveu pour limiter |’agression des
tensioactifs.

eEmulsionnant : molécule amphiphile permettent laformulation de |’ émulsion.

ePhase parfum : antioxydant, conservateur, solubilisant.

49



Chapitre 11l Généralité sur laformulation

[11.4.2. Notion dela balance hydrophile lipophile HLB

Le HLB ou balance hydrophile lipophile est une valeur caractéristique des surfactifs qui
peut étre soit calculée soit déterminée par voie expérimentale et qui est censée représenter
I"importance de la partie hydrophile par rapport a la partie lipophile. Selon la classification de
Griffin, les surfactifs de HLB éevé (HLB supérieur a 10, environ 8 a 18) sont des surfactifs a
tendance hydrophile (¢’ est-a-dire qu’ils orientent vers une émulsion L/H) alors que les surfactifs
de HLB plus faible (3 a 6) sont des surfactifs a tendance lipophile (ils orientent vers une

emulsion H/L)

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

Le HLB critique est une notion caractéristique de | huile, ¢’ est la valeur que doit posseder
le HLB du surfactif ou du mélange de surfactifs pour obtenir une émulsion stable avec cette
huile. Par préparation ou le mélange des deux surfactifs doit avoir un HLB de 8.5. [52]

I11.5Etudes deformulation

La formulation proprement dite consiste a élaborer une forme plus ou moins complexe qui,
aux impératifs de stabilité et de degré de pénétration a conférer devra dans toute la mesure du
possible, gouter des criteres dordre cosmétique importants pour |'observance et donc

I efficacité du traitement.
Ains quil a éé dit le gaéniste dispose aujourd hui d’une grande variété de formes
possibles et d' un catalogue considérable de substances auxiliaires utilisables pour constituer un

véhicule adapté. Les choix qu'il est amené afaire s appuient sur différents tests et essai in vitro,

ainsi que sur la confirmation in vivo de la pénétration et de la biodisponibilité et d’ efficacité

Pour certaines formes complexes, la formulation ne pourra pas étre séparée du procéde de
fabrication qui peut imposer ou interdire certains excipients difficiles & mettre en ceuvre avec la
technologie et les équipements disponibles.

L’ observance d’un traitement dermatologique par le malade implique I’ acceptation de la

préparation pendant une période, en général assez longue.
[11.5.1. Principaux typesdeformes:

D’ une fagon tres générale les formes & usage dermatol ogique renferment trois grands types
de constituants :
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eSolides
e liquides de nature lipophile
e liquides de nature hydrophile.

La variabilité de proportions de ces constituants définit les caractéristiques essentielles de
la plupart des formes usuelles qui peuvent grossierement étre représentées sur un diagramme
ternaire (Figure 111-5).

SOLIDE

GalsL =ammades H
Huiles SUSPENSIONS Pites
Embrocations GE.ls H
Pommades L Solutions
SOLUTIONS
LIQUIDE LIQUIDE
LIPOPHILE UNIMEMTS  cremes HL  cremes WUH  LOTIONS HYDROPHILE
L H)

OFigure11-5 :Evolution des formes selon le déplacement des quantités rel atives de chague type
de constituants [53]

[11.5.2Principaux types de véhicules

Les formes topiques peuvent aussi étre classées a partir de la complexité de leur véhicule :
¢V éhicule monophasique

eV éhicule diphasique

A coté de ces véhicules pour formes traditionnelles il faut mentionner des véhicules pour

formes pulsées pour formes spécifiques et pour formes nouvelles [54]

51



Chapitre 11l Généralité sur laformulation

[11.5.3. Principaux constituants des véhicules des formes phar maceutiques pour

application locale

La formulation d’ une préparation dermique a usage pharmaceutique pose chague fois le
probléme specifique de la meilleure adéguation de la nature du véhicule aux caractéristiques

physicochimiques et biopharmaceutiques du principe actif.

Le galéniste dispose d’ une variété considérable de substances susceptibles d' entrer dansla
composition d'un véhicule adapté. En outre, la plupart de ces substances peuvent remplir

plusieurs fonctions simultanées.
111.5.3.1. ROle des constituants

Barry a dressé la liste des principales fonctions attendues des substances auxiliaires

constituant le véhicule d’ une forme pour application locale [51]
al/ Agents suspensifs et épaississants

Ils sont destinés a I’éaboration des caractéristiques rhéologiques de la forme et a la
stabilisation des émulsions et des suspensions. Mais la viscosité conférée s'accompagne d’un
ralentissement de la vitesse de diffusion du principe actif dan le véhicule, notamment au niveau
de la formulation secondaire dans laquelle ces agents vont se concentrer.
II'y adonc intérét a réduire leur quantité au minimum et a choisir des produits qui donnent une

thixotropie ala préparation. Celle-ci sera stabilisée au repos, mais se fluidifieraal’ application.

b/Conservateurs
Leur role est trés important dans les formes contenant une phase agueuse. Leur sélection en
développement n’est pas toujours facile, d’ abord parce qu’il faut justifier leur utilité, ensuite
parce qu'il faut démontrer leur efficacité et leur maintien, car dans les formes multiphasiques,
I”activité des conservateurs, dans la phase aqueuse (favorable au développement des micro-

organismes), peut étre diminuée sous I’ influence de différents facteurs
e migration dans une autre phase (phase huileuse);
e capture par |es substances tensioactives;
e ionisation des éectrolytes et tampons (pH);

emétaux lourds (action évitée par E.D.T.A.); migration dans les matériaux de

conditionnement en matiere plastique.
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eentrainement par la vapeur d’ eau en cours de fabrication;
e incompatibilités diverses.

A ces difficultés viennent Sagouter les risques dintolérance et d'alergie

¢/ Antioxydants

Dans le véhicule, ils sont destinés a éviter I’ atération de certains composants facilement
oxydables de la phase lipidique. Les plus utilisés sont le butylhydroxyanisole, le
butylhydroxytoluéne, le gallate de propyle et I’a-tocophérol.
Leur emploi doit ére limité par les précautions prises au cours de la fabrication (opérations sous
vide partiel ou gaz inerte. désaération avant division) et par le choix d’un récipient aussi étanche

gue possible (tubes opercul €s).
d/ Facteursde pénétration

IIs ont été beaucoup étudiés a |’ occasion du développement des systémes transdermiques.
Ce sont des produits destinés a réduire la résistance a la diffusion a travers le stratum corneum.
Mais cette action ne va pas sans une modification de la nature physicochimique des couches
superficielles ni  provoquer quelques dommages qui bien entendu doivent étre légers et
réversibles rapidement.

En outre, ces produits sont en général de bons solvants et ils vont modifier la solubilité du
principe actif dans les phases du véhicule, I’éoignant plus ou moins de la concentration a

saturation et favorable au passage transcutané.

Des caractéristiques du principe actif peu favorables a sa diffusion transcutanée obligent a
rechercher des amédiorations par |I'emploi de facteurs de pénétration notamment dans les
systemes transdermiques qui malgré une surface d application réduite au minimum, doivent

permettre un flux de passage suffisant pour une action systémique.

Dans les formes dermiques usuelles, ces produits ne simposent pas, car les marges de
manceuvre pour augmenter |a pénétration sont beaucoup plus grandes:

esurface traitée;
enature du véhicule:
esolubilisation du principe actif dans le véhicule:

eartifices de solubilisation et de sursaturation.
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Si ces différents moyens ne suffisent pas. Les formes occlusives par la nature de leur
véhicule augmentent la pénétration grace al’ hydratation par voie endogéne du stratum corneum.

e/ Parfums et colorants

Sans aler jusqu'a I’agrément d’un produit cosmétique, il faut quand méme favoriser
I’ observance du traitement au moyen d’ une forme dermique par |e masguage de certains défauts
organol eptiques inhérents a la nature des composants.

e C'est ainsi que I’ oxyde de titane aide a blanchir les préparations dont I’ aspect blanc sale

ou plus ou moins jaunétre N’ est guere engageant.

el ’odeur sui generis de certains corps gras demande a étre masguée par des parfums
sélectionnés pour leur hypo-alergénicité, car nombreux, sont les composés aromatiques

responsables d’intol érances.

eDes pigments tels que les oxydes de fer sont utilisés pour donner une teinte claire a la

préparation permettant ainsi de masquer les manifestations cutanées peu esthétiques au niveau du
visage [51]
[11.5.4Contr6les et essais des préparations dermiques

La formulation et le contréle s appuient sur un certain nombre d’ essais. Au stade du choix
des congtituants du véhicule, deux types d’ essais comparatifs sont particulierement importants

pour guider laforme
el esessaisde diffusion
el_es essais rhéologiques
el|s seront complétés par d autres contrdles de qualités appropriés
[11.5.4.1Examen des car actéristiques macroscopiques et microscopiques

L’'Examen des caractéristiques macroscopiques constitue la premiere approche de la
qualité de la préparation et doit faire I’objet d' une étude approfondie, afin d’ observer tout

changement en effet des modifications percues au niveau des caractéristiques suivantes
eCaracteresvisuels: |’ aspect, la consistance, I’ homogeénéité
eCaracteres olfactifs: odeur typigue, absence d’ odeur et une odeur anormale

eCaracteres tactiles: aprés étalement sur le revers de lamain, si la préparation n’est pas

caustique, il faut préciser
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v'Letoucher qui peut étre gras, évanescent ; collant, granuleux ou lisse rugueux
v'Lasensation qui peut étre chaude ou fraiche [54]

L e contrdle microscopique est un contrdle physique et fondamental, il a pour objectifs:
eDe déterminer : lataille, laforme et I’homogeénéité de répartition

oV éification d’ absence de particules anormales en suspension ou bulles d’ air

el arecristallisation des excipients spécialement |es conservateurs

e|_e phénomene de coal escence

e|_e changement de phase d’émulsion, consécutif a une évolution importante du diameétre

des globules
111.5.4.2L es essais rhéologiques

Les pommades et les cremes étant définies comme semi-solides, leur comportement

rhéologique tres variable suivant 1a nature du véhicule, est souvent complexe.

L es caractéristiques rhéologiques d' une préparation sont pourtant un parametre essentiel de
sa qualité dans différents domaines notamment, facilité de fabrication et d application, stabilité
et efficacite.

Pour une préparation donnée, la constance de son rhéogramme signe sa reproductibilité

d' un lot al’autre de fabrication et sa stabilité au cours de temps.
111.5.4.3Essaisde diffusion

Mis en ceuvre aux différentes étapes du développement, ils sont effectués dans des cellules
a deux compartiments ; séparés par une membrane constituée soit par un matériau synthétique

soit par un fragment de peau animale ou humaine.

Laformulation étudiée est placée dans un compartiment donneur et le passage atravers la
membrane est contrdlé par |e dosage du principe actif dans le liquide renouvel é du compartiment

receveur (et/ou danslapeau s elle constitue la membrane).
¢Ce modéle simple permet d’ évaluer in vitro I’ aptitude du principe actif a diffuser:
ed'abord apartir d’ une solution dans un milieu smple;
epuis dans un véhicule un peu plus complexe;

eenfin dans laformulation retenue.

55



Chapitre 11l Généralité sur laformulation

Les résultats comparatifs obtenus dans les mémes conditions avec des milieux différents
sont des criteres de choix. Ils n’ont qu'une valeur prédictive et seront a confirmer in vivo sur la
formule définitive [55].

[11.5.4.4Déter mination du type d’émulsion

elLe sens de I’'émulsion (H/L ou L/H) est déterminé a I’ aide de différents tests: dilution,
colorations et surtout conductivité. La détermination du type émulsion par la mesure de la
conductivité électrique, al’ aide d un conductimetre ou al’ aide de tout autre dispositif permettant
de vérifier le passage du courant.

eUne émulsion L/H aura une conductivité élevée et toujours supérieure a celle de la phase
dispersante

eAlors une émulsion H/L elle sera pratiquement nulle de I’ordre de quelques micro-
siemens

Cette détermination est d’ un grand intérét et peut avoir différents objectifs

eAu cours de la préformulation et de la fabrication, elle permet de métre en évidence une
éventuelle température d’inversion de phase qui caractérise I’émulsion et qu’il faudra suivre au
cours du vieillissement

eAu cours de I'éude de stabilité. Elle constitue le test le plus sensible, et doit étre
réalisable a différentes températures, mais inférieures a la température d'inversion de phase et a
des niveaux divers de I’émulsion, elle doit étre effectuée apres fabrication et suivi jusqu'a
péremption.

Les résultats permettent de mettre en évidence::

eUnetempérature d’'inversion de phase, s elle existe

eUn crémage ou une sédimentation : dans le cas d’ émulsion L/H, la conductivité augmente
en surface (crémage) et |’ inverse est observé pour une émulsion H/L (sédimentation)

eUn changement de phase, qui rend le produit inutilisable, et qui peut étre du,

v'soit aun réarrangement des globul es dispersés,

v/soit a une perte en eau

eEn revanche, une conductivité constante est e signe d’ une grande stabilité [54]
[11.5.4.5Déermination du pH
Lamesure de pH est nécessaire, car il peut réagir :
oL’ aspect technologique et I’ aspect thérapeutique d’ une préparation dermique
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ell peut avoir une influence sur la stabilité physique d'une creme, ou sur celle d'un
principe actif

eModification des caractéres rhéologiques

eModification de I’ activité des conservateurs

*Qu étre responsable d’ une incompatibilité ente excipients et substance médicamenteuse

el_e pH des préparations dermiques peut modifier celui de la peau, [54]
111.5.4.6. L es contr6les microbiologiques

Sont particuliérement importants dans les formes contenant une phase agueuse, ils doivent

étre pratiqués en cours de dével oppement pour étayer le choix du systéme conservateur
[l faut en effet :
eDémontrer la nécessité d’ un conservateur
eProuver I’ efficacité en qualité et en quantité les conservateurs sélectionnés

oV érifier le maintien de I’ efficacité au cours des essais de stabilité, il convient de vérifier

notamment les possibilités [56]
[11.5.4.7L es essais de stabilité

eles choix effectués lors de la mise au point s appuient tout au long de ce dével oppement
sur des essais de vieillissement accéléré dont I’ objectif varie avec I’ évolution des études :

een pré-formulation il s agit de la sélection des substances auxiliaires compatibles avec le
principe actif

een formulation est la tenue de la préparation quant a ses caractéristiques physiques et
organoleptiques, qui est appreciée avec bien entendu la confirmation de la stabilité de principe

actif dans un véhicule plus complexe que celui des études de pré-formulation.

Le but des essais accélérés est le remplacement du facteur temps par le facteur
température, car le formulateur ne saurait attendre I’ évolution lente & température ambiante pour

arréter ses choix.

Si en pré-formulation il n'y a pratiqguement pas de limites de température, il n’en va pas
méme en formulation avec les formes piteuses ou la fusion de certains composants provoque un

changement d’ état avec dénaturation de laforme.

L’accélération du vieillissement des formes dermiques par la température ne pourra étre
auss rapide qu'il serait souhaitable pour I’ établissement précoce des prévisions de stabilité.
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La détermination de la température critique du changement d’ é&tat sera trés utile pour préciser les

précautions éventuelles de stockage.

En outre, la tenue au froid ne doit pas étre négligée, le baissement de la température
modifie I’ équilibre du principe actif en suspension / principe actif dissous et peut provoquer des

cristallisations irréversibles.

Certaines formes telles que les émulsions H/L sont cassées par le froid, d autres voient leur
consistance profondément modifiée par la solidification et la séparation des corps grasau point
de fusion entrant dans la composition de leur véhicule.
L’ évolution de tous ces parameétres de qualité doit étre suivie au cours des essais de stabilité a

différents niveaux:
ePrincipe actif
v’ stabilité chimique (produits de dégradation)
v’ stahilité physique : granulométrie, état cristallin (polymorphes)
v' essais de dissolution et/ou de diffusion
eForme
v’ caractéres organol eptiques
v’ caractéres physiques:
-pH
»Analyse rhéologique
»Sensdel’émulsion
=Perte en produits volatils (eau, solvant)
= Analyses granulométriques
eConservateurs
v’ stabilité chimique
v' maintien de leur efficacité

v" contréles microbiologiques [51]
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[11.5.4.8I nter action contenant/contenu

Ce sont les essais de stabilité qui permettent de sélectionner les contenants les mieux
adaptés aux particularités de la formule envisagée ainsi qu'aux facilités de prélévement et
d application
La nature des matériaux du conditionnement primaire en contact direct avec la préparation devra
étre choisie avec soin, car elle est souvent al’ origine de graves défauts de stabilité [5]

[11.5.4.9Essaisin vivo

Tous les tests mis en ceuvre au cours des études de développement ne visent qu’un seul

but, le choix d une formule efficace.
Pour une forme dermique, cette efficacité se situe atrois niveaux:
e latolérancelocale;
e |abiodisponibilité;
o’ activité thérapeutique.

Elle a é&é prévue tout au long du développement. Elle doit étre confirmée par des essais sur
I”’homme avec les formules présentant les meilleures chances de succes, des la phase |l de

I’ expérimentation clinique.

L’ ultime sélection dépendra de ces éudes in vivo et des résultats des essais de stabilité
[51].
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Partie expérimentale

Introduction :

L’ objectif de notre étude est de formuler une créme a des fins cicatrisantes a base de

la bave d’ escargot.

La creme MADECASSOL, c'est une creme medical a base des plantes médicinal,
conseil pour le traitement des plaies. L’ étude de comparaison des deux cremes nous permette de

connaitre I’ efficacité de la creme formul é a base de la bave d’ escargot.

En premier lieu, |’'étude est consacrée a I’ adaptation a |I'élevage ains qu’au rendement
concernant chaque mode de récupération de la bave. L’ adaptation a I’ éevage est suivie d’une

étude sur lamortalité mais aussi de la mesure quantitative des secrétions obtenus.

La deuxieme étape est une étude des propriétés physico chimique, puis |’ effet antibactérien

et enfin une éude de I’ activité cicatrisante.

En troisieme lieu, une optimisation des conditions de séchage de la bave d’ escargot et
latransformation de |’ état liquide vers I’ état solide pour assurer une conservation prolongée de la
bave. Cette étude est contrdlée par la vérification et la comparaison entre les caracteres de la

bave al’ état liquide et labave al’ éat solide.

La quatrieme partie est consacrée a I’ étude de pré-formulation par la quantification
des concentrations massiques des excipients afin d’avoir une compatibilité entre eux, puis
I”approche a la formulation de la creme dermique pour une activité cicatrisante. Les analyses
rhéologiques sont pour but d avoir les propriétés d’ écoulement et d éaement de la creme. Le
controle de stabilité est suivi par la méthode de mesure de stabilité a la force centrifugeuse. A la
fin un de I’activité cicatrisante est réalise atteindre le but du travail et vérifier en méme

temps la compatibilité entre les excipients et |a poudre obtenue.

Une étude de |a stabilité accélérée a été réalisée pour avoir I'influence du paramétre temps
par lavariation de latempérature sur la formule sélectionnée.

Cette approche est toujours suivie par le contrdle rhéologique ainsi que la mesure du pH et

la conductivité en tenant compte du temps de conservation.
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|V.Etude d’ orientation & la sélection des procédés :
V.1l ntroduction :

Dans les dernieres années, le marché des produits cosmétiques a connu des nouveaux
produits et un retour aux produits a base des composants naturels extraits a partir des plantes
médicinales et des animaux ayant une histoire dans I’ utilisation thérapeutique dans la vie de

|" &re humain.

L ‘escargot a une grande histoire dans ce domaine, et il est donc judicieux de profiter de

cette richesse pour connaitre de pres |’ efficacité de cette espece.
Ce chapitre se divise en deux parties:

Premiérement, on s'intéresse a la sélection larace d escargot a éudier puis ala méthode de
récupération sa bave, suivie d une étude de caractérisation des parametres physicochimiques de
cette bave, son effet microbiologique et |’ efficacité pharmacologique, en particulier |I’essai de
I” activité cicatrisation.

Dans la deuxiéme partie, une transformation de la bave d escargot de I’ éat liquide vers
I’état solide avec I'optimisation des conditions de séchage pour que la poudre de la bave

d escargot obtenue conserve les propriétés et |’ efficacité de |’ état naturel.
IV.2Matériel et méthodes:
IV.2.1Produits et matériels utilisés:

La richesse des variétés d escargots nous permet de choisir et de sélectionner une de ces
races pour |’ étude de ces propriétés, son adaptation al’ élevage ainsi que I’ utilisation de sa bave

sécrétée dans la formulation des cremes.

Dans notre étude on s'intéresse ala sélection d' une seule race, et pour cela, on se base sur

les conditions suivantes pour lasélection delarace:
eLadisponibilité de larace
e|_abonne adaptation al’ élevage
e|_e rendement de la bave récupérée
eRésistance au mode de récupération
eEfficacité de la bave récupérée

eFacilité de manipulation
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eDonne bibliographique

En I’ Algérie on trouve différentes types d’ escargots, on cite parmi eux :
eHelixaspersaaspersa ou Petit gris

eHelixaspersa maxima ou Gros-Gris

eOtalalactea

e Thebapisana

Donc I'escargot présente donc la matiéere animale utilisée pour I’ éude.
Elevage:

Les escargots ont un sang-froid, sont sensibles aux changements atmosphériques
(humidité, température) et & la nourriture. IIs sont en mesure de s’ adapter a diverses conditions,

mais lorsque la température ou I’ humidité ne leur conviennent pas, ils entrent en dormant.

Les escargots estivent i la température est trop élevée, au-dessus de 30 °C, ou s
I"humidité de I'air est trop faible (humidité relative < 70- 75).Les escargots hibernent quand la
température tombe & moins de 5 °C. Le changement de ces conditions inclus sur |’ activité des
escargots et le rend inactifs et ils ne grossissent plus, ce qui implique une faible production de la

bave. L’ assurance d’ un bon élevage nécessite les conditions suivantes :
eEn sélectionnant le site le plus favorable al’ élevage d’ escargots
eEn leur construisant un abri adapté

eEn leur apportant une nourriture appropriée et en veillant a une bonne gestion de
I’ élevage.

Pour assurer ces conditions importantes,

oOn utilise des bains ouverts chauffés a une température stable de 25-34 °C tout au long de

I’élevage et une faible variation de température entre le jour et la nuit a I'aide des

thermoplongeurs et une couche de paille.

eUne photopériode 12 :12 relativement constante tout au long de I’ @ evage assuré par des

lampes Néon.
¢ Et une humidité entre 75-95% assurée par |’ évaporation de |’ eau de bain.

Les escargots sont tres forts pour s échapper des enclos. Une des premiéres précautions a

prendre lorsqu’on veut monter un éevage d’ escargots, est donc de construire un parc ne leur
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laissant aucune chance de s échapper. On choisira parmi les divers types de parcs a escargots
(escargotiéres) celui qui conviendrale mieux alataille de I'exploitation envisagée, des caisses en
polyesters, de forme rectangulaire, et une cléture de filet anti-moustique a fin d'empécher
I’ échappée des escargots ou |’ attague par un de ces prédateurs. Ces casiers ont des avantages tels

que:

eFacilite d acces et facile a travailler pour déplacer les escargots, déposer la nourriture,

nettoyer et réaliser d’ autres travaux d’ entretien.
eBien protége des insectes, prédateurs et braconniers.

eEn termes d'inconvénients, citons le colt de construction et la petite taille des casiers,

limitant le nombre d’ escargots (quel ques 30 escargots dans une caisse).

Le sol est une donnée essentielle de | habitat des escargots. Sa composition, sa teneur en

eau et satexture sont des criteres a étudier de pres.

ela coquille d’'escargot est principalement constituée de calcium dérivé du sol et de la

nourriture.
e C est surtout dans e sol que les escargots trouvent |’ eau dont ils ont besoin.
ells creusent le sol pour y déposer leurs ceufs

ePour toutes ces raisons, il est essentiel que le sol soit [éger et qu'il ait une forte teneur en
calcium et en eau.

ol| faut éviter les sols acides, car leur acidité pourrait interférer avec la croissance de la

coquille de I’ escargot.

elLes sols riches en matiéres organiques sont bénéfiques a la croissance et au

dével oppement des escargots.

D’une maniere genérale, ces cratéres sont remplis par une couche de paille bien
humidifiée. Les boites remplies par un mélange de sable, de la chaux et le sol est drainé
périodiquement

La distinction entre des systemes d’ élevage extensif, semi-intensif et intensif concerne non

seulement I’ abri, mais également I’ alimentation.

Dans un élevage extensif, les escargots se nourrissent des végétaux plantés spéecia ement
pour eux dans I’ enclos (parquet ou enclos de péturage).

63



Chapitre IV Partie expé&rimentale

Dans un élevage semi-intensif, on apporte de la nourriture aux petits, aux jeunes et aux

géniteurs évoluant dans des fosses.

Dans un élevage intensif, on nourrit continuellement les escargots, a tous les stades de

I’ élevage. Ceux-ci évoluent dans des casiers ou des enclos.

Les escargots ont besoin d hydrates de carbone pour se procurer de I'énergie, et de
protéines pour leur croissance. De plus, ils ont besoin de calcium (Ca) pour leur coquille, ainsi

gue d’ autres minéraux et vitamines.

Dans les élevages, on nourrit les escargots avec un mélange spécial contenant toutes les

protéines, les sucres, les sels minéraux et vitamines nécessaires a une croissance optimale.

Un méange de poudre de mai's finement broyé, son de blé, la poudre de lait, le carbonate

de calcium et quelques gouttes de poly vitamines

Le sol doit ére changé de temps en temps, car les excréments qui S accumulent

augmentent les risques de maladie.

LaFigure IV-1.Représente une photo d' un casier d’ éevage

FigurelV-1:Casier d'élevage

L' éude des caractéres physicochimiques, microbiologiques et pharmacologiques de la
bave d'escargot nécessite I'utilisation des produits et des réactifs pour I'analyse et
I"identification.

L’ ensembl e des produits utilisés dans notre éude, sont des produits disponibles au niveau
du laboratoire de contréle qualité de lafiliale antibiotical du groupe Saidal. Ces produits sont
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fournée par des laboratoires spécialisé dans la production des réactifs, on cite parmi eux :
FLUKA, ALCHIME, PRO-CHIME ...

Parmi les produits utilises dans la caractérisation physicochimique, Ethanol, Ether
Hydroxyde de potassium ,Phénol phtaléine ,Hydroxyde de potassium alcoolique ,Acide
chlorhydrique ,Pyridine Sulfate de potassium, Sulfate de cuivre, Acide sulfurique ,Zinc granulé

Acide borique, Eau distillée,

Les milieux de culture et les souches bactériennes sont les produits de |’ étude

microbiologique, plusleslapins et les rats pour la caractérisation pharmacol ogique.

Les instruments et le matériel utilisé au cours de I’ étude sont les biens du groupe Saidal. Le
matériel est contrélé périodiquement par e service de métrologie pour confirmer son’ efficacité.

Les pompes a vide, les baances, les éuves a différentes températures, le
spectrophotometre FTIR et autres sont les instruments utilisés en plus de la verrerie nécessaire

pour |’ étude.
IV.2.2Méthodes :
1V.2.2.1Sdlection dela méthode derécupération dela bave d’ escargot :
Les méthodes sél ectionnées pour |a sécrétion de la bave sont :
ePar picage
ePar gjout de chlorure du sodium NaCl
ePar des pics éectriques
ePar glissement sur verre
V.2.2.1.1Préparation des escargots:

Avant de récupérer la bave, on procéde a une préparation des escargots selon le plan

suivant ;
eMettre les escargots a jeuné pendant trois jours [15][16].
eUn nettoyage journalier des casiers et des escargots

eAvant la récupération de la bave, humidifier les escargots pour qu’'ils sortant de leurs

coquilles
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1V.2.2.1.2Mode derécupération :
el_es procédures d extraction de labave d’ escargot sont bien détailles dans le chapitre 11
V.2.2.20ptimisation de la durée et la température de séchage:

Pour |I’optimisation de la durée et la température de séchage, nous avons suivi la variation

du taux d’humidité et I’ efficacité microbiologique de la poudre de la bave d’ escargot.

Le procédé de séchage utilisé est un couplage entre deux méthodes de séchage : le séchage
sous vide et le séchage al’air, laFigure V-2 L’ utilisation de cette technique est due ala longue

durée de séchage avec |e séchage sous vide seul.
IV.2.2.2.1Séchage sous vide (ou séchage ther mique sous vide)

Le séchage sous vide nécessite I'emploi d'une enceinte a vide.Par I’ évacuation de I'air, on
réalise un vide dans l'enceinte qui est chauffée pour accélérer le processus de séchage.
L'efficacité et |a rapidité de I'assechement dépendent de la taille de I'enceinte et de son degré de
perfectionnement. Avec une enceinte a vide, le risque de prolifération des moisissures est

moindre.
1V.2.2.2.2Séchage al'air

Le séchage a l'air est une technique qui est utilisée depuis des siécles pour assécher les

livres et les papiers. C’ est une bonne méthode si le produit n’est que légerement humide.
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Figure1V-2: Schéma du procede utilise dans le séchage de la bave
L’air présent dans |’ erlenmeyer est aspiré par la pompe a vide et provoque la rentrée de
I"air par la partie supérieure a travers un filtre stérile de 0.22um qui inhibe le passage des
microorganismes présents dans |'atmosphere, puis une anhydrification de I'air par une
cartouche de gel de silice. L’eau présente dans la bave est enlevée avec le barbotage de I'air
anhydre et aspiré avec la pompe a vide. L’utilisation de bain marie assure I’homogénéité de

température de I’ enceinte et |’ accél ération du séchage.
IV.3Caractéristique dela bave d’escargot :

Le but de cette étude est de déterminer les propriétés physicochimiques, microbiologiques
et pharmacologiques de la bave d’'escargot a I’ éat liquide d une fagon générale afin d avoir
I’ effet du mode de récupération sur ces propriétés, puis une autre caractérisation de la poudre de

labave d’ escargot aprés le sechage.
IV.3.1Etude physicochimique:

Dans le cadre du contrdle de la qualité des baves récupérées, I’ analyse physico-chimique a
pour but de caractériser les produits et de définir leurs propriétés comme la densité, le taux
d humidité, le dosage des protéines, I'identification des groupements fonctionnels et le

comportement viscosimétrigue de la poudre de la bave d’ escargot a éudier.
IV.3.1.1Analysepar FTIR:

L’ échantillon est préparé par micro-pastillage de 1 ou 2 mm, la poudre est broyee avec le
bromure de potassium (K Br) et soumis & une pression de 20 bar/cm?. La pastille ainsi formée est

analysée a l'aide d'un appareil de type Perkin Elmer séries 200. Les spectres d absorption
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infrarouges ont été mesurés entre 400 et 4000 cm™ et enregistrés par un logiciel Huper tous les 8
cmt. Le spectre obtenu représente Abs = f (1) avec : Abs = Absorbance, nombre d'onde = 1/A
exprimé en cm™. Logiciel Bio-Red IR SearchMasrchMastera été utilisé pour le traitement des

spectres obtenus.
IV.3.1.2Latension interfaciale:

La tension interfaciale est une force résultante de la cohésion, qui abaisse au minimum le
nombre de molécules a la surface d'un liquide. Cela crée une sorte d'enveloppe invisible qui

occupe la plus petite surface possible.

La recherche de la CMC est faite par la préparation des solutions a déférentes

concentration

La méthode de mesure est basée sur | arrachement de |’ anneau immergé dans la solution,

le moment ou latension de surface se développe, |’anneau est arraché.
V.3.1.3Laviscosité:

Propriété de résistance a I'écoulement uniforme et sans turbulence se produisant dans la
masse d'une matiere. Elle est exprimée par un coefficient représentant la contrainte de
cisaillement nécessaire pour produire un gradient de vitesse d’ écoulement d’une unité dans la
matiere

L e viscosimétre donne | es vitesses de rotation (tr/min) (RMP)

Le constructeur donne la relation de calcul de la vitesse de cisaillement en fonction de la

vitesse de rotation .

Ri
Re—Ri

Avec:

¢ : la vitesse de cisaillement

o: la vitesse de rotation
R.rayon du mobile

Re : rayon du cylindre
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La poudre de la bave d'escargot est préparée sous forme de solutions par solubilisation
dans I’ eau tiéde a une température maximale de 37C° a des concentrations de 0,2%, 0,5% ,1% et

2%, afin d’avoir les propriétés viscosimétriques,
IV.3.2Etude microbiologique:

L'analyse bactériologique et I'évaluation de la sensibilité aux différentes molécules
d'antibiotique constituent une étape importante dans le choix du mode récupération de la bave.

La détermination de mode de récupération permet d'apprécier I'efficacité des agents
antibactériens. La procédure utilisée dans cette étape est effectuée selon des techniques
standardisées, selon des normes internationales qui facilitent les comparaisons des profils de
sensibilité des espéces bactériennes.

Les deux principales méthodes de détermination de la sensibilité aux antibiotiques sont :

» L'antibiogramme par technique de diffusion en milieu solide

» Laméthode de dilution en milieu liquide,

L'objectif de cette étude est de comparer I'efficacité de la bave récupérée par les différentes
techniques de récupération citées précédemment et d optimiser la méthode de récupération

retenue.
[V.3.2.1L es souches testées:

Les bactéries utilisées dans cette éude, sont les bactéries disponibles au niveau du
laboratoire de controle de qualité, service microbiologie de la filiade antibiotical SAIDAL de
Médéa.

L es souches utilisées pour |les tests antimicrobiens sont représentées dans le Tableau 1V-1
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Tableau 1V-1: Les souches utilisées pour letest microbien

L es souches Code Source
Escherichia Coli (E Cali) deréférence
ATCC 10536
Saphyl ocoques deréférence
épidermidis(S épi) ATCC 1228
Saphylocoques aureus (S| deréférence Groupe SAIDAL Médéa
aureus) ATCC 6538/P
Bacillus subtilis (B sub) deréférence
ATCC 6633
Sarcinalutea (Slutea)

1V.3.2.2M éthodes d’ études et techniques utilisées : [57]

Nous avons testé la sensibilité des bactéries vis-avis a la bave d’ escargot par la méthode

des disques.

V.3.2.2.1Préparation del’inoculum :

L’inoculum est préparé a partir d'une colonie jeune de 18 a 24h de la souche testée
ensemenceée sur milieu gélosé

L'inoculum doit étre dense (opacité équivalente & 0,5 sur I'échelle de Mac Farland) (~10° &
108UFC/ml). Cette suspension peut étre obtenue par la mesure de la densité optique (D.O) allant
de 0.08 20.1 lue & 625nm

1V.3.2.2.2Test par diffusion sur disque: L’ antibiogramme par technique de diffusion

en gélose

A partir de la suspension de I’inoculum, on étale la surface des boites de Pétri contenant de
la gélose avec une suspension de densité de 10° & 108UFC/m et on laisse sécher 1a boite de Pétri

dans des zones stériles.

On dépose ala surface de la gélose des disques de papier buvard imprégnés dans la bave a
tester. Aprés une incubation de 18 a 24 heures a 35°, les disques apparaissent entourés d'une

zone d'inhibition dont le diamétre permet de voir le résultat du test.
1V.3.3Etude phar macologique :
1V.3.3.1Mise en évidence del’ activité cicatrisante:

L'étude de la lecture de I'activité cicatrisante est réalisée au niveau de laboratoire
Anatomo-pathologie de I’ hdpital Mohamed Boudiaf de MEDEA.
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Cette étude s effectue sur des rats abinos ; €lle permet de comparer |’ efficacité de la bave
d escargot ainsi que la procédure de récupération, et on compare les résultats obtenus avec un
standard et la creme MADECASSOL 1% destiné pour I’ activité cicatrisante comme une
référence.

Pour avoir I'influence du séchage sur la propriété cicatrisante, une étude de test de
I’activité cicatrisante a été établie aussi.

IV.3.3.1.1Protocole expérimental : [58,59]

On a utilisé six lots, contenant chacun quatre rats albinos de méme sexe de souche hybride
blanc dont le poids corporel est compris entre 200 et 300 gr.Sur chacun d'entre eux on a
provoqué une plaie profonde a la limité du saignement.Les plaies sont effectuées a I’aide d'un

scalpel apres 24 heures de rasage,
Dans la zone nue et scarifiée on applique les préparations.
el_ot 01 : non traitées (ot témoin).
oot 02 : solution de NaCl a une concentration égale a celle de la bave d escargot.
el ot 03 : bave d escargot récupérée par picage.
el ot 04 : bave d escargot récupérée par NaCl
el ot 05 : bave d escargot récupérée par picage et dosé par NaCl
eL ot 06 : une créme de référence Madécassol

Le méme test a été répété avec la poudre de la bave d’ escargot préparée sous forme de
solutions a déférente concentration (0,2%, 0,5% ,1% et 2%).L’é&ude de test de I’activité

cicatrisante a été établie sur sept lots, chaque lot contient quatre rats
Lot 01: témoin
Lot 02: creme MADECASSOL 1%
Lot 03 : solution préparée de 0.2%
Lot 04 : solution préparée de 0.5%
Lot 05 : solution préparée de 1%
Lot 06 : solution préparée de 2%

Lot 07 : bave d escargot liquide
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el_a solution préparée a 0.2% a subi une étude microscopique.

Les produits sont appliqués quotidiennement pendant 14 jours, |’ application est faite a

I’aide d’ un écouvillon

Chaque trois jours un rat est scarifié de chague lot ; |e morceau de peau scarifié est prélevée

al’aide d unelame et fixé par le formol a 12% dans le but de réaliser les coupes histologiques
IV.3.3.1.2Lalecture:
On a procédé a deux types de lectures :
e ecture macroscopique :
Une lecture qui décrit I’ évolution de la cicatrisation.

eL_ecture microscopique:

v’ Coupes histologiques

Une coupe histologique est une coupe mince, transparente d un tissu ou organe réalisée

AUX FINS d études microscopiques. Elles sont réalisées par un microtome (5 a 10 um)
v’ Lesdifférentes étapes sont présentées comme suit :

eFixation du tissu dans le formol 10%, dans le but de protéger les tissus prélevés de toute

hydrolyse due alalibération des enzymes contenus dans les lysosomes cellulaires.

eDéshydratation des morceaux de peau dans des bains successifs d'alcool a concentrations
croissantes 70°-95°-100°.

eInclusion dans deux bains de paraffine a |’ éuve a 60C°, le premier pendant une heure et

demie, |e deuxiéme pendant deux heures.

Le mode d'inclusion a la paraffine est le plus répandu. Les paraffines de 56 a 58°
conviennent dans la majorité des cas. Elle facilite la coupe du tissu, mais doit ére éiminée

avant une coloration pour éviter les artefacts

eConfection des blocs de paraffine al’ aide des barres de leucart, puis les conserver a +4C°

pendant 24 heures
eRéalisation de rubans de coupes al’ aide de microtome (type MINO) réglé a5 um
eDépbt de rubans sur des lames gélatinées pour lafixation

eSéchage des lames dans |’ étuve a 30C° pondant 24 heures
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eDéparaffinage par hydratation des lames dans une batterie contenant deux bains de

toluéne, trois bains d alcool a concentration décroissante: 100%-95%-70% et un bain d eau
distillée

eColoration, la premiére a |I’hématoxyline de Groat (coloration violette) puis ringcage a
I’eau courante jusqu'a ne plus voir le colorant, la deuxieme a I'éosine puis ringage a |’eau
distillée

eDéshydratation des lames dans la méme batterie, mais en sens contraire, trois bains
d alcool aconcentrations croissantes : 70%-95%-100%

eMise en contact du lame lamelle al’ aide du baume de canada

eObservation au microscope photonique A Gr : x 40 puis x 100

IV.4Résultats et discutions:
IV.4.1Adaptation al’élevage :

A prés lafixation des conditions d' éevage, on remargue une certaine mortalité, pour cela
on fait un dénombrement journalier de taux de mortalité a partir de la deuxiéme semaine jusqu’a
la quatriéme semaine. LaFigure 1V-3.

TAUXDE
MORTALITE

N T T T T
HELIX ASFERSA HELI¥ ASFERSA OTELA LACTEA THEBA PISAMNA
ASFERSA [NENGITES

FigurelV-3: Adaptation al’ élevage repr ésentation de taux de mortalité

A partir de cette représentation, on observe une forte mortalité concernant |’ escargot de
type Otala lactea et Theba pisana, par contre une bonne adaptation pour le Helix aspersa aspersa
(bourgogne) et Helix aspersa maxima
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V.4.2L e Rendement dela bave récupérée:

Laquantité delabave récupérée est rapportée a 100g d’ escargots. La Figure 1V-4 présente

la quantité de la bave récupérée en fonction de la méthode récupération

lwantité de la bave récupéré

Helix aspersa aspersa

Helix aspersa maxima

O
O

qlizzage chos
“lectrique

Citala lactea

Theba pisana

ajout de Hall picage

Figure IV-4:Rendement dela baverécupérée

v On remarque que la technique de la récupération de la bave par choc é ectrique donne un
rendement maximal. Cependant, une forte mortalité chez tous les types d’ escargot est observée

ayant subi ce mode de récupération.

v/ L’ escargot aspersa maxima n'’est pas disponible a des quantités importantes (la quantité
ramassée ne dépasse pas | es soixante escargots)

v’ L’ obtention de la bave d’ escargot par glissage est la méthode la plus efficace du point de
vue absence totale des toxines, car I’ escargot secret 1a bave pour ces besoins de glissage, mais du
point de vue pratique n’est pas rentable. Elle nécessite une quantité importante d’ escargots avec

des cuvettes larges et une longue durée pour récupérer une quantité minimale

A partir de ces deux tests, I’ escargot sélectionné pour |’ étude est I'Helix aspersa aspersa
(bourgogne) et les méthodes d’ extraction le mucus sont par picage et par I’ gout de chlorure de

sodium
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IV.4.3Caractérisation :

Caractéres organoleptiques de la bave:

On peut résumer ces caracteres dansle Tableau IV-2.

Tableau 1'V-2:Caracter es organoleptiques de la bave d' escar got

Récupération par picage

Récupération par NaCl

Odeur caractéristique faible caractéristique faible
Couleur |égérement jaunatre |égérement jaunatre
Aspect Liquide visqueux Liquide visqueux

IV.4.3.1Car acter es physicochimiques :

L es parametres physi cochimiques sont résumés dans le Tableau IV-3.

Tableau 1'V-3: Parametres physicochimiques

Tests LESINDICES HBL [dy® [T% |[N% | P% pH
Récupération | Ig Ia le lon n's 15,688 | 1,06 | 93,38 | 0,6016 | 0,235 | 8,64
par picage

0,001172 | 0,005436 | 0,003716 | 83,9102 | 1,3362
Récupération | 0,00748 | 0,008976 | 0,001496 | 84,6254 | 1,3502 | 3,344 | 1,06 | 90,04 | 0,488 | 0,1609 | 8,47
par NaCl

La méthode de récupération n’a aucune influence sur les caractéres organoleptiques de la

bave d’ escargot

A partir de ces résultats, on peut dire que les propriétés physicochimiques de la bave

d escargot ne varient pas beaucoup en fonction de mode de récupération

D’un autre coté, on remarque qu’il y a une influence de la méthode de récupération sur

certains paramétres spécialement la diminution de la valeur de HLB qui s explique par le

passage de |la propriété hydrophile vers une autre lipophile, en plus de la chute du taux d’ azote

total qui influe sur la quantité des protéines.

Nous remarquons gu’il n’ya pas de différence entre nos résultats et ceux de [15]et ainsi

gu’ avec lestravaux de[60], qui utilise I’ escargot de type Helix Asperas.

L’ étude de comparaison est résumée dans le Tableau 1V-4.
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Tableau 1V-4:L es car actér es or ganoleptiques de compar aison

Résultats de[15]

Résultats[60]

Odeur caractéristique faible. caractéristique faible
Couleur | |égérement jaunétre |égérement jaunétre
Aspect épais liquide translucide Liquide visgueux

Concernant les parametres physicochimiques, on ne note pas de différence avec la

littérature [2], e Tableau IV-5, présente ces résultats.

Tableau 1V-5: Les paramétr es physicochimiques de compar aison

Protéine (P%)

Parametre Valeur de[60]

Densité relative d*%x 1.010-1.060

pH 55-75
0,050 et 0,150

La différence du taux de protéine est du peut-étre a la qualité de I’alimentation et qui

influe sur d’ autres paramétres tels que ladensité et le pH

|V.4.3.2Essai antimicrobien

Les résultats de cet essai sont regroupés dans le Tableau 1V -6.

Tableau | V-6:Résultats du test antimicrobien

Mode Récupération par | Récupération par NaCl
Souche picage
B sub 22 17,2
E. coli 141 -
Saureus 18,5 14
Sépi 15,2 _
Slutea 31,9 19,8

La Figure 1V-5 montre une comparaison entre I’ effet de la bave d escargot récupérée par

picage et la bave récupérée par gjout de NaCl sur labactérie Slutea
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a)Bave récupéré par piquage b) Par récupéré par ajout de NaCl

Figure I V-5:Comparaison de zone d'inhibition par les deux modes de récupération

La bave d'escargot a présenté une activée anti microbienne sur différentes souches. Celle
récupérée par piquage a presenté |’ effet le plus efficace. La bave d’escargot récupéré par le
chlorure de sodium, n’a aucune activité sur la souche de E coli et S épi

La bave récupérée par picage présente une zone d'inhibition importante a celle de la bave
récupérée par |’ gjout de NaCl.

Pour pouvoir interpréter cette différence d'efficacité et quel est I'effet de chlorure de

sodium, nous pensons que :

v Labave sécrétée par piquage est de nature différente que la bave sécréte par chlorure de

sodium

v Lechlorure de sodium a un effet sur les composants inhibiteurs des bactéries

Pour rependre a ces hypothéses, on utilise les étapes suivantes
Récupéré labave avec piquage
Récupérer labave par NaCl, puis doser la quantité de NaCl par potentiométre
Reconstitué une bave a partir de la premiere de méme dose de NaCl que la seconde
Préparé une solution témoin de NaCl avec |la méme concentration que la deuxieme bave

Effectuer un antibiogramme

vV VvV YV V V VY

Les résultats sont résumés dans le tableau :
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Le Tableau I1V-7 représente I'influence de chlorure de sodium sur I'activité
antibactérienne

Tableau 1'V-7:Comparaison entre les modes de r écupération

Mode Récupération | Récupération |Bave dose| Solution de
Souche par piguage par NaCl par NaCl NaCl
B sub 21,8 17,8 15,6 14,4
E. coli 14,2 - - -
Saureus 19,2 14,6 13,8 13,5
Sépi 15 - - -
Slutea 33 19,9 19,9 19,9

v' A partir de ces résultats on peut dire que la bave sécrétée par |’ escargot par les deux
méthodes est de méme nature, sauf que le chlorure de sodium ainhibe I’ éément ou les * déments

qui aou ont un effet antibactérien.

Selon I’ échelle de mesure de I’ activité antimicrobienne, Tableau V-8 qui a été mise au

point et classe les diameétres des zones d inhibitions de la croissance microbienne en 4 classe :

Tableau | V-8:L'échelle de mesure del'activité antimicrobienne

Classement des substances Diameétre dela zoned’inhibition
substance a fort effet inhibiteur. > 28mm

substance modérément inhibitrice entre 28mm et 16mm

substance légérement inhibitrice entre 16mm et 10mm

substance non inhibitrice. < 10mm

Selon cette échelle, nous pouvons dire que notre bave récupérée par piquage est :
v A un effet fort sur laSlutea

v Modérésur B sub

v Et un effet 1éger sur E. coli et Sépi

L’ Université de Cadifornie apublié une éude sur I’ efficacité d escargot sur des souches

bactérienne [61]
Ils sont proposés les hypothéses suivantes :

Le mucus, la glande digestive, les glandes salivaires, coquille, le sang de Helix aspersa ont

des propriétés antibactériennes

IIs ont procédé selon les étapes suivantes pour réaliser cette éude :
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eRassemble les escargots et recueillir les mucosités et le sang.

eSépare manteau, |'estomac, I'intestin et le poumon.

eHomogénéiser chaque partie dans I'eau distillée ou de I'éthanol 480% (1,0 g/ ml).

el_es souches utilisées dans cette étude sont, E Coli, S aureus, Micro coccus luteus (S
lutea) et Pseudomonas aeruginosa

Parmi les méthodes utilisées pour tester I’ effet antimicrobien, la diffusion en milieu solide

est utilisée. Les résultats obtenus sont résumés dansle Tableau V-9 :

Tableau I V-9: Représentation desrésultats de [61]

Zoneinhibition en mm
E Cali Saureus Pseudomonas Slutea
aeruginosa
Mucus 0 0 0 0
Sang 10 0 0 0
Estomac 0 0 0 0
Intestin 0 0 0 0
Poumon 0 0 0 0
manteau 5 5 0 0

e Manteau et |e sang ainhibé |la croissance des bactéries.
oE. coli et S. aureus ont été inhibés par I'extrait é&hanolique manteau (2.0 g/ ml)

el_e Taux de croissance d’E. Coli a été plus lent dans la présence du manteau

D’ apres ces résultats, on peut conclure que la bave d escargot lorsqu’elle est traitée ou

réagie avec les é éments chimiques perd ses propriétés antibactériennes
1V.4.3.3Résultats de test d’activitécicatrisante:
V.4.3.3.1Résultats de la lectur e macr oscopiques :

Les résultats de | ecture macroscopique sont représentés dans le Tableau 1V-10.
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Tableau 1'V-10:lectur e macr oscopique des peaux
Produit | Picage Par NaCl Solution  de | Madécasol Témoin
Jours NaCl
Deux plaies Deux plaies Deux plaies Deux plaies Deux plaies
sieged’ un d’un produit siéged’ un bien visible bien visibles
produit brunétre produit sieged' un
Trois brunétre brunétre produit
brunétre
-une seule Deux plaies -une seule Deux plaies Deux plaies
plaievisible visibles plus plaievisible bien visibles encore
produit présentent
Sept brunétre
Une seule Deux plaiesen | - Uneseule Deux plaiesa | Deux plaieau
Dix plaeapeine | voiede plaie apeine peinevisibles | coursde
visible cicatrisation visible cicatrisation
Pasdeplaie Deux plaies Pasdeplaie Pasdeplaies | Présencedes
encore visibles plaies
Quatorze

IV.4.3.3.2Résultats des lectur es micr oscopiques :

Nos coupes histologiques ont été interprétées en fonction de quatre criteres de

cicatrisations et leurs évolutions en fonction de temps :

eIntensité et qualité de I'infiltrat inflammatoire: c’'est une étude de la présence des
cellules inflammatoires en fonction du temps de cicatrisation d’ oul la présence des polynucléaires
au début, les macrophages et mastocytes a la fin de I’inflammation et |’ absence totale a la fin de
la cicatrisation.

el ntensité des vaisseaux sanguins: plus intense au début de lacicatrisation qu’alafin.

eIntensité des fibroblastes: moins intense au début de la cicatrisation et plus important

au milieu et commence a diminuer jusqu'alafin.

el 'épaisseur de |'épiderme renouvelé: augmente en fonction de I’évolution de la

cicatrisation.

el e Tableau IV-11, résume les résultats de |’ étude de I’ activité cicatrisante
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Tableau 1'V-11:L ecture microscopique des coupes histologiques

Produit | Picage Par NaCl Solution  de | Madécasol Témoin
NaCl
Jours
-ulcération -Deux Ulcération -Ulcération -Epiderme
congestion ulcérations riche en poly | congestion renouvelé
vasculaire -Présencede | nucléaires vasculaire (plaie)
Trois - quelque poly | polynucléaires | Congestion -Quelque poly | Quelque poly
nucléaires sains et vasculaire nucléaire macrophage
altéres moderne congestion
-Congestion Pas de vasculaire
vasculaire fibroblaste discrete
-Quelques
macrophages
-Epiderme Ulcération Réparation -Ulcération Epiderme non
régenéré présente partielle  de | -Granulome renouvelé
- discret | Congestion I’ épiderme Inflammatoire | Granulome
congestion vasculaire granulome subaigle  en | inflammatoire
Sept vasculaire fibroblastes inflammatoire | coulées tresimplorant
-discret Granulome dermique Congestion
granulome inflammatoire | modéré vasculaire
inflammatoire | Polymorphe | subaigu Fibroblaste
-quelque poly | subaigué Quelgue poly
nucléaires nucléaire
Début de
fibroblaste
-Epiderme -Epiderme Réparation -Epiderme Epiderme
cicatrisé renouvelé compléete de | partiellement régénéré
-Cellules -Granulome I’ épiderme régénéré Granulome
inflammatoire | inflammatoire | Présence d’un | -Granulome inflammatoire
Dix résiduelles subaigue discret inflammatoire | moderé
-Fibroblaste -Quelque poly | granulome subaigle Fibroblaste d
modérée nucléaires inflammatoire | -Fibroblaste derme
congestion subaiglie entourant  le | superficiel
vasculaire Fibroblaste granulome
modérée modere
-Cicatrisation | Epiderme Cicatrisation | Cicatrisation Epiderme
totale cicatrisé compléte compléete cicatrisé
Quatorze | -Pas Discret Pas de | Pas Granulome
d inflammation | granulome fibroblaste d’ inflammation | inflammatoire
inflammatoire plus
plus fibroblaste
fibroblaste

Les figures, (IV-6, 1V-7, IV-8 et 1V-9) représente la cinétique de la cicatrisation et

montrent |a différence entre |’ efficacité de la bave d’'escargot récupérée par piquage et celle

récupérée par NaCl
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Une plaie bien visible

Régénération épidermique (bave par picage)

S IANETY

o

FigurelV-7:a) Régénération épidermique par bave de picage b) Régénération épidermique
par bave de NaCl

Epiderme au cours de renouvel ement

1170572010 11:33.40

Figure1V-8;a) Epidermerenouvelé, b) Epider me au cours de renouveélement
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==t
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FigurelV-9: a) Epiderme bien cicatrisé, b) Présence d'une mauvaise cicatrisation

Cette étude de comparaison montre que la bave d escargot récupérée par NaCl a un effet
cicatrisant de mauvaise qualité qui explique par la présence de granulome inflammatoire et des
fibroblastes, par contre la bave récupérée par picage a un effet cicatrisant plus efficace et de
méme efficacité que la creme MADECASSOL

A partir de ces résultats on peut conclure que :

eLa bave d' escargot sécrétée est de méme nature, seulement le procédé de récupération qui

influe sur la composition

eLe NaCl a un effet sur la composition de la bave et donc sur son efficacité vis-avis de
I effet antibactérien et |’ activité cicatrisante. les bacilles de coquelucheux on été traité par une
bave récupérée par |’ gjout de NaCl, [41], on remarquant que |'activité anti spasmodique du mucus
sur |'arbre bronchique n'apparait qu'a fortes doses et non aux doses thérapeutiques, donc une
inhibition de I’ efficacité par le NaCl.

Ces résultats permettent de sélectionner la méthode de récupération de la bave par picage
pour des fins thérapeutiques

I V.5Séchage dela bave d’ escargot :
I'VV.5.10ptimisations des conditions de séchage :

L’ optimisation de la température de séchage en fonction du taux d humidité est un
parametre contrdlé par le temps de Séchage. Pour des basses températures, le temps de séchage

est éleve, par exemple: une courbe ¢’ est mieux que ces exemple

La Figure IV-10 montre la variation de taux d humidité en fonction de temps a T=30C° et
aT=34ce
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12 1 Taux humidité (%)

10 -
la variation de taux d'humidité en fonction de temps

——T=34C°
——T=30C°

O T T T T 1
210 240 270 300 330

Temps (min)

FigurelV-10: Lavariation detaux d’humidité en fonction de temps

L es bactéries testées pour avoir la préservation des propriétés antibactériennes de la poudre

produisent au cours de séchage en fonction de latempérature et le temps sont 1aB sub et Slutea

LaFigure IV-11 représente les résultats obtenus :

35 7| diametre (mm)
30 - étude de variation de zone
d'inhibition en fonction de temps
25 -
=9—T=34°c Slutea
20 -
=fll=T=34C° Bsub
15 h¢
T T=30C" Slutea
10 - ==T=30C"Bsub
5 -
O T T T T
210 240 270 300 330 temps(min)

FigurelV-11: variation zone d'inhibition en fonction de temps
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La représentation de la variation de zone d'inhibition en fonction de la température
montre que I’ effet anti bactérien diminue en fonction du temps de séchage, qui peut étre expliqué
par |la dégradation des éléments responsables sur |’ effet antibactérien.

A partir de ces résultats on peut conclure que le temps de séchage est de quatre heures
guatre heures et demi avec une température de 34C°.

Le rendement obtenu est de 0,085 40.1%
IV.5.2Caractérisation dela poudre d’escargot :
IV.5.2.1Représentation de la poudre dela bave d’ escar got :

Apres séchage, la poudre est finement broyée al’ aide d’ un mortier et tamisée pour avoir un
diamétre homogene de toutes les particules

OO/ 2010 0934 AM

FigurelV-12:La poudre obtenue
IV.5.2.2L es paramétres physicochimiques

Les paramétres physicochimiques sont résumés dans le Tableau 1V-12.

Tableau | V-12:représentation des parameétres physique et chimiques

Tests LESINDICES HLB T% N% P%
Poudre |ls A le 14,296 6,41 344 21,54
d’escargot | 0,0590 0,2069 0,1479

La matiere seche conserve les propriétés chimiques de la bave, le taux d azote éevé ainsi

gue le taux de protéine du a la concentration élevé des protéines dans la matiere séche par
rapport alamatiére fraiche.
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IV.5.2.2.1Résultat del’analyse par FTIR :
Les spectres FTIR enregistrés pour la poudre de la bave d escargot sont présentés dans la
Figure IV-13.

i | | 1954,
1 D04 !

200 3000 2000 2000 17500 15000 12500 10030 700 500

poudre da |3 bave d'azcarqot 1 .I‘Em

FigurelV-13; Spectre FTIR dela poudre de la bave d'escar got

Ces spectres montrent les différentes bandes d'absorption et vibrateurs associés a
I”échantillon. L’attribution des bandes a été effectuée en fonction du caractere aromatique,
carboxyligue, phénolique, etc. Cette attribution a permis de distinguer les bandes d'absorption

suivantes :
eEntre 3500 et 3340 cm™, représente une bande amide pour CONH et deux pour CONH,,

eEntre 3340 et 2340 cm™, on peut observer un large spectre d’acide carboxylique d’ une
intensité forte O-H a2923,9 ou des alcanes entre 2850 et 2900

eEntre 1654 cm™ et 1400 cm™, le spectre montre la présence des bandes de vibration

caractéristique de C=0.

eEntre 1230 cm™ et 1000 cm™, le spectre montre la présence des bandes de vibration

caractéristique d’ halogénures R —.
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elLa gamme de 1076-1238 cm™est caractérisée par la présence des groupements d' éthers-
O-R.
eDans le domaine de 520 & 420 cm', la gamme des 'halogénures de R-Cl et R-Br

respectivement.

L’ analyse du spectre dans le domaine de 1800 & 420 cm™et la comparaison avec |e spectre
publié dans le travail de L'isolement et la caractérisation d'un mucopolysaccharides

secrétée par |’ escargot Otezza Zactea, Figure 1V-14 ,montre ;

00 17500 15000 12500 10000 7500 5000
Ticm

Spectre 1 :Mucopolysacaride d' escargot a
pH neutre, spectre 2 :Mucopolysacaride Lapoudre de labave d' escargot
d’escargot a pH acide

FigurelV-14: Comparaison entrele spectre FTIR dela poudredela bave d'escargot et un
mucopolyssacaride isolé de |'escar got OtezzaZactea

On observe des pics dans le domaine entre 1650 cm ™ et 1500cm™, et entre 1200 cm™ et
1000cm™ et & partir de 600 cm™pour les spectres 1 et 2 des mucopolyssacarides ce qui signifier

une ressemblance entre la composition des sécrétions des escargots
IV.5.2.2.2Déter mination de la concentration micellaire critique (CMC) :

La bave d'escargot rentre dans la formule de nombreux produits cosmétique (creme;

shampoing, savon, €tc.)
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Le calcul de son HLB présente une valeur de propriétés d’ un agent émulsionnant, détergent
et solubilisant.ll est donc important de connaitre sa concentration micellaire critique, Figure 1V-

15.
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FigurelV-15:Influence de la concentration sur latension de surface.

L’ analyse de la figure montre que pour des concentrations supérieures alg/l latension de
surface est plus petite, par contre la tension de surface augmente avec des concentrations

minimales de la bave d’ escargot

D’autre part, la courbe montre que pour des concentrations inférieures a 0.004 g/l on

obtient laCMC. Ces résultats sont justifiables pour une HLB égale a 14
IV.5.2.2.3Etude viscosmétre delapoudre delabave d’ escargot :

Dans le cadre de la connaissance le comportement des solutions de la bave d escargot, et

d étudier I’ effet de la concentration sur e comportement viscosi métrique.

Figure IV-16 illustre la variation de la viscosité apparente en fonction de la concentration
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—e—Lapoudrea0.2% mPa.s

M (mPa.s) — = Lapoudre0.5% mPas
—»— Lapoudre a1% mPa.s

. Lapoudre a2% mPas

£(s™

FigurelV-16: Influence dela concentration sur la viscosité

La courbe montre que les solutions de la poudre de la bave d’ escargot a des concentrations
différentes ont un comportement pseudo plastique. A des contraintes plus éevées de
cisaillement, la courbe de débit tend vers la linéarité indiquant qu'une viscosité minimale a éé
atteinte. Ceci est probablement di a la présence de longues molécules (des protéines) en
solution, donc sous l'influence de cisaillement. Les molécules sont ordonnées dans le sens

d'écoulement.

La comparaison entre nos résultats et celle de littérature [17], Figure 1V-17, présente le
méme comportement d’écoulement de la solution de la bave d escargot malgré que la race
étudiée est I'escargot géant d'Afrique de genre Archachatinamarginata, la bave a subit un

traitement avec I’ acétone et |’ eau puis le séchage est effectuée par |yophilisation.

89



Chapitre IV Partie expérimentale

300 - 300 ]
250 4 250 1
ﬁzoo -! ENU
o o) y =
E ]
E15-0 < 2150
7 :
gmo . $100
p==
0 s0
w L
ﬂ T T T T T T T T O T T T
D1 2 3 4 5 8 T 8 9 1 0 5 10 15 20
Spead Concantration (% wiv)
Laviscosité en fonction la vitesse Effet de la concentration sur la
pour une concentration de 20% viscosité

FigurelV-17: Représentation desrésultatsderéférence[17]

Donc On peut conclure que la solution de la poudre d'escargot a des propriétés

rhéologiques de type pseudo-plastique avec une similarité entre les races et les variétés
d escargotsp

IV.5.3Test de I'activité cicatrisante :

La bave d'escargot a I'éat naturel a présenté une efficacité identique que la créme
MADECASSOL 1%, et pour avoir I’influence de séchage sur la propriété cicatrisante, une étude
detest de I’ activité cicatrisante a été établie sur sept lots, chague lot contient quatre rats

L ot 01: témoin

Lot 02: créme MADECASSOL 1%
Lot 03 : solution préparée de 0.2%
Lot 04 : solution préparée de 0.5%
Lot 05 : solution préparée de 1%
Lot 06 : solution préparée de 2%
Lot 07 : bave d escargot liquide

Les résultats macroscopiques observeés pour les solutions sont similairesa labave al’ état

naturel, qui assure la conservation des propriétés cicatrisantes
el_a solution préparée a 0.2% a subi une étude microscopique

La lecture microscopique des coupes histologiques des tissus traités avec une solution de

0.2% de labave d’ escargot présenté les résultats suivants :

90



Chapitre IV Partie expérimentale

eAprestroisjours en observe la présence d’ une plaie.

e’ observation des tissus aprés six jours présenté le début de guérissent de la plaie indiqué
par laprésence de granulome inflammatoire et I’ épiderme non régénéré

ela troisieme et la quatrieme lecture (aprés 9 et 14 jours) présentent une cicatrisation
complete de la peau sans présence d aucun signe d’ une mauvai se cicatrisation

L’ analyse de ces résultats montre que le procédé de séchage suivi a conservé |les propriétés
de la bave du point de vue physico chimique, microbiologique et pharmacologique, de plus la

dose curative est inférieure ou égale 0.2%.

Les figures (IV-18, 1V-19 et 1V-20) représentent la cinétique de développement cellulaire

de |’ activité cicatrisante.

Apréstroisjours

FigurelV-18:Présence d'ulcération
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Figure 1V-19:Epider me régénéré, granulome inflammatoir e subaigu

A partir de dix jours

1170572010 1

Figure 1V-20: Un épider me totalement cicatrisé
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IV.6Conclusion :
A partir de ces résultats on peut conclure que :

el a bave d'escargot sécrétée est de méme nature, seulement le procédé de récupération

influe sur sa composition.

el_e NaCl a un effet sur la composition de la bave et donc sur son efficacité vis-a-vis de

|’ effet antibactérien et |’ activité cicatrisante.

oCes résultats permettent de sélectionner la méthode de récupération de la bave par picage

pour des fins thérapeutiques.

e|'optimisation des conditions de séchage a un effet bénéfique sur la conservation des
propriétés physicochimiques, microbiologiques et pharmacologiques da la bave d escargot au

cours du temps et I’ utilisation comme une matiére premiére dans la formulation des cremes.

e’ étude des propriétés viscosimétriques des solutions de la poudre de la bave d escargot

révéle une propriété d' un fluide pseudo-plastique en plus d une activité cicatrisante.
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V. Approchealaformulation delacrémecicatrisante:
V.1Introduction

Avant de procéder a une formulation, la connaissance des propriétés chimiques,
physicochimiques, microbiologiques et pharmacologiques des différents composants doit étre
optimisée.

Les cremes sont des mélanges de deux phases, une phase aqueuse, I’ eau est le constituant
major, et une phase huileuse ou les corps gras jouent le réle d’ un attachant de I’ eau contre la
perte en eau, plus des produits hygroscopiques et des stabilisants, des conservateurs plus des

antioxydants et des aromes.

Une bonne connaissance des propriétés des composants permet d’ éviter les interactions et
les incompatibilités qui peuvent avoir lieu, la quantité d’ excipient dans laformule, et le procédé

de formulation, pour avoir alafin une formule de bonne qualité, stable et conforme aux normes.
V.2 Matérielset méthodes:
V.2.1Produits utilisés
V.2.1.1Généralités sur les excipients:
Les caracteres des excipients utilisés dans laformulation sont présentés dans le Tableau V-1
V.2.1.1.1Caractérisation des'excipients: [62]

La littérature présente des notions générales et des définitions sur la caractérisation des
excipients et la gamme des préparations. Le Tableau V-1 présente un résumeé sur les différentes
applications des excipients en plus de leur fonction et lalimite maximale d’ acceptation.
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Tableau V-1: Caractére des excipientsrentrant danslaformulation dela creme

Excipients Application Concentration Fonction
Eau déminéralisée IM et IV injections 0,17 anti microbien
Solution orde 0,01-0,1
Suspension buvable 01
Sirop 0,15
Préparation topique 0,1-0,2
Préparation vaginale 0.1-0.2
Glycérine Conservateur antimicrobien <20 Conservateur
Emollient <30 antimicrobien;
Humectant <30 emollientes;
formulations ophtal miques 0,5-3,0 humectant;
Plastifiant dans pelliculage du Variable plastifiant; solvant;
comprimé édulcorant; agent de
tonicité.
Solvant pour préparations <50
parentérales
Edulcorant dans les dixirs <20
alcoolisés
Triéthanolamune Créme Agent Alcdinisant;
Savon emulsifiant.
Huile minérae préparations ophtal miques 3,03-60,0 Emollient; lubrifiant;
réparations topiques 0,5-3,0 véhicule oléagineux;
Ff ® i P — solvant.
emulsions d'actualité 1,0-32,0
lotions topiques 1,0-20,0
préparation topiques 0,1-95,0
Acide stéarique Préparations topiques et creme 1-20 Agent émulsifiant,
agent de
Iubrifiant Tablet 13 solubilisation, de
comprimeés et de
capsules lubrifiant.
Alcool cetylique Emollient 2-5 Agent d'enrobage,
Agent émulsifiant 25 emulsifiant, agent de
— durcissement
Agent raidisseur 2-10
Absorption d'eau 5
| sopropylemuristate Détergent 0,003-0,03 Emollient; véhicule
suspension otique 0,024 ol éagineux; penetrant
la peau; solvant.
Parfums 0,5-2,0
Microémulsions <50
Savon 0,03-0,3
aérosols d'actualité 2,0-98,0
crémes et |otions topiques 1,0-10,0
Dioxyde de titane Agent d'enrobage;
opacifiant; pigment.
Propyl parabene IM, IV, SCinjections 0,005-0,2 agent de
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L'inhalation des solutions 0,015
Lesinjectionsintradermiques 0,02-0,26
solutions nasales 0,017
Préparations ophtalmiques 0,005-0,01
solutions orales et suspensions 0,01-0,02
Préparations rectales 0,02-0,01
L es préparations topiques 0,01-0,6
préparations vaginal es 0,02-0,1

conservation
antimicrobien.

V.22Matérids:

L es équipements utilisés dans cette partie sont :

e Agitateur a hélice avec réglage de vitesse d’ agitation.

e Deux béchersen verre.

e Unbanmarie.

e Plus une balance analytique de précision (10* @), viscosimétre, pH métré et

conductimétre.
V.2.3Méthodes :

V.2.3.1Technique deformulation

La formulation de la créme ou la sélection des quantités des excipients est effectuée selon

les étapes suivantes :

ela creme MADECASSOL c'est une créme hydratante d'un effet cicatrisant. La propriété

de notre creme est similaire alacreme MADECASSOL

Les cremes hydratantes ont les propriétés suivantes :

ece sont des émulsions huile dans eau (H/E),

e|la phase aqueuse formée de 60 a 85%, dans laquelle les agents humectants ne dépassent

pasles 10% [63],

eune phase huileuse de 15 a 40%, composée d' huile et des corps gras pour donner une

bonne consistance et I’ onctuosité et |a douceur de la creme.

edes agents émulsionnants dans un intervalle de 2 a 4%.

o] es agents conservateurs, agents antimicrobiens et antioxydants avec une limite de 1%.

v' Laphase aqueuse : Eau déminéralisé, glycérine.
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v’ La phase huileuse: Huile minérale, isopropylemyristate, acide stéarique, alcool
cytélique.

v Les émulsionnants: Triéthanolamine.

v' Agents conservateurs, colorants et parfum :Propyl parabéne, acide ascorbique,
dioxyde de titane, arome.

Dans la phase agqueuse, la glycérine joue le réle d’un agent humectant. Il est fixé avec une
limite de 10% (Tableau V-5). Nous |’ avons fixé a 5%.

La quantité des agents conservateurs est d’ environ 1%, la quantité de I’ acide ascorbique et
du propyl parabéne gjouté alaformulation pour assurer un pH neutre aux formes préparés.

L e dioxyde de tatane est un compliment & 1% [64]

e Pour avoir des bonnes cremes, |e rapport entre le triéthanolamine et I’ acide gras doit étre
de 2 a4% detriéthanolamine et de 2 a5 fois d acide gras.

e L'acide gras lorsgu’il est mélangé de 5 a 15 fois a son propre poids avec la phase
aqueuse donne une bonne créme.

e Un mélange de 1 dans 19 d'acool cytdlique avec huile minérale absorbe de 40 a 50%
d eau.

¢ Une bonne émulsion H/E contient 1 dans 5 % de huile minérale dans |’ eau [62].

V.3Essai de controle
Les essais de contrdle de qualité de la creme formul é sont bien détaillés dans le chapitre 111, on
gjoute I’ essai de stabilité.
V.3.1Essai de stabilité:
Cette étude se divise en deux parties:
V.3.1.1Une étude de stabilité a la centrifugation

Ce test consiste a mettre la creme sous |’ effet d’ une force centrifugeuse pendant un temps
fixe pour avoir la présence ou I’absence des phénoménes de crémage, sedimentation ou
déphasage. Les vitesses de centrifugation sont : 1000 tr/min, 2000 tr/min, 4000 tr/min et 6000

tr/min.
V.3.1.2Une étude de stabilité accélér ée
Au cours de temps par I’ effet de la température, les températures utilisées sont 4, 25 et

40C°.
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La mesure de la viscosité est faite a des temps suivants: tO : 7 jours, 14 jours, 28 jours, 45

jours, 60 jours et 90 jours.
Le contrdle de pH et la conductivité sont nécessaires
V.3.2 Test de I'activitécicatrisante:
Les crémes formul ées sont testées selon la procédure suivante :
e LotOl:témoin.
e Lot02: créme MADECASSOL.
e Lot 03: crémede0.2 %.
e Lot 04: créme de 0.5%.
e Lot 05: creme de 1%.
e Lot 06: cremede 2%.
e Lot 07 : mélange des excipients.
V.4. Réaultats et discutions
V.4.1Approche alaformulation d’une crémecicatrisante:
V.4.1.1Composition de quelques cremes a base de la bave d’ escar got :

Le marché national et international connait plusieurs types de crémes a base de la bave
d escargot .On cite quelque cremes appartenant a des grandes boites cosmétiques tels que :

ELICINA, ARMONIA, BABARIA, ELLEZZA, KAITA...ect.

L’ objectif de notre travail est de formuler une créme a une activité cicatrisante et pour cela,
on cherche la composition d’une creme médicale a effet cicatrisant. La créme qui répond a ces
exigences est lacréme MADECCASOL 1%.

v'Lacreme MADFECASSOL : MADECASSOL® créme
Composition:
Extrait de Centellas asiatical g (Hydrocotyle (extrait sec reconstitué titré a 40 %
d'asiaticoside et 60 % d'acides madécassique et asiatique) 1 g), Paraffine liquide, Huile de
lavande sans terpenes, Huile de géranium sans terpenes, Stéarate de glycol, Propyléne
glycol, Eau purifiée 2100 g.

Dans quel casle médicament MADECASSOL créme est-il prescrit ?

Cette creme protectrice et cicatrisante contient un extrait de plante.
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Elle est utilisée dans le traitement d'appoint des ulcérations de |a peau.
V.4.1.2L e choix du véhicule

La formulation ou le choix des excipients pour formuler une créme est trés délicat. La
grande gamme des excipients plus les incompatibilités entre les excipients rendent cette tache
tres difficile.

Nous avons choisi les excipients communs de base entrant dans la formulation d’ une

creme cosmetique classique

Les excipients sont : eau déminéralisée, glycérine, triéthanolamine, huile minérale, acide
gras de type acide stéarique, alcool gras de type acool cetylique, isopropyle-muristate, dioxyde

de titane, acide ascorbique, propyl parabéne

Notre but est de trouver un véhicule (Tableau V-2) pour assurer |’arrivée de la bave au

cited application pour avoir un effet cicatrisant avec une quantité minimale de la bave,

Tableau V-2: Résume des essais de préfor mulation :
L es valeurs présentées sont des concentrations massi ques.

Composants Essa | Essa | Essa | Essai | Essai | Essai | Essai | Essai 08 | Essai
01 02 03 04 05 06 07 09
Huile minérale 20 18 15 15 13 15 15 15 15
Acide gras 5 7 12 9 10 6 8 6 9
Alcool gras 15 15 15 0,8 0,7 15 15 15 15
Isopropylmuristate 15 15 15 15 2 1.5 15 15 15
Triéthanolamine 15 15 1,7 1,8 2 2 2 2 2
Glycérine 5 5 5 5 6,5 7 5 5 5
Acides ascorbique 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Propyl parabéne 04 0,4 04 04 04 0,4 04 04 04
Dioxydede titane | 04 0,4 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Arome 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Eau gsp gsp gsp gsp gsp gsp gsp gsp gsp
100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100%
Aspect Laiteux | Créme | Créeme | Créme | Créme | Creme | Creme | Creme | Créme
séche | aspect séche séche
péteux

Essai 1: un aspect laiteux di alafaible quantité de I’ acide gras.

Essai 2, essai 6 et essai 8: ces trois formules présentent un aspect crémeux, brillant et

facile al’ étalement.
Essai 3 et essai 5: aspect pateux alaforte quantité del’ acide gras
Essai 4,7 et 9 cestrois créemes présentent un aspect crémeux avec un étalement facile

D’ apres ces résultats, on sélectionne les préparations 2, 6 et 8 pour |’ étude
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V.4.1.2.1Mesuredu pH :
Lesrésultats sont résumeés dans le Tableau V-3.

Tableau V-3: Test depH

Laformule Essai 2 Essai 6 Essai 8

pH 7,14 7,37 7,23

V.4.1.2.2Sens émulsion :

La mesure de la conductivité montre qu’ elle est supérieure a zéro entre 120 et 170 ps/cm,

ce qui signifie que le mélange prépare est de type émulsion huile dans eau.
V.4.1.2.3Stabilité par centrifugation

Ce test consiste a mettre la préparation sous I’ effet d’une force centrifuge. Les résultats

sont résumés dans le Tableau V-4.

Tableau V-4. La stabilité alaforce centrifuge.

/min 1000 2000 4000 6000 8000 10000
formules
Essai 2 Stable Stable Stable Stable Stable Stable
Essai 6 Stable Stable Stable Stable Stable Stable
Essa 8 Stable Stable Stable Stable Stable Stable

On remarque que les trois formules présentes sont stables a la centrifugation et on note

I’ absence total e des phénomeénes de crémage ou de séparation de phase.
Pour terminer I’ é&ude nous avons propose laformule suivante (Tableau V-5).

Tableau V-5: Composition optimisée

Composants Concentration massique

Huile minérale 15
Acide gras 9
Alcool gras 15

| sopropylmuristate 15
Triéthanolamine 1,7
Glycérine 5
Acide ascorbique 0,2

Propy| parabéne 04
Dioxyde de titane 0,2
Arome 0.2

Eau Qsp a 100%

Les mémes analyses sont répétées pour avoir le pH, le sens d’émulsion et la stabilité ala

centrifugation. Ainsi la nouvelle forme présente les caractéres suivants :
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Tableau V-6: Caractére delaformule proposée

Essais

pH

Conductivité uS/cm

Stabilité

Résultat

7,24

145,67

Stable

V.4.1.3Approche alaviscosité de véhicule:

La connaissance des propriétés viscosimetriques du mélange des excipients aide a trouver
et aimaginer laformulefinale.

Pour réaliser cette approche, nous avons proposé une creme commerciale a base delabave

d escargot. L’ étude comparative entre la déformation de la creme commerciae et |le mélange des

excipients nous oriente vers une la quantité de la poudre de la bave d escargot a gjouter et de

comprendre |" influence de la bave sur le mélange.

La Figure V-1 montre I’ effet de la vitesse de cisaillement sur |’ écoulement de la créme et

le mélange des excipients afin d’ avoir une approche viscosimétrique.
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M (mPa.s)
90000
80000
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60000 P __e— Créme commercial mPa.s
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40000
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Figure V-1: Etude compar ative de la viscosité de véhicule et |a créme commer ciale

Le véhicule possede un comportement pseudo-plastique, une viscosité élevée aux taux de
cisaillement faibles, d'autre part aux taux de cisailllement plus forts, la viscosité apparente

diminue.

Le véhicule possede les mémes propriétés de déformation que la creme commerciale, plus
la vitesse de cisaillement est grande, la destruction des formes tend vers une viscosité apparente
de 300 mPa.s, et méme pour une vitesse de cisaillement faible, il y a une tendance vers laméme

valeur.
V.4.2Formulation dela crémecicatrisante:

La MADECASSOL est une créme cicatrisante a 1% de concentration de principe actif.
Notre but est de formuler une creme qui possede les mémes propriétés, essentiellement I’ effet
cicatrisant de la créme préparée a base de la bave d'escargot au maximum avec une
concentration voisine de 1%. Pour cela, on propose les quatre concentrations suivantes: 0.2%,

0.5%, 1% et 2% avec |la méme composition du véhicule.
V.4.2.1Essai et contréle préliminaire:

Le Tableau V-7 résume les valeurs du pH, de la conductivité et la stabilité a la
centrifugation.
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Tableau V-7: Résultats de pH, conductivité et stabilité desformules prépar ées

Test pH Conductivité Stabilité
Créme 0,2% 7,62 91,7 Stable
Créme 0,5% 7,46 134,6 Stable

Créme 1% 7,31 167,6 Stable
Créme 2% 7,23 182,4 Stable

V.4.2.2 Mesuresdela viscosité

L’ analyse de laviscosité (Figure V-2) présente une déformation de méme nature.

p(mPa.s)

50000 -
45000 -
40000 -
35000
30000 1|
25000 4
20000 - %,
15000 1 %
10000
5000

—=— La creme 0.2% mPa.s
—a— Lacréme 0.5% mPa.s
—+Lacreme 1% mPa.s

—x— La creme 2% mPa.s

£ (Y

FigureV-2: Etude devariation dela viscosité en fonction de vitesse de cisaillement

La description de la figure montre que I'gout de la poudre de la bave d'escargot au

véhicule diminue la viscosité apparente. Elle passe de 83300 a 47500 mPa.s pour une vitesse de

cisaillement de 0.3 s pour la créme de 0.2%, et & 32500 mPa.s pour la préparation de 0.5%, et &

36500 mPa.s pour la creme de 1% et en fin a 31000 pour la creme de 2%.

On remarque que pour des vitesses de cisaillement fortes, |les préparations suivent le méme

chemin que le méange des excipients et pour une vitesse de cisaillement de 1 s* les viscosités

des préparations tendent vers des viscosités de 200 a 300 mPa.s.

Cet effet peut étre expliqué par les interactions qui existent entre les molécules de la

poudre et celles des excipients, ces interactions sont de type répulsif.
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V.4.2.3 Essai de stabilité au coursdetemps:
Le contrble de la stabilité au cours du temps est réalisé en suivant trois parameétres : le pH,
laconductivité et lavariation de la viscosité.

LepH:

La mesure de pH des cremes préparées a différentes concentrations (0.2% ; 0.5% ; 1%) de
t1 (aprés sept jours) a ts (apres quarante-cing jours), montre que le pH est neutre. Il varie entre
7.15 et 7.56 pour toutes les cremes a des températures T=4°C, T=25°C et T=37°C.

La conductivité:

L es préparations dermiques sont des émulsions huile dans eau, donc ont une conductivité
supérieure azéro. Le suivi de lavariation de la conductivité au cours du temps montre que cette
derniére varie entre 75.5 et 121.5 ps/cm.

Laviscosité:

Les cremes préparées présentent une conservation des propriétés d’ écoulement sous I’ effet

du temps et la température. Les alures des courbes (voir annexe V), montre une ressemblance

entre la viscosité mesurée at0 et apres vingt-huit jours.
V.4.2.4 Test de I'activitécicatrisante:

Apres avoir déterminé les propriétés d’ écoulement des cremes préparées, une étude de
I’ efficacité cicatrisante a été effectuée pour avoir la compatibilité entre la poudre de la bave
d escargot et les excipients afin d’ évaluer I’ effet cicatrisant.

V.4.2.4.1L ectur e macroscopique :

Les résultats macroscopiques obtenus sont résumés dans le Tableau V-8 Les résultats
obtenus par le témoin et la creme MADECASSOL sont identiques aux résultats trouvés dans les

premieres parties.

Tableau V-8: L ecture macroscopique de l'activité cicatrisante des cremes prépar ées:

Produit | Creme 0.2% Creme 1% Creme0.5% | Creme2% | Méange
Jours d excipient
Deux plaies Deux Deux plaies | Deux plaies | Deux
sieged’ un ulcérations | sieged’un bienvisible | ulcérations
produit brunétre | bien visibles | produit sieged’un visibles
Trois brunétres brunétre produit brunétres
brunétre
Uneseuleplaie | Deus Deux plaies | Deux plaies | ulcérations
visible discréte dont I’une dansl’unese | visible
brunétres devient a referment brunétres
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(uneentrait | peinevisible
Sept de cicatrisé)
Pasdeplae Traced'une | Persistance | Plaie Fente apeine
Dix plaie d’ une refermée visible
brunétre discréte
(cicatrisee) plaie
(cicatrisée)
Pasdeplae Cicatrisation, | Plaieapeine | cicatrisée Point visible
pasdeplaie | visible) (cicatrisée) a
Quatorze cicatrisée peinevisible

V.4.2.4.2. L ecture microscopique
Lalecture des coupes histologique présente les résultats suivants :

e La créme de concentration 1% a un effet thérapeutique identique au mélange des
excipients, ce qui ressemble aux résultats du témoin.

e Les cremes préparées a 0.5% et a 0.2% ont présenté un effet cicatrisant similaire a la
creme MADECASSOL

A partir de ces résultats, on peut conclure que :

¢ Le mélange des excipients n’a aucun effet sur la cicatrisation des plaies.

e Le véhicule propose a présenté une efficacité pour le transfert du principe actif au cite
d’ application pour des faibles concentrations (pour 0,2 et 0,5%)

e Pour atteindre I’ efficacité d’ une préparation a usage dermique, il faut assurer la relation
concentration/saturation qui peut étre expliquée par :

v' Si le véhicule est un bon solvant du principe actif et si la concentration est loin de la
saturation, laforme retiendrale principe actif qui aura peu de chances de diffuser al’ extérieur, s
cen’est aune vitesse trop lente pour que lalibération soit significative.

v Au contraire, les meilleures conditions de diffusion seront réunies si la quantité dissoute
correspond a la concentration ala saturation.

e La diminution de I’ activité cicatrisante des cremes a des concentrations de 1% et 2%
peut étre due a la quantité dissoute de la poudre de la bave d escargot qui ne représente pas la
compatibilité concentration-saturation, mais cette relation est bien présente dans les crémes de
concentrations 0,2% et 0,5%.

Les figures (V-3 V-4 V-5 V-6) illustrent les résultats trouvés avec une comparaison du

dével oppement cellulaire entre la creme a0,2% et la créme a 1%.
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Une ulcération

FigureV-3; Uneplaie bien visiblea préstroisjours

Créme 0,2% début de régénération Creme 1% présence d’ ulcération
de !’ épiderme

FigureV-4: Le développement cellulaireapréssix jours
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Créme 0,2% ré-épidémisation, plus
granulome inflammatoire

Creme 1% Ré-épidémisation avec
importante granulome
inflammatoire

FigureV-5: Aprésdix joursdetraitement

TR

Créme 0,2% cicatrisation

Créme 1% granulome
inflammatoire toujoursimportant,
ré-épidémisation non parfaite

FigureV-6: Lafin detraitement

Le traitement effectue par la créme a0,2% est plus efficace par rapport au traitement avec

lacreme 1% et identique avec le traitement par la creme MADECASSOL
V.5 Conclusion:

L’ optimisation d’un mélange des excipients compatible vis a vis des composants de la
poudre a fait appel a une recherche bibliographique et une étude rhéologique ainsi que
I’ évauation de I’ efficacité cicatrisante de la creme.

La diminution de la viscosité du véhicule par I'gjout de la bave séchée est expliquée par
des interactions entre les constituants de la créme conduisant & une créme stable, conforme et
efficace.
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Conclusion générale

Ces travaux avaient pour objectif de proposer plusieurs méthodes d'analyse pour l'aide a la

formulation de nouvelles crémes a des besoins thérapeutiques ou bien cosmétique.
L es procédures expérimental es proposées sont :

eune stratégie expérimentale et un déroulement chronol ogique permettant de connaitre les
étapes a suivre pour atteindre une matiere premiére stable et utilisable

edes méhodes simples et rapides pour évaluer la composition dun véhicule pour
formulation a usage locale

eun dispositif pour I'étude d’ une creme dermique formulée

La bave descargot a été choisie comme un modele pour tester la procédure de

dével oppement d’ une formule pour I’ étude de I’ activité cicatrisante

Une méthode pas-a-pas a été mise en place reposant sur |’ étude des principaux parameétres
physi co-chimiques, microbiologiques et pharmacol ogiques ayant une influence sur la protection
de toutes les propriétés

Les résultats ont conduit a la détermination du type d’'escargot a étudier et la mise en
évidence de la procédure d’ excitation. La premiére étape correspond a une étude statistique de
mortalité et la deuxiéme a une quantification de la bave selon la méthode de récupération. Des
expériences ont permis de caractériser le mode adéguat de récupération ainsi d’avoir une idée

générale sur les propriétés d activation.

L’ association entre deux procédés de séchage aide alatransformation de la bave liquide a
une bave solide sous forme d' une poudre. Le protocole mis en place a montré I’ efficacité de

séchage qui a été assuré par la conservation des propriétés obtenues par labave al’ éat liquide.

A partir des résultats obtenus, une éude de pré-formulation a éé établie. Le protocole
utilisé pour |’ étude de pré-formulation consiste a avoir une base de données sur la composition
des cremes a base de la bave d’ escargot, puis de choisir les excipients communs et de chercher
dans labibliographie les limités d’ accessibilité.

Les propriétés de mélange des excipients ont subi une étude de stabilité accélérée par la
force centrifugeuse pour atteindre une formule optimale, puis une séection des rapports

massique des excipients .La forme optimisée a subi une étude comparative avec une creme
commerciale pour avoir les propriétés de type de fluide.
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Les méthodes citées permettent donc de guider a obtenir une matiere premiere et le choix

d’un véhicule pour laformulation de nouvelle créme.

Une fois le principe actif est entré dans la formule, les phénomeénes de compatibilité et
d’ écoulement de laforme obtenu ont été déterminés. Une éude de I’ influence des constituants de

base et de lanature del’émulsion ele-méme, sur I’ activité cicatrisante a é&té control ée.

L’ éude de I’ efficacité de véhicule dans la creme formulée et la comparaison des résultats
avec une creme de référence pour avoir I'influence des excipients sur la bave d escargot a

montré une grande compatibilité vis-a-vis du mélange et de la poudre de la bave d’ escargot.

Finalement, avec I’ atteinte de ces résultats il nous reste a améliorer la composition de la
formule et faire une éude didentification et d'isolation des composants responsables de
I activité cicatrisante de plus I’ &ude de la possibilité de leur synthése.
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Annexe I
Densité relative d?,

La densité relative d®’,, d'une substance est le rapport entre la masse d'un certain
volume de cette substance a 20°C et la masse d'un volume égale d'eau ala méme température.

La densité relative d*,d'une substance est le rapport entre la masse d'un certain
volume de cette substance a 20°C et la masse d'un volume égale d'eau a 4°C.

La masse volumique pzo d'un corps est le quotient de sa masse par son volume a 20°C. Elle est
exprimée en Kg/m®.

Les relations numériques entre la densité relative et la masse volumique exprimée en Kg/m®
sont les suivantes :

p20= 998,202 d*®500ud®5 = 1.00180 .10 pyo
p20=999,972 d*°0ud®’, =1.00003. 10-3 p20

Avec d?°,= 0,998230 d*°,
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Annexell
Indice de réfraction ',

L'indice de réfraction n';, d'un milieu rapporté a l'air est égal au rapport du sinus de
I'angle d'incidence d'un rayon lumineux dans l'air, au sinus de I'angle de réfraction du rayon
réfracté dans le milieu considéré.

Indiced'acide (1a)

L'indice dacide I, est le nombre qui exprime en milligrammes. La quantité
d'hydroxyde de potassium nécessaire ala neutralisation des acides libres présents dans 1 g de
substance.

Mode opératoire:

Dissolvez 1g de la substance a examiner, dans 50ml d’'un mélange a volumes égaux
d Alcool R et d Ether R. le solvant doit ére neutralisé au préalable par I’'Hydroxyde de
Potassium 0,1M en présence de 0,5ml de solution de Phénophtaléne R1. Aprés dissolution,
titrez par |I’Hydroxyde de Potassium 0,1M. Le titrage est terminé lorsque la couleur rose

persiste pendant 15s au moins (n ml d’ Hydroxyde de Potassium 0,1M).

561*n

M
5,61: Eq de KOH,
n: Volume de KOH,
M: Pesée de |’ échantillon.

Indice de saponification (Is)
L’'indice de saponification Is est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité
d hydroxyde de potassium nécessaire ala neutralisation des acides libres et a la saponification
des esters présents dans 1 g de substance.
Mode opératoire:

Dans une fiole de 250ml de verre borosilicaté munie d'un réfrigérant a reflux,
introduisez la prise d (19). Ajoutez 25,0ml d'Hydroxyde de Potassium Alcooligue 0,5M
et quelques billes de verre. Adaptez le réfrigérant et chauffez areflux pendant 30min. Ajoutez

1ml de solution de Phénophtaléne R1 et titrez immédiatement (alors que la solution est
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encore chaude) par I’Acide Chlorhydriqgue 0,5M (n; ml d'Acide Chlorhydrique 0,5M).

Effectuez un ablanc dans les mémes conditions (n, ml d’ Acide Chlorhydrique 0,5M).

28,05 X (n, — ny)
S = M

Indiced’ ester (Ig)

L'Indice dEster I est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité
d’ Hydroxyde de Potassium nécessaire a la saponification des Esters présents dans 1g de
substance. Il est calculé a partir de I’ Indice de Saponification Is et del’ Indice d’ Acide | a.
Indice d’ Ester = Indice de Saponification — Indice d’ Acide
le=ls-la
Indice d hydroxyle (I1on)

L’indice d hydroxyle loy est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité
d hydroxyde de potassium nécessaire a la neutralisation de I’acide qui se combine par

acylation a1 g de substance.
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Annexelll
SPECTROPHOTOMETRIE D’ABSORPTION DANSL’'INFRAROUGE

a) Principe:

La spectroscopie infrarouge est une technique d'investigation dont dispose les
laboratoires d’ analyses.

Cette méthode spectroscopigue est basée sur la capacité des molécules organiques a
absorber une radiation € ectromagnétique.

La substance a analyser est exposée a une radiation lumineuse de longueur d’onde
déterminé ou variable ; une partie de cette lumiére incidente est absorbée par cette substance,
provogquant de ce fait des changements dans la molécule, I'autre partie de lumiére est
transmise.

Un détecteur recoit les deux faisceaux (incident et transmis) et procéde au calcul de
I” absorbance (A) et les résultats sont enregistrés automatiquement et présentés sous les formes
d’une courbe d’absorption (A = f (0)) appelé spectre d’absorption

L'Energie absorbée dans le domane de [I'infrarouge (0.8<<300um) ou
(0.1<E<36Kcd) provoque des vibrations, des rotations ou les deux phénoménes alafois.

b) But :

Les spectres IR sont largement utilisés pour identifier certains groupes d’ atomes ; dites
fréquences (ou nombre d’onde) bien caractérisées qui apparaissent toujours dans la méme
région du spectre.

Cest pour cela qu'on les assimile a des «empreintes digitales ».Les fréquences
caractéristiques sont actuellement reportées dans des tableaux ou enregistrés sur des fichiers
informatiques.

L’ étude des fréquences des vibrations d’ une substance donnée (fréquences reléves sur
son spectre) et leur comparaison avec celles existantes sur les tableaux de donnée, permet
ainsi de tirer une conclusion quant ala structure de la molécule de cette substance.

c) Mode opératoire:
1-On dissout quelques grammes de la substance dans |’ huile de nujol.
2- Posez une goutte d’ échantillon (1) et dispersez cette derniére sur lacellule.
3- Lirelesreésultats.
d) Appareil utilise:
PU 9700 séries (PU 9714) infrared spectro photometre (Philips)
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AnnexelV

TAUX D’HUMIDITE (METHODE PERTE A LA DESSICCATION) :
Matériel :
v" Creuset en porcelaine,
v Dessiccateur,
v Baance,
v Etuve.
Mode opératoire:
On pese 1g de |’ échantillon dans un creuset en Porcelaine, en suite on met e creuset dans
I’ étuve alatempérature de 105° C pendant 2 heures.
Et puis on met le creuset dans un dessiccateur, puis on péese le résidu.
Calcule:
P1: (creuset +1g de la substance)
P, : (creuset apres dessiccation)
Taux d’humidité (%)= (P.-P2) /m

m = masse de I’ échantillon
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AnnexeV

DETERMINATION DE L’AZOTE TOTAL :
A pour but de déterminer le taux d’ Azote de |’ huile de gingembre et de s assurer que

cette derniére répond aux exigences de la monographie.
Matériels:

v' Balon adigtillé de 500ml Kjeldahl,

v Réfrigérant,

v" Thermométre,

v Billesdeverres,

v" Source de chaleur,

v Erlen-mayer de 250ml.
Réactifs:

v Sulfate de Potassium,
Sulfate de Cuivre R,
Acide Sulfurique R,
Eau distillée,
Hydroxyde de Sodium 10N,
Zinc granulé,

NN N N RN

Acide Borique,
v Indicateur mixte (rouge de Méthyle-bleu de Méthyléne).

Mode opératoire:

Placer une prise d’ essais dans un ballon de 500ml, gouter 10g de Sulfate de Potassium
0,59 de Sulfate de Cuivre, 20ml d’ Acide sulfurique R.
Placer le ballon incliné a45°, chauffer |égérement afaible température jusgu'a éimination des
vapeurs de I'’Acide sulfurique, augmenter la chaleur jusqu'a I’'ébullition immeédiate du
mélange et continuer a chauffer jusgu'a |’ obtention d’une couleur verte claire ou incolore
pendant 30min, laisser refroidir de fagon ale garder tiede pour gu’il ne se solidifie pas.

Ajouter 150ml d’'eau, bien mélanger et laisser refroidir a température ambiante.
Ajouter 150ml d’Hydroxyde de Sodium a 40%(10N),et quelques morceaux de Zinc, relier le
ballon au moyen d'une boule de connection Kjeldahl au condensateur avec le tube de
distribution qui est plongé dans 50ml d'Acide borique (1/25)N puis distiller le mélange
jusgu’au 2/3.

Récupérer le distillat, gjouter 3 gouttes d’indicateur mixte.
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Titrer avec I’Acide sulfurique 0,1N jusqu’au virage de vert au violet. Exécuter un
titrage ablanc en paralléle.
1ml d’ Acide sulfurique correspond a 0,001401g d’ Azote.
CALCUL
Vyosoa *EQ* 100 * 100 * fyos04
N % =

Masse * (100- humidité)

fuosoa - facteur de correction de lanormalité

PROTEINE :

D’ apres la pharmacopée Européenne, on cal cule | e pourcentage de protéine comme suit :

Protéine % = azote totale * 6,25

6,25 : facteur de conversion exprime le pourcentage de la protéine
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AnnexelV

Laviscositéa T=4°C

1 (MmPa,s)
60000 - —+— Lacréme0.2% mPas (t1)
50000 -
40000 -, ~—=— Lacréme 0.2% mPa.s (t2)
30000 il
t Lacreme 0.2% mPa.s (t3)
20000
10000 Lacréme 0.2% mPa.s (t4)
0 ;

1 (MmPa,s)
80000 -

—«— Lacreme0,5% mPas (t1)

—#— Lacréme0.5% mPas (t2)

60000 R
Lacréme 0,5% mPa.s (t3)

40000 Lacréeme 0,5% mPa.s (t4)

20000
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K (mPa,s)
100000

80000
60000
40000
20000

0

—o— Lacréme 1% mPas(tl)
—®— Lacreme 1% mPas(t2)
Lacréme 1% mPa.s (t3)

Lacréme 1% mPa.s (t4)

Laviscosité a T=25°C

H (mPa,s) —4— Lacréme0.2% mPas (t1)
60000 -
50000 _a Lacréme 0.2% mPa.s (t2)
»
40000 I Lacréme 0.2% mPa.s (t3)
30000 % Lacréme 0.2% mPas (t4)
20000 - ’.x\
10000 | "%,
0 e
I T T 1
0 0,5 1 15 2
é(sh
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K (mPa,S) —e— Lacréme 0.5% mPas (t1)
40000
W" —m— Lacréme 0.5% mPa.s (t2)
30000 Lacréme 0.5% mPas (t3)
R X
0,
20000 _ Lacréme 0.5% mPa.s (t4)
P
r
10000 |
L'\r\,_ "
0 T T T n 1
0 0,5 1 15 2
¢(Sh
K (mPa, S)
& 0,
40000 _ s Lacréme 1% mPas (t1)
= Lacréme 1% mPa.s (12)
30000 -
ﬁ Lacréme 1% mPas (t3)
20000 |-
}V;‘
10000 -
3
Py a— 4 = A
O T T T ! 1
0 0,5 1 15 2
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