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Résumé :

Ce travail a pour objectif la formulation d’'une pommade anti-inflammatoire a base de 1’huile
végétale de nigelle fraiche obtenue par pression a froid des graines de nigelle, la caractérisation
physico-chimique de I’huile végétale a donné une densité de 0.919, un indice de réfraction de
1.4721, un indice d’acide de 9.45mg KOH/g HV et un indice de saponification de valeur égale a
207.57mgKOH/g HV. L’¢étude de I’activité anti-oxydante de 1’huile végétale de nigelle a donné
un pourcentage d’inhibition de ........ indiquant une activité anti-oxydante modérée.

La 2°™ partie du travail consiste a la formulation des pommades hydrophobes & base de la
vaseline, la paraffine ou bien le beurre de karité. 15 formules ont été préparées et étudiées.la
formule optimale qui nous donne le meilleur effet anti-inflammatoire est celle qui est composée
de......

Mots clés : huile végétale, nigelle cultivée, activité anti-oxydant, pommade, effet anti-
inflammatoire.

Abstract:

This work aims to formulate an anti-inflammatory ointment based on fresh black seed
vegetable oil obtained by cold pressing of black seed, the physico-chemical characterization of
the vegetable oil gave a density of 0.919 , a refractive index of 1.4721, an acid number of 9.45
mg KOH / g HV and a saponification index of a value equal to 207.57 mgKOH /g HV. The
study of the antioxidant activity of black seed oil gave a percentage inhibition of ...... .. indicating
moderate antioxidant activity.

The 2nd part of the work consists in the formulation of hydrophobic ointments based on
petroleum jelly, paraffin or shea butter. 15 formulas have been prepared and studied. The
optimal formula which gives us the best anti-inflammatory effect is the one which is composed of

Keywords: vegetable oil, cultivated black seed, antioxidant activity, ointment, anti-inflammatory
effect
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L’homme est toujours émerveillé par la beauté de la couleur des plantes et la forme de leurs
fruits. Il les considére comme des compagnes fideles vers lesquelles il se retourne en raison des
bienfaits qu’elles procurent et pour leur grande utilité. Ce sont de vraies panacées et de véritables

pharmacies naturelles.

Des remedes traditionnels a base de plantes ont été longtemps employés, sans savoir a quoi
étaient dues leurs actions bénéfiques ni connaitre les molécules responsables de 1’action

pharmacologique. [1]

La nigelle a occupé une place spéciale pour son grand spectre d’application médicale
dans la civilisation islamique, jusqu'a I’arrivée des techniques modernes qui ont réussi a

prouver les vertus thérapeutiques des graines de cette plante.[2]

L’huile de nigelle est douée de plusieurs propriétés. Elle est riche en acide gras insaturés et
polyinsaturés, de vitamines et de minéraux. Ses propriétés semblent donc bien résumées par cette
phrase de prophete MOHAMMED extrait des recueils de hadith : « I’huile de cumin noir guérit

toutes les maladies sauf la mort »». [3]

Les grains de Nigella Sativa L., ou la nigelle cultivée est I’'une des plantes médicinales qui
occupent une place particuliere dans la médecine traditionnelle a cause des utilisations
thérapeutiques contre plusieurs pathologies notamment comme antidiabétique, antihypertenseur,

anti-inflammatoire et antimicrobiennes. [4]

Dans ce présent travail, on s’intéresse a la caractérisation de 1’huile végétale de la nigelle
cultivée obtenue par pression a froid, ainsi que la formulation d’une pommade anti-inflammatoire

a base de cette huile. Cette étude est divisée en deux parties :

» Dans la premiére partie, une analyse bibliographique concernant les travaux antérieures
réalisees sur la Nigelle cultivée est présentee, elle est constituée deux chapitres : le premiers
chapitre donne des généralités sur la Nigelle cultivée notamment la description de la plante,
sa composition chimique ainsi que les applications de 1’huile végétale de Nigelle. Le
deuxieme chapitre est consacré aux pommades notamment les pommades anti-

inflammatoires.
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» La Deuxiéme partie est une partie expérimentale qui est subdivisée en deux chapitres. Dans
le chapitre trois, on présente 1’ensemble du Matériels ainsi que les méthodes realisées dans
I’étude expérimentale notamment la caractérisation physico-chimique de I’huile, évaluation
de I’activité antioxydant par DPPH, détermination du pouvoir réducteur, 1’optimisation des
parametres de la formulation de pommade en présence de ’huile végétale et 1’évaluation de
I’activité anti-inflammatoire in vivo de la pommade formulée. Le chapitre quatre est réservé

aux résultats obtenus ainsi que leur interprétation.

Le travail est achevé par une conclusion générale qui regroupe tous les résultats trouvés et ouvre

des perspectives qui peuvent étre utiles dans le futur.
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Chapitre | : huiles végétales

I.1. Introduction

Les huiles végétales représentent un vaste ensemble trés vari¢ de corps gras d’origine, de
composition, de qualité et de gouts différents. Celle-ci sont présentées selon leurs
caractéristiques physico-chimiques, leur mode de fabrication, leur composition (en acides gras,

en vitamines et en composés mineurs), ainsi que leur intérét nutritionnel et leurs usages. [5].

1.2. Définition

L’huile végétale est comme n’importe quelle autre huile, un corps gras. Mais sa particularité
tient dans le fait qu’elle est extraite d’une plante (origine végétale) et non issue d’une viande ou

d’un poisson (origine animale) :

+ Les plantes capables de fournir une huile végétale sont dites oléagineuses. C’est soit de
leurs fruits, de leurs graines ou de leurs noix (tous riches en lipides) que 1’on tire ce
maceérat huileux appelé aussi beurre végétal.

+ Parmi les nombreux exemples d’huiles végétales, on trouve 1’huile de noix, ’huile de
macadamia, 1’huile d’amande, 1’huile de noisette, 1’huile d’argan, I’huile de tournesol,
I’huile de colza ou encore I’huile de palme.

+ Les principales caractéristiques d’une huile végétale sont les suivantes: nutritive,
lubrifiante, énergétique, riche en vitamine E, D, A, en acides gras insaturés essentiels,

acides gras monoinsaturés, en omega-3, 6 et 9 [6].

1.3. Composition des huiles végétales

Un corps gras (huile ou graisse) est composé d’une grande variété de constituants que (la
figure 1.1) présente de fagcon panoramique ; les triglycérides sont les composants majoritaires (95-
99 %), ils sont composeés de glycérol (3-5 %) et d’acides gras (90-95 %). D’autres constituants
sont naturellement présents en plus faible quantité : des lipides a caractere polaire tels que les
phospholipides (0,1-0,2 %) et des composés dits insaponifiables appartenant a une fraction non
glycéridique (0,1 a 3 %) principalement représentés par les stérols et les tocophérols et
tocotriénols mais contenant également des caroténoides, des alcools terpéniques, du squaléne, des

composés phenoliques, etc. [7]
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Figure 1.1 : Composition panoramique des corps gras et importance relative des principales
classes de composés [7]

1.3.1. Compositions en acides gras
Selon leurs compositions en acides gras, les corps gras d’origine végétale (huiles, graisses,

beurres végétaux) se répartissent en quatre principales familles (figure I. 2-A et B) :

» Famille oléique ou cet acide gras (représente les acides gras monoinsaturés (AGMI)) est
majoritaire dans: 1’huiles d’olive, ’huile d’arachide, 1’huile de noisette, les variétés de
tournesol et de colza riches en acide oléique et I’huile de colza elle-méme ;

» Famille linoléique ou cet acide gras (C18 :2 omega-6) (acide gras polyinsaturé (AGPI)), est
majoritaire dans : I’huiles de soja, 1’huile de tournesol, 1’huile de germe de mais et de pépins
de raisin

» Famille a-linolénique ou cet acide gras (C18:3 omega-3/AGPI) est présent en quantité
significative dans: I’huiles de colza, I’huile de soja, ainsi que I’huile de noix et de lin ou il

représente le compose majoritaire ; [7]
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Figure 1.2 : Classement de quelques huiles végétales par catégorie d’acide gras (saturés,
monoinsaturés, polyinsaturés, linoléique et a-linoléique) — familles et sous-familles. [7]

Un corps gras est ainsi un ensemble complexe de constituants dont les fonctionnalités sont

directement liées aux compositions et aux structures moléculaires. Les acides gras eux-mémes se
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distinguent par leur longueur de chaine, leur nombre de doubles liaisons, la position sur la chaine
hydrocarbonée et la configuration spatiale de ces insaturations; les principales propriétés des
acides gras sont liées a leur insaturation : plus elle élevée, plus le point de fusion diminue
(augmentation de la fluidité), plus leur intérét physiologique s’accroit tout comme leur réactivité
chimique ce qui joue négativement sur la stabilité, notamment par une plus grande susceptibilité a
I’oxydation. La géométrie des insaturations influence egalement le comportement & la fusion : a
longueur de chaine équivalente, un isomeére trans d’acide gras aura ainsi un point de fusion
intermédiaire entre ceux de son isomeére cis et de 1’acide gras saturé correspondant (acide

stéarique, acide oléique, acide élaidique) .

La structure des triglycérides qui correspond a la nature et a la position des acides gras sur le
glycérol constitue de fait la composition réelle du corps gras et conditionne ses proprietés

physiques (fusion, solidification) et rhéologiques, chimiques et nutritionnelles [7].
1.3.2. Autres nutriments

Il existe des autres nutriments qui sont :

¢ Les tocophérols et les tocotriénols (ou torcols) (regroupés sous le nom générique de vitamine
E), sont deux grandes familles présentant chacune quatre formes différentes qui n’ont pas toutes
la méme activité biologique : pour les tocophérols la forme o est la plus active (100 %), les
formes P et y- tocophérols présentent des activités plus faibles (respectivement 50 % et 10 %) et
la forme delta ne posséde qu’un trés faible pouvoir vitaminique E. IIs jouent un rdle d’anti-
oxydant biologique, protecteur des acides gras polyinsaturés au niveau des membranes cellulaires
et des lipoprotéines. Leur pouvoir antioxydant est reconnu et contribue a protéger de nombreux
produits formulés (additifs E306 a E309) et les huiles végétales qui en contiennent naturellement.
% Les phytostérols : toutes les huiles végétales en contiennent (de 0,1 a 0,5 % en moyenne) et
leur structure moléculaire présente de fortes analogies avec le cholestérol. Elles sont apportées en
quantité suffisante par 1’alimentation (de 2 a 3 g/j).

s Les caroténoides sont des pigments lipophiles sensibles a la lumiére (rayonnement
ultraviolet) et a la chaleur, précurseurs, tout particulierement le Trans-p-carotéene, de la vitamine
A (rétinol). Leur structure moléculaire leur confere dans certaines conditions (oxydation par
photosensibilisation) un pouvoir antioxydant par désactivation de 1’oxygene active (forme

singulet)
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X/

% Les ubiquinones ou coenzymes Q (CoQ6, 9, 10) possédent des propriétés d’antioxydant
biologique au sein des cellules soit en inhibant la peroxydation soit en régénérant d’autres
antioxydants tels que les tocophérols ; ces molécules auraient ainsi un role protecteur vis-a-vis de

la degradation oxydative des LDL- lipoprotéines, contribuant a réduire le risque cardiovasculaire.

[8]
1.4. Procédés d’obtention des huiles végétales

1.4.1. Trituration

L’extraction des huiles de graines ou de fruits oléagineux, ou trituration, regroupe les
opérations mécaniques et/ou chimiques qui vont conduire au déshuilage en optimisant le
rendement et la qualité de 1’huile obtenue (figure 1.3). Si le procédé n’emploie que des opérations
mécaniques (pression), les huiles peuvent étre qualifiées de vierges ; elles peuvent aussi étre
ultérieurement raffinées partiellement (par exemple, désodorisées) ou totalement (huiles de
pression raffinées) .

La trés grande majorité des huiles produites suit un process comportant en plus une étape
d’extraction par solvant & partir du résidu de pression, appelé tourteau de pression. Pour certaines
graines considérées comme peu riches en huile (< 25 %), telles que le soja ou le coton, 1’étape de
pré-pression mécanique n’est pas nécessaire ; 1’huile produite ainsi par extraction au solvant doit

systématiquement étre raffinée [7].

La qualité de la matiére premiére (graine ou fruit) en entrée de process est essentielle pour
pouvoir garantir la qualité de I’huile produite. Les oléagineux doivent donc étre stockées le moins
longtemps possible (surtout pour les fruits a cause de leur teneur en eau qui limite la
conservation) dans de bonnes conditions (température, humidité faible, aération) pour éviter
hydrolyse et oxydation [9].

Le mode d’obtention, par pression avec ou sans conditionnement thermique des graines
influence I’aspect (couleur) et les teneurs en phospholipides et en constituants mineurs : la
pression a froid favorise 1’extraction des triglycérides en limitant celle des phospholipides (PL)
contrairement a une pression avec conditionnement thermique qui augmente les quantités
extraites de PL [7].
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Figure 1.3 : Procédés d’obtention des huiles végétales a partir des graines oléagineuses. [10]
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1.4.2. Raffinage

Le raffinage a pour but de maintenir ou d’améliorer les caractéres organoleptiques (gout et
odeur neutres, limpidité, couleur jaune clair), nutritionnels et la stabilité des corps gras. Pour
ce faire, il met en ceuvre plusieurs étapes pour éliminer des composes indésirables (gommes,
cires, acides gras libres, pigments, traces métalliques, composés odorants volatils) et les
contaminants potentiellement étapes de décoloration et de désodorisation (ou DN) sont

souvent importantes sinon décisives. [11]

I.5. Plante « la Nigelle Cultivée (Nigella Sativa L.) »
1.5.1. Historique

La nigelle cultivée (Nigella Saiva L.) est une plane connue depuis 1’antiquité, ses graines ont
été découvertes dans la tombe de « Tout Ankh Amon ». Le médecin grec Dioscorides la
préconisait contre les céphalées, les douleurs dentaire et abdominales et pour combattre

I’écoulement nasal [12].

Les romains qui avaient connaissance de la nigelle, ou « coriandre grecque » la considéraient
comme complément alimentaire [13]. Chez les grecs anciens (Hippocrate et Galien), la nigelle
était considérée comme un remede précieux dans les traitements des affections hépatiques et
digestives [14].

Dans la bible, la nigelle cultivée est identifiée comme étant « le cumin noire curatif ». Par
ailleurs, et pour I’école arabe de médecine, notamment pour Avicenne, auteur de canon de la
médecine, la nigelle cultivée est un stimulant de 1’énergie de I’organisme et aide a la

récupération en cas de fatigue ou d’abattement.

Boukhari, auteur d’Al-tibb al-nabawi cite le prophéte (QSSL) « soignez-vous en utilisant la

graine de nigelle c’est un remede contre tous les maux a I’exception de la mort » [13].

Né prés de Boukhara en Perse (actuel Ouzbékistan), Abu Ali Al-Hussein Ibn Abdallah Ibn
Sina, connu sous le nom d’Avicenne (980-1037), traite de la nigelle dans son ouvrage « le
Livre de la guérison de I’ame » ou « Kitab Al-Chifa ». Il conseillait de griller les graines et de
les réduire en poudre, puis de placer cette préparation dans une bourse en tissu et d’inhaler
quotidiennement pour désobstruer les voies nasales, selon le méme principe qu’un
vaporisateur. Avicenne préconisait aussi la nigelle dans la dyspnée et dans le traitement de

I’asthme et des bronchites. Cette méme préparation, prise avec de 1’eau bouillie, posseéde des

10
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actions diurétiques et dissolvantes des calculs rénaux. D’autre part, la prise de I’huile de
nigelle avec de I’huile d’olive était trés réputée comme aphrodisiaque.

Les graines de N. sativa, pulvérisées et utilisées en cataplasme avec du vinaigre, auraient
une action résolutive dans les pustules et la gale surinfectée et auraient une action virucide, si
on ajoute du miel. Enfin, les médecins arabes connaissaient la toxicité de N. sativa a forte
dose. De ce fait, ils recommandaient de ne pas dépasser une dose unitaire d’un demi-Dirham

(1,62 g) et une dose journaliere de deux Dirhams (6,48 g) [15].

1.5.2. Description botanique

Originaire d’Asie occidentale, Nigella sativa est une plante annuelle herbacée atteignant

une soixantaine de centimetres de hauteur. La tige est dressée, rameuse, cOtelée et anguleuse.

Les feuilles pennatiséquées, divisées en lobes étroits, sont lancéolées a linéaires et présentent
des onglets nectariferes. Elles ressemblent a des pattes d’araignée ou bien s’apparentent au
fenouil (Figure 1.4), d’ou son surnom « fleur de fenouil ». Les feuilles inférieures sont petites

et pétaloides et les supérieures sont longues. Elles sont disposées en face a face.

Figure 1.4 : Différentes parties de la Nigelle cultivée « Nigella sativa L. » [16].

11
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La plante est hermaphrodite, le fruit est une capsule globuleuse, formée de 3 a 6 carpelles
soudés entre eux jusqu’a la base. Chaque capsule contient plusicurs graines triangulaires

blanchatres qui noircissent a maturité, apres exposition a I’air [17].

La Nigelle cultivée est surtout reconnue pour ses graines oléagineuses, dont la saveur est acre
et piquante. Ses graines sont ovoides, mesurant de 2 a 3,5 mm. Elles présentent 3 a 4 angles
avec une face supeérieure finement granuleuse et réticulée. Au broyage, elles dégagent une

odeur fortement aromatique, tenant du poivre et de I’anis et aussi de la noix de muscade [18].

1.5.3. Distribution géographique de la nigelle cultivée

La graine de nigelle est une plante qui pousse une fois par un et qui est considérée
comme une plante indigéne de la Méditerranée mais qui a été cultivée dans d’autres
régions du monde comme en Arabie Saoudite, en Inde, en Syrie, en Afrique du Nord et
dans certaines régions d’Asie.

La nigelle est cultivée un peu partout en Algérie. Les régions de la Mitidja et du Sahel en
sec, ainsi que les régions d’Adrar, de Touggourt et 1’Oranais en irrigué lui conviennent
bien. [19]

1.5.4. Culture du Nigella Sativa L.

N. sativa est originaire d’Asie occidentale. Sa culture s’est propagée depuis 1’ Asie jusqu’en
Afrique. Elle se trouve tres répondue en Inde, en Irag et dans certains pays de la
mediterranée, notamment la Syrie, la Turquie et les pays d’Afrique du nord [20].

Les graines sont semées en général au printemps, elles commencent leur germination dans les
trois a quatre semaines. Apres environ six mois de croissance végétative, la floraison apparait
et les graines continuent leur maturation pendant un bon mois encore. Dés le jaunissement
des feuilles, le brunissement des follicules, la récolte peut étre faite a I’automne pour séchage

a ’ombre [21].
1.5.5. Composition chimique de la Nigelle cultivée

La composition générale des graines de N. sativa (Tableau 1.1) montre la présence
d’une diversité de substances naturelles regroupant des lipides, des dérivés terpéniques,
des flavonoides, des alcaloides et des saponines. N. sativa constitue également une
importante source de protéines et de sels minéraux : phosphore, calcium, potassium,

magnésium et sodium [15]. Les valeurs et proportions fournies par la littérature different
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d’un auteur a l'autre ; la variété et l’origine des échantillons peuvent en étre
partiellement responsables. Une approximation de la composition est donnée dans le
tableau I.1.

Tableau 1.1 : Composition chimique des graines de Nigella sativa L., [22]

Constituant Quantite (%)
Lipides 31-35.5
Protéines 16-19.9
Glucides 33-34

Fl_bres _ 4,565
alimentaires

Sels minéraux 3,7-7
Saponines 0,013

1.5.5.1. Protéines

Les graines de Nigella sativa contiennent en moyenne 18% de protéines (Tableau 1.1). La
composition en acides amines figure sur le Tableau 1.2. Les protéines de la graine de Nigelle
sont composées de 17 acides aminés dont 8 sont des acides aminés essentiels. L’acide aminé
majeur est ’acide glutamique, suivi par I’arginine, 1’acide aspartique, la leucine et la glycine.
Ces constituants majeurs représentent plus de 54% des acides aminés totaux. La protéine la
plus étudiée jusqu'a maintenant est la lipase qui catalyse des réactions de transestérification
[23].
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Tableau 1.2: Répartition en acides aminés des protéines de graines de Nigella sativa L.
[24]

Acides Amines % de contribution a
I’apport protéique
Acides aminés essentiels (AAE)
Leucine 5,82
Valine 4,61
Lysine 4,04
Thréonine 3,65
Phénylalanine 3,61
Isoleucine 3,46
Histidine 3,35
Méthionine 1,65
total AAE 30,19
Acides aminés non essentiels (AANE)
Acide glutamique 24,74
Arginine 9,19
Acide aspartique 8,94
Glycine 5,61
Proline 4,90
Sérine 4,31
Alanine 3.73
. 3,59
Tyrosine
_ 1,96
Cystine
69,81
total AANE

1.5.5.2. Vitamines et les sels minéraux

Une étude menée en Egypte sur la composition de Nigella sativa L. révéle la présence de
teneurs intéressantes en vitamines B1, B2, B6, PP et en acide folique [25].
Dans une autre étude menée en 2002, les tocophérols totaux constituent 0,05% de I’huile, et
sont constitués majoritairement de 1’a-tocophérol (48%) et du y-tocophérol (28%). D’autres
vitamines ont pu également étre identifiées : les vitamines liposolubles, la vitamine A
(0,05%) et la vitamine K (0,1%) [26].

14
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Dans une étude ultérieure, Al-Saleh et al. [27]. Ont affirmé aprés analyse par
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) que les teneurs en o et y-tocophérols
sont relativement élevées : de 5,65 a 11,39 et de 2,26 a 6,95 mg/kg respectivement alors que
celle de all-trans-rétinol (vitamine A) est tres faible de 0 a 0,54 mg /kg de graines. La
composition en minéraux figure sur le Tableau 1.3 [27].

Tableau 1.3 : Composition en oligo-éléments des graines de Nigella sativa d’apres [28]

C Valeur nutritive
Minéraux

pour 100g
Potassium 808 mg
Calcium 570 mg
Phosphore 543 mg

Magnésium 265 mg

Sodium 17,6 mg

Fer 9,70 mg

1.5.5.3. Composition de I’huile fixe

L’extraction de I’huile se fait aprés broyage des graines par pression a froid ou a I’aide
d’un solvant organique. L’huile obtenue par pression a froid est de couleur jaune doré, alors
que celle extraite par solvant est jaune brunatre ; ceci serait di a la capacité du solvant a

extraire les pigments liposolubles et les oléorésines présentes dans les graines de Nigelle [29].

L’huile végétale de Nigelle représente entre 37.9% - 39.2% du poids de la graine. Elle est
constituée principalement de lipides neutres 96.1% - 97.2%, de lipides polaires 3% et de
phospholipides 0.32%-1.05% [38]. Cette huile renferme également des phospholipides, des
glycolipides et des stérols. L’analyse des phospholipides (PL) par HPLC a permis d’identifier
principalement sept constituants qui sont regroupes dans le Tableau 1.4.
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Tableau 1.4 : Principaux phospholipides constituants 1’huile fixe de Nigella sativa [26].

o e ol
Phosphatidyl choline 46

Phosphatidyl éthanolamine 25

Phosphatidyl sérine 12

Phosphatidyl inositol 9.56

Lysophosphatidyl choline 4.23

Phosphatidyl glycérol 1.51

Lysophosphatidyl éthanolamine 1.2

1.5.5.4. Composition en I’huile essentielle

L’huile essentielle de Nigelle représente entre 1.4 -1.9% du poids de I’huile fixe et
0.18 & 0.50% du poids des grains [30].

Selon 1’étude réalisée par Benkacie et al. en 2006, L’huile essentielle de N. sativa cultivée au
Sahara algérien (Timimoune et Adrar), extraite par deux méthodes différentes ;
I’hydrodistillation et distillation par micro-onde a été analysee par CPG et CPG-SM
(Chromatographie en phase gazeuse - Spectrométrie de Masse), 112 composés ont été
identifiés et caractérisés, et le p-cymene représente le composé le plus abondant, suivi de la

thymogquinone [31].

Toma et al. Ont réalisé la séparation des différents constituants de I’huile essentielle de
graines de Nigella sativa en provenance de Tunisie. La separation est effectuée par CPG-SM.
Les composants ont été identifiés par leur temps de rétention et par comparaison de leur
spectre de masse par rapport a ceux des produits de référence. Une trentaine de composants

ont ainsi été déterminés et sont répertoriés dans le Tableau 1.5 [32].
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Tableau 1.5: Composition de I’huile essentielle de graine de Nigella
sativa cultivé en Tunisie [32].

e de T,empfs de
oic rete.ntlon Composants (%)
(Min)
1 7.401 a-pinéne 13.75
2 8.160 Camphene Tr
3 8.746 B-pinéne 3.00
4 8.924 Sabinene 1.66
5 9.452 B-Myrcéne 0.94
6 9.992 a-terpinéne Tr
7 10.358 Limonéne 2.55
8 11.179 Ethyl hexanoate 0.96
9 11.387 y-terpinéne 1.40
10 11.587 p-cymeéne 43.58
11 12.260 Terpinoléne 9.08
12 15.644 Heptanal Tr
13 15.917 Ethyl heptanoate 1.18
14 16.172 Ethyl ectanoate Tr
15 16.646 Junipéne 2.41
16 17.132 Bornyl acétate Tr
17 17.381 Terpinéne-4-ol 4.25
18 18.009 a-longipinene 0.95
19 18.969 Estragole 0.91
20 19.675 a-amorphéne 0.62
21 20.368 Germacrene 1.06
22 20.610 a-bisaboléne Tr
23 20.983 L-carvénol 0.79
24 25.315 Ethyl tetradécanoate | 2.12
25 25.870 Thymol 1.67
26 30.904 Carvacrol 2.53
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27 31.992 Ethyl héxadécanoate | Tr

28 35.140 Thymoquinone 1.65
29 35.989 Ethyl octadécanoate | 0.84
30 37.847 Ethyl oléate 0.64

Selon Kasemi et al., I'huile essentielle des grains de N. sativa (cultivée en Iran) obtenue
par hydrodistillation a été isolée avec un rendement élevé (0,84%). Les résultats analysés par
CPG-SM indiquent que I'huile essentielle est principalement constituée de monoterpénes
(Tableau 1.6) [33].

Tableau 1.6 : Composition chimique de 1’huile essentielle de Nigella sativa cultivée en Iran

[33].
Composants % Composants %
a-Thujene 6 y-Terpinéne 5.12
a-Pinéne 1.11 Terpinolene 0.23
Camphene 11 Camphor 1
Sabinéne 1 Borneol 0.43
B-pinéne 7 Carvone 0.32
B-myrcéne 0.21 Thymoquinone 20.32
a-phellandrene 0.45 Thymol 10.12
Limonéne 0.13 Carvacrol 10
p-Cymeéne 22.05 Longicyclene 0.9

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a reproduire des
substances naturelles tres diversifiées. En effet, a c6té des métabolites primaires classiques
(glucides, protides, lipides), ils accumulent fréquemment des métabolites dits «
secondaires » dont la fonction physiologique n'est pas toujours évidente mais qui
représente une source importante de molécules utilisables par I'Homme dans des domaines

aussi différents que la pharmacologie ou I'agroalimentaire [34].
1.5.5.5. Saponosides

Les saponosides sont des hétérosides de stérols ou de triterpénes. Ce sont des composés
trés répandus dans le régne végétal. Solubles dans 1’eau, ils libérent par hydrolyse un ou

plusieurs oses et une genine (sapogénine). La premiere saponine isolée par Greenisch en
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1882 & partir des graines de N. sativa est la mélianthine, dont I’aglycone est 1’hédéragénine
[34].

Récemment, d’autres saponosides ont pu étre isolés a partir d’un extrait éthanolique des
graines de N. sativa dont le 3-O-[beta-D-xylopyranosyl-(1-3) -alpha-L-rhamnopyranosyl-
(1-2) alpha-L-arabinopyranosyl]-2 [31], alors que de nombreux autres saponosides ont pu

étre déterminés a partir des huiles de N. sativa L.

Une autre étude menée par Taskin et al. a permis d’isoler a partir de 1’extrait
méthanolique trois autres saponosides apparentés a I’ a-hédérine, avec I’élucidation de

leurs structures par des méthodes chimiques et spectrales (figure 1.5) [35].

OH
L8]
HO
OR,
Compound R, Hao
1 B-D-xyl(1-13)-o-Lrtha  @-L-rha{l~+d)—gG-D-glu-(1—6)- f-D-glu
2 a-L-rha o-L-rha{l1—4d)-A-D-gle{1-+6)- 5-D-glu
3 8-D-xy1{1—3}-o-Lrrha H

Figure 1.5 : Structure des saponosides a hédéragénine isolés a partir des graines de
NigellaSativa L. [35]

1.5.5.6. Polyphénols et flavonoides

Les flavonoides sont des composés aromatiques dont la biosynthése constitue 1’un des

processus fondamentaux de la phytochimie. Ils font partie de ce que ’on appelle les
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composes phénoliques. Les flavonoides sont des substances généralement colorées trés
répandues chez les végétaux. Les Renonculacées sont un groupe riche en flavonols et en
flavones. En 1997, trois nouveaux flavonoides triglycosylées (figure 1.6) ont été isolés a

partir des graines de N. sativa et leurs structures ont été détermineées : [36]
quercétine 3-glycosyl (1—2) galactosyl (1—2) glucoside

1. keempférol 3-glycosyl (1—2) galactosyl (1—2) glucoside

2. quercétine 3-(6-feruloglucosyl) (1—2) galactosyl (1—2) glucoside.

R
R R, Z | B OH
HO O~ HO( _OH
1 OH H g \f | _
Rt 0 g re” ]

2 H H OH O o OT)TOH RO

3 OH Hol'\) i OH T OH

HO’

Figure 1.6 : Structure chimique des trois flavonoides isolés de Nigella sativa L.,
d’apres [36]

1.5.5.7. Alcaloides

Les alcaloides sont des substances présentant un caractére alcalin, contenant de 1’azote, le
plus souvent inclus dans un hétérocycle. Les alcaloides ont, pour la plupart, des actions
physiologiques et thérapeutiques a faibles doses. Ils deviennent cependant tres toxigques a
fortes doses. Les plus importants alcaloides de N. sativa (figurel.7), ont été isolés a partir des
graines entre 1985 et 1995 :

v Nigellicine, a noyau indazole.
v" Nigellimine, une isoquinoléine .

v Nigellimine N-oxyde, dérivé N-oxyde de la nigellimine.
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v" Nigellidine, également un indazole. [37]
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Figure 1.7 : Structure chimique des principaux alcaloides de N. sativa L., d’aprés [37].
1.5.6. Utilisation de la Nigelle cultivée

Les graines de Nigelle sont présentes dans de nombreuses recettes de cuisine orientale et
indienne. Elles peuvent entrer dans la préparation du pain, le Naan (pain de régions d’Asie
centrale et du sud), des patisseries, des plats sucrés, des fromages, des sauces et des soupes
pour les rendre plus appétissants. Elles sont aussi utilisées dans I’assaisonnement des salades
et la préparation des vinaigrettes [38].

De par ses teneurs en vitamines B, minéraux, lipides et par la qualité de ses protéines, la
graine de Nigelle constitue une excellente source complémentaire de nutriments essentiels.
Son incorporation dans les aliments pour améliorer leur valeur nutritionnelle est tout a fait

intéressante [39].

Les graines peuvent étre mélangées avec d’autres herbes aromatiques ou substituer le
poivre. Dans certaines régions de 1’Inde et au Bangladesh, les graines de Nigelle rentrent dans
la composition d’un mélange d’épices trés populaire pour parfumer les plats de viandes
(figure 1.8). On le nomme le panch phoron (cing épices) ; il associe graines de : Nigelle,
Cumin, Fenugrec, Moutarde noire et Fenouil, en quantités égales [39].

Au Maghreb c’est dans la composition du ras el hanout, une épice traditionnelle de 24 & 27

ingrédients, qu’on la retrouve.
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Figure 1.8 : schéma représentant : (a) Panch phoron , (b) Ras el hanout

En meédecine Unani ( médecine traditionnelle indienne dont l'origine remonte a la

médecine gréco-romaine), la graine de nigelle est considérée comme abortive et
diurétique, elle est utilisée pour les ascites, la toux, la douleur oculaire, I’ictére, la
paralysie, les hemorroides et la fiévre tierce. En Indonésie, les graines sont ajoutées a des

médicaments astringents pour lutter contre les désordres intestinaux.

En Malaisie, des cataplasmes de graines sont utilisés pour les maux de téte, les abces, les
ulcéres nasaux, 1’orchite et le rhumatisme. Les femmes Arabes utilisent la graine de N.

sativa comme galactogéne [40]. En Egypte, elle est utilisée contre I’asthme [41].

En usage externe sous forme de pommade, les graines sont utilisées dans le traitement
d’abces, d’hémorroides, d’inflammation des testicules et de pédiculose [40]. En Arabie
Saoudite, I’huile est utilisée en usage externe en cas de raideur et de douleurs articulaires,

ainsi qu’en cas d’asthme et d’eczéma [42].

En Turquie, I’huile de graine est employée par voie orale pour ses vertus carminatives,
bronchodilatatrices, expectorantes, antihypertensives, diurétiques, diaphorétiques,
stomachiques et pour lutter contre 1’indigestion ; en friction elle est préconisée contre les

spasmes musculaires, la sciatique et les rhumatismes [43].
Indications et mode d’emploi selon Avicenne

Les médecins Musulmans et Arabes se sont doublement préoccupés de la graine de nigelle
apres 1’avoir connue dans la Tradition Prophétique. Avicenne a consacré un chapitre a la
nigelle, « chounése », dans son Canon de la médecine, « Kitab Al Qandn fi Al-Tibb ». Voici

quelques indications et utilisations de N. sativa a cette époque [15] :
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» Vertus medicinales : la graine est &cre et élimine la lymphe, elle sert a éliminer les
flatulences et a purifier le corps.

» Maladies superficielles : Elle traite les verrues et le vitiligo. Mélangée au vinaigre, la
graine est appliquée sur la peau pour traiter les « pustules lactées », les « tumeurs
pituitaires » et la gale ulcéreuse.

» Latéte : En cas de fiévre grippale, la graine est broyée, cuite, puis mise dans un chiffon
de lin et appliquée sur le front des malades. Trempées pendant une nuit dans du vinaigre
puis concassées, les graines sont données sous forme d’électuaire, ancienne forme
galénique pateuse, a respirer par le malade, pour guérir les douleurs chroniques de la
téte et les paralysies faciales. C’est également un remeéde qui permet de désobstruer les
voies aériennes supérieures. Quand la graine est cuite dans du vinaigre, la solution peut
étre utilisée en gargarisme pour lutter contre les douleurs dentaires.

» L’eil : La drogue pulvérisée mélangée a de I’huile d’iris, utilisée sous forme
d’électuaire guérit des écoulements oculaires.

» Organes respiratoires : Absorbée avec le carbonate de sodium cristallisé, la graine
dégage les voies respiratoires.

» Organes sécrétoires : Elle est vermifuge, méme utilisée sous forme liquide en massant
I’abdomen. La graine ingérée pendant quelques jours est emménagogue. Mélangée au
miel et a de I’eau chaude, la graine traite les calculs rénaux.

» Cas d’intoxication » : Sa fumée fait fuir les insectes, mais certaines personnes ont
prétendu que son utilisation fréquente ou excessive est mortelle. En outre, la graine de
nigelle guérit la piqlre de tarentule, une fois absorbée sous forme de boisson au poids

d’un « drachme » (3,24 grammes). [15]

1.5.7. Propriétés thérapeutiques de la Nigelle cultivée

Durant les vingt dernieres années, plusieurs travaux ont porté sur I’étude de Nigella sativa
notamment sur les effets dus aux extraits de la graine de cette espéce ainsi qu’aux principaux
constituants (notamment le thym quinone) sur divers systémes in vivo et in vitro. Ces travaux
ont ressorti plusieurs effets de grande importance pour la médecine moderne, parmi ces effets

on souligne les plus importants [44].
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1.5.7.1. Activité antioxydante

Parmi les différents travaux qui ont éte effectués pour évaluer les effets des graines de
Nigella sativa, la majorité d’entre eux sont focalisés sur ses propriétés antioxydantes in vitro
etinvivo:

In vitro, I’huile essentielle de Nigella sativa et ses composés (thymoquinone, carvacrol et
trans-anéthol) ont un grand pouvoir de reéduction du radical DPPH (1,1-diphényl-
2picrylhydrazyl), et d’inhiber la peroxydation lipidique et la dégradation de déoxyribose par
le radical hydroxyle .L’extrait méthanolique et ses fractions (hexane, acétate d’éthyle, et la
fraction aqueuse) ont montré aussi un pouvoir antioxydant considérable vis-a-vis du DPPH,

et dans le systeme de 3-caroténe/acide linoléique [45].

In vivo, I’huile essentielle et la thymoquinone exercent des effets antioxydants protecteurs
contre les 1ésions induites par I’ischémie/ reperfusion, la toxicité de 1’éthanol sur I’estomac, et
aussi la toxicité du tétrachlorométhane (CCL4) sur le foie et les globules rouges chez les rats
[46].

1.5.7.2. Effet anti-inflammatoire

L’activit¢ anti-inflammatoire de la nigelle a été également étudiée. En effet
I’administration de I’huile fixe est la thymoquinone par voie intra-péritonéale chez les rats et
les souris respectivement avant le traitement par 1’ovalbumine par voie nasale pour induire
une allergie pulmonaire, inhibe de facon significative la réaction inflammatoire via
I’inhibition de la production des cytokines et I’infiltration des cellules pro-inflammatoires
vers le tissu pulmonaire. D’autre part, Mansour et al. ont établi que la thymoquinone est
capable d’inhiber le lipoxygénase, le leucotriéne, C4 synthase, des polyphénols de la graine
exercent un effet anti-inflammatoire via I’inhibition de 1’cedéme des pates induit par le

carragénine chez les rats [47,48].

Une étude clinique en double aveugle a été menée chez des patients atteints de rhinite
allergique. Un des deux groupes recevait de ’huile de Nigella sativa. Les auteurs se sont
basés sur la fréquence de survenue des symptdémes (congestion nasale, écoulement nasal,
éternuements, prurit nasal) durant une période de 30 jours. Les patients qui avaient eté
exposes a Nigella sativa présentaient une fréquence moindre de tous ces symptomes, des les
quinze premiers jours [49].

Dans une deuxiéme étude clinique, 1’effet anti-inflammatoire de Nigella sativa a été étudié

chez des patients atteints d’ostéoporose. Il a ét¢ montré que la Nigelle et plus précisément la
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thymoquinone permettait d’inhiber la production de cytokines pro-inflammatoires telles que
I’interleukine 1 et 6, et d’inhiber également la transcription du facteur nucléaire [50].

L’effet de Nigella sativa en formulation topique a été étudié sur I’eczéma sévére et a été
comparé aux traitements standards par Eucérine et Bétaméthasone. Les 60 patients ont été
répartis en trois groupes. lls ont été évalués le premier jour (JO), puis a J14 et J28 par
différents index DLQUI (Dermatology Life Quality Index) et HECSI (Hand Eczema Severity
Index). Le traitement par Bétaméthasone ainsi que celui par Nigella sativa ont permis une
diminution des lésions eczémateuses et une diminution des scores, sans différences

significatives entre ces deux traitements contrairement au traitement par Eucérine [51].

1.5.7.3. Effets antibactériens

L’huile essentielle de N. sativa a inhibé la croissance des bactéries Gram positif et négatif
dans une étude réalisée sur plusieurs bactéries, sauf certaines souches de pseudomonas
aeruginosa. Les composés phénoliques présents dans I’huile seraient responsables de cet effet

antibactérien. [44]

Une étude in vitro par la méthode de diffusion sur disque a mis en évidence la forte activité
inhibitrice de I’huile essentielle diluée au centieme contre plusieurs bactéries dont
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhiet Vibriocholerae, avec une plus

forte action sur les bactéries Gram (+) [44].

1.5.7.4. Effet antifongique

Les différents extraits étudiés sur les batteries ont également été utilisés pour déterminer
I’activité antifongique. L’essai de ’huile essentielle diluée au centiéme par la méthode de
diffusion sur disque, cité précédemment, a été réalisé sur les champignons de genre
Aspergillus Microsporum, 1’effet antifongique de I’huile essentielle de nigelle a été observé

au méme titre que 1’effet antibactérien [44].

1.5.7.5. Autres actions biologiques de la nigelle cultivée

Plusieurs autres activités biologiques de N.Sativa ont été rapportées dans la litterature,

notamment :

» Activité antidiabétique.
» Activités respiratoire et immunologique.

» Activités anti carcinogene et antimutagene.
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» Activité neuroleptique.
> Activité cardiovasculaire.
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I1.1. Introduction
Dans la thérapeutique, de nombreux médicaments sont utilisés destinés a étre appliqués sur la
peau. Ces médicaments existent sous une multitude de formes, les plus utilisés sont

principalement : les pommades, les créemes, les gels.

Elles ont I’avantage de permettre aux principes actifs d’atteindre la circulation générale sans

subir les modifications hépatiques.

Ce chapitre est consacré a quelques notions de rappels sur les formulations des médicaments,
les préparations des pommades dermiques et nous parlerons aussi sur les activités anti-

inflammatoires.

11.2. Formulation des médicaments
11.2.1. Définition des médicaments

Toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés curatives ou
préventives a 1’égard des maladies humaines ou animales, ainsi que toute substance ou
composition pouvant étre utilisée chez I’homme ou chez I’animal ou pouvant leur étre
administrée, en vue d’établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs
fonctions physiologiques en exercant une action pharmacologique, immunologique ou

métabolique.
Le médicament contient :

% Un principe actif : est une substance d’origine chimique ou naturelle caractérisée par
un mécanisme d’action curatif ou préventif précis dans 1’organisme.
\/

%+ Des excipients : ces des substances d’origine chimique ou naturelle qui facilitent

I’utilisation du médicament mais ne présentent pas d’effet curatif ou préventif [52].

11.2.2. Définition de la formulation

La formulation d’un médicament est le procédé de mise au point de la composition d’un
médicament et son mode de fabrication. Il est élaboré pour permettre une meilleure

assimilation de la substance active du médicament [53].

La formulation est I’ensemble d’un ou plusieurs principe(s) actif(s) et d’excipients qui
entrent dans la composition du médicament afin de le présenter sous la forme pharmaceutique

la plus adaptée [54].
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Elle permet de fixer la composition qualitative et quantitative, ainsi que de définir le mode de
fabrication et de choisir le conditionnement. La formulation a pour but I’obtention d’une

forme galénique :
- la plus active thérapeutiquement.
- la moins toxique possible.

- la plus stable dans le temps.
11.2.3. Forme galénique des médicaments

11.2.3.1. Définition

La pharmacie galénique c’est la science qui étudie la préparation des médicaments ou, plus
complétement, selon le professeur Maurice Marie Janot « la science et 1’art de préparer,

conserver et présenter les médicaments » [55].

Avant la mise sur le marché, chaque médicament doit faire I’objet d’une étude de
composition, de forme et de présentation qui conviennent le mieux a son administration,
permettant ainsi de garantie la précision de dosage, une stabilité satisfaisante pendant une

durée déterminée et d’en rendre 1I’administration la plus facile possible.

Schématiquement, un médicament se compose de principe(s) actif(s), excipient(s), I’ensemble

étant continu dans un récipient (figure 11.1).

Principe(s) actif{s) + excipient

I

Mise en forme galénique

F'

Forme galénique +  Récipient

conditionnement

[

Meédicament

Figure 11.1 : Origine, présentation et mode d’administration des médicaments

Le choix de la forme galénique découle de celui de la voie d’administration. Bien que

I’éventail des possibilités ne cesse d’augmenter du fait des succes de la recherche galénique
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en ce domaine, on a presque toujours recours a un nombre limité de formes courantes. Dans la

majorité des cas, on se limite & une ou deux alternatives [56,57].

La forme galénique du médicament doit permettre a la substance active d’atteindre 1’organe
visé le plus vite et le mieux possible. C’est un élément important du médicament, car un mode

d’administration adapté est gage de meilleure efficacité et de moindre risque [58].

11.2.3.2. Caractéristique des principales formes galéniques [59]

+ Créme dermique : pommade de consistance molle, peu graisseuse et peu épaisse,
constituée d’une émulsion H/E ou E/H, cette composition favorise la pénétration dans
les tissus cutanés. Conditionnement en pot ou en tube.

+ Pate dermique : pommade reformant de fortes proportions de poudre dispersées dans
I’excipient.

+ Pommade: préparation de consistance molle, onctueuse et épaisse, d’aspect
homogéne, destinée a étre appliquée sur la peau ou sur certaine mugueuse, en vue
d’une action locale ou parfois générale aprés pénétration percutanée. Contrairement

aux cremes, les pommades présentes une phase aqueuse en quantité limitée.

11.3. Pommades dermiques
11.3.1. Définition

Les pommades sont des préparations de consistance semi solide destinées a étre appliquées
sur la peau ou sur certaines muqueuses en vue, le plus souvent, de réaliser une action locale,

rarement pour permettre une pénétration percutanée de principes actifs [60].

Les pommades qui contiennent des résines sont appelées des onguents et celles renfermant
une forte proportion de poudres sont des pates dermiques. Les baumes sont des pommades

douées d’une propriété antalgique et anti-inflammatoire [61].

11.3.2. Classification des pommades

Les pommades se composent d’une base monophasique dans laquelle peuvent étre

dispersées des substances liquides ou solides. On distingue :
+«» Les pommades hydrophobes :

Les pommades hydrophobes (lipophiles) ne peuvent absorber normalement que de petites

quantités d’eau. Les substances les plus communément employées pour la formulation de
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telles pommades sont la vaseline, la paraffine, la paraffine liquide, les huiles végétales ou les

graisses animales, les glycérides synthétiques, les cires et les polyalkylsiloxanes liquides.
% Les pommades absorbant de I’eau :

Ces pommades peuvent absorber des quantités plus importantes d’eau. Leurs excipients sont
ceux d’une pommade hydrophobe dans lesquels sont incorporés des émulsifiants du type eau-
dans-huile tels que la graisse de laine, des alcools de graisse de laine, des esters de sorbitanne,

des monoglycérides, des alcools gras.
s Les pommades hydrophiles :

Les pommades hydrophiles sont des préparations dont les excipients sont miscibles a 1’eau.
Ces derniers sont constitués habituellement par des mélanges de polyéthyléneglycols

(macrogols) liquids et solides. Ils peuvent contenir des quantités appropriées d’eau [57].

11.3.3. Criteres de choix des Excipients

Les excipients pour pommades peuvent étre d’origine naturelle ou synthétique. Selon la
nature de I’excipient, la préparation peut avoir des propriétés hydrophiles ou hydrophobes
(Tableau I1.1).

Un bon excipient doit contribuer a donner a la préparation pour application cutanée une

consistance qui permette un étalement facile :

= |l doit étre bien toléré et son pouvoir allergisant doit étre faible.

= ]l doit présenter le moins d’incompatibilités possibles avec les autres constituants et le
conditionnement.

= |l doit en général faciliter la pénétration des principes actifs dans les tissus.

= |l doit étre suffisamment stable pour permettre une bonne conservation.

= Si cela n’est pas incompatible avec d’autres propriétés, on lui demande de plus d’étre
lavable a I’eau et de ne pas tacher le linge.

» Enfin, on peut lui demander d’étre stérilisable. [57]
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Tableau 11.1 : Classification des excipients pour la préparation des pommades [57,61]

Type d’excipient Famille constituants
Excipients Glycérides Axonge
anhydres Saindoux
Huiles végétales
Huiles hydrogenées
Cires Lanoleine
Cire d’abeille
Palmilate de cetyle
Hydrocarbures Vaseline
Perhydrosqualéne
Paraffine
Polyéthylene  glycol et | Silicones
homologues
Excipients hydratés ou Gels de produits minéraux Bentonite
Hydrogels Clarsol
Silice
Alginates
Gels de polymeéres | Gélose
organiques Pectine
Lanoline
Kaogel

Excipients émulsionnés

Excipients émulsionnés eau dans huile (E/H)

Excipients émulsionnés huile dans eau (H/E)

11.3.3. Préparation des pommades

¢+ A Dofficine :

Les pommades sont préparées dans un mortier. Quelquefois, 1’excipient est ramolli par

chauffage ou méme fondu pour un malaxage plus facile ou pour pouvoir dissoudre plus

facilement des principes solubles.

+ A Pindustrie :
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Dans I’industrie on fait appel a des mélangeurs — malaxeurs choisis en fonction de la
consistance de la pommade, ou a des agitateurs a fouet ou a palette. Le malaxage se fait
souvent sous vide pour éviter 1’inclusion de bulles d’air, dans une cuve a double enveloppe,
chauffée a la vapeur. Pour parfaire I’homogénéité, on fait passer la pommade obtenue dans les

filieres d’un homogénéisateur.

Lorsque le principe actif est insoluble, il est broyé finement, tamisé et la pommade obtenue

homogénéisée dans un broyeur a 3 cylindres (figure 11.2).

Figure 11.2 : Broyeur a cylindres (lisseuse)

Avant d’aborde la pénétration de la pommade a travers la peau, il faut faire un rappel sur la

constitution de la peau. [55]

11.3.4. La peau

La peau est assurément un organe vivant a l’interface entre les organismes vivants et
I’environnement. Ses propriétés quantitatives qui varient selon les sites anatomiques du corps
humain et dépendent de 1’4ge et du sexe. La connaissance du comportement mécanique de la
peau présente un intérét pour le diagnostic des maladies cutanées et pour tester 1’efficacité des

produits cosmétiques sur la peau [62].

11.3.4.1. Structure de la peau

La peau est ’organe le plus important de 1’organisme, avec la surface environ 1,8 m? et un
poids d’environ 4 kg pour un adulte de 70 kg. C’est un organe hétérogene, composé de
plusieurs couches et annexes (figure 11.3). Structurellement et en relation avec son origine
embryologique, la peau est divisée en deux régions tres différentes : I’épiderme qui a une

origine ectodermique et le derme d’origine mésodermique.
% L’épiderme :

L’¢épiderme est un ¢épithélium pavimenteux pluristratifié et kératinisé en perpétuel

renouvellement. Il se renouvelle en 28 jours. De sa surface au derme on retrouve 5 ou 6
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couches, basées sur les propriétés des cellules. Le nombre de couches varie selon les
localisations corporelles. La plupart des cellules épidermiques sont des kératinocytes qui sont

formés par différentiation des cellules de la couche basale.
s Lederme:

Le derme est un tissu conjonctif constitué d’une substance fondamentale dans laquelle
baignent des cellules, des fibres de collagéne et des fibres élastiques. Son épaisseur est de
0,2- 0,3 cm. Contrairement a 1’épiderme le derme contient des vaisseaux sanguins et

lymphatiques et des nerfs.

Parmi les cellules du derme, les fibroblastes sont les plus nombreux et ils sont responsables de
la synthése du matériel extracellulaire. Ils synthétisent le collageéne, 1’élastine, la substance
fondamentale de la matrice extracellulaire et les glycoprotéines de structure. Leur activité est
intense lors de la cicatrisation. Dans le derme on retrouve aussi des mastocytes, macrophages

et leucocytes qui jouent un role dans les réponses inflammatoire et immunologique.
% L’hypoderme :

L’hypoderme est la couche la plus profonde de la peau et constitue 15 a 20 % du poids
corporel. C’est un réseau de cellules graisseuses (adipocytes) qui sont regroupées sous forme
de lobules et attachées au derme par des fibres de collagéne et d’élastine. On y trouve aussi
des fibroblastes et des macrophages. Elle agit comme isolant thermique, protége contre les

chocs et constitue aussi un réservoir énergétique.
% Les annexes cutanées :

Dans le derme et dans la partie supérieure de I’hypoderme se trouvent des annexes cutanées
les follicules pilosébacés, les glandes sébacées, les glandes sudoripares et les phanéres (ongles
et cheveux). Les annexes sont présentes sur tout le corps mais leur nombre varie beaucoup

selon I’endroit [63].
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Epiderme [ ;
Derme

! Hypoderme
Structure sous-jacentes [

Figure 11.3 : Schéma représentant la structure de la peau humaine [64]

11.3.4.2. Enjeux de I’application topique

La peau peut étre la cible des principes actifs en elle-méme ou bien elle peut étre
considérée comme une voie d’administration systémique des médicaments. L’usage
pharmaceutique consiste a appliquer des formulations sur la peau afin d’atteindre plusieurs

objectifs :

v Pour obtenir une action locale en traitement des maladies dermatologiques de type
eczémateux (par exemple des corticostéroides dans le cas de dermatite),

v" Pour obtenir des effets systémiques en utilisant le passage transdermique (par exemple
des patches de nicotine pour cesser de fumer, des patches contenant des dérivés
cestrogeniques),

v Pour protéger la surface cutanée (par exemple antisolaires, désinfectants), Pour obtenir
une action des principes actifs dans les couches profondes de la peau (par exemple des
anti-inflammatoires non-stéroidiens pour le traitement des états inflammatoires

musculaires).

L’absorption percutanée est un terme assez général qui decrit le transport de substances de
la surface de la peau vers les couches profondes de la peau, voire dans la circulation sanguine.

Cela prend en compte plusieurs termes différents :

v' La pénétration — décrit I’entrée de la substance dans une couche ou structure

particuliere, par exemple dans la couche cornée
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v’ La perméation — décrit la pénétration d’une couche vers une autre, qui est
fonctionnellement et structuralement différente de la premiére couche

v’ La résorption — décrit le transport de la substance vers les vaisseaux sanguins et/ou
lymphatiques ; dans la plupart des cas ce processus conduira la substance résorbée
vers la circulation sanguine générale L’absorption — concerne 1’ensemble des
processus mentionnés ci-dessus, indiquant la quantité finale de la substance qui se

retrouve dans la peau aprés son application sur la surface de la peau.

Formulation
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Figure 11.4 : Les processus d’absorption a travers la peau en fonction de différents facteurs,

ainsi que différents résultats possibles

11.3.4.3. Perméation a travers la peau

a. Perméation a travers la couche cornée

Prenant en compte la structure et composition chimique de la couche cornée et les
propriétés physico-chimiques du perméat, on distingue deux voies de perméation possibles :
intercellulaire et transcellulaire. Il a été observe que la plupart des substances empruntent la

route intercellulaire, ce que souligne le réle des lipides du stratum corneum dans le processus

de perméation.
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b. Perméation a travers les couches viables de I’épiderme

Une fois la substance dans la couche cornée, celle-ci diffuse ensuite vers les couches
viables de la peau (I’épiderme viable et le derme) selon un gradient de concentration. Le
deuxiéme procédé de partage se produit : a partir des lipides bien structurés dans 1’espace
intercellulaire de la couche cornée vers un tissu majoritairement hydrophile. La solubilité dans
I’eau est en effet nécessaire pour qu’une molécule puisse pénétrer dans cette couche
hydrophile de la peau. Ensuite, la diffusion de la substance dans les couches viables de la
peau se produit. Les molécules de caractere lipophile modéré diffusent facilement.

c. Perméation a travers le derme

La substance rejoint, ensuite, le derme qui contient les vaisseaux sanguins et le phénomeéne
de résorption se produit. L’absorption d’une molécule par le derme a été récemment décrite
par Krestos et al.. Cross et Roberts ont montré que les vaisseaux sanguins permettaient
I’élimination de petites molécules. La profondeur de pénétration d’une molécule dépend de sa

masse moléculaire et de la fraction libre de la molécule dans la peau.
d. Perméation a travers des annexes

Plusieurs auteurs ont souligné le réle des annexes dans 1’absorption cutanée (glandes
sudoripares, follicules pilosébacés). La surface relative des annexes cutanées de la peau
humaine est que 0,1 — 1 %, donc cette voie n’est pas considérée comme prédominante pour
I’absorption cutanée. Cependant, dans les zones de forte pilosité ce transport peut éEtre
important. Les annexes pourtant peuvent constituer des voies de "shunt" permettant le

transport transcutané rapide pour de grandes molécules polaires.

L’efficacit¢ immunisante de I’ADN apres application topique a €té observée. Puisque la taille
de cette molécule est importante, la voie Trans folliculaire a été la seule possibilité de
transport vers des couches profondes de la peau. Les annexes peuvent aussi constituer des

réservoirs pour des molécules et des vecteurs tels que les micro- et nanoparticules [63].

11.3.5. Caractérisation des pommades

% Contrbéle macroscopique : Homogenéité, coloration, finesse de la poudre dispersée,
présence ou absence de bulles d’air, facilité d’étalement.

%+ Contréle microscopique : Homogénéité de la dispersion des poudres ou des
gouttelettes de liquide dans une émulsion.
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% Etude viscosimétrique : Mesure de I’enfoncement du cone de Mahler (dureté de la
pommade qui donne une idée de la facilité d’étalement).

<+ PH : 1l doit étre compatible a celui de la peau ou ramener celui-ci a sa valeur normale.
Le pH peut avoir aussi une influence sur la stabilité d’une émulsion, d’un gel, d’un
principe actif, sur la compatibilité¢ avec les excipients, sur 1’activité des conservateurs.

%+ Essais de conservation : Essais de vieillissement dans des conditions de température,

d’humidité différentes puis dosage du principe actif pour vérifier I’homogénéité.
11.3.6. Activité anti-inflammatoire des pommades

L’inflammation ou réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants, vascularisés a
une agression. Cette agression peut étre liée a une infection, ¢’est-a-dire a une bactérie, un
virus, un parasite ou encore un champignon. Elle peut aussi étre due a un agent physique
comme le froid, les radiations, un traumatisme ou encore a un agent chimique, c’est a dire un
agent caustique, une toxine ou un venin. Les corps étrangers exogenes ou endogénes peuvent
aussi entrainer une réaction inflammatoire. Enfin, I’inflammation peut étre liée a une
agression de type dysimmunitaire. Cette réaction inflammatoire est habituellement bénéfique,
son but étant d’éliminer 1’agent pathogéne et de reparer les lésions tissulaires. Parfois elle peut
étre néfaste s’il y a une anomalie de régulation des processus inflammatoires ou s’il y a des

anomalies qualitatives ou quantitatives des cellules intervenant dans I’inflammation [65].

Les anti-inflammatoires permettent de lutter contre I’inflammation quelle que soit la cause
de cette inflammation. Ce sont des traitements symptomatiques, c’est a dire qu’ils ne
suppriment pas la cause de I’inflammation mais seulement sa conséquence. Ils ont une action
également sur la douleur. Il existe deux catégories, les anti-inflammatoires non stéroidiens

(AINS), et les anti-inflammatoires stéroidiens : les corticoides. [66]

11.3.6.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les AINS constituent une classe thérapeutique tres utilisée en raison de leur activité
antipyrétique, antalgique et anti-inflammatoire. Ils sont utilisés dans de nombreuses
indications comme dans les douleurs ostéeomusculaires, les affections rhumatologiques, en

traumatologie, dans les coliques néphrétiques ... [67]

Le mécanisme d’action des AINS a été précisé par les travaux de Vane en 1971, et repose en
grande partie sur I’inhibition compétitive, réversible ou non, de la cyclo-oxygénase (COX),

une enzyme qui permet la production de prostaglandines, a partir de 1’acide arachidonique. La
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production de prostaglandines participe a I’inflammation (vasodilatation, augmentation de la
perméabilite capillaire), & la douleur (sensibilisation des nocicepteurs) mais contribue
également, en dehors de toutes situations pathologiques, a la production basale au niveau de la
muqueuse gastrique, de mucus et de bicarbonates intervenant dans le maintien de

I’hémodynamique rénale et I’homéostasie tissulaire [78]

Cette caractéristique commune a tous les AINS d’inhiber la COX conduit a une réduction

d’importants médiateurs de I’inflammation notamment les prostaglandines (PGE2, PGI2)

(Figure 11.5).
La cyclo-oxygénase comporte deux (2) iso-enzymes :

- Cyclo-oxygénase 1 (COX-1) : constitutive
- Cyclo-oxygénase 2 (COX-2) : inductible

Certains AINS inhibent les deux (2) COX, ils sont dits classiques ou non sélectifs. D’autres

inhibent sélectivement la COX-2, ils sont dits sélectifs, ce sont les coxibs.

Phospholipides membranaires

4

Hydroperoxydes - Acide arachidonique ————1.,

l Réactions catalysées
par les cyclooxygénases
Leucotriénes PGG2 '

e _ AINS
Prostaglandines Prostacycline PGI2 Thromboxane A2

PGD2, PGEL, PGFla

Figure 11.5 : Mécanisme d’action des AINS. [68]

11.3.6.2. Anti-inflammatoires stéroidiens (AlS)

Les AIS constituent une vaste famille de médicaments dérivés du cortisol (glucocorticoide
surrénalien). Les glucocorticoides sont des substances dérivées du cholestérol, dont la
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production est stimulée par 1’hormone corticotrope (ACTH : Adreno Cortico Trophic
Hormone) libérée, selon un cycle nycthéméral, par le lobe antérieur de I’hypophyse. Dans les
tissus cibles, les glucocorticoides se fixent a leurs récepteurs situés dans le cytoplasme de la

cellule.

Le complexe récepteur-ligand formé, pénétre dans le noyau cellulaire ou il se fixe a de
nombreux éléments de réponse aux glucocorticoides dans la région du promoteur des genes-
cibles. Le récepteur, ainsi fixé & la molécule d'ADN, interagit avec les facteurs de
transcription basiques, provoquant une augmentation de I'expression genique de genes-cibles
spécifiques. Ce processus est appelé transactivation et conditionne la plupart des effets
secondaires meétaboliques et cardiovasculaires des glucocorticoides (Figure 11.6). La
transcription de ’ADN en ARNm, permet la synthése de protéines spécifique dont la
lipocortine qui a une action inhibitrice sur la phospholipase A2 membranaire, bloque la
formation d’acide arachidonique. Le mécanisme opposé est appelé transrépression, ou le
récepteur hormonal activé interagit avec des facteurs de transcription spécifiques et prévient
la transcription des génes-cibles. Les glucocorticoides sont capables d'empécher la

transcription de tous les génes immuns, incluant celui codant interleukine 2 (I1L-2) [69]

Les glucocorticoides ordinaires ne font pas de différence entre la transactivation et la
transrépression, et influencent a la fois les genes immuns "voulus" et ceux "non voulus"
régulant les fonctions métaboliques et cardiovasculaires. Actuellement, les efforts de
recherche visent a découvrir des glucocorticoides qui agissent sélectivement sans réprimer le

systéeme immunitaire. [70]
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Figure 11.6 : Mécanisme d’action des glucocorticoides. S: substrat (glucocorticoide) —

traversée membrane plasmique, R: récepteur, CBG : cortisol binding globulin (transcortine)

Glucocorticoides —» Protéine = lipocortine

¥ pPhospholipase A,

Acide arachidonique

Leucotriénes Prostanoides

Inflammation

Figure 1.7 : Mécanisme d’action des glucocorticoides (suite)

11.4. Conclusion :

Nous concluons que la pommade anti-inflammatoire est produit médicale utilise en
application locale sur la peau. Elle est obtenue en mélangeant des substances graisse dans une
solution aqueuse, a des principes actifs destinés a combattre des inflammations. La pommade
anti-inflammatoire peut étre utilise pour soigner diverses douleurs musculaire et articulaires
d’origine inflammatoire comme dans des traumatismes de type entorses, tendinites, ou dans
certain maladie chronique des articulations comme les spondylarthropathies ou I’arthrose. Il
est géneralement indique de masser la zone attient jusqu’a pénétration complet de la

pommade, plusieurs fois par jour.
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Chapitre 111 : Matériel et Méthodes

I11.1. Objectif du travail

Lors de ce travail, on cherche a optimiser la formulation d’une pommade anti-
inflammatoire de type hydrophobe a base de 1’huile fixe de la Nigelle cultivée. Les excipients
employés pour la formulation de cette pommade sont: huile de vaseline, la vaseline, la

paraffine et le beurre de Karité.
L’étude expérimentale est divisée en trois parties principales :

- La premiére partie consiste a la caractérisation physico-chimique de I’huile végétale
de Nigelle

- Dans la deuxiéme partie, on s’intéresse a la formulation de la pommade anti-
inflammatoire

- Lors de la derniére partie de notre travail, on opte a une caractérisation de la pommade
formulée par le biais des moyens existant au niveau du laboratoire, en plus on étudie

I’effet anti-inflammatoire de la formulation préparée.

Cette étude expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire Chimie 4 du Hall
Technologie. L’activité anti-inflammatoire de la pommade formulée a été déterminée au

niveau du laboratoire d’expérimentation animale (I’animalerie) de lycée.

111.2. Matériel et méthodes
111.2.1. Matériels
» Matériel et Produit chimique utilisés

Le matériel et les produits utilisés dans cette étude expérimentale sont résumée dans le

tableau 111.1 et 111.2 respectivement.
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Tableau I11.1 : Matériel utilisés

Matériels Fournisseurs
La centrifugeuse Hellich (ZENTRIFUGEN)
Agitateur / plaque chauffante Heidolph
Balance Adventurer (OHAUS)
Refractomeétre Fxacta+optech
Spectrophotométre UV-visible SHIMADZU
Spectrophotometre IR transformé de )
fourier (FTIR)

Tableau I11.2 : Produits chimiques utilises.

Nom Formule M (g/mol) Pureté (%) Fournisseurs
générale

Ethanol C2HesO 46.07 96 Sigma-Aldrich
Ether de pétrole / / / /

Hydroxyde de potassium KOH 56.11 97 BDH chemicals Ltd
Acide chlorhydrique HCL 36.5 37 Chem-Lab NV
Phénophtaléine C20H1404 318.32 / Sigma- Aldrich
carbonate de sodium Na2CO3 105,9888 / Chem-Lab CL

» Matiére végétale

Dans notre étude, 1’huile végétale fraiche de la Nigelle est obtenue par pression a froid des

graines de la Nigelle cultivée (Nigella Sativa L.). Ces graines sont commercialisées et

originaire de la Syrie.

> Matiéres premiéres

e Vaseline : Chimiquement, la vaseline est un mélange purifie hydrocarbure saturée a

longue de chaine, solide Son inertie chimique et physique en fait un véhicule idéal pour

protéger les ingrédients actifs délicats, pour formuler des pommades pour les peaux les
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plus sensible, ou pour formuler les produits avec pH acide ou alcalin. Sa nature chimique
et sa microstructure colloide définissent ses qualités multiples. Grace a sa consistance
semi-solide, la vaseline peut étre employée seul comme un agent structurant idéal pour les
pommades hydrophobes [71].

e Beurre de karité :
Synonymes : arbre a beurre, arbre de vie aux multiples vertus.
Nom scientifique : Butyrospermum parkii.
Famille : sapotacées
Le beurre de karité est un produit efficace aux vertus exceptionnelles, il résout les
problemes de peau sans aucune contre-indication. Il posséde de puissantes vertus
régénératrices et réparatrices de la peau grace aux vitamines A, D, E et F qu’il contient
naturellement. 1l apaise, protégé, nourrit et assoupli la peau, ce qui contribue a la garde

jeune et en bonne santé, il combat les rides et le dessechement [72].
e Paraffine

Les paraffines, du latin Parum affinis, "qui a peu d'affinité", sont des alcanes, a savoir des
molécules linéaires d'hydrocarbures saturés a chaine droite (ChH2n+2). On peut distinguer

essentiellement les :

- Paraffine solide : cires (n=20 a 40)
- Paraffine liquide : (n=8 a 19) [73].
» d) matiere animale :

Pour réaliser notre étude expérimentale concernant 1’effet anti-inflammatoire, on a acheté
des souris de race Swiss a Blida et on les a deposé dans le laboratoire d’expérimentation
animale (animalerie) au niveau de lycée, le poids des souris varié entre 20 et 30g, ils ont éeté
gardés a une température ambiante variante entre 25 et 30 C.

111.2.2. Méthodes

Avant le démarrage de I’expérimentation, tout d’abord, nous effectuons le processus de
centrifugation de I’huile végétale de Nigelle (HV) a I’aide d’une centrifugeuse (figure I11.1)
pour séparer la poudre fine restante des graines de I’huile de Nigelle. A la fin de

centrifugation, on récupeére 1’huile nette seulement.
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Figure 111. 1 : Centrifugation de I’huile de Nigelle achetée
Protocole :

» Remplir ’HV dans des tubes au méme niveau.
» Déposer les tubes dans 1’appareil en paralléle.

» Régler I’appareil a vitesse de 6000rpm pendant 15 minutes.

111.2.2.1. Caractérisation physico-chimique de I’huile végétale de Nigelle

Pour déterminer les différentes caractéristiques physico-chimiques de 1’huile de Nigelle, on
utilise les méthodes indiquées par le recueil de norme de 1’Association Frangaise de

Normalisation (AFNOR).

a. Caractérisation physique de ’HV
= Densité relative

La densité relative est le rapport entre la masse d’HV a 20°C et la masse d’eau distillée, au
méme volume et a la méme température. Elle est mesurée a 1’aide d’un pycnomeétre et une

balance analytique. [4]
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Figure 111.2 : le pycnométre

Protocole de mesure :

*

X/

Nettoyer soigneusement le pycnometre et le sécher.

Déterminer la masse mo du pycnomeétre vide.

Remplir le pycnométre avec de 1’eau distillée jusqu’a le trait de jauge
Déterminer la masse m1 de pycnométre rempli d’eau distillée.
Nettoyer et sécher le pycnométre.

Remplir le pycnométre avec I’HV jusqu’a trait de jauge.

Déterminer la masse mz de pycnométre contenant I’'HV

En utilisant 1’équation (III.1) pour calculer la densité relative de ’'HV.

Avec :

d=T20 e (IIL1)

mp;—my

mo : Masse (g) du pycnométre vide.

M1 : Masse (g) du pycnometre rempli d’eau.

m2 : Masse (g) du pycnometre rempli d’HV.
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= |ndice de réfraction

L’indice de réfraction est défini comme étant le rapport entre le sinus de 1’angle d’incidence et
le sinus de I’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’ondes déterminée passant
de I’air a ’HV maintenue a une température constante. L’indice de réfraction est mesuré a

I’aide d’un refractométre d’Abbe a la température ambiant puis ramené a 20 C. [74]

Figure 111.3 : Réfractométre d’ Abbe utilisé pour mesurer I’indice de réfraction.
Protocole de travail :

% Nettoyer la lame du réfractometre en utilisant du papier absorbant.

¢ Etalonner I’appareil avec 1’eau distillée.

% Mettre quelques gouttes d’HV a analyser dans la lame de réfractometre et régler le
cercle de chambre sombre et claire dans la moitié, et effectuer la lecture des résultats

en prenant compte de la température du laboratoire 24.2°C.
L’indice de réfraction est calculé par la formule suivante :
n2® =nl +0.0004(T —20).................. (Il[.2)
Avec :
n2°: L’indice de réfraction & 20°C.
np: L’indice de réfraction a la température de 1’analyse.
T : la température de 1’échantillon pendant 1’analyse.

b. Caractérisation chimique de ’HV
= Indice d’acide (IA)

L’indice d’acide est le nombre qui exprime en milligrammes la quantit¢ d’Hydroxyde de

potassium nécessaire a la neutralisation des acides libres présents dans 1g de I’HV [74].
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Mode opératoire

¢ Dissolvez 1g d’HV, dans 50 ml d’un mélange a volumes égaux d’éthanol et éther.
% Titrez le mélange avec la solution de KOH (0.1 M) en présence de phénophtaléine
jusqu’au virage de coloration (rose persiste).

«» Notez le volume de la solution de KOH versé.

L’indice d’acide est déterminé par I’expression suivante : (111.3)

__ 591xn

In =20 e (1113)

Avec :
5.91 : Equivalent de KOH.
n : volume de KOH (ml).
M : masse d’HV (g).
= Indice de Saponification (Is)

C’est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité KOH nécessaire a la neutralisation

des acides libres et a la saponification des esters présents dans 1g d’HV [74].
Mode opératoire

¢+ Dans une fiole de 250 ml de verre munie d’un réfrigérant a reflux, introduisez la prise
d’essai (1g) d’huile végétale de Nigella sativa L. et Ajoutez 25 ml d’Hydroxyde de
potassium alcoolique (0.5 M) et quelque billes en verre.

¢ Adaptez le réfrigérant et chauffez a reflux pendant 30 min.

% Titrez immédiatement (alors que la solution est encore chaude) par 1’acide
Chlorhydrique 0.5M (n; ml d’acide Chlorhydrique 0.5 M) en présence de
phénophtaléine.

¢+ Effectuez un essai a blanc dans les mémes conditions (n , ml d’acide Chlorhydrique
0.5M).

L’indice de saponification est déterminé & partir de cette formulation (111.4)

_ 28.05*(1’12 —n1)

I r

ctveeeneneenn (1I14).
Avec :

n;: Volume de HCI nécessaire pour la neutralisation de I’échantillon (ml).

n,: Volume de HCI nécessaire pour la neutralisation de 1’essai a blanc (ml).
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M : Masse d’échantillon (g).
= Indice d’Ester (IE)

C’est nombre qui exprime en milligrammes la quantité de KOH nécessaire a la saponification
des ester présents dans 1g de substance. Il est déterminé a partir de I’indice de Saponification
et I’indice d’Acidité.

I11.2.2.2. Caractérisation structurale par spectroscopie FTIR de ’HV

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourrier (FTIR) est une méthode d’analyse
basée sur I’absorption d’un rayonnement infrarouge par le matériau analysé. Elle permet via
la détection des vibrations caractéristiques des liaisons chimiques, d’effectuer 1’analyse des

fonctions chimiques présentent dans le matériau [75].
Le spectre infrarouge de cette HV est obtenu en suivants les étapes ci-dessous :

¢+ Une pastille est réalisée en mettant sous presse la poudre obtenue apres avoir mélangé

notre huile a analyser et le KBr sec préalablement broyée dans un mortier.

¢+ Les proportions sont les suivantes : nous prenons quelques mg de KBr broyé en
poudre avec quelques gouttes d’huile végétale de Nigelle cultivée, le mélange est
comprimé sous pression. La pastille obtenue doit étre la plus translucide possible.
Apres avoir été placée dans le support approprié, la pastille est positionnée sur la

trajectoire du rayon. Le spectre est alors enregistré.

111.2.2.3. Evaluation de I’activité antioxydant par DPPH

» Principe

L’activité antioxydant de 1’huile de Nigelle et de 1’antioxydant standard (acide férulique)
vis-a-vis du radical DPPH a été evaluée a 1’aide d’un spectrophotometre UV-visible en
suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette
(DPPH?) a la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a 517 nm (Figure 111.5). Cette capacité de
réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des substances anti-

radicalaires. [76]
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N N
| + Antioxydant -O ——— | + Antioxydant-Os
N NH
NO] NO“ I\Oj NO:
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 111.4 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH
» Mode opératoire

Préparation des solutions de travail

% On prépare au début la solution de DPPH par dissolution de 2.4 mg de DPPH dans

100ml Ethanol, on laisse la solution sous agitation pendant 2h jusqu’a la solubilisation

totale du DPPH.

% Préparation de la courbe d’étalonnage :

Les solutions en acide férulique (AF: molécule anti-oxydante puissante) sont

préparées avec des concentrations varies entre 5.1073 et 10~ mg/mL (Tableau I11.3).

Tableau 111.3 : Différentes concentrations d’AF utilisées

Tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9

10

Car (mg/ml) | 5.1073 | 0.01 | 0.02 | 0.03 | 0.04 |0.05 | 0.06 |0.08 |0.09

0.1

Protocole :

+» Dans un tube d’essai, mettez 0.1ml de la solution de I’AF avec 3.9ml de la solution de

DPPH, laissez le melange a I’obscurité pendant 30 min a 25°C.

< Un contrble a blanc qui est contenu uniquement la solution de DPPH est mesuré a

517nm.
% Le blanc contient uniquement 1’éthanol.

¢+ Aprés 30min, la lecture est réalisée par UV visible a 517nm.
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A partir des valeurs obtenues lors de 1’expérience d’étalonnage, nous établissons le

pourcentage d’inhibition qui est calculé par la formule suivante (I11.6) :

Ac—Ag

1(%) = i

SO/ // A7)

Avec:
A : Absorbance de controle.
Ag : Absorbance de 1’échantillon

On refait la méme chose (méme protocole) pour I’huile végétale de Nigelle (HV) en

changeant uniquement le volume de I’huile pris dans chaque expérience (Tableau I11.4):

Tableau I11.4 : Différentes expériences réalisées avec I’HN

Tube 1 2 3
VN (ml) 0.1 0.05 0.025
VorpH (MI) 3.9 3.950 3.975

111.2.2.4. Pouvoir réducteur

Plusieurs méthodes analytiques peuvent é&tre utilisées pour la quantification des
polyphénols totaux. L’analyse par le réactif de Folin-Ciocalteu est la plus utilisée, nous avons
utilisé le mode opératoire proposé par Al-Farsi et al. [77] mais avec quelques modifications

au niveau des concentrations des réactifs.
Préparations des solutions de travail

+¢ Initialement, on prépare 250 ml de la solution de réactif de folin 10 fois diluée.
¢ Plusieurs solutions en AF sont préparées avec des concentrations varies entre 0.01 et
0.1 mg/ml (Tableau I11.5).

Tableau I11.5 : Différentes concentrations d’AF utilisées dans 1’expérience

Tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Car (mg/mL) | 0.01 | 0.02 | 0.03 | 0.04 |0.05 |0.06 |0.07 {0.08 [0.09 |01
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Protocole expérimentale

¢ Dans un tube a essai, on met un volume de 200uL d’échantillon (les solutions de I’AF
ou I’huile végétale) avec 1ml de réactif de folin et on agite bien.

s Aprés 4 minutes, 800uL de carbonate de sodium (Na2COs) de concentration 75
mg /ml ont été ajoutés au mélange précéedent.

% L’ensemble a été a I’abri de la lumicre a la température ambiante pendant 120 min et
la lecture a été effectuée a 765 nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotométre

UV-Visible.

111.2.2.5. Formulation de la pommade anti-inflammatoire

L’objectif de cette partie est d’optimiser les différents constituants pour formuler une

pommade douée d’un effet anti-inflammatoire a base de I’huile de Nigelle.

Généralement les propriétés de mélange dépendent de sa composition, il est fréquent que 1’on
veuille traduire les variations d’une propriété en fonction de la concentration de divers

constituant

La préparation est de nature semi dure destinée a ’application cutanée, et consiste en une
pommade hydrophobe de 25g. Trois types de pommades ont été préparés, en changeant la

matiére premiere hydrophobe :

- Pommade a base de la vaseline
- Pommade a base de la paraffine solide

- Pommade a base de beurre de karité
A/ Formulation d’une pommade a base de la vaseline :

++ Dans un bain marie dissoudre la vaselinea T 60 C.

% Apres la dissolution de vaseline ajouter 1’huile de vaseline et laisser le mélange
refroidir jusqu’a T=40°C

% Ajouter ’HV avec des proportions différentes. Selon le tableau ci-dessous, on obtient

9 formulations différentes
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Tableau I11.6 : Différentes formulations préparée a base de la vaseline.

Essai Vaseline Huile de vaseline HV
(%) (%) (%)
F1 60 20 20
F2 70 10 20
F3 50 30 20
Fa 50 20 30
Fs 60 10 30
Fe 40 30 30
F7 55 20 25
Fs 65 10 25
Fo 45 30 25

B/ Formulation de la pommade a base de la paraffine solide

+¢+ Dans un bain marie dissoudre la paraffine solide a température environ de 60 C

% Aprées la dissolution totale de la paraffine ajouter I’huile de vaseline et laisser le
mélange refroidir.

< Ajouter I’HV. Quatre formulations sont obtenues en variant la proportion de la

paraffine, I’huile de vaseline et HV dans le mélange (tableau I11.7).

Tableau I11.7 : Différentes formulations préparées a base de la paraffine

) Paraffine | Huile de vaseline HN
Essal
(%) (%) (%)
F1 15 55 30
F2 20 55 25
F’s 25 55 20
F’4 15 60 25

C/ Formulation de la pommade par le beurre de karité

+¢+ Dans un bain marie dissoudre le beurre de karité a température entre 28 et 35C.
% Apres la dissolution, ajouter I’huile de vaseline et laisser le mélange refroidir.

%+ Ajouter I’HN avec des pourcentages différents.
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Tableau 111.8 : Différentes formulations a base du beurre de karité

Essai Beurre de karité | Huile de vaseline HV
(%) (%) (%)

F'1 79.04 10 10.96
F™2 70 10 20

111.2.2.6. Caractérisation des pommades formulées

a. Caractérisation macroscopique
<> Obstruction de la couleur
X La consistance
X Odeur de chaque pommade

b. Homogénéité
Etaler la pommade en couche mince sure une surface plane a 1’aide d’une spatule afin de voir
la répartition réguliere ou non des constituants.

c. Mesure de pH

C’est une mesure de ’activité chimique des ions hydrogéne H' en solution. Le pH de la
pommade en contact de la peau doit se située a une fourchette allant de 5.5 a 6 car la peau est
normalement légerement acide, ce qui lui permet de développer une protection plus contre les

attaques naturelles et permanents des micro-organismes [78].

Il existe de nombreuses méthodes de mesure le pH. Dans notre étude, le pH est mesuré a
I’aide du papier pH.

I11.2.2.7. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in vivo

a. But

L’activité anti-inflammatoire de la pommade formulée a base d’HV est évaluée par une
méthode chimique a la carragéenine sur une inflammation provoquée chez les souris par

I’injection intra-plantaire de la carragéenine [80].

b. Principe
¢+ On Provoque une inflammation locale en injectant par voie sous cutanée dans la patte

du pied d’une patte postérieure une substance phlogogéne (témoin positif).
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X/
°e

X/
L X4

X/
L X4

Parallelement, procéder de méme fagon a un deuxieme groupe de souris, mais en
injectons de la solution physiologique au lieu de la substance phlogogéne (témoin
négatif).

Le volume ou 1’épaisseur de la patte utilisée est mesuré avant 1’injection de la
substance phlogogéne, et la solution physiologique, tout de suite aprés, puis plusieurs
fois de suite a intervalle réguliers.

La comparaison de I’évolution de I’inflammation a travers le volume ou 1’épaisseur de
la patte, chez le groupe expérimental et le groupe temoin renseigne sur la propriété

anti-inflammatoire de la pommade testée.

Réactifs et matériel

Solution de la carragéenine a 1%.
Solution physiologique (Na Cl a 0.9%).
Balance analytique

Pied a coulisse numérique

Seringue graduée et aiguillée

Gants

Cage

Mode opératoire

Ce teste a eté réalise sur 8 souris males de masse variant entre 20 et 30g (figure 111.7),

reparties en 4 lots.

X/
L X4

X/
°

Le lot A est utilisé pour la mise en évidence de ’effet phlogogene de la carragéenine,
en injectant 0.1 ml de la carragéenine a 1% dans la plante du pied de la patte.

Le Lot B est un témoin négatif, on injecte 0.1 ml de I’eau physiologique (Na Cl a
0.9%) dans la plante du pied de la patte.

Lot C, expérimental, on applique la pommade formulée par voie cutanée dans la plante
du pied.

Lot D, expérimental, on applique la pommade commerciale (Flucidal 3%) par voie
cutanée dans la plante du pied.

Les pattes postéerieures droites des 8 souris sont mesurées a I’aide d’un pied a coulisse
numerique comme le montre la figure 111.8.

On mesure 1’épaisseur des pattes juste aprés I’injection, puis apres toutes les 30 min,
on refait la mesure de 1’épaisseur des pates pour chaque lot et on compile les résultats

dans un tableau a deux entrées.
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¢+ On arréte la mesure, lorsque les pattes des souris reprennent leur dimension initiale a

savoir avant I’injection de la carragéenine ou bien au bout de 3 heures.

Figure 111.5 : Souris blanches utilisées dans notre étude, la race swisse

- 3 - g

Figure 111.6 : mesure des pattes des souris a I’aide d’un pied a coulisse numérique.
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Chapitre IV : résultats et discussions

Dans le chapitre précédent, on a décrit tous les protocoles appliqués lors de la réalisation de
cette étude. Dans ce chapitre, les résultats obtenus ainsi que leurs interprétations ont été
présentés. L’étude expérimentale est divisée en trois parties :

» La caractérisation physico-chimique et spectroscopique de 1’huile de Nigelle cultivée.
» La formulation d’une pommade anti-inflammatoire a base de I’huile de Nigelle.

» Etude de I’activité anti inflammatoire de la pommade.

Tout d’abord, on a fait une centrifugation de I’HN afin d’éliminer toutes les impuretés solides

restant dans 1’huile apres la pression a froid (figure IV.1).

Figure IV.1 : HN avant et apres la centrifugation

IV.1. Caractérisation organoleptique de ’HV

L’huile végétale de Nigelle d’origine de la Syrie est obtenue par pression a froid des
graines de Nigella Sativa L., le liquide obtenu de nature visqueuse, de couleur jaune a brun, a
une odeur forte. Les propriétés organoleptiques de cette huile sont présentées dans le tableau
Iv.1

Tableau IV. 1 : Propriétés organoleptiques d’huile végétale de la Nigelle cultivée

Aspect Liquide huileux
Couleur Jaune a brun
Odeur A une odeur forte caractéristique de Nigella sativa L.
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IV.2. Caractérisation physico-chimique de ’HV

Les caractéristiques organoleptiques et physico-chimiques constituent un moyen de

vérification et de contrdle de la qualité de I’huile végétale étudiée.

X/
°e

Premiérement, nous avons déterminé la densité de 1’huile de Nigelle, qui est un moyen
simple de contrdler la pureté de 1’huile. La densité de notre huile mesurée est de 0.919,
et elle est proche de celle trouvée par Atta [29]

L’indice de réfraction (IR) est un parametre qui dépend de la pureté du produit, plus
I’indice de réfraction d’un produit est proche a sa valeur normale, plus sa pureté est
grande. Dans notre cas, I’IR mesuré a la température de 24.2°C est de 1.4721, et il est
trés proche a celui trouvé par Atta [29]

L’indice d’acide représente la quantité en mg de KOH nécessaire pour neutraliser les
acides gras libres présents dans 1g de corps gras. Il est utilisé pour la caractérisation et
I’évaluation de la qualité d’huile et la teneur en acides gras libres, donc il permet de
juger leur état de détérioration. L’indice d’acide de I’'HV mesuré (figure 1V.2) est de
9.45 mg KOH/g HV et il est inférieur aux normes ce qui indique que I’HN est fraiche.
Les valeurs de I’indice de saponification (figure 1V.3) et d’ester sont légérement
différentes a celles mentionnées par Atta [29] Et cette différence revient peut-étre a
’origine des graines (I’Egypte dans le cas des travaux de Atta) et aussi aux conditions

de culture et de stockage des graines.
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Tableau 1V. 2 : Résultats de la caractérisation physico-chimique de ’'HV

Résultat Normes [29]

Caracteristiques | Densité 0.919 0.921 £ 0.0002
physiques Indice de réfraction 1.4721 1.4732
Caractéristiques | Indice d’acide (mg 9.45 11
chimique KOH/g HV)

Indice de 207.57 192

saponification (mg

KOH/g HV)

Indice d’ester (Mg 198.12 181

KOH/g HV)

Figure 1V.3 : Détermination d’indice de saponification. La solution titrée.
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IVV.3. Caractérisation par spectroscopie FTIR

La spectroscopie infrarouge joue un role tres important dans la caractérisation et

I’identification des groupements fonctionnels des composés des plantes.

La caractérisation par spectroscopie FTIR de I’HV de la Nigelle cultivée est réalisée au
niveau du laboratoire d’analyses physico-chimiques du Hall Technologie. Le spectre IR

obtenu est représenté dans la figure 1V.4
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Figure 1V.4 : Spectre FTIR de I’huile végétale la Nigelle Cultivée

A partir de la figure IV.4, le spectre FTIR de notre I’huile présente une large bande
d’absorption & 3286.81 cm™ qui a été affectée a la vibration du groupe hydroxyle du
carboxyle (R-COOH), les bandes a 2924.18 et 2854.74 cm™® ont été attribuées aux vibrations
de la liaison C-H des groupe d’alcane (CH,,CH; ). Un groupe intense a 1743.71 cm™ attribuée
a la vibration de la liaison carbonyle (C=0), la bande & 1658.84 cm™ a été affecté a la
vibration de la liaison du C=C, les bandes a 879.57 et 717.4 cm™ correspondant au mode

vibrationnel du cycle aromatique.
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IVV.4. Evaluation de P’activité antioxydant par DPPH

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
DPPH.

L’activité antioxydante du radical DPPH a été évaluée a 1’aide d’un spectrophotométre UV
visible en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur

violette (DPPH¥*) a la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a 517nm (figure 1V.5). [2]

2,3 0

|
NH

|
N* 4+ Antioxydant-OH — O,N NO, 4+ Antioxydant-O’
OQNO,NDZ

DPPH (violet) DPPH-H (aune)

Figure 1V.5 : Réaction d’une molécule antioxydante avec le radical DPPH
Afin de déterminer I’activité antioxydant de I’huile fixe de la nigelle cultivée, on a suit le

protocole opératoire indiquée dans le paragraphe 111.2.2.3 du 3°™ chapitre.

I =f(Car)
25
1 *
20 +
1 *
1 *
§15 + * y=214,31x+ 6,8742
s R2=0,9117
10 +
5 1
0 - | — | |
0 0,02 0,04 0,06 0,08
Car (mg/mL)

Figure 1V.6: Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de différentes concentrations de

1‘acide férulique.
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Tableau 1V.3 : Les valeurs d’absorbance de (HV+DPPH)

Volume de ’'HV
0.025 0.05 0.1
(ml)
DO 0.598 0.718 1.609

La méthode du piégeage du radical libre DPPH a montré que I’HV possede une activité

antioxydant moderée. Constituer une alternative a certains additifs synthétiques.
La valeur du pourcentage d’inhibition calculée est : 12.59%
IVV.5. Pouvoir réducteur

D’aprés la courbe d’étalonnage de I’acide férulique (Figure IV.6), lorsque la concentration
d’AF augmente 1’absorbance augmente aussi donc, le pouvoir réducteur augmente ce qui
confirme que I’AF posséde un pouvoir réducteur, ¢’est-a-dire il a une capacité de libérer
I’atome d’hydrogéne du groupement hydroxyle pour stabiliser d’autres radicaux qui sont

instables.

DO=f(CAF)
0,9

0,8 y=5,0394x + 0,2543 @
0,7 R?= 0,908_5

0,6 -

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

CAF(mg/ml)

Figure 1V.7 : la densité optique du réactif de folin en fonction de différentes concentrations

de I‘acide férulique.

Aprés avoir depose la valeur de DO(HV)= 0.380 dans la courbe d’étalonnage, nous obtenons
la valeur C=0.02mg/ml.

IV.6. Formulation de la pommade
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Le balayage de formulation va permettre de choisir parmi une vaste palette de variables de

formulation celle sur laquelle on va jouer pour fabriquer une pommade de type donné.
Nous avons préparé 15 formules de pommades a étudier :

» Celles qui contiennent de (la vaseline, 1’huile de vaseline et I’huile de Nigelle) de
différentes quantités.

» Et celles qui contient de (/beurre de karité, I’huile de vaseline et I’huile de Nigelle) de
différentes quantités.

» Et Iautre qui contient de (la paraffine, I’huile de vaseline et I’huile de Nigelle) de

différentes quantités.
IV.7. Optimisation des parametres de formulation :

L’optimisation consiste a déterminer le mélange optimal des toutes les formulations, et
comme variable de réponse nous avons pris les analyses organoleptiques (la couleur, la

consistance et I’odeur), I’homogénéité et le pH par le papier pH.
a. Les analyses macroscopiques :
Les résultats de ce balayage sont résumés sur :

» Pour la série d’essais réalisé qui contient de la vaseline, on obtient des formules
presque identiques de méme couleur de méme odeur et de méme aspect avec une
différence non remarquable. Leurs couleurs est jaune brun, leurs aspects est visqueuse,
leur consistance semi dur et leurs odeurs est agréable inspiré par les graines de nigelle.

» Puis on passe a la série d’essais qui contient de la paraffine. Les quatre formulations
sont de couleur jaune péale, on a remarqué que les formules sont instables dans le
temps et 1’apparition de deux phases. Elles sont de consistance molle, inspiré par une
odeur faible de I’HV.

» Et enfin pour la série d’essais réalisé qui contient du beurre de karité, on a remarqué
que les deux formules sont stables, de consistance semi dure et elles possédent un bon

aspect et une couleur jaune. L’odeur est celle de d’HV et de beurre de karité.

65



Chapitre 1V : résultats et discussions

Figure 1V.8: pommade formulée qui contient la vaseline

Figure 1V.9: pommade formulée qui contient la paraffine
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Figure 1V.10 : pommade formulée qui contient le beurre de karité
b. Homogénéité

Le test d’homogeénéité a été réalisé macroscopiquement par étalement d’une couche mince

de notre pommade sur une surface plane d’une feuille.

» Pour la série qui contient de vaseline. Toutes les formulations homogeénes avec une
présence des petites bulles d’air.
» Et pour la série qui contient de paraffine, on voit de I’apparition de deux phases
dans le temps avec des grains remarquables donc les formulations non homogenes.
» Enfin pour la série qui contient de beurre de Karité, elle est parfaitement
homogéne, on ne voit aucune présence de grumeaux ou des bulles d’air.
c. Potentiel Hydrogéne

Le paramétre le plus important aprés I’étude de la stabilité est la teneur en pH de ces
pommades étant donné que le produit va étre met en contact directe avec la peau. Pour

cela, nous avons procédé a un test a I’aide d’un papier pH.

» Les valeurs du pH mesurés par le papier pH sont comprises entre 5.5 et 6, cela est
montré par la couleur de papier pH.

Les F1 |F2 |F3 |F4 |F5 |F6 |F7 |F8 |F9 | F’1 | F2 | F’3 | F4 | F’1 | F’2

formules
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PH 657 |65|7 (6 |6 |7 |7 |7 |5 5 5.5 |5 6 6.5

1V.8. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in vivo

Pour chaque lot, les résultats obtenus sont compilés dans les tableaux qui suivent :

Tableau 1V.4 : lot (1) : mise en évidence de [’effet phlogogéne de la carragéenine.

N ° de souris 1 2 moyenne
Epaisseur initiale a to 0.085 | 0.061 0.073
Apres injection du carragéenine t; 0.104 | 0.094 0.099
Aprés 30 min a t2 0.102 | 0.092 | 0.097
Aprés 60 min a ts 0.104 | 0.090 | 0.097
Apres90 min a tq 0.100 | 0.084 | 0.092
Aprés 120 min a ts 0.097 | 0.079 | 0.088
Aprés 150 min a te 0.092 | 0.082 | 0.087
Apres 180 min a ty 0.087 | 0.083 | 0.085

Tableau IV.5 : Lot (2) : Témoin négatif de I’effet phlogogeéne de la carraghénine

N ° de souris 1 2 moyenne
Epaisseur initiale a to 0.08 [0.07 |0.075
Aprés injection du carraghénine t; 0.099 |0.109 |0.104
Apres 30 min a to 0.086 | 0.09 0.088
Apres 60 min a t3 0.08 0.081 |0.08
Aprés90 min a ts 0.079 |0.08 0.079
Apres 120 min a ts 0.074 |0.077 |0.075
Apres 150 min a te 0.072 | 0.074 |0.073
Aprés 180 min a ty 0.071 |0.075 |0.073

Tableau IV.6 : Lot (3) : mise en évidence de I’effet anti-inflammatoire de la pommade

formulée
N ° de souris 1 2 moyenne
Epaisseur initiale a to 0.085 | 0.061 0.073
Apres injection du carragéenine t; 0.104 | 0.09 0.097
Aprés 30 min a tz 0.093 | 0.079 0.086
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Apres 60 min a ts 0.105 0.07 0.087
Apres90 min a ts 0.102 | 0.068 0.085
Aprés 120 min a ts 0.100 | 0.07 0.085
Apres 150 min a te 0.090 | 0.074 0.082
Apres 180 min a ty 0.084 | 0.076 0.080

Tableau IV.7 : Lot (4) : mise en évidence de I’effet anti inflammatoire de la pommade

commerciale (Flucidal 3%)

N ° de souris 1 2 moyenne
Epaisseur initiale a to 0.073 | 0.067 0.07
Apres injection du carragéenine t; | 0.114 | 0.104 0.109
Apres 30 min atz 0.101 | 0.093 0.097
Apres 60 min a ts 0.097 | 0.084 0.09
Aprés90 min a ts 0.099 | 0.082 0.09
Apres 120 min a ts 0.095 | 0.077 0.086
Apres 150 min a ts 0.089 | 0.076 0.081
Apres 180 min a t; 0.083 | 0.071 0.077

Pour chaque lot c’est la moyenne des valeurs des 2 souris qui est prise en compte, et ce a
chaque temps. Les valeurs et surtout leur évolution, sont plus explicites une fois représentées

sous forme de 4 graphes dans un repére unique (fig. 1V-9).

Ci-dessous les 4 courbes dans un seul repére pour faciliter leur comparaison :

0,12

Eppaisseur (in)
o
o
(o)}

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Temps(S)

®— lotl ®— lot2 lot3 lot4

Figure IV.11 : Graphe qui montre 1’évolution des épaisseurs des pattes, pour les 4 lots.
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» Lot 1, et 2: I’épaisseur des pattes diminue lentement et c’est normal, car c’est la
réaction de défense de 1’organisme, mais la disparition de I’inflammation pour le lot 1
est plus lente que celle du 2°™ lot, et ¢a veut dire que I’effet phlogogéne de la
carragéenine est prouvé, et par conséquent 1’eau physiologique (solvant de dilution) ne
provoque pas de I’inflammation.

» Lot 3, et 4 : on remarque que presque la méme diminution de 1I’épaisseur des pattes a
travers le temps de la pommade formulée et de la pommade commercial, et la

régression de 1’inflammation sensiblement par rapport au témoin 1.

En conclusion, notre pommade formulée qui est contient de (la vaseline, I’huile de vaseline et

I’huile de nigelle) possede une bonne activité anti-inflammatoire par voie cutané.

70



G




Conclusion

Conclusion :

Malgré les progrés considérables de la chimie, de 1’industrie pharmaceutique et de la

médecine, les plantes médicinales n’ont rien perdu de leurs importances, ces plantes

possedent des composés qui ont des propriétés anti-inflammatoires ce qui permet leurs

utilisations dans le domaine thérapeutique.

L’objectif de ce projet est :

>

Evaluation de la qualité¢ de I’huile de nigelle par caractérisation organoleptique avec une
consistance visqueuse, de couleur jaune a brun, et une odeur caractéristique de Nigella
sativa L.

Les valeurs des caractéristiques physico-chimiques de I’huile de nigelle mesurées dans
notre étude (une densité de 0.919, un indice de réfraction de 1.4721, un indice d’acide de
9.45 mg KOH/g HV et un indice de saponification de valeur égale a 207.57 mg KOH/g
HV) sont proches a ceux mentionnées par Atta, ce qui prouve la pureté de I’huile de
nigelle.

L’activité antioxydant, mesurée par la méthode du piégeage du radical libre DPPH, a
donné un pourcentage de 12.59%, Ce qui montre que I’huile de nigelle posséde une
activité antioxydant modérée en la comparant avec ’acide férulique.

Le pouvoir réducteur est déterminé expérimentalement en utilisant la méthode de réactif
de folin,

La 2°™ partie de notre étude consiste a la formulation d’une pommade anti-inflammatoire
en optimisant la quantité des différents constituants de la pommade. Plusieurs
formulations en été préparées mais celles qui nous a donné de bon résultats suivants les
tests réalisés est la formule qui est a base de beurre de karité

La détermination de I’activité anti-inflammatoire des pommades formulées a été réalisée
sur des souris et dans des conditions opératoires bien déterminées, les résultats obtenus
lors de cette partie montrent que la formulation qui est a base de beurre de karité a donné
le meilleur effet anti-inflammatoire.

En se basant sur les tests physico-chimiques et 1’activité anti-inflammatoire, on constate
que la formule qui est a base de beurre de Karité est la meilleure pommade anti-
inflammatoire formulée lors de cette étude et qui réponds a I’objectif de notre étude fixé

auparavant.
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Conclusion

Comme perspectives, on peut par la suite améliorer ce travail et le développer en étudiant

les points suivants :

» Détermination de la composition exacte de notre I’huile végétale en utilisant la
chromatographie en phase liquide HPLC.

* FEtudier d’autres activités pharmacologiques notamment [’activité antidiabétique,
anticancéreuse et aussi ’activité antiallergique.

» Préparer des pommades d’autres types (hydrophile).
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Annexes
Annexe 1 : Principe de réfractométrie

1. L’oculaire : permet de voir le champ visuel qui comprend a la fois le réticule et I’échelle

d’indice de réfraction, et de faire la mise au point.

2. Bouton (dispersion) : permet d’achromatiser pour obtenir une ligne de démarcation nette

entre la zone éclairée et la zone sombre.

3. Bouton de mesure : permet de faire coincider la ligne de démarcation entre la zone éclairée

et la zone sombre avec la croisée des fils du réticule.
4. Bouton d’ouverture de I’emplacement des deux prismes.
5. Couvercle d’ouverture de la fenétre d’entrée de la lumiére.

% Ouvrir ’emplacement des deux prismes avec le bouton (4), nettoyer doucement les
deux prismes avec du papier filtre imbibée d’une solution alcoolisée.

% Ouvrir la fenétre (5) d’entrée de la lumiére, la diriger vers une source de lumicre
(lampe).

+* Déposer a I’aide d’un compte-gouttes une goutte du liquide sur le prisme P non

rabattu. Rabattre doucement le prisme P’ et fermer a 1’aide du bouton (4)
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s Régler le bouton (3) de fagon a observer dans [’oculaire (1) une zone de démarcation

entre les deux zones sombre et claire.

s Tourner le bouton (2) jusqu’a observer a l’oculaire une ligne de démarcation nette

entre les deux zones.

«¢+ Agir de nouveau sur le bouton (3) pour ramener la ligne de démarcation au centre de
la mise.

s Effectuer la lecture de l'indice de réfraction en ajustant au besoin la mise au point de

L’oculaire Lecture de l’indice du liquide déposé

Ici n=1.3625
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Annexe 2 : Principe de Spectrométrie Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR)

Le principe de transformation de Faurrier (TF) se base sur le fait que chaque fonction peut
étre décomposée en une somme de fonctions sinusoidales, chaque fonction sinusoidal

étant définie par deux valeurs : sa fréquence (longueur d’ondes) et son amplitude (intensité).

La transformation de Fourier est une procédure mathématique qui permet de décomposer un
interférogramme en une somme de fonction sinusoidale, représentant chacune une onde
donnée. La fréquence et ’amplitude de ces ondes sont calculées a partir des données de
L’interferogramme. En quelques secondes, [’interferogramme est recueilli par le
spectromeétre, traite par le calcul de transformation de fourier et converti pour donner le

spectre entier de I’échantillon.

Dans les conditions normales de température et de pression (CNTP), les atomes et
groupements fonctionnels, constituant la matiére, sont animés de mouvements vibratoires. Si
ces constituants sont exposés a un rayonnement électromagnétique dont la fréquence est
proche de celle de I'une ou I’autre de leurs vibrations propres, ils entrent en résonance,
empruntant pour ce faire, de 1’énergie dans le faisceau incident. Il y alors absorption
d’énergie. Sous D’effet d’un rayonnement ¢électromagnétique infrarouge, les liaisons
moléculaires absorbent une partie de cette énergie et vibrent selon des mouvements de
différents types (vibrations d’élongation ou de déformation). Le domaine infrarouge, dans

lequel se trouvent les énergies de vibration des liaisons moléculaires, est divisé en trois zones:
- proche infrarouge : A = 0,8 a 2,5 mm (ou v=4000 a 12500 cm-1)
- moyen infrarouge : A = 2,5 4 25 mm (ou v =400 a 4000 cm-1)

- lointain infrarouge : A =25 a 1000 mm (ou v =10 a 400 cm-1).

DETECTEUR

y—’ IINTERFEROMETRE

GLOBAR

(source IR) E
ORDINATEUR | | ¢
-L-‘ =

Schéma de montage d’un spectrometre FT-IR.
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Annexe 3 : Préparation de la solution de DPPH

++ Dissoudre 2.4 mg de DPPH dans 100 ml éthanol,

«+ Laisser la solution sous agitation pendant 2h jusqu’a la solubilisation totale de DPPH.
Annexe 4 : Préparation de la solution de la carragéenine
Le carragéenine : Mucopolysaccharide sulfaté extrait d'une algue marine

¢ Dissoudre 1g de carragéenine dans 100 ml I’eau distillée.
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