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INTRODUCTION GENERALE



Les polysaccharides présentent une grande impertarais ce sont des ingrédients qui
sont négligés dans la nature. Les protéines, deNAusqu’au collagéne, les lipides ainsi que
les autres biopolymeres ont recu une notoriété idérable. Malheureusement, les
polysaccharides sont restés inconnus malgré lquacd@ extraordinaire d’auto-assemblage.
Ce sont des molécules fondamentales dans I'adhésllutaire aussi bien dans le cerveau par
la formation des glycoprotéines que dans les ptarite sont contenus dans la majorité des
aliments que nous consommons, dans les céréatekdemes et les fruits. Leurs origines
peuvent étre végétale (cas de I'amidon, la celiyltess pectines et les gommes), microbienne
(le dextrane, le xanthane, la chitine et le chite3amarine a partir des algues (I'alginate, les
carraghénanes, I'agar ou les fucanes) et animbépérine et la chondroitine).

Il se révele en outre a travers l'intérét académique le domaine des polysaccharides
réside entre les mains des formulateurs industrigds performances des applications et la
recherche sur ces supra-molécules sont encor@aasd d’art inédites.

Les polysaccharides sont, en général, non toxighieglégradables et biocompatibles
puisqu'ils sont issus des ressources renouvelalidesont frequemment utilisés dans les
produits cosmétiques et pharmaceutiques. Ce serémhassissants et des gélifiants. lls ont le
pouvoir de former des films, de moduler la libéyatmédicamenteuse, de régénérer les tissus
et de piéger les molécules toxiques.

Pour notre étude, nous avons choisi la pectineegule polysaccharide le plus complexe
structurellement. Sa composition renferme, en ptlis polygalacturonique, d’autres
polysaccharides dont les défis de leurs activitébgiques sont signifiants. Citons le cas de
I'acide ferulique qui est un agent cytotoxique dd#xcellents pouvoirs antioxydants.

Au départ, nous avons soumis la pectine a des ratiidns chimiques par oxydation
selon deux voies difféerentes. La premiere voieisgtil’hypochlorite de sodium qui génere
plutét la formation de carbonyles et de carboxgess que la seconde voie provoque le plus
souvent en présence du periodate de potassium ggdatmns chimiosélectives en
dialdéhydes des groupements diols avec des scds$iomolytigues des deux carbones
vicinaux du cycle osidique.

Ensuite, deux macromolécules, la gélatine et leshne, sont additionnées aux différentes
pectines ainsi préparées. Ces deux polyméres sntatacteres completement différents. La
gélatine est une protéine par contre le chitosaheire polysaccharide. lls possedent tous les
deux un caractere commun qui est la nucléophiliiite par la présence des groupements
amines primaires présents sur leurs chaines. C@sagnoupes sont réactifs en présence

d'électrophiles tels que les aldéhydes, les cétonaméme encore les acides carboxyliques.
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On dénombre actuellement peu de macromoléculesetiagiporteuses de ces groupements
amines, d’'une part.

D’autre part, 'oxydation permet d’éviter I'usagesdagents de réticulation qui néanmoins
ameéliorent les propriétés physico-chimiques et miéces mais manifestent désormais des
effets secondaires indésirables aprés la déconmpositla dégradation du matériau réticulé.

Cette thése traduit alors les résultats des diffése étapes de notre démarche dans
I'oxydation de la pectine et ses interactions da@@latine et/ou le chitosane.

Nous avons donné au premier chapitre un apercuaés# les polysaccharides. Nous y
avons aussi présenté a travers les donnés bilpioigizes les principales réactions
d’oxydation faites jusqu’a ce jour sur ces biopodyes.

Au second chapitre, nous avons exprimé les matéuidisés et les méthodes opératoires
suivies pour lidentification, la caractérisatiort ks études biologiques des matériaux
élaborés.

Au troisieme et dernier chapitre, nous avons décen illustrant les résultats

expérimentaux obtenus.



CHAPITRE | :
APERCU GENERAL SUR LES POLYSACCHARIDES



Les polyméres naturels issus de ressources reratlesl de plantes, d’algues ou
d’animaux sont des biopolymeres. lls sont regroupgstrois familles principales, les
polysaccharides (amidon, cellulose, pectine, ..9,dmtéines (collagéne, gélatine, ...) et la
lignine.

Les polyméres naturels suscitent ces derniéresearug intérét vu I'importance de leur
utilisation dans des domaines d’application diverskes mélanges de biopolyméres,
protéine/protéine, protéine/polysaccharide, polgsadde/polysaccharide et autres, aussi bien
leur modification structurale par des voies chineguou physiques permettent a
I'aboutissement a de nouveaux biomatériaux dontplepriétés recherchées peuvent étre
optimisées.

Au cours de ce chapitre nous avons donné succiectienme description générale des
polysaccharides et nous avons décrit les diffésergtactions d’oxydation qui ont été étudiées
sur ces macromolécules tout en élucidant selomdaibilité qui se présente leur mécanisme

réactionnel.

I.1. Les polysaccharides

Les polysaccharides sont une forme de glucides Iéppaussi sucres, glucanes ou
polyosides. Ills sont formés suite a la condensatitumités glucidiquesLe terme
"polysaccharides” est utilisé pour désigner indéfdment les oligosaccharides, les
polysaccharides et leurs mélanges.

On distingue deux catégories de polysaccharides hdmopolysaccharides constitués du
méme monosaccharide et les hétéropolysaccharidegd$ale différents monosaccharides.

lIs peuvent étre des épaississants, des stabdjsdesg agents de suspension, des gélifiants,
des filmogenes, des agents d'aération, des flosylates liants, des émulsifiants, des
lubrifiants, des agents de texture et de strugturédBerand, 2001)
I.2. Classification des polysaccharides

En général, on distingue trois types essentiefzolissaccharides :

[.2.1. Les polysaccharides cationiques :
[.2.1.1. Le chitosane
Le chitosane ou le chitosafrigure 1.1) est un polyoside composé de la distribution
aléatoire de D-glucosamine lié en R-(1-4) (unitéadétylée) et de N-acétyl-D-glucosamine
(unité acétyléejCrini et al., 2007)
Il est produit par désacétylation chimique (en euilalcalin) ou enzymatique de la chitine.

Il est le composant de I'exosquelette des arthrepddrustacés) ou de I'endosquelette des



céphalopodes (calmars...) ou encore de la paroi ab@snpignons. C’est le deuxiéme
biopolymere naturel le plus abondant aprés la losi(Shahidi et al., 1999).Cette matiére

premiere est déminéralisée par traitement a l'aciderhydrique, puis déprotéinée en
présence de la soude ou de la potasse et enfitod&egrace a un agent oxydé8hahidi et

al., 1991).
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Figure 1.1. Extraction du chitosane a partir de la chit{h&p://www.bibliomer.com/).



Le chitosane a un certain nombre d'utilisations roenciales et biomédicales possibles. I
est utilisé en agriculture pour le traitement demences et biopesticide. Il aide les plantes a
lutter contre les infections fongiques. En vinifioa, c’est un agent de collage. Il empéche la
détérioration. Dans l'industrie, c’est un revétetrtEnpeinture en polyuréthane. En médecine,
il se trouve dans les bandages pour réduire laeaignt et il est aussi un agent antibactérien.
Le chitosane a I'exceptionnelle particularité dééthargé positivement (en milieu acide). Ce
qui lui permet de réagir avec tous les composédodigues chargés négativement
(membranes des muqueuses, parois des bactériegslip) et de les fixer solidement par
liaison ionique. Cette particularité lui confére les nombreuses propriétés (bio-adhésion,
agent filmogene...JKumar, 2000).

De facon plus controversée, le chitosane limitesbaption des graisses, ce qui le rendrait
utile pour suivre un régime, mais il existe devdrtx qui contredisent ces effdisumar,
2000).

[.2.2. Les polysaccharides neutres :
[.2.2.1. L’amidon :

L’amidon est la principale réserve glucidique dégétaux. C’est I'aliment glucidique le
plus important pour ’lhomme. Il peut présenter juag30 ou 60 % du poids sec d’un tissu
végétal. Il est abondant dans les graines et lerdules mais aussi largement répandu dans
certaines cellules végétales.

L’hydrolyse enzymatique de I'amidon par une amyleseduit a la formation du maltose.
L’amidon est donc un polymereodglucose en liaisons 1{8errada, 2009)

L’étude des propriétés de I'amidon ont permis détmmesn évidence deux constituants :

L’ amylosest'amylopecting(BeMiller, 2009).

a. L’amylose
L’amylose Figure 1.2) est formée de chaines de 250 a 600 résidugldcose associés

par des liaisons osidiques 1-4. Cette chaine pessael structure spatiale hélicoidale.

CH,OH CH,0OH CH,OH

OH OH OH
OH o OH

OH OH OH
300-600

Figure 1.2. Structure chimique de I'amylogBeMiller, 2009).



b. L’amylopectine
L’amylopectine(Figure 1.3) présente une structure ramifi€e comportant envi@d0 a
2500 résidus de glucose groupés en chaines de2B0résidus di-glucose reliés par des
liaisons 1-4. Les chaines sont unies les unes atresapar des liaisons 1-6. Enfin, la
spiralisation des chaines fournit a la macromoktcml aspect général buissonn@drrada,
2009)

— CH,OH CH,0H —
OH OH

OH OH
(0]

CH,OH CH,OH

CH,
o o o}
OH OH OH
o] o O--1--
OH OH OH

Figure 1.3. Structure chimique de I'amylopectiiBeMiller, 2009).

Le grain d’amidon est formé par le mélange selon audre défini d’amylose et
d’amylopectine auxquels s’ajoutent des tracespuldds, de phosphates, d’'ions calcium et de
potassium. Si I'amylopectine domine toujours (78 %), les proportions sont variables
selon les especes et il serait plus correct deepads amidons plutdét que de I'amidon
(Berrada, 2009).

[.2.2.2. La cellulose

La cellulose est le biopolymere naturel le plusraamt. C’est le constituant principal des
différentes fibres naturelles comme le cofamel et al., 2008).

C’est un homopolysaccharide a trés longue chaieendsse molaire tres élevée et de
formule brute (@H20)s), (Atalla et al., 2010).Elle appartient & la famille dgsD-glucanes.
Elle est constituée exclusivement d'unieéB-glucose reliées entre elles par des liaisons de
type B(1-4), a chaque molécule de cellulose comportaais tigroupes hydroxyles, a
I'exception des extrémités terminales. L'unité tiipé composée de l'association de deux
glucoses est appelée cellobigBgure 1.4) (Atalla et al., 2010)

La cellulose est un hydrogel tridimensionnel hydhitgcapable d'absorber et de créer des

liaisons polaires avec les molécules d'eau pafiosesions hydroxyles.



Ce matériau trés réticulé est semi-cristallinelicaractérise par une certaine proportion de
cristallites au sein d'une masse amorphe. Saistaddt assurée par des liaisons hydrogéenes

inter- et intramoléculaire@artouilh, 2004).

OH

Figure 1.4. Structure chimique de la celluloG&ugenmaier, 2008).

[.2.2.3. La gomme de guar
La gomme de guar est composée principalement detgatannane, une fibre végétale
soluble et acalorique. Le galactomannane est uynygke linéaire composé d'une chaine de
monomeres de mannose ((1,4)-beta-D-mannopyranagguelles sont ramifiés par un pont
1-6 une unité de galactogEigure 1.5). Elle est frequemment utilisée, en particulier dan
l'industrie alimentaire, cosmétique et pharmacemtigcomme épaississant, liant, émulsifiant
et stabilisant. Elle est ajoutée a divers alimeeals que les céréales pour petit déjeuner, les

produits laitiers, les sauces, les légumes prégrbuscado, 2009).
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Figure 1.5. Structure de la gomme de g{Embuscado, 2009)



[.2.2.4. Le pullulane
Le pullulane est un homopolysaccharide linéairenmeedans laquelle les unités de glucose
sont polymérisées en des unités répétitives malsetr Il a été établi que le pullulane est un
glucane avec une structure linéaire relativemenpks dans lequel les unités de maltotriose
(trois unités dex-1,4-molécules de glucose liées) sont polymérisiemaniere répétee par
I'intermédiaire de liaisonsi-1,6 sur les résidus terminaux de glucgbeure 1.6) (Hui,
1995)

—+—CH, CH,OH CH,OH

I
o)
)
)

OH OH OH

HO HO HO

A

Maltotriose >

Figure 1.6. Structure chimique du pullularfelui, 1995).

[.2.3. Les polysaccharides anioniques :

[.2.3.1. L’acide hyaluronique ou hyaluronate :

L’acide hyaluronique est un polysaccharide linéawenposé d’'un enchainement d’unités
disaccharides composées d’acide glucuronique ell-deétyl-glucosamine reliées par une
liaison a(1-4) (figure 1.7). C’est I'un des principaux composants de la mategtracellulaire
et du liquide synovial des articulations. L'immuneutralité de cet acide fait de lui un
excellent matériau de construction des biomatéreauployés dans la médecine des tissus et
dans les systemes de libération des médicanf@missippe, 2005).

CH,OH oHOH

NHCOCH 5

Figure 1.7. Structure chimique de I'acide hyaluronigi@nesippe, 2005).



[.2.3.2. L’alginate de sodium :

Les alginates sont des polysaccharides anionigxtesite a partir des algues marines (par
exemple, algue brune) ou certaines bactéries. Edesomposent des copolymeéres non
ramifiés contenant des structures par bloc de (1lé)a-D-acide mannuroniqueMe et p-L-
acide guluronique &», résidus se trouvant dans divers arrangementsopbgions(Figure
1.8) (Kuen et al., 2012).

H
Ho H AL
Boﬂd\
0
o M

Figure 1.8. Structure chimique de 'Alginatalisuet al., 2013).

Ce type de polysaccharide existe sous forme de s#isles en présence de cation
monovalent tel que le Naet gels ionotropiques avec des cations di, tppolyvalents (C#,
S, A%,

Durant ces derniéres années, les alginates atliaétention de nombreux chercheurs pour
leurs propriétés intéressantes, telles que la bipatibilité, la faible toxicité, la
biodégradabilité et leur aptitude a former des bgdls dans des conditions modérées, qui
font d’eux des matériaux d’applications pharmacpigs(Cunha et al., 2010).

Les hydrogels d'alginate ont été particulieremetéressants dans la cicatrisation des plaies et
I'administration de médicamer{tSuen et al., 2012).
[.2.3.3. La carraghénane

Les carraghénanes sont des polysaccharides linésiréatés qui composent la paroi
cellulaire des algues rouges et qui sont utiliséime agents texturants dans l'industrie
alimentaire. Leur squelette est composé de D-ggigicanoses réliés alternativement par des
liaisonsa(1-3) etp(1-4) (Figure 1.9). La structure des motifs disaccharidiques de riépet
des carraghénanes varie par la position et le mondas groupements sulfates. Les
carraghénanes ont des structures qui changentnsues espéces d’'algues dont ils sont
extraits(Pensé-Lhéritier, 2014)
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Figure 1.9. Structure chimique de kappa, lambda et iota caéaghesGuibet, 2007)

[.2.3.4. La pectine
Les pectines sont des substances d'origine végéGde sont des polysaccharides
complexes que I'on retrouve principalement danarteelle moyenne et la paroi primaire des
plantes supérieur¢Paquotet al., 2010)
La pectine (E440) est un polysaccharide composéritajement d’'un enchainement par
des liaisonsi(1-4) d’acides D-galacturoniques qui peuvent éstérdiés par du méthanol ou
amidés(Figure 1.10). Les degrés d’estérification et d’amidation sorfinil® comme étant le

nombre de fonctions carboxyliques méthylées etewsgment amidées pour cent motifs
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d’acide galacturonique. La pectine est généralemagiraite a partir de sous-produits de

fabrication de jus de citron et de pomn@héarsallaoui, 2008.

La pectine est également constituéexyesequi s’'insere dans la chaine principédlas et
al., 2003).

Les substances pectiques sont nombreuses, onwetrou
- les protopectines qui sont des pectines hydrek/sé
- les pectines qui sont des acides polygalacturasigpartiellement ou entierement estérifiés ;
- les pectinates qui sont des sels de pectines ;
- les acides pectigues qui sont essentiellemenaddss polygalacturoniques non estérifiés ;

- les pectates qui sont les sels d'acide pecfigueet al., 2003)

H
‘O, 4| HO H4C
s s ? H
S | on “OWHO H
o H o OH
o a
H H OJ"’J\
P-\oH 1
o) a O  H
1 H
2
H HHO

Figure 1.10. Structure moléculaire de la pectiffgshman, 1986).

a. Description des pectines et leurs origines

C'est en 1825 que le chimiste francais Braconnonede nom de «pectine» (du grec
pektos signifiant «prise en gelée» en grec) austamioes extraites de fruits et qui gélifient en
milieu sucré et acide. Au début du XXeme siéclg,dectines sont produites industriellement
et sont utilisées comme agent gélifiant des deralé@entaires.

Les pectines sont des polyosides complexes enttans la composition des parois
cellulaires de la plupart des végétaux supéridtites sont majoritairement présentes dans la
lamelle moyenne et la paroi primaire. Elles pgpgcit a la cohésion de la cellule et au
maintien des parois par le biais d'interactions aniégies et chimiques avec les autres
constituants de la paroi. La quantité de substapeetsques dans le végétal varie fortement en
fonction de son origine botanique et de son histgimode de culture, période de
croissance...). Bien que les pectines puissentediraites d'un grand nombre de végétaux
(Tableau 1.1), les sources industrielles principales sont lecntle pomme et les écorces
d'agrumes (citron, orangé@yonato, 2004)
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D’un point de vue nutritionnel, les pectines soohsidérées comme des fibres solubles

ayant une forte capacité de rétention di@uanato, 2004).

Tableau I.1. Principales sources de pectines d’'intérét induqfiaquotet al., 2010).

Fruit Teneur en substances pectiques
Zeste d’'orange 3,5-5,5
Pulpe de citron 2,5-4,0

Pomme 0,5-1,6

Banane 0,7-1,2

Péche 0,1-0,9
Fraise 0,6-0,7
Tomate 0,2-0,6
Carotte 0,2-0,5
fruit de passion 0,5
Mangue 0,26-0,42
Ananas 0,04-0,13

b. Extraction

Les pectines sont des hydrocolloides et a cestitng fréequemment isolées aprés extraction
en solution aqueuse (a froid ou a chaud) et préatiph dans l'alcool. Le précipité ainsi
obtenu est dissout dans I'eau, filtré, dialysé eole I'eau distillée, parfois dépigmenté par
passage sur cartouche C-18 et enfin lyophilisé p&twe conservégBrudieux, 2007)
L’extraction des pectines acides faiblement mégtgidfiées est facilitée par la présence de
chélateur de calcium tel que le CDTA, 'EDTA, l'idazole ou I'oxalate d’'ammonium

A une échelle industrielle, les pectines sont éesadans I'eau chaude (généralement 90 a
100°C), en milieu acide (pH compris entre 1,5 eeBpour des temps variables (0,5 a 6

heures)Brudieux, 2007).

c. Propriétés physico-chimiques
- Solubilité et précipitation
La pectine est soluble dans I'eau, formant unetwwiwcolloidale, opalescente et insoluble
dans I'’éthano(Comité mixte FAO/OMS, 1986)
- Stabilité
Les pectines en solution sont stables a pH Bewr des pH<3, et a basse température, les

groupements acétyles et méthyles sont déstabéidés sucres neutres sont hydrolysés. Si la
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température augmente I'hydrolyse est accéléréeniligu alcalin et & basse température, les
groupements esters sont saponifiés. En milieu eeetr a température ambiante, la
saponification est accompagnée de la réaction gelyglé@érisation. Cette dégradation a lieu
uniquement dans les liaisons glycolsidiques et dassrésidus de l'acide galacturonique
méthoxylés. A des températures >60°C, la dégranatilieu qu’a pH légérement acide (pH
proche de 5fOosterveldet al., 1996).
- Dégradation chimique

Les substances pectiques en solution peuvent deloik grands types de dégradation :
- des désestérifications, réactions classiquesimgnent le méthanol et forment des pectates.
- des dépolymérisationsoit par hydrolyse (acide ou enzymatique) desdiasa(1-4) en
milieu acide(Donato, 2004 ; Renard, 2010)

COOR

- soit par des réactions dg-élimination qui provoquent la rupture des liaisons
glycosidiques adjacentes a un groupe estérifiéedet résidus d’acides galacturoniques et
I'apparition d’'une double liaison entre les carb®riia4 et C-5 en milieu neutre a basique
(Donato, 2004 ; Renard, 2010)

COOR

COOR COOR COOR
Q /I; OJ;H

Ces deux types de réactions dépendent essentiallednepH et de la température. En
milieu acide (pH=1-3), a température inférieurt0&°C, la désestérification prédomine alors
qgu'a plus forte température la dépolymérisatiore@ plus rapidement et peut conduire a une
dégradation totale des pectines. En milieu neutrealwalin, a basse température, les
substances pectiques sont désestérifiees sansenoeidnotable sur leur degré de
polymérisation et une élévation de températurerfagdes réactions dgeélimination(Figure
[.11) (Donato, 2004).
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Figure 1.11. Stabilité de la pectingRenard, 2010).

- Viscosité
Les pectines de la betterave sucriére ont uneefaiilscosité et un faible pouvoir gélifiant
par rapport a celles issues du citron ou de la penoa qui limite leur application dans
I'industrie alimentaire. Ces propriétés physiques &é attribuées d'une part, au nombre
important de groupements acétyles présents dans ¢baines et d'autre part, a leur poids

moléculaire relativement faibl@®osterveldet al., 1996).

d. Structure
Les pectines sont constituées d’une zone lissedemthomogalacturonanes (HG) et d’'une
zone hérissée composées de rhamnogalacturonangetB&chaines latéraldsigure 1.12).
Ce sont des complexes de polysaccharides a foreeiten acide galacturonique (AG) et une
faible quantité de rhamnose et d'oses neyBe&houche, 2006)
- La zone lisse
Elle est formée d’homogalacturonanes qui sont aédgnEres composés principalement
d’acide D- galacturonique liés etfl-4) sur des longueurs d’aux moins cent résidusugte
faible quantité de rhamno¢Bekhouche, 2006)
- La zone hérissée

La zone hérissée est représentée par des hétérapely divisés en deux groupes.
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Figure 1.12. Représentation schématique des zones "lisseshetétues" des pectines.
(Voragenet al., 2003).

Le substituant méthanol joue un réle majeur dasplepriétés des pectines. On distingue
ainsi deux grandes catégories.

- les pectines "hautement méthylées" (HM pour Higgthoxyl) (Figure 1.13) ayant un
DM>50 %, majoritairement présentes dans la ngfseeguschenkeet al., 2007)

COOCH; H OH COOCH,4 H OH
OH H OH H °\
H H
of " o H
COOH COOCH;

Figure 1.13. Pectines hautement méthylé8grguschenkcet al., 2007)

- les pectines "faiblement méthylées" (LM pour L&dethoxyl) (Figure 1.14) ayant un
DM<50 % obtenues a partir des pectines HM par wiffties réactions chimiques
(Serguschenkaet al., 2007)

COOH H OH H oH
OH H OH u N
H ( H
o o¥ H
COOH COOH

Figure 1.14. Pectines faiblement méthylég&erguschenkcet al., 2007)
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e. Applications
- Pectines dans la nutrition et I'industrie alimenaire

Comme il a été déja citen suprales pectines forment un gel dans certaines dondit
Cette propriété leur donne un grand intérét danduktrie alimentaire. Elles sont utilisées
aussi comme ingrédient dans la préparation destomd, des marmelades et des gelées.

Des études récentes ont montré qu'elles peuveant wdilisées comme stabilisateur
d'émulsion et notamment pour les acides des pothiiiers(Voragenet al., 1995).

- Pectines dans la médecine et l'industrie pharmaaéque

Jusqgu'en 2002, la pectine était I'un des ingréslipnincipaux utilisés dans des pastilles
pour le mal de gorge comme adoucissant. Dans tekijis cosmétiques, elle agit en tant que
stabilisateur et est employée dans les préparatimasives de blessures et particulierement et
surtout dans les adhésifs médicaux, tels que kgsositifs de colostomiéPranati et al.,
2011)

Comme prophylactique naturel, la pectine agie eoriEmpoisonnement des cations
toxiques. Elle s’est montrée efficace dans I'élation du plomb et du mercure dans
I'appareil gastro-intestinal et les organes respiras. Lorsqu'elle est injectée par voie
intraveineuse, elle réduit le temps de coagulatiorsang prélevé. De ce fait, elle est utile
dans le contréle de I'hnémorragie ou de saignenomai.|Les combinaisons de celle-ci avec
d'autres colloides ont été largement utilisées paiter la diarrhée, particulierement chez les
enfants en bas ag@ranati et al., 2011) Cependant, elle a une action antimicrobierme
vitro a I'’égard de quelques souches bactérie(diesl et al., 2013)

Dans les formulations a libération contrélée, lgdrbgels de pectine se trouvent dans les
comprimés comme liar{Briamornsak, 2003)

La pectine s’est révélée aussi d'une action prausd dans les colites ulcéreuses, la

maladie de crohn et du cancer du cqBranati et al., 2011).

[.3. Modifications chimiques des polysaccharides paxydation

Différents procédés de modifications chimiquespEgsaccharides ont été investigués par
un grand nombre de cherche(@@hang et al., 2013 ; Lishuaiet al., 2012 ; Changxinget al.,
2015)

Parmi les principales fonctions réactives portéas Ips polysaccharides, en plus des
fonctions alcools primaires, secondaires ou mémiaites et des diols vicinaux, il existe une
disparité de groupements tels que les carboxy@smpstey, 2013, les méthylesters
(Serguschenkcet al., 2007, les acétalgFox et al., 2011) les amidegVoragen, 2003) les
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acétalaminegCrini et al., 2007)et autres qui sont susceptibles de réagir selorvaies de

synthése chimique appropriées et de donner de hesiv@aatrices exploitées dans la vie
courante. Nous avons résumé dans ce qui suivreédesions d'oxydation reportées dans la
littérature que nous avons jugées les plus imptataimNous devons mentionner qu'en chimie
organique les groupements issus des oxydationsemis¥g de Vvéritables ptaques

tournantes. lls peuvent conduire d’'une maniére sélectivielée, contrdlée ou aléatoire a des
oligo- et/ou a des nouveaux polysaccharides oxyt#¥ leurs usages se diversifient et

s’intensifient au cours de ces dernieres anfiéigmon et al., 2006).

[.3.1. Oxydation par le permanganate de potassium

Bien que lion permanganate soit un oxydant puisgmur de nombreux composeés
organiques et inorganiques. L'oxydation des polysagdes par cet agent n'a pas recu
beaucoup d'attention. Par ailleuigassanet al., (1989)ont étudié les cinétiques d'oxydation
des alginates, pectates et polyalcool vinyliques macromolécules polyélectrolytes par les
ions permanganates dans des solutions alcalines1@HIls ont trouvé que les procédés
d'oxydation naturelle de polymeres synthétiquessqraspar la formation de complexes
intermédiaires de manganate (VI)espéce transitoire, suivie d’'une décomposition lente de
ces produits intermédiaires pour aboutir aux dérowéydés.

En revanche, I'étude de l'action de l'ion permargersur le chitosane en milieu non
complexant d'acide perchlorique pour déterminendture des radicaux et/ou ions formés
ainsi que l'effet de la vitesse de la réactionytloxéduction ont été établies gaamal et al .,

(2003) (Figure 1.15).

Selon Lingbin et al., (2009), l'alginate de sodium peut étre partiellement oxpdéc
KMnO, en milieu acide. L'oxydation de l'alginate de sodiconduit a un clivage diols
vicinaux en deux groupes aldéhydes. Le degré daiiom peut étre contrdlé par le pH et la
quantité de KMnQ@ Apres oxydation, le poids moléculaire de I'alganae réduit et sa vitesse
de dégradation est en fonction du degré d'oxyda@endernier a été suivi par la diminution
de la viscosité et la masse moléculaire. Ce typsydfation fournit une nouvelle méthode
pour obtenir l'alginate partiellement oxydé et diarer les propriétés de celui ci pour des
applications biomédicales. Le produit d’oxydatiore d'alginate de sodium par le

permanganate de potassium est représenté dhgsrial.16.
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Figure 1.15. Oxydation du chitosane par le permanganate de gotagGamal et al., 2003).
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Figure 1.16. Oxydation du sodium alginate par le permanganafgotissiun{Lingbin et al.,

2009).

Il faut noter que la pectine naturelle a subi umgdation par lI'ion permanganate dans
I'acide perchlorique(Abdelhamid et al., 2003). Les produits de la réaction sont des

dicétopectateffigure 1.17).
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Figure 1.17. Oxydation de la pectine par I'ion permangar{adedel-Hamid et al., 2003).
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[.3.2. Oxydation par le chlorite de sodium

La réaction du chitosane avec le chlorite de sodammilieu homogéne a un pH=4,5
implique une décomposition par oxydation simultadés groupes alcools primaires £LHH
en carboxylegFigure 1.18). En outre, I'oxydation hétérogene du chitosanel@ahlorite de
sodium a pH=6,4 conduit a la formation de liaisoogalentes entre |I'atome d'azote du groupe
amino et un atome de carbone du groupe carboxglen3es données potentiométriques de
titrage, le nombre de groupes carboxyles dansdeyitr d'oxydation est de 30¢Murinov et
al., 2010).

I coo ]
o
¢}
B CH,OH ]
o} o NaClO, H NH
o) pH 4,5 oc
o
L H NH3" Jn o
NYYVN OH H NAAAA
n>m O
H NH3* m

Figure 1.18. Oxydation du chitosane par NaO((lSIJrinov etal., 2010).

1.3.3. Oxydation par le periodate

L’oxydation par le periodate est largement utiliséenme une méthode pour I'élucidation
des structures complexes en glucides et ses pesmagplications ont aidé a interpréter les
structures fondamentales dans de nombreux polyaadebl tels que la cellulose, I'amidon et
le glycogengTang et al., 2005 ; Gosselinket al., 2011) L'ion periodate « IQ » attaque les
diols vicinaux pour cliver la teneur en liaison lmame-carbone par une réaction d'oxydation,
conduisant a la formation d'un dialdéhydeotia, 2012)

La réaction de l'alginate avec le métaperiodatsatkum {igure 1.19) active I'oxydation
des deux groupes hydroxyles secondaires qui onfaibke réactivité en groupes aldéhydes
mais ces derniers par contre possédent une rdécsignificativement plus élevééine
réduction significative de la viscosité a été erstege en raison de la dégradation du poids
moléculaire et de I'extension de la conformation lalechaine par ouverture de cycle.
L'oxydation partielle des alginates peut étre aagetise pour des applications biomédicales
car ils se dégradent en milieu aqueux tandis gsialginates non modifiés ne le sont pas
(Siddheshet al., 2012).
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Figure 1.19. Oxydation de I'alginate de sodium par le Na#Dformation de Na-alginate
oxydée sur la chaine principdléomezet al., 2007).

[.3.4. Oxydation par le TEMPO

L'ion oxoammonium 2,2,6,6-tétraméthyl-1-pipérid{f@&MPO) est utilisé comme produit
chimique efficace pour la conversion des groupesadd primaires en groupes carboxyles de
glucanes. Ce procédé d'oxydation est appliqué large éventail de polysaccharides. lkes
ou B-glucanes y compris le chitosane sont sélectiventanboxylés par le TEMPO en
position C-6(Sang-Hoet al., 2005)

L’oxydation de la cellulose par le TEMPO montre pdleurs des baisses substantielles du
degré de polymérisation (DP). Un nouveau systénuxydation avec des quantités
catalytiques de TEMPO et NaOCI utilisant le Nagkdmme oxydant primaire, c'est a dire
un systeme TEMPO/NaOCI/NaClCest appliqué a des composeés de faible poids mialée
pour convertir les groupes hydroxyles primairesgeoupes carboxyles dans un mélange
acétonitrile-eau dans des conditions neutres. Mdnes temps nécessaires a I'oxydation sont
plus longs que ceux du systeme TEMPO/NaBr/NaOGiatboxyle peut étre obtenu avec de
meilleurs rendements dans des conditions ne(Masayuki et al., 2009)

La figure 1.20 illustre le schéma réactionnel de ce type d’oxgaatLe NaOCI oxyde le
TEMPO en formant l'ion N-oxoammonium qui oxyde chigmhent a son tour I'hydroxyle
primaire en aldéhyde en milieu acide ou neutreméot I'hydroxylamine. L'aldéhyde est
oxydé en un groupe carboxyle par l'oxydant primdegeNaClQ, formant le NaOCI.
L'hydroxylamine est oxydée en l'ion N-oxoammoniumoaiveau par le NaOCI ainsi génére.
Il ne reste pas de groupes aldéhydes dans les ifwaakydés. La dépolymérisation des

chaines cas de la cellulose causéggdimination est évité@lasayuki et al., 2009).
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Figure 1.20. Oxydation des hydroxyles primaires en C6 de |alse par le systéme
TEMPO/NaCIO/NaCl@dans l'eau a pH 3,5-6(Blasayuki et al., 2009).
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[.3.5. Oxydation par le H,0,

Lewin et Ettinger (1969) ont fait une étude approfondie de la réactionectgrperoxyde
d'hydrogene et la cellulose sous forme de fibrexaten purifie. Ce dernier contient une
petite quantité de fer. Si le fer est extrait dtoogpurifié avec HCI (0,1 M), la décomposition
sera relativement forte tandis que l'oxydationemsiente. Aussi, ils ont suggéré que l'ion
HO, n'est pas trés efficace pour l'oxydation et qeetlaces de fer qui se trouvent dans le
coton provoquent un effet catalytique marqué pénet4gar la formation de complexes actifs
entre le fer et I''on H®. A un pH entre 9,5 & 9,7 et & une température0d€, des mémes
auteurs ont trouvé que la consommation d'oxygersmugmenté la teneur en carboxyle.
L'oxydation a formé principalement des groupesrigtes, ces groupes fonctionnels ont eu
lieu principalement en C3. Au cours de l'oxydati;mdegré de polymérisation a diminué
également. Les cétones sont des carbonyles inattdstrement dit, ne provoquent pas une
scission ; et par conséquent, il n'y avait prespgas de jaunissement du coton lors de
I'extraction alcaline ou a chauderonian et al., (1995) ont suggéré que le radical
perhydroxyl qui oxyde la cellulose dans une sotuticaline en C2 et C3 et que difféerentes
réactions peuvent se produire, tout d'abord, ealysant la production de radicaux libres, puis
en diminuant le pH de la solution et provoquerdimyyse acidgfigure 1.21) (Zeronian et
al., 1995).

Davidson a suggéré que l'oxydation de la cellulose ne npaisea la rupture des chaines
de moléculegDavidson, 1940)mais elle rend les liens des points d'attaquesiesibles au
clivage alcalin(Haskinset al., 1950).

[.3.6. Oxydation par I'hypochlorite de sodium

L'oxydation de I'amidon par I'hnypochlorite de sadiaqueux alcalinKigure 1.22) est un
procédé industriel important dans les industriespdpier, du textile et de la nourriture.
L’effet principal de I'oxydation est la dégradatiole la chaine par l'intermédiaire de fla
élimination dans les résidus intermédiaires dudattmse. En outre, les fonctions carbonyles
et carboxyles sont introduites. L’amidon reste eande parties sous une forme granulaire
(Floor et al., 1989).
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Figure 1.21. Oxydation de la cellulose par le peroxyde d’hyeme(Haskins et al., 1950).
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Figure 1.22. Oxydation de I'amidon par I'nypochlorite de sodi(fioor et al., 1989).

Cependantf-loor et al., (1989)ont trouvé que les seuls fragments acides par toydde

I'amidon en C1 et C6 sont les acides gluconiquetuetironiques. Le mécanisme d'oxydation

de polysaccharides par I'hypochlorite est alorsitain, ce qui est di en partie a la nature

complexe de I'agent oxydant dans une solution aspidie ratio HOCI/OCEst dépendant du

pH.
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Le HOCI est un acide faible (pKa=7,5%]oor et al., (1989) ont proposé une voie
hétérolytique avec formation d'un groupe cétonigneC2 ou C3 suivie d'une énolisation, et

enfin un clivage de C-(igure 1.23).
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Figure 1.23. Voie hétérolytique d’un clivage glycol par I'hypdarite de sodium alcalin
(Floor et al., 1989).
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CHAPITRE Il :
PARTIE EXPERIMENTALE



[1.1. Produits utilisés:

Pectine d’agrumes, pKa=3-4, (Firme locale de N'@aoWIgérie). Gélatine en poudre de
type A (peau de porc), bloom 300, pH=5,6, PI=9 if&igAldrich, USA). Chitosane, pKa=6,3,
viscosité 800.000 cps (Sigma, Aldrich, USA). Toes dutres produits chimiques utilisés lors

de la réalisation de ces études sont de gradetapedy

[1.2. Méthodes suivies:

[1.2.1. Oxydation de la pectine par I'hnypochloritede sodium (NaOCI):

L’oxydation de la pectine par I'hnypochlorite de sod est menée selon la méthode décrite
parWan et al., (2003) 35% de pectine sont préparés en ajoutant de I'ésiordsée a 17 g de
pectine pour un poids final de 48,5 g dans un bédbel00 mL. Le contenu du bécher est
maintenu a 35°C. L’agitation est faite manuellemeetiide d’une baguette en verre. Le pH
est ajusté a 9,5 avec NaOH (2N). 0,85g d'hypodklate sodium (0,25% de chlore actif en
poids / poids) sont ajoutés lentement a la pegéredant 30 min tout en maintenant le pH a
9,5 en I'ajustant avec du,BO, (1N). Aprés addition de NaOCI, le pH est toujoma&intenu a
9,5 avec NaOH (1N) et cela pendant 50 minutes supghtaires. Le tout est ensuite
neutralisé a un pH= 7,0 avege30, (1N). Puis, il est isolé par centrifugation, lawea de
I'eau distillée et enfin, séché a I'étuve a 40°@Gdamt 24 h. La méme procédure est reprise
pour les différentes concentrations de chlore &fif5 ; 1,5 et 3,0% en poids / poids)

Pour préparer des solutions d’hypochlorite de sodavec des pourcentages de Chlore
actif de 0,25; 0,75; 1,5 et 3%, nous avons précaddes dilutions respectives jusqu’a
1000mL dans de l'eau distillée de 65,78mL ; 197,23r395,25mL ; 793,65mlde NaOCI
(12°).

[1.2.2. Oxydation de la pectine par le periodate d@otassium (KIO,):

L’oxydation de la pectine par le periodate est iguide la méme maniére que celle
effectuée paHongli et al., (2011) Elle est menée en milieu aqueux a une tempéragake a
35°C et a pH égal a 4. Pour ajuster ce dernieridification du milieu est faite a I'aide de
I'acide sulfurique (0,1M), alors que l'alcalinisati avec du carbonate de sodium (0,1M). La
solution de pectine est de 5%. Pour ce faire, ramasis dissout cette derniére dans 60 mL
d’eau distillée. Le volume du periodate est fix83nL. Les temps choisis sont 1h, 2h, 3h et
4h. Par contre, les concentrations de K$0nt 0,026 ; 0,052 et 0,078M.
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La réaction est portée dans un ballon de 100 mks sgitation magnétique a 'abri de la
lumiére dans du papier d’aluminium afin d’éviteadto oxydation.

Pour stopper la réaction, 80 mL d’éthanol sontésikans le contenu du ballon. En plus de
son action inhibitrice de la réaction d’oxydatidigthanol favorise la gélification de la
pectine. Un lavage a I'eau est aussi effectué.dmposé formé est versé dans des boites de
pétries en polystyrene.

Nous devons mentionner que le periodate est pré&mdo@Willard et al., (1934)a partir
de la solubilisation complete de 8g de K 14g de KOH dans 140 mL d’eau distillée a
T=75°C jusqu'a l'obtention d'une solution limpide’est a dire solubilisation totale des
différents réactifs, d’une part.

D’autre part, dans un erlenmeyer de 500 mL, 30 ralcide chlorhydrique a 36% sont
ajoutés a 40g de permanganate de potassium. EnBitml de I'erlenmeyer est fermé
hermétiquement et rapidement avec un bouchon cerpggperforé en caoutchouc surmonté
d’une tige en verre afin de laisser échapper |efgramé qui est le dichlore, €l

Ce dernier est conduit a travers la tige rallongée un tuyau plongé dans la solution
préalablement préparée de Kk de KOH.

Le barbotage est assuré pendant 1 heure. Le chauffaffectue sur bec bunsen jusqu’a
ébullition et formation d’'un précipité blanc. Enfib0 mL de HNQ concentré sont ajoutés
progressivement afin de générer le métaperiodate feome de cristaux blancs.

La réaction est exprimée comme suit:
KIO3+ 2 KOH + Cl, — 3 KIO; + 2 KCI + H,0.

[1.2.3. Dosages chimiques :
[1.2.3.1. Détermination de la teneur en carbonyle:

La teneur en carbonyle est déterminée en suivamethode titrimétrique d€uakpetoon
et al., (2001). Dans un bécher de 500 mL, quatre grammes de peaxiydée par le chlore
actif sont mis en suspension dans 100 mL d'eailléistLa suspension est laissée gélifier
dans un bain d'eau bouillante pendant 20 min. Emdaitempérature est ramenée a 40°C et le
pH a 3,2 avec HCI (0,1 N). Puis, 15 mL du chlortagdrd’hydroxylamine sont ajoutés. Le
ballon est fermé et placé dans un bain d'eau a “G=4@ndant 4 h sous faible agitation.
L'exces d'hydroxylamine est déterminé par titraegygde du mélange réactionnel a un pH de
3,2 avec I'HCI (0,1 N). Un essai a blanc avec &ti€ d’hydroxylamine seul est réalisé de la

méme maniere. Le réactif d’hydroxylamine est prépaar dissolution de 25 g de
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chlorhydrate d'hydroxylamine dans 100 mL de NaOI (9) avant que le volume final ne
soit ajusté a 500 mL avec de I'eau distillée. Ineete en carbonyle est calculée comme suit.

[(V1 — V2)ml X Normalité d’acide x 0,028 x 100 .
poids secde I'échantillonen g

Teneur en carbonyle (%) = 0

AvecV;: est le volume de I'essai a blanc en (mL) gtaét le volume de I'échantilon en (mL)

[1.2.3.2. Détermination de la teneur en dialdéhyd€DA) des pectines oxydées par le
periodate
Méthode 1:

Le dosage de groupements aldéhyde peut se faita palution d’hydroxyde de sodium en
utilisant la phénolphtaléine comme indicateur odlselon la méthode décrite pénang et
al., (2011) Dans un erlenmeyer de 125mL, 0,15 g de pectiydércsont solubilisés dans 10
mL de NaOH (0,25M). Le tout est placé dans un baamie a T=70°C pendant 2 min. Puis, il
est refroidi a T=25°C. Au bout d’'une minute, 15 mlacide sulfurique (0,125M), 30 mL
d’eau distillée et 1mL de la phénolphtaléine (0,286nt ajoutés. Enfin, le dosage de la
solution se fait avec du NaOH (0,25M) jusqu'a l'apion de la couleur rose. On note le
volume de NaOH correspondant au dosage des aldehfgiimés. Le pourcentage de

dialdéhyde est donné par la relation suivante :

C,Vy—2C, Vs
DA (%) = — x100%
173 1000

Avec G : est la concentration de NaOH en (M); €st la concentration de, 80O, en (M); Vi:
est le volume de NaOH en (mL);\Vest le volume de $$0O, en (mL) et 173: est la masse
molaire de l'unité répétitive de I'acide galactuiqure.

Méthode 2:

Une autre méthode de dosage des aldéhydes paoialet chlorhydrate d’hydroxylamine
pour former I'oxime selon le mode opératoire dépar Hongli et al., (2011)a aussi été
utilisée Dans un bécher de 100 mL enveloppé dans un papieiueinium, 0,5g de la
pectine oxydée sont dissous dans 25mL d’eau distille pH est ajusté a 5 avec NaOH (1,0
M). Puis, 20mL de chlorhydrate d’hydroxylamine @,¥l) ajustés par NaOH a pH=5 sont
ajoutés a la pectine oxydée. L’agitation est lagsendant t=4h a T=40°C. Le titrage d’acide
chlorhydrique est suivi avec du NaOH (1,0 M). Lasammation de la solution de NaOH est

enregistrée en tant qi.
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La méme concentration de pectine a un pH=5 esiségil comme témoin et la
consommation de la solution alcaline est enregistdnmeV,. La quantité d’aldéhyde dans
la pectine oxydée peut étre calculée par :

Cnaon (V1 — V2)

_m
173

DA(%) = x 100%
Avec Cynaou =1,0 M, m: est le poids sec de la pectine oxydg¢et(d73: est la masse molaire

de l'unité répétitive de I'acide galacturonique

[1.2.3.3. Détermination de la teneur en carboxyle:

Les teneurs en carboxyle des pectines oxydéesepahlbre et par le periodate sont
déterminées selon un mode opératoire reportéCpattopadhyay et al., (1997). Dans un
ballon de 100 mL, deux grammes de pectine oxydée aoutés a 25 mL de HCI (0,1 N).
L’agitation magnétique est maintenue pendant 3Q @mcentrifuge et on lave avec de I'eau
distillée. Le volume total du lavage est de 400 milis, le résidu récupéré est soigneusement
placé dans un bécher de 500 mL. Le volume estéapus00 mL avec de I'eau distillée. Le
chauffage dans un bain marie est porté a I'ébaiisous agitation continue pendant 15 min
jusqu’a sa gélatinisation compléte. Le volume @s$té encore une fois a 450 mL avec de
I'eau distillée et le pH a 8,3 avec NaOH (0,01 N).

Un essai a blanc est réalisé avec de la pectinenmmtifiée. Le taux en carboxyle est

calculé comme suit ;

Milliéquivalents d'acidité _ [(V4 = Vz)mL X Normalité de NaOH x 100 o

100g de pectine poids secde l'échantillonen g 0

Avec Vi: est le volume de I'échantilon en (mL) et \ést le volume de I'essai a blanc en mL).

Lat boxyle (%) = Milliéquivalents d'acidité 0 045%
a teneur en carboxyle (%) = 100g de pectine , 0

[1.2.3.4. Détermination du degré d’estérification:

Le degrés d’estérification est déterminé suivantniéthode suivie paMunarin et al.,
(2012).Dans un bécher de 500mL, 0,5g de la pectine sesabds dans 100mL d’eau distillée.
5 gouttes de phénolphtaléine sont ajoutées. Lengélast titré avec du NaOH (0,1M) jusqu’a
I'obtention d’une couleur rose. Le volume obtentiewegistrgIT). Puis, 20mL de NaOH
(0,5M) sont ajoutés a la solution. L’'agitation émissée pendant 15min. Ensuite, 20mL

d’acide chlorhydrigue (0,5M) sont additionnés. litajon est maintenue jusqu'a la
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disparition totale de la couleur rose. Et enfintileage se fait par NaOH (0,1M) jusqu’a la
réapparition de la couleur rose. Le volume obt@i) est enregistreé.

On procede de la méme maniere que précédemmentjlisant des pectines oxydées a
différentes concentrations en chlore actif et dagipes oxydées par le Ki@n fonction du
temps

Le pourcentage du degré d’estérification est dgrarda relation suivante:

FT
DE(%) = lT-I-—FTX100 %

[1.2.4. Preparation de la 2,3-dihydrazone pectine

Le dérivé hydrazone est préparé selon le mode wp&ralonné paWipin et al., (2008).
Dans un ballon de 100 mL, 20 mL d’hydrazine aqugQsz M) sont ajoutés a 1 g de pectine
oxydée. La réaction se fait a une température artédsous agitation magnétique pendant 24
h. Apres arrét de la réaction, 10mL d’éthanol sadditionnés au contenu du ballon. Un
précipité blanc apparait. Il est centrifugé a 6@@@rs/min et lavé a I'éthanol trois fois pour
entrainer I'hydrazine qui n’a pas réagi. Le séchegéait alors a 40°C pendant 24h. La masse

obtenue est de 0,6g.

[1.2.5. Préparation des films:
[1.2.5.1. Préparation de films de gélatine, gélatie/pectine, gélatine/pectine oxydée

par le periodate, gélatine/pectine oxydée par le tdre et gélatine/glutaraldehyde:

a. Préparation des films de gélatine, gélatine/pane, gélatine/pectine oxydée
par le periodate et gélatine/pectine oxydée par hlore :
La préparation de films se fait en solubilisantasément sous faible agitation afin d’éviter
la formation des bulles d’air la pectine a T=60°Clae gélatine a T=40°C dans de l'eau

distillée. Le mélange de deux biopolymeres estidel® pH est égal a 5.

b. Films de gélatine réticulée par le glutaraldehyd:

La réticulation se fait directement en versant dlatgréticulant, le GTA, sur le film de
gélatine déja préparé et séché. Pour ce faire, RalenGTA (2%) sont utilisés. Au bout de
24h, ils sont rincés plusieurs fois a I'eau diétll Les films ainsi obtenus sont séchés dans du
papier absorbant et placés entre deux plaquesrem peur éviter toute déformation et retrait

du film.
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Les différentes formulations préparées ont les amitipns suivantes :

» Gélatine 100%
(G/P) (100/00) (%);
» Gélatine/pectine:
(G/P) (95/05) (%);
(G/P) (60/40) (%);
(G/P) (40/60) (%);
» Gélatine/pectine oxydée par le periodate:
(G/POP) (95/05) (%);
(G/POP) (60/40) (%);
(G/POP) (40/60) (%);
» Gélatine/pectine oxydée par le chlore:
(G/POCI) (95/05) (%);
(G/POCI) (60/40) (%);
(G/POCI) (40/60) (%);
» Gélatine réticulée par le glutaraldehyde
(G/GTA)(100/02)(%).

11.2.5.2. Préparation de films de chitosane, chit@ne/pectine, chitosane/ pectine

oxydée par le periodate et chitosane/ glutaraldehyd

a. Préparation des films de chitosane, chitosane/gtiéne et chitosane/ pectine
oxydée par le periodate :
Au départ, on doit noter que la préparation desdilCH/P et CH/PO se fait de la méme
maniére que ceux préparés avec la gélatine. Labifieltion du chitosane est effectuée a
T=60°C et par acidification a pH=4,5 avec du HCJ|L@). Le mélange de deux matrices

polymériques est maintenu a pH=4,5.

b. Films de chitosane réticulé par le glutaraldehye!:
La réticulation des films de chitosane est faitdadméme maniére que celle décrite pour la

gélatine.
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Les formulations préparées sont comme suit:

» Chitosane 100% :
(CH/P) (100/0) (%);
» Chitosane/pectine:
(CHI/P) (95/05) (%);
(CH/P) (60/40) (%);
(CH/P) (40/60) (%);
(CH/P) (05/95)(%)
» Chitosane/pectine oxydée par le periodate:
(CH/POP) (95/05) (%);
(CH/POP) (60/40) (%);
(CH/POP) (40/60) (%0);
(CH/POP) (05/95) (%);
* Chitosane réticulé par le glutaraldehyde :
(CH/GTA)(100/02)(%).

A fin de mieux optimiser et d’améliorer notammeag propriétés mécaniques des films de
chitosane, CH/P et CH/PO, nous avons étudié cescemien présence du glycérol. L'ajout
de ce dernier se fait lors de la préparation dessfic’es a dire il est additionné directement
au meélange de deux biopolymeres apres leur saabion. Les compositions des films

préparés sont comme suit :

» Chitosane/pectine/glycerol
(CH/P/Gly) (45/30/25) (%) ;
(CH/PIGly) (36/24/40) (%) ;
(CH/P/Gly) (30/20/50) (%) ;
(CH/P/Gly) (25/18/57) (%) ;

» Chitosane/pectine oxydée/glycerol
(CH/POPI/Gly) (45/30/25) (%) ;
(CH/POPI/Gly) (36/24/40) (%) ;
(CH/POPI/Gly) (30/20/50) (%) ;
(CH/POPI/Gly) (25/18/57) (%) ;
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[1.2.6. Etude structurale:
[1.2.6.1. Spectrophotométrie infrarouge (IR-TF):
L'appareil utilisé est un spectrophotométre a faan®e de fourrier (FTIR) de type
SHIMADZU 84005. Les spectres des films sont dinexat enregistrés alors que les poudres

sont dissoutes a 3% (p/p) dans le KBr.

[1.2.6.2. Radiocristallographie par diffraction desrayons X (DRX):

L’appareil utilisé est un diffractometre de type &ADVANCE-BRUKER-AXS. Les
Rayons X sont produits par une anticathode de eumimentée sous 40KV et 40mA. La
radiation Cwy, (A= 1,54184 A) séparée au moyen d’un monochromateiére en graphite
courbé. Les fentes de divergence et d’antidiffussont programmables. Le diagramme des
échantillons est enregistré sur un domaine angu@mpris: 5-60° @ par pas de 0,02. Le
temps de comptage est de 1 seconde par pas. Lengane verticab-20 en géométri®ragg
Brentano. Le détecteur est a scintillation.

La loi de Bragg établit la condition essentielle a la diffractian,savoir : deux rayons
diffusés par un cristal sont en phase et s’addigon si la difféerence entre leurs chemins

parcourus au sein du cristal est égale a n fossr{ombre entier) leur longueur d’onde :
2 dhk|.sin9 = nA

Avec ) : la longueur d’'onde du rayonnement utilig®:;I'angle de réflexion ; d : la distance
réticulaire entre deux plans atomiques adjacentmed’'méme famille et n : l'ordre de

réflexion.

[1.2.7. Etude thermique:

[1.2.7.1. Analyses thermiques (ATG/ATD):

Les mesures thermogravimétriques (ATG) associées amalyses thermiques
différentielles (ATD) sont réalisées au moyen dappareil de type TGA 4000 Perkin Elmer
couvrant une gamme de température allant de I'amtda 500 °C. Un balayage de gaz (inerte
ou réactif) est assuré dans I'enceinte expérimeqtzl comprend une nacelle en platine de 20
uL. La vitesse de chauffage de 10 °C thist appliquée.

[1.2.8. Etudes mécaniques:
[1.2.8.1. Test de gonflement:
Le gonflement est I'une des caractéristiques las phportantes des gels. Il peut étre
expligué par la pénétration graduelle de l'eau dassparticules solides, suivie d’'une

plastification, et ensuite, du gonflement de larmai{Degenis, 1994).
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Les tests de gonflement sont réalisés dans degitséeh verre de 25 mL. La masse initiale
du film est de 0,08g. Les mesures du poids se donfonction du temps a température
ambiante.

Le taux de gonflement exprimé en pourcentage massiG" est calculé a partir de

I'expression suivante :

M, — M
G(%) = tM—°x100%
0

Avec M, : Masse du film gonflé dans le solvant pendanteamps t en (g) ; M: Masse initiale
du film (a t=0) en (g).

Ce test a eté évalué dans trois milieux pseudoiglgsgue et/ouin vitro dont les
compositions sont les suivantes
Solution 1:

Eau distillée (pH=6,8).
Solution 2:

C’est une solution tampon PBS. La préparation conerest décrite seldnhong et al.,
(2012)comme suit :

Pour un litre d'une solution PBS utilisée, on addite 9g de NaCl, 17,979 de MO,
5,73g de NakPQ,. On procéde ensuite a leur dissolution en mémegatans 800 mL d'eau
distillée. On ajuste alors le pH a 7,4 avec l'addierhydrique (1N) ou NaOH (1N). Et enfin,

on compléete avec de I'eau distillée a un litre.

Solution 3:

C’est un milieu pseudo-fluide extracellulaire (PHE@I est similaire au fluide de blessure.
Il est préparé par la dissolution de 0,68g de Na@Rg de KCI, 2,5g de NaHG@t 0,35¢g de
NaH,PO, dans 100mL d'eau distillée. Le pH est a@aljit et al., 2008)

[1.2.8.2. Essais de traction:

Les courbes contraintes-déformations réalisées lesirdifférents films a différentes
compositions sont enregistrées. Le module de Yolmgléformation et la contrainte a la
rupture mis en jeu pour rompre I'échantillon sonssa calculés pour tous les échantillons
étudiés.

L’appareil utilisé est de type Zwick /Roell Z.0.lles échantillons soumis au test sont
coupés sous forme d’éprouvettes rectangulaire)dard de longueur, de 20 mm de largeur
et de 0,26 mm d’épaisseur. L’échantillon est plan&e les deux mors de I'appareil. Le

démarrage s’effectue automatiquement a une vitds&emm/min jusqu’a ce que la rupture de
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I’échantillon soit atteinte. A ce moment, la traaes’arréte et la courbe force-allongement est

alors enregistrée. L’essai est repris trois fois.

[1.2.9. Libération de principes actifs :

Libération de la caféine :

L’étude de la libération de la caféine (pka=14 ; MI4,19g/mol) s’est faite durant 4
heures a partir des systemes de délivrance : @&laiG/P) (60/40) (%), (G/POCI) (60/40)

(%) et (G/IPOP) (60/40) (%).
H3C\ "
N N/CH3
<\ﬁ
|

CHs

Caféine
Avant de procéder au suivi de la cinétique de barktion de la caféine, nous avons au
depart traceé la courbe d'étalonnage A=f(Ch\w=272nm a partir des solutions aqueuses

contenant de la caféine a 2 % r{figure 11.1) .

1,8

1,6 y = 0.05059x - 0.04699

1.4 R®=0,99776

1,2
1,0 H

0,8

Absorbance

0,6
0,4

0,2

0,0 . , . , . , . , . , . ,

C (mgl/L)

Figure Il.1. Courbe d’étalonnage A=f (C ) de la solution aquales&a caféine

Almax= 272nm.
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Ensuite, I'incorporation du principe actif dans féms est réalisée en imprégnant le gel
sec dans une solution aqueuse a 2% m/v de caféime wh bécher de 30 mL pendant 24h
(Buhuset al., 2009)

La libération est alors étudiée dans des conditgtatiques a des intervalles de temps
variables pendant 4 heures. Pour ce faire, 0,1 enla dolution sont prélevés puis dilués dans
'eau distillée jusqu’a 10 mL. La concentration te caféine libérée est déterminée par

extrapolation a partir de la courbe d’étalonnagé( &£=) almax= 272 nm.

Libération du paracétamol :
Dans le cas de I'étude de libération de paracétgpika=9,5; MM=151,162g/L), les
systemes de délivrance étudiés sont : la géldi®) (60/40) (%), (G/POCI) (60/40) (%), le
chitosane, (CH/P)(60/40)(%) et (CH/POP)(60/40)(4gs temps des suivis des libérations

dans le cas des systemes contenant la gélatineotitdsane sont fixés respectivement a t=4h

L

et t=24 heures.

OH

Paracétamol

Le méme mode opératoire utilisé dans le cas dééaaktion de la caféine est suivi pour le

paracétamol.
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3,5

304 y=0,16179x-0,05443
R®=0,99085

Absorbance

0 10 20 30 40 50 60
[c] ug/ml

Figure I1.2. Courbe d’étalonnage A=f (C) de la solution aquelisparacétamol a
Amax=244nm.

Libération de I'amoxicilline
Le tracé de la courbe d'étalonnage A=f(C) se faipadtir des solutions dissoutes
d’amoxicilline (pka=2,8 ; MM=365g/mol) dans l'eaistillée aimna=272nm durant 4 heures
(figure 11.3).

NH,
H
\
(@] /7_N
HO 5 /

£

Amoxicilline.
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R*=0,99136

0.201 Y=0,011+0,0025X

0,15

Absorbance

0,10

0,05

0,00 . , . , . , . , .
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[c] mgl/l

Figure 11.3. Courbe d’étalonnage A=f (C) de la solution aquales&Amoxicilline

AAmax= 272nm.

L'incorporation de I'amoxicilline est réalisée sele méme processus de diffusion de la
caféine. Les hydrogels testés sont le chitosart¢/R¥(40/60) (%) et (CH/POP) (40/60) (%).

[1.2.9.1. Modélisation mathématique des profils déibération:

La cinétique de la libération de la substance activpartir de la matrice a base de
polymére est controlée par diffusion. Un processingple de libération est considéré en
supposant qu’il y a seulement transfert du prodefis la solution aqueuse.

Les phénomenes de diffusion sont caractérisés gmmubdelesnathématiques les plus
utilisés par les pharmaciens:

Les trois modeles de cinétique qui ont été soflest premier ordre, équation d’Huguchi et

I'équation de Korsmeyer.

Le modéle du premier ordre a été décrit pour lausiidn & travers la matrice de polymére.
Le modele Higuchi pourrait expliquer le mécanisredaldiffusion du principe actif a travers
le réseau poreux créé par le solvant dans la reatriéquation de Korsmeyer est une relation
qui décrit la libération du médicament a partirrdéumatrice polymériquéPeerapattanaet
al., 2010).

1. Equation du premier ordre logC = log Cot+ Kt

2. Equation d’Higuchi C= Kyt
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3. Equation de Korsmeyer Mt A= Ky t"

Avec C: est la concentration du principe actif libéré iagstant t ;Cy: est la concentration

initiale du principe actif libérée a l'instant;t

K, Ky et Ky : sont les constantes de I'équation du premier omdligiguchi et Korsmeyer,
respectivementMt /M« : est la fraction du principe actif libéré {: est le temps de
libération etn: est I'exposant indiquant le mécanisme de la lif@ma

L’équation de Korsmeyer peut étre utilisée pourys®a les premiers 60% de la courbe de
libération ol celle-ci est linéairement reliée " sans pour cela considérer la forme
géométrique du systeme.

Le fitting des données de ces trois modeles mattignes est évalué par la méthode des

moindres carréegdeerapattanaet al., 2010).

[1.2.10. Etudes biologiques:

[1.2.10.1. Biocompatibilité des films avec le sangumain:

Le potentiel hémolytique est la mesure de I'éterduBhémolyse qui peut étre causée par
le matériau quand il entre en contact avec le damgotentiel hémolytique des hydrogels est
déterminé selohihong et al., (2012).0,1 mL du sang humain anticoagulé par le citraté so
ajoutés a 7,5 mL de PBS contenant 0,15g du gel ddfgsents tubes a essai. Un control
positif (100% hémolysé induit par remplacement @8Rvec 7,5 mL de solution MaO;
0,1%) et un autre négatif (0% d'’hémolyse, PBS agng d’hydrogel) ont également été mis.
Chaque série d'expériences est réalisée en dugticdtous les tubes a essai contenant les
échantillons et les témoins sont incubés penddn&B7°C. Aprés incubation, les tubes sont
centrifugés a 300 rpm pendant 5 min. Le pourcentigemolyse est calculée en mesurant la
densité optique (DO) de surnageant de la solutioB48 nm dans un UV/Vis-1700

spectrophotometre selon la formule suivante:

DO de I'échantillon — DO du control négatif
DO du control positif

Hémolyse (%) = ( )X 100%.

11.2.10.2. Activité antibactérienne:
Les tests de l'activité antibactérienne ont étéisésa au Laboratoire de Microbiologie —
Université de Ferhat Abbas, El Bez a Sétif. Noussnr@ommes basés lors de I'évaluation de

I'activité antibactérienne de nos films sur levénax réalisés paindu et al., (2010).
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a. Souches bactériennes :
Quatre souches de bactéries sont utilisées : debram positif Bacillus subtilis ATCC
21332 Saphylococus aureus ATCC 25923) et deux a Gram négatiEsgherichia coli ATCC
25922 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853).

b. Préparation du milieu de culture:

Le milieu de culture utilisé est la gélose Mulleirtdn, qui est le milieu microbiologique
de croissance le plus employé pour les tests dsilsé@é aux agents antibactériens. La
préparation du milieu de culture se fait seBenmzeggouta (2005).

On met en suspension 38 g de milieu déshydraté darisre d’'eau distillée ou
déminéralisée. On porte lentement le milieu a émrl sous agitation constante jusqu’a
I'obtention d’une solution qui est ensuite repadans des flacons. La stérilisation se fait a
'autoclave a 115°C pendant 15 minutes. La soluéenhversée dans des boites de pétrie de
telle fagon a obtenir une couche de 4 mm.

Les bactéries sont conservées et maintenues qraviges repiquages continus, sur divers

milieux de culture solides et liquides. La concatitm minimale des bactéries utilisées est de

10°.
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CHAPITRE Il :
RESULTATS ET DISCUSSION



[11.1. Oxydation de la pectine
[11.1.1. Oxydation par I'hnypochlorite de sodium :
[11.1.1.1. Teneur en carbonyle et en carboxyle :
D’aprés lafigure 111.1.1 et letableau lll.1.1, nous remarquons qu’apres oxydation de la
pectine, la teneur en carbonyles diminue alors aglle en carboxyle augmente lorsque la

concentration en chlore actif augmente

W+—r—r+——7——1—— 23
1| —*— Carbonyle
275_ Ca.rmxyle B 212
= 2,0 s g
o 77 A -
g \ L20 S
o )
o o)
§ 1,5_ A I g
c ] \ 1,9 5;‘_
8 \ | g
S5 104 <
2 18 @
S ] \ - g
0,54
. - 17
0wt+——r¥r—7—7——7 16
0,0 05 10 15 20 25 30 35 4,0
Concentration de Cl actif en %

Figure 1ll.1.1. Teneur ergroupements carbonyle et carboxyle.

Tableau 111.1.1. Résultats du dosage des groupes carbonyles etalgsements

carboxyliques.

Concentration
du CI actif (%)

Teneur en groupements
carbonyle (%)

0,25 | 0,75 15 3

1,96 1,45 0,84 0,36

Teneur en groupements

carboxyle (%) 1,66 | 1,81 | 2,07 2,25
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[11.1.1.2. Degré d’estérification (DE):

Les pectines appartiennent a un des trois grou@fsidpar leurs degrés d’estérification
qui sont exprimés par leur proportion de la foncwster —-COOCHpar rapport a la fonction
acide —COOH. Il existe donc des pectines hautermgthoxylées ou HM dont le degré de
méthylation est supérieur a 50 %, des pectinesefaint méthoxylées ou FM dont le degré
de méthylation est compris entre 5 et 50 %, et algdes pectiqgues dont le degré de
méthylation est inférieur a 5 .%kes unités répétitives qui sont prises en consitbérgour

cette mesure sont données ci desgGasnboet al., 2011)

COOH COOMe
H o. 00— H . 0—
H
OH H OH H
—0 H —0 H
H OH H OH
Acide galacturonique Galacturonate de méthyle

Dans notre cas et d’aprés tableau I1l.1.2., la pectine utilisée posséde un degré de
méthylation égal a 73,8%. Elle est alors hautereéthylée. Aprés oxydation, le degré de
méthylation de la pectine oxydée reste toujour€sapr a celui de la pectine mais il diminue

avec 'augmentation de la concentration de I'ageytlant.

Tableau I11.1.2. Degrés d’estérification de la pectine et des pestoxydées par le chlore

actif
_ POCI POCI POCI POCI
Composeés Pectine
0,25% 0,75% 1,5% 3%
DE 73,8 86 85 82,7 81

Deux questions principales se posent : Est ce ggenombres élevés en groupements
carboxyles nouvellement formés suite a 'oxydatomt dus a des réactions d’estérification
intramoléculaire au sein méme de la pectine, on breore, est ce que cette méthode devient

désormais inadéquate quant a son application ainédéxydés par le chloeetif.
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[11.1.1.3. Spectroscopie infrarouge IR-TF :

La figure III.1.2 illustre les spectres IR-TF de la pectine et destipes oxydées a
différentes concentrations de chlore actif. Des ifitadions structurales sont observées et de
nouveaux groupements fonctionnels chimiques semttifies.

La région entre 1114 et 1013 Crmorrespond & la vibration d’élongation des groupgmse
latéraux C-OH et a la vibration glycosidique C-O¢dn, 2010). La bande & 914 ci
représente la vibration de déformation angulaireC@O (Synytsyaet al., 2003) Le pic a
1383 cniest lié & la vibration de déformation des QMshra, 2011).

85
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55
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Figure 111.1.2. Spectres IR-TF de la pectife), POCI a 0,25%b), POCI a 0,75%c), POCI
a 1,5%(d), POCI a 3 %e) (voir suite en page suivante)
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Figure 111.1.2. Spectres IR-TF de la pectife), POCI a 0,25%b), POCI a 0,75%c), POCI
a 1,5%(d), POCI a 3 %e).

Le domaine entre 1600 et 1800 test particuliérement intéressant dans l'identificaet
la quantification des pectines. Deux bandes & 18424613 crit (figure 111.1.2) sont
attribuées aux vibration de valence des carborgpgmrtenant a des carboxyles estérifies et
libres respectivemeriChatjigakis at al., 1998)

Aprés oxydation, la bande & 1742 “treubit un déplacement vers des fréquences
inferieures pour atteindre 1746 ¢mCe n’est qu’'une indication sur la formation desees
aliphatiquegSilverstein et al., 1998)

Concernant le pic & 1613 dmappartenant au carboxylate CQGI se déplace
progressivement jusqu’a 1656 ¢our la pectine oxydée a 3% de NaOCI.

Nous devons signaler que suite & I'oxydation, ke ®€i1742 cnf diminue en intensité par
rapport & celui de 1613 ¢hrau fur et & mesure que la concentration en ageydamk
augmente.

Par ailleurs, entre 1450-1350 ¢mmous avons |'apparition d’un nouveau pic finrgehse

pour la pectine oxydée a 1383 tmui est associé a I'élongation symétrique de I'mnio
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carboxylate C{==0), et sans doute a celles des O-H des acides carbogg(Silverstein et
al., 1998)

Le pic d'absorption & 2937 chest attribué aux vibrations d’élongation des CH
aliphatiques. Ce pic se déplace aussi d’une masiokitive de 2918 cthpour la pectine
oxydée & 0,25% de NaOCI jusqu'a 2930 gwour la pectine oxydée & 3% de chlore actif.

Trois réactions possibles peuvent étre proposées.al 'oxydation des hydroxyles en
carbonyles, des carbonyles en carboxyles et lalg@poisation de la pectindigure 111.1.3).

Une étude menée pRodrigue (2008)sur I'oxydation de la cellulose par I'hypochlorie
sodium a pu démontrer que différentes réactiongydiation sont non sélectives et se font
particulierement en position 1,2- et 2,3- du cyadalique.

Les produits de la réaction susceptibles de sedbdans notre cas sont donnés ci-dessous.

COOH COOH
H O 0
H N " AN
OH (- c—
—o cHo O —o— YecooH O
H
®COOH COOH COOH
H @) o— H (@) o—
H
’ H
0~ YoorHood "
O  OH
COOH
H OH

OH H _COOH

H  OH

Figure 111.1.3. Conversions oxydatives par I'nypochlorite de sodies plus plausibles de
la pectine.

46



[11.1.1.4. Diffraction des rayons X :

Le diffractogramme des rayons X de la pectine prtésdes pics dont les principaux selon
Manoj et al., (2010)sont a des angles dé gaux a 9,17°; 12,76°; 18,54°; 28,1° et 40,11°.
Ce qui montre clairement que la pectine possédetineture cristallingFigure 111.1.4).

L’oxydation de la pectine entraine la disparitiorogressive avec le chlore actif de la

structure cristalline. Les diffractogrammgggyure 111.1.4.b-d) sont différents de celui de la
molécule mere.

18,52

Intensité (a.u)

2e°
Figure 111.1.4. Diffractogrammes de la pectife) ; POCI a 0,25%b); POCI a 1,5%c) et
POCI a 3%(d).
[11.1.2. Oxydation par le periodate:
[11.1.2.1. Teneur en aldéhyde et en carboxyle:

L’oxydation de la pectine par le periodate favolisdormation de groupes dialdéhydes,
suite a une scission homolytique de la liaisgrOg(figure 111.1.5) .
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COOH
—0— %o ond "

Pectine Pectine oxydée

Figure I11.1.5. Représentation schématique de I'oxydation de léineepar le periodate.

La méthode de dosage ou on utilise l'indicateun@l la phénolphtaléine montre que
'augmentation des groupements aldéhyde se faitedimaniére drastiqu@gableau 111.1.3).

Elle passe de 14,41 a 72,08% pouyr@026M, de 8,65 a 43,25% pous=0,052 et enfin de
5,67% a 28,83% pour une concentration de J8Qale a ¢=0,078M.

Aussi, nous constatons que le taux en aldéhydenderionsidérablement en fonction de la
concentration du periodate de potassium. Par exempt4h, nous passons de 72,08% pour
Cki04=0,026M a 28,83% pour une concentratiga@078 M a t=4KTableau Il11.1.3, Figure
111.1.6) .

Pour ce qui est des ratios des carboxyles, ils antgnt avec le temps. Cette augmentation
n'est qu’une indication sur la conversion des ajdi&s en carboxyles, de I'hydrolyse de la

fonction ester et aussi de la dégradation des ebala pectine.

Tableau 111.1.3. Résultats du dosage des groupes aldéhydes etalgsegents
carboxyliques.

emps (h
1 2 3 4

[KIO 4] (M)

0,026 14,41 28,83 57,63 72,08
Teneur en

aldéhyde (%) 0,052 8,65 14,41 28,83 | 43,25
(méthode 1) 0,078 5,67 8.65 2018 | 28,83

Teneur en 0.026
carboxyle (%) 2,58 2,92 3,10 3,15

Aussi, nous avons tenté d’estimer la teneur enhgltk® selon la méthode N°2 qui conduit
a la formation d’oxime. Cette méthode nous réveie lgs taux en aldéhydes sont totalement

différents a ceux trouveés selon la premiere métifaddeau 111.1.4).
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A I'exception a t=2h ou le pourcentage en CHO diminla teneur en aldéhyde augmente
avec le temps. De méme que précédemment, nousqeomsr une diminution des CHO
quand la concentration de KJ@Qugmente.

Tableau I11.1.4. Reésultats du dosage des groupes aldéhydes (mé&hode

Temps (h)
1 2 3 4
[KIO4] (M

Teneur en 0,026 69,2 51,9 77,8 86,5
aldéhyde (%)

(méthode 2) 0,052 43,25 43,25 60,55 69,2

a) b)
i P

70 —=— C1=0,026M "
—e— C2=0,052M
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Figure 1l1.1.6. Les teneurs en dialdehydes (méthode 1)(@pgt carboxyles (%b) en

fonction du temps

[11.1.2.2. Degreés d’estérification :

D’aprés le tableadll.1.5, le degré d’estérification diminue avec le tempslal réaction
d’oxydation. Il atteint des valeurs inferieures@& La pectine devient faiblement méthylée
alors gu’elle était avant oxydation hautement miédnavec un DE=73,8%. Ces résultats sont
en accord avec ceux obtenus pamarin et al., (2012)
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Tableau 111.1.5. Degrés d’estérification de la pectine oxydée pardriodate

Composés Pectine avant Pectine aprés oxydation
oxydation
t (h) 0 1 2 3 4
DE (%) 73,8 50,63 41,09 46,15 46,15

[11.1.2.3. Spectroscopie IR-TF :

La figure 111.1.7 illustre les spectres IR-TF de la pectine et dedatine oxydée par le
periodate de potassium.

Nous avons constaté selnfigure 111.1.7 que les pics & 1742 et 1613 tmttribués aux
carboxyles estérifiés —COOR et aux carboxylates @C(Thatjigakis et al., 1998) se
déplacent respectivement vers 1739 et 1627atune part.

D'autre part, en comparant les pectiiiiégure 11.1.7.a et b), le pic & 1739 cmdevient
un épaulement et diminue en intensité par rappoglégi & 1627 ci. Le déplacement vers
1739 cn' est une indication que la réaction d'oxydationenkéu lieu, et que cette fréquence
se trouve dans la gamme de vibrations d’élongadiofien carbonyle (C=0) des aldéhydes
aliphatiques qui absorbent entre 1740 et 1720 @ilversteinet al., 1998)

Des changements dans la région de 1424 & 1326scmt associés & I'absorption des
aldéhydes aliphatiquéSilverstein et al., 1998) Nous observons précisément & 1385 d¢an
formation d’'un nouveau pic fin et fort qui est gg& a la vibration de C-H dans le plan du
carbonyle et de déformation angulaire du lien Ckkbsorption a cette fréquence est un
moyen pour mettre en évidence la présence d’alaéehyd

Un pic d’absorption vers 2937 ¢hattribué & la vibration d’élongation du groupe iy
des esters méthyliques de I'acide galacturoniguie, 2010) se déplace apres oxydation a
2925 cnitvers les nombres d'ondes les plus faibles.

Aussi, la bande a 3391¢hcorrespondant & la vibration d’élongation des Gdvieht
moins large et son sommet se déplace vers 3394 cenqui probablement indique que le
nombre des hydroxyles se réduit au détriment desongles aldehydiques. Cette derniere
remarque ne peut étre prise en compte puisqueatbsrtyles de facon générale sont aptes a
former des liaisons hydrogéne et de la la vibratibélongation des OH ne peut étre

quantifiée.

50



BD- B Ll
= =r
S 60 - 2
© N 2
£ &
@
E p
=
=
= 40 - o~
— o~
b B E S Ig T =
& ™ 2T =
o - -
=
(]
[ ]
2':} I L] I L] I L] I L] I L] I L] I | I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
nombre d'ondes (cm™)
804 (b) 80+ (b)
a
[
T N
‘tg =]
(]
e & 2
< 60+ £ 60
0 [0}
- :
w -
£ (a) -
£ E fa)
0
ﬁmw c w
=01y : S g
- E g ﬂ A
v 2
20 T T T T T T T T T T 20 T T T T T
1800 1750 1700 1650 100

|
1550 1500 1500 14|50

T T T
1400 1350 1300 1250

nombre d'ondes (cm”) nombre dondes (cm”)

Figure Il1.1.7. Spectres IR-TF dans le KBr de la pectfag la pectine oxydée par le KiO
pendant t=4tib).

Un apercu sur le mécanisme réactionnel de I'oxgdatie la pectine par le periodate de
sodium est proposé suite a une recherche biblibgrap variée. Il est a noter que I'anion
periodate favorise la formation d’aldéhyde suitgna scission de la liaison carbone-carbone
porteurs des OKKrausz etal., 2008).
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Le mécanisme généralement proposé fait intervemidissociation du periodate puis

I'anion 10, forme un intermédiaire cyclique qui conduit audéddydes.

KIO4 > K"+ 1Q
La réaction donne lieu a un intermédiaire réacwbnonique de type ester cyclique
(Figure 111.1.8). A ce niveau de la réaction, il n’'y a pas de réidncde I'espece périodate
mais une perte d’eau et fixation de I'alcool pinapee.

S H
HO B}
~ \
\f — A/ - o=l
/I\\’ o] O:||\0HHO (LH\\'O "
H* °
-H*
VIl
HO o
oo_\\|/O 4—_H20 HO—\I/
/N /1™

Figure 111.1.8. Premiere étape du mécanisme d’oxydation des algooacoliques par le
periodate de sodiuifi,e Roux, 2003)

L’espéce cyclique a 5 chainons se décompose imteétkat par réarrangement
électronique. Le mécanisme concerté conduit a déductions successives de I'halogéne, en
le faisant passer du degré d’oxydation VIl a Vadtoxydation des deux carbones porteurs
des fonctions alcools. La particularité de ce mistae est qu'il induit une coupure de la
liaison C-C(figures 111.1.8-9).

Vi o J

AWEN | o=

=/ Q o/ \6 H* Oj
H

Figure 111.1.9. Mécanisme concerté de l'intermédiaire réactiongeligue a 5 chainons
(Le Roux, 2003)

Y
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L’oxydation des diols vicinaux dans le polysacctaridonne des dérivés dialdéhydes avec

ouverture du cycle

Pour confirmer la formation de carbonyle, nous a&vamulu voir simplement par
infrarouge s’il y a la condensation entre le groaeehyde formé apres oxydation par le

KlO, et I'hydrazine.

[11.1.2.4. Spectroscopie IR-TFde pectine 2,3-dihydrazone :

En milieu acide, la fonction aldéhyde réagit samsivvbque avec I'’hydrazine pour donner
des liaisons hydrazone. Des travaux antérigtrd/leligy et al., 2005; Andrzejet al., 2004)
reposent sur I'étude de la formation de ce typdiaison. Il a été montré que la réaction
conduisant a la formation d’hydrazones dépend dudaHemps mais n’est pas quantitative.
Il s’aveére que cette réaction est réversi@aristie et al., 2010)et que I'hydrazone n’est pas
stable en milieu acide puisqu’elle s’hydrolyse gdement lorsque le pH est inférieur a 5.

Le spectre infrarouge du dérivé hydrazone ne démébeine information sur la réaction
dans le domaine des nombres d’onde supérieur a@@60nis a part le pic & 3394 chpour
la pectine oxydée par le periodafigure I11.1.10.a) qui devient plus large avec un
déplacement du sommet vers 3428'crBette bande est caractéristique de la vibratien d
valence des O-H, des N-H et des/\NH

Par contre, & des fréquences inferieures & 2008 oous avons la disparition du pic a
1385 cni qui est attribué & la vibration dans le plan ded @ldéhyde et I'apparition d’un
nouveau pic moins intense & 1405 dffigure 111.1.10.b). La diminution de l'intensité du pic
& 1741 crit et le déplacement du pic & 1627 tijc-o) vers 1618 cil (yc-n) de I'hydrazone
(Belkheiri, 2010) confirment que I'hydrazone s'est établie. La régjioférieure & 1250 cth

se trouve elle aussi completement modifiée.
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Figure 111.1.10. Spectres IR-TF de la POP a t5&) et de la 2,3-dihydrazor(®)

Un schéma présentant la réaction entre la pectiydée et I'hydrazine est présenté ci

apres.
COOH ¢OCH
H O O—  H,N--NH, HA O
H >{ —
— H —0 H
© CHO OHC EH Hﬁ
H,N—N N—NH,
Pectine 2,3-dialdehyde Pectine 2,3-dihydrazone

Figure 111.1.11. Conversion de la pectine 2,3-dialdehyde en pe&jg&edihydrazone

[11.1.2.5. Diffraction des rayons X :

L’oxydation de la pectine par le periodate entrdaaussi une modification notoire de la
structure cristalline de la macromolécule qui seduit surtout par la disparition et les
déplacements des pics caractéristiques de cettéeoerLa pectine oxydée perd alors de sa
cristallinité et devient amorph€igure 111.1.12).
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Figure I11.1.12. Diffractogrammes des rayons X de la pectine ptleine oxydée par le
[KIO4]=0,026M a t=4 h.

[11.1.2.6. Analyse thermogravimetrique

Les thermogrammes (TG) de la pectine et de la peaixydée par le periodate sont
présentés dans lagure 111.1.13. Les données principales sont résumées damableau
.1.6.

Entre 35°C a 140°C, nous avons une perte en peid8% dans le cas de la pectine et la
pectine oxydée. Cela est attribué a I'évaporatetiehu.

En revanche, la décomposition commence a partl9eC, le maximum se trouve alors a
245°C. Ce qui est associé selBhaffari et al., (2007)a la dépolymérisation de la chaine de
pectine Il faut souligner que la dégradation thermiquealpdctine se fait en une seule étape.
Par contre, pour la pectine oxydée, nous déceleuwx @tapes de décomposition qui se

produisent au cours de la dégradation thermiqus.\itesses de perte de poids respectives
sont de 28 et 4,4 %/mifidure 111.1.13).
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Figure 111.1.13. Thermogrammes TG et DTG de la pectine et la peactiydée par le

periodate a t=4h

Tableau 111.1.6. TG et DTG de la pectine et la pectine oxydée K&D}]=0,026 M a t=4h

. Pectine oxydée
Pectine (POP)
Poids residuel (%)

35-140°C 3.8 3.8

Tmax (°C) 245 241,5
Tmax (°C) - 341
Vitesse (%/min) 24,4 28
Vitesse (%/min) - 4.4

Fraction résiduelle (wt %) at
500°C 30,5 31,7
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[1l.2. Etude de Il'interaction physicochimique entre la gélatine et la pectine avant et/ou
apres son oxydation par le chlore actif et/ou pard périodate.

[11.2.1. Spectroscopie infrarouge IR-TF :

[11.2.1.1. (Gélatine/Pectine) (60/40) (%):

Nous devons signaler avant l'interprétation desiltéts par spectroscopie infrarouge, une
étude sur la gélatine est donnée dans les travanésrdans le cadre du magigt@netouani,
2011)et publiés en 201@&hetouaniet al., 2014a-c)

L’ajout de la gélatine a la pectine a visiblemenir&né des changements structuraux des
deux matricesHigure 111.2.1) . A des nombres d’onde supérieurs & 200d,amous avons sur
le spectre du mélange G/P, la présence des CH aguas appartenant a la gélatine qui se
manifestent & 3073 ¢hn

Le pic des CH aliphatiques subi un déplacement 2883 cni dans le cas du mélange
alors qu'il était pour la gélatine & 2942 ¢et pour la pectine & 2937 &m

La région inférieure & 2000 ¢hfournit plus d’indications sur l'interaction enttes deux
polyméres. Le pic & 1742 ¢hffigure 111.2.1.b) attribué aux COOR de la pectine disparait et
réapparait sous forme d’un épaulement & 1737 @igure 111.2.1.c). Selon la bibliographie
(Silverstein et al., 1998) la bande d’absorption des esters aliphatiquagéatse situe entre
1750 et 1735 cih A priori, cela nous laisse penser & la possibilité de nimsveéactions
d’estérification entre la gélatine et la pectine.

Par ailleurs, la bande & 1546 tmiminue en intensité par rapport & celle & 1650" cm
(figure 111.2.1.c) en les comparant avec celles qui appartiennerda gélatine (figure
11.2.1.a).

La bande & 1650 chmprovient des vibrations d'élongation du lien C=0Os demides
(Centeno et al., 2004 ; Palet al., 2007) alors qu'a 1546 cfh cette bande résulte de
I'interaction entre la déformation angulaire dunlig-H et I'élongation du lien C-N du groupe
C-N-H. Les bandes plus faibles & 1239™qffigure 111.2.1.a) et & 1237 ci(figure 111.2.1.c)
proviennent également suite a cette interaction.

Aussi, les sels d’acides aminés absorbent entrd 75730 cnf (Silverstein et al., 1998)
L’interaction physique dans ce cas entre les amomegides acides aminés de la gélatine et

les carboxylates sont plausibles.

Gélatine-NH, + pectine-COOH—> Gélatine-NH" "‘O0C-pectine
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Figure I11.2.1. Spectres IR-TF des films de gélatimg pectineb) et (G/P) (60/40)(%%)
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[11.2.1.2. (Gélatine/ Pectine oxydée par le chloractif) (60/40)(%):

Si on compare le spectre de la gélatine avec delda gélatine additionnée a la pectine
oxydée par le chlorgFigure 1l.2.2), nous constatons les mémes phénoménes que
précédemment concernant le pic & 1746" cui subit une diminution avec un shifting vers
1737 cmt', d’'une part.

D’autre part, nous observons la disparition dugpk383 crit et I'intensification de celui &
1650 cni. La réaction de transamidation de la pectine less @nvisageabld_es réactions
les plus possibles sont schématisées daiigpuiee 111.2.3 .
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(voir suite en page suivante)
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Figure 111.2.3. Réactions entre la gélatine et la pectine oxydééepzhlore.

[11.2.1.3. (Gélatine / Pectine oxydée par le pericate) (60/40) (%):

D'apreés lafigure 111.2.4, nous avons la disparition des pics & 1739 et t&85qui étaient
présents dans le spectre de la pectine oxydéesgaeriodate et une intensification du pic a
1650cm’. On observe également le déplacement du pic déléine & 1546 vers 1554 ¢m
Ce qui nous confirme qu’il y a formation de la bdseschiff (-C=N) figure 111.2.5).
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La réaction entre la gélatine et la pectine oxy({@¥P) peut étre schématisée comme suit :

cj N N uo’ o “ ff

N g
1
%| pectine g, J,
v . | c-1
1 — W= .H_.ﬂ
L v ”
. J—— o
o c:- ._ L — !
\ Réaction
p —f g = 2
pectine qudm ¥ Réaction intra-triple hélice

Gélatine inter-triple hélice

Figure 111.2.5. Réactions entre la gélatine et la pectine oxya@dédepperiodate.

[11.2.1.4. (Gélatine/ Glutaraldehyde)(%):

La réticulation de la gélatine par le glutaraldehyentraine des augmentations des
intensités des pics correspondant aux fhliques(Figure 111.2.6) .
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Figure 111.2.6. Spectres IR-TF des films de gélatime (G/GTA) (100/02)(%)) (voir suite
dans la page suivante)
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Figure I11.2.6. Spectres IR-TF des films de gélatimg (G/GTA) (100/02)(%)).

Il est a rappeler que les Calphaiques du GTA apparaissent a 2960 et 2878 'cm
respectivement pouc.y asy €t ve-H sym, alors que le C=0 de l'aldéhyde du GTA est a 1716
cm® (SDBS data base).

Le glutaraldehyde est I'agent de réticulation destgines le plus utilisé. Sa simple
structure n’est pas indicative de la complexitésoie comportement en solution aqueuse et de
sa réactivitéigure 111.2.7) (Migneault et al., 2004)
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Figure I11.2.7. Modifications structurales possibles du glutaralath(l) en fonction
du pH(Migneault et al., 2004)

Dans notre cas, le spectre IR de la gélatine Héecaxhibe une intensification du pic a
1650 cm' qui était déja fin et fort. Il devient aprés rétation plus intense et large et couvre
la région de 1656 & 1633 @mCe qui correspond probablement & la formatiof’idene

«base de schiff». Aussi, le pic a 1456 corresponda c.n «vibration de déformation de C-

N» s’intensifie avec la réticulation. L'appariti@iun nouveau pic & 973c¢hcorrespond au
vibration de déformation des —OFigure 111.2.6). Les spectres de la gélatine réticulée par la

pectine oxydée par le periodate et le glutaraldetsght quasi identiques.
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[11.2.2. Diffraction des rayons X:

Selon les différents travaux menés panioka et al., (1976) I'analyse par diffraction des
rayons X a permis de quantifier la structure clisi en triple hélice du collagene et
notamment de la gélatine dénaturée.

Il a été précisé qu'au niveau des diffractogrammecesrespondants, les deux pics
caractéristiques aux angle8°2a environ 7,59° (avec la distance inter-rétigelaho;; 11,63
A) et & 17,02° jusqu'a 30,78° «d; 5,20-2,90 A) sont directement attribués a lacstme
cristalline de la protéinf.iu et al., 2010) En outre, une étude réalisée Bagi et al., (2004)

a montré que le pic de diffraction qui apparait sabeurs de @ égales a environ de 8° est lié
directement au diametre de la triple hélice et s intensité est associée au taux de cette
derniére.

Il a aussi été démontré que I'addition d’additits gont en général, des polyols tels que le
tannin (Pefiaet al., 2010) le glycérol (Rivero et al., 2009) affecte le plus souvent par une
diminution l'intensité du premier pic a 8°, d’'unarp

D’autre part, d’'apre¥akimets et al., (2005) le premier pic de la gélatine correspond a
une teneur de 13% du taux en triple hélice. Cevaunous servir de référence dans nos
calculs.

L’addition de la pectine a la gélatine induit unmitiution du premier angle de diffraction
qui était a 8,06° dans le cas de la gélatine ssudgparait a 7,31°. Ce phénoméne correspond
a une baisse du diamétre inter réticulaire dapéethélice(Figure 111.2.8).

En accord avedangmaier et al., (2008) et Rivero et al., (2009), ce phénoméne de
changement structural et de diminution de cristidli sont attribués a l'interaction entre les
deux biopolymeres.

De méme, l'ajout de la pectine oxydée par le chitfeu par le periodate a la gélatine
provoque une diminution de I'intensité du pic &= 8,06°, et par conséquent, le taux de la
triple hélice avec déplacement du premier pic avddsurs de 7,44° et 7,50°, respectivement
(Figure 111.2.8 et tableau 111.2.1).
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Figure 111.2.8. Diffractogrammes de la gélatine, (G/P) (60/40),(é&/POCI) (60/40) (%)
et (G/POP) (60/40) (%).

Tableau 111.2.1 Diametre inter-réticulaire et teneur en tripleitetlde la gélatine, (G/P)
(60/40) (%), (G/POCI) (60/40) (%) et (G/POP) (60/4%).

Teneur en
Composition 20 (°) d (A) triple hélice
(%)
8,06 10,95 9,17
Gélatine 22,12 4,01 -
43,54 2,07 -
0 ) i)
(60/40)(%) 38,15 2,35 -
7,44 11,87 49
(GIPOCI) 12,33 7,17 -
(60/40)(%) 16,65 5,32 -
30,78 2,90 -
41,9 2,15 -
(GIPOP) 7,50 11,77 5,3
(60/40)(%) 22,23 3,99 -
40,86 2,21 -

66



[11.2.3. Analyse thermogravimetrique

Les thermogrammes (TG) de la gélatine, (G/P) eP() sont présentés dandfitgure
[11.2.9 et les résultats sont réesumés dartalideau I11.2.2. La perte de poids de départ (4,9 a
5.2%) a T=140 ° C correspond a la libération despmmsés volatiles (eau libre et eau liée). La
gélatine présente une seule étape de décompositiant une vitesse de volatilisation
maximale \hax = 13,5%/min. La température du début de déconipasie la gélatine est
associée a la rupture de la chaine de protéinesctigte hélicoidale) et des liaisons
peptidiguegPefaet al., 2010) Cependant, pour les deux films (G/P) et (G/P@BYx étapes
de décomposition se produisent au cours de la détipa thermique. Les vitesses de la perte
de poids de G/P et G/POP sont inférieures a cditeta gélatinefigure 111.2.9) et de la
pectine figure 111.1.14). On peut constater que la stabilité thermiquélduG/POP est dle a
la condensation entre le groupement -CHO de lameecikydée et le groupement hHe la
gélatine pour former un nouveau groupement fonogb(imine). La matiere non volatile qui

reste sous forme de résidu a 500°C s’est avéreedd?86ids initial du film.

T | T | T T T | T
e e o )
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—\ L 10
80 - G élatine --20
—_— —— (GIP)(B0/40)(%) X
BE (GIPOP)E0/40)(%) 20
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8 | R
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20 - --70
I T T T T -80
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Temperature (°C)
Figure 111.2.9. Thermogrammes TG et DTG de la gélatine, (G/PY®Q%0) et (G/POP)
(60/40) (%).
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Tableau 111.2.2. TG et DTG de la gélatine, pectine, POP, G/P eOB/P

Pectine

(Wt %) & t=500°C

Gélatine pectine . G/P G/ POP
oxydée

Poids résiduel (%)

35.140°C 5,2 3,8 3,8 5,2 4,9

Tmax (°C) 341 245 2415 245 237

Tmax (°C) - - 341 337 341
Vitessg (%/min) 13,5 24,4 28 9 7,3
Vitesse (%/min) - - 4.4 8,3 8,4
Fraction résiduelle 24.9 305 317 32.3 31.4

[11.2.4. Test de gonflement :

Le gonflement est mesuré selon différents parameirsavoir la teneur en gélatine par

rapport a la pectine et/ou a la pectine oxydée ddfesents milieux.

Il a également été évalué apres réticulation dgélatine par le glutaraldehyde. Cette

réticulation nous permettra d’étayer I'hypothéses aéseaux chimiques formés entre la

gélatine et les pectines oxydées.

Les résultats obtenus nous montrent que :

-1- Le milieu 3 est le milieu qui permet d’obtenin gonflement supérieur par rapport a

celui du milieulet 2 ;

-2- La gélatine possede un&zle plus élevé par rapport aux autres formulations ;

Gmax milieu 03 C':\'nax milieu 02> C':max milieu 01

-3- La formulation G/POCI a (95/05)(%) présenteGg.xle plus bas par rapport a G/P
(95/05)(%) et G/POP (95/05)(%).

-4- ’'ajout des pectines oxydées par le periodata gélatine fait diminuer le Gy par

rapport a celui de G/P et cela selon les formulatiet les milieux respectifs ;

-5- Le taux de réticulation de la gélatine en pnésede POP est plus considérable par
rapport a POCI a I'exception du mélange (G/POP)0®bqui manifeste desq(a supérieur a
ceux du mélange (G/POCI)(95/05)(%).

Nous devons signaler que I'étude de gonflementresiée a Jnpianiemais a T=37°C, le

test s’est avéré impossible a cause de I'hydrodatides matériaux.

Les courbes des tests de gonflement sont donnéedetiigures A.1-6 (annexe)
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Tableau 111.2.3. Valeurs des Gax des différentes compositions des films de gélatine
(gélatine /pectine) et (gélatine /pectines oxydédsyh.

Taux de gonflement (%)

Milieux Milieu 01 Milieu 02 Milieu 03

Composition Eau distillée pH=7,4 pH = 8,2
(G/P)(100/0)(%) 1796,25 2202,50 2655,62
(G/P)(95/05)(%) 1522,87 1966,25 2524,25
(G/P)(60/40)(%) 985,62 1715,00 2315,12
(G/P)(40/60)(%) 1078,87 1603,75 2500,62
(G/POCI)(95/05)(%) 634,25 1157,75 1654,50
(G/POCI)(60/40)(%) 1020,50 1840,62 2405,37
(G/POCI)(40/60)(%) 907,25 1603,37 1935,87
(G/POP)(95/05)(%) 938,50 1432,62 2149,75
(G/POP)(60/40)(%) 400,00 1215,37 1647,62
(G/POP)(40/60)(%) 635,12 1187,62 1807,87
(G/GTA)(100/02)(%) 824,34 943,00 1100,00

[11.2.5. Essais mécaniques de traction :
Les échantillons soumis a cet essai montrent qge films manifestent de faible
allongement sont rigides et fragildsableau 111.2.4).

La figure suivante illustre les résultats obtenus.

100 —

G élatine
(G/P)(60/40)(%)
(G/POCI)(60/40)(%)
(G/IPOP)(60/40)(%)

80 —

60 —

40

20 - //

0 T T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

Allong. en (%)

Contrainte en (MPa)

Figure 111.2.10. Contrainte a la rupture en fonction de 'allongetrais films.

69



Tableau 111.2.4. Variations des caractéristiques mécaniques, £) des films (G/P)
(100/00)(%), (G/P) (60/40) (%) et (G/PO) (60/40)(%)

) (G/P) (G/POCI) (G/POP)
Fraction G
(60/40)(%) (60/40)(%) (60/40)(%)
o (MPa) 34,21 34,33 35,5 103,20
£ (%) 0,9 1,2 1,6 3,03
E (MPa) 2103 2100,2 3401,6 3703,7

[11.2.6. Libération de principes actifs :
[11.2.6.1. Libération de la caféine :

Lafigure 111.2.11 traduit la variation de la libération de la caBen fonction du temps.

A partir des différentes courbefsg(re 111.2.11), nous avons déduit que la quantité de la
caféine libérée augmente avec le temps jusqu’eNgedne constante

Les courbes sont caractérisées par deux étapes :
- Au cours de la premiére étape, le pourcentaggrithgipe actif évolue avec le temps. Cette
étape est trés rapide surtout dans le cas dedargekeule.
- Par contre, durant la deuxieme étape, la mabseek par les films devient stable. Par
exemple, les libérations de la caféine au bout=dehieures, temps de l'arrét de la mesure,
sont de 81,5%; 58,79%, 48,58% et 46,44% pour latipél, (G/P), (G/POCI) et (G/POP),
respectivement.
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Figure 111.2.11. Libération de la caféine a partir des différeiltas aimax =272nm.
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[11.2.6.2. Modélisation mathématique des profiles d libération
Le tableau 111.2.5 représente les résultats de la modélisation guéticoncernant la
libération de la caféine a partir des differentasniulations.
Les points expérimentaux veérifient la linéarité wiisant les modeles choisis(figures
A7-8 en annexe)
- Le modéle de Korsmeyer pour la gélatine oul lefmefit de corrélation Rest égal &
0,92.
- Les modeéles d'Higuchi et Korsmeyer pour le mélaiiGéP) (60/40) (%)ou les
coefficients de corrélation sont dé=R0,95.
- Le modéle de Korsmeyer pour le mélange (G/POCIM®O(%) ou le coefficient de
corrélation B= 0,91,
- Le modele de Korsmeyer pour le mélar(@POP) (60/40) (%pu le coefficient de
corrélation B= 0,96.

Tableau 111.2.5. Modélisation de la cinétigue de la libération dead&éine a partir des

différentes formulations.

Formulations Modéle cinétique Equation de régressio R
Premier ordre Log C = 0,275 + 6,73 t 0,54
Gélatine Equation d’Higuchi C =1,640 + 0,065 0,77
I'équation de o
Korsmeyer Ln Mt/Moo= -1,338+ 0,125Lnt 0,92
Premier ordre Log C =-0,348 + 4,424 t 0,84
(GIP) (60/40)(%) Equation d’Higuchi C = 0,413 + 0,00941" 0,95
I'équation de _
Korsmeyer Ln Mt/Mx=-1,338 + 0,125Ln t 0,95
Premier ordre Log C = -0,281 + 6,666 t 0,62
(GIPOCI) (60/40) | - auaton dHiguch C=0,458+ 0,017 0,83
% I'équation de _
o) Korsmeyer Ln Mt/Meo= -1,79+ 0,115 Ln t _0,91
Premier ordre Log C =0.16128 + 3.556 t 0,84
(GIPOP)(60/40)(%) Equation d’Higuchi C = 0.64811+ 0.0114#" 0,95
I'équation de Ln Mt/Moo= -1,08697+0,05414 0.96
Korsmeyer Lnt Y,90
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[11.2.6.3. Libération du paracétamol :
Les résultats sont exprimés danfigaire 111.2.12. Le suivi de la libération est fait pendant
4 heures ou les pourcentages du paracétamol lisérésle 84,34%, 72,27% et 63,96% pour
la gélatine (100%), (G/P) (60/40)(%) et (G/POCI)@x) (%) respectivement.

120

1 —m— Gélatine
100 4 —e— (G/P) (60/40)(%)
(G/POCI)(60/40)(%0)

Libération de paracétamol (%)

T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250
temps (min)

Figure 111.2.12. Libération du paracétamol a 244nm des différairtssf

[11.2.6.4. Modélisation mathématique des profils ddibération :

Le tableau 111.2.6 représente les résultats de la modélisation guéticoncernant la

libération du paracétamol a partir des différefoesiulations.

Les points expérimentaux vérifient la linéarité efilisant les modéles choisi®/oir

Annexes, figure A9).Cette linéarité est observée dans les cas suivants:

- Le modeéle d’Higuchi pour la gélatine ol le coeffiti de corrélation Rest égal a
0,90. Cela atteste que le film conserve ses dirnaagout au long de I'expérience de
libération (la matrice polymérique ne se dégrade gnamoins pendant la période de
I'étude).

- Le modele de Korsmeyer pour le mélange (G/P) (§0(2®) ou le coefficient de

corrélation B= 0,93.

- Le modéle de Korsmeyer pour le mélange (G/POCIM®O(%) ou le coefficient de
corrélation R= 0,90
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Tableau 111.2.6. Différentes formulations de la modélisation deiteétique de la
libération du paracétamol.

Formulations Modéle cinétique Equation de régressio R
Premier ordre Log C = -0,266 + 0,003 t 0,47
Gélatine Equation d’Higuchi C =0,212+0,128" 0,90
I'équation de 0.86
Korsmeyer Ln Mt/Moo= -5,403+ 0,586Ln t )
Premier ordre Log C =-0,266 + 0,003 t 0,68
(GIP) (60/40)(%) Equation d’Higuchi C =-0,213+ 0,101 0,92
I'équation de _
Korsmeyer Ln MtMeo = -10,67+1,142Ln t 0,93
Premier ordre Log C = -1,029 + 0,006 t 0,76
Equation d’Higuchi C =-0,093+ 0,058 0,87
(GIPOCI) (60/40) | - uation dHiguen!
% I'équation de _
(%) Korsmeyer Ln Mt/Moo=-10,19+ 1,081Ln t 0,90

[11.2.7. Evaluation de la compatibilité avec le sag :

Le test d'hémolyse a révélé que les hydrogels sonthémolytiques dans la nature. Le
potentiel hémolytigue du matériau est défini pamiesure du degré d'hémolyse qui peut étre
causé par la matiere quand il entre en contact bvesang. Letableau 1l.2.7 montre le
pourcentage d'hémolyse du sang en contact avewratits échantillons a 37 °C pendant 60
min. Tous les échantillons sont jugés non-hémalgsy lls ont un niveau inférieur
d'hémolyse a 5%Brahatheeswaranet al., 2012; Muthumanickkamet al., 2013).

Tableau 111.2.7. Potentiel hémolytique des hydrogels.

Echantillon | Gélatine] (G/P)(60/40)(%) (G/POCI)(60/@6) | (G/POP)(60/40)(%)

Hémolyse (%) 1,20 1,23 1,60 1,73

[11.2.8. Activité antibactérienne

Il est déja connu que la gélatine est un nutrindémpourvu d’activité antibactérienne. Les
diametres d’inhibition de la croissance bactérieeneprésence de la gélatine sont nuls
(Bindu et al., 2010)

L’ajout de la pectine oxydée a la gélatine montue & film inhibe les bactéries a gram
positifs Bacillus subtilis, Staphylococus aurg¢ukes diametres d'inhibition sont de 23 et 30

mm respectivemenfigure 111.2.13).
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Une amélioration de l'inhibition du film gélatin&gtine oxydée par le chlore (60/40)(%)
contenant I'antibiotique a été observée. Les dieesaespectifs deviennent alors 33 et 46mm
(Tableau 111.2.8).

L’Amoxicilline inhibe les bactéries a Gram positfacillus subtilis et Staphylococus
aureus,avec des diametres d'inhibition de 27 et 40 mmpeets/ementfigure 111.2.14).

On peut conclure que les produits testés sont ifeagis-a-vis des bactéries a gram
négatifs. Aucune inhibition n’est observée. Partiegries bacteries a Gram positif sont plus
sensibles a nos produits.

(@) (b) (a) () (@) (®) (@) (®)

S. aureus P. aeruginosa E. coli

Figure 111.2.13. Activités antibactériennes des films de (G/POC/46)(%) aprés 24 (a)
en absence d’amoxicilling) en présence d’amoxicilline.

B, subtilis :  E. coli

Figure 111.2.14. Activité antibactérienne de I'amoxicilline aprés 24
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Tableau 111.2.8. Diamétres d'inhibition de la croissance bactérefmm).

Diamétre d'inhibition en
o e narOD | pamere
Microorganisme d’inhibition en présence
(mm). de I'amoxicilline
Sans Avec (mm).
antibiotique antibiotique
Bacillus subtilis 23 33 27
Saphylococus aureus 30 46 40
Pseudomonas aeruginosa 02 02 00
Escherichia coli 00 00 00

[11.3. Etude de l'interaction physicochimique entre le cltosane et la pectine avant et/ou
apres son oxydation par le périodate.

[11.3.1. Spectroscopie infrarouge IR-TF :

[11.3.1.1. Chitosane :

Le spectre infrarouge du chitosane solubilisé dawde chlorhydrique est représenté
dans lafigure 111.3.1. La bande d’absorption & 3427 ¢nest attribuée aux vibrations
d’élongation des —Njet —OH.

Les pics & 2923 ch 2854 cnt et 1376 crit sont dus aux vibrations d’élongation et de
déformation de la liaison C-H aliphatiq(®l-Sagheeret al., 2014 ; Prabhuet al., 2014) I
apparait également sur le spectre deux pics d’pheard’intensité moyenne & 1650 Crat
1564 cni qui correspondent & I'élongation de la doublestai C=O des amides et a la
déformation angulaire (cisaillement) de la liaiggrH des amines, respectivemgBielalia,
2006) SelonSerrero et al., (2010) ces pics & 1650 et 1564 ¢isont les plus caractéristiques
du chitosane. lls sont aussi attribués aux vibnatie déformation N#i.

Les deux absorptions autour 1152 “trat 1027 crit correspondent & la vibration
d’élongation des groupements latéraux et a la bghamsidique C-O-C du chitosafleu et
al., 2010) La bande de vibration de déformation angulairdietu N-H apparait & 897 ¢
(Silversteinet al., 1998)

A titre indicatif pour I'étude antibactérienne queus avons faite, le degré de
désacétylation (DDA) a été calculé en utilisangliation de la ligne de base a 1650 et
3427cm* (Abdulwadud et al., 2013).

DDA% = (100 — AqgsdAsas) X 115= 60, 66%.
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Avec: 115 est le coefficient de correction de ¢mé de base et A est I'absorbance.

[11.3.1.2. (Chitosane/Pectine) (60/40) (%):

L’ajout du chitosane a la pectine a visiblemenrgiattla structure du polysaccharide et vice
versa figure 11l .3.1). Nous avons des déplacements des pics & 174218tcin™ vers 1745

et 1626 crit qui correspondent respectivement aux carboxyleériiés et libres de la
pectine.
On observe I'apparition de nouveaux pics & 1520 en828 crit qui correspondent .,
On-H, €t a la structure saccharidique du chitosanpertiyement.

Des interactions ioniques entre les charges pesiti chitosane (Chi-NfJ et les charges
négatives de la pectine (pect-CQp&bnt produites.
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60 3 52098 1
3381 & R i o __'T' i R
B _\\ e o e (a)
- -,.a': Al . ! =
N~ Vg 16503 1 \ /59
3477 923 w 1132¥102 |
T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nombre d'ondes (:n:fj

Figure 111.3.1. Spectres infrarouge du chitosg@ag de la pectingb) et du
(CH/P) (60/40) (%)c) (voir suite dans la page suivante).
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Figure 111.3.1. Spectres infrarouge du chitosg@ag de la pectingb) et du
(CH/P) (60/40) (%)c).

[11.3.1.3. (Chitosane/ Pectine oxydée par le periate) (60/40) (%):
D'aprésla figure 111.3.2.c, nous avons une diminution remarquable du pic 6 18’
appartenant & la pectine oxyd@egure 111.3.2.b). Aussi un nouveau pic a 1525 ¢nest

observé, il correspond a I'élongation du lien Cé\lversteinet al., 1998)
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Figure 111.3.2. Spectres infrarouge du chitosdag de la pectine oxydée par le periodde
et de (CH/POP) (60/40) (%g) (voir suite dans la page suivante).
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Figure 111.3.2. Spectres infrarouge du chitosgag de la pectine oxydée par le periodgde
et de (CH/POP) (60/40) (%2).

[11.3.1.4. (Chitosane/ Glutaraldehyde) (100/02) (%)

Nous remarquons d'aprés figure 111.3.3, I'apparition d’'un nouveau pic & 1736 ¢rde
faible intensité et la disparition du pic & 1564 ctdans le spectre (CH/GTA) en raison de la
perte des amines libres, ce qui indique la fornmatie la base de schiff apres réticulation du
chitosane par le glutaraldehyde. Ces résultats sordéccords avec les travaux menés par

Raghunadhet al., (2013)

La réaction proposée paggarwal et al., (2013 démontre la réticulation du chitosane par
le glutaraldehyd¢Figure 111.3.4).
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Figure 111.3.4. Réticulation du chitosane par le glutaraldehilggarwal et al., 2013

[11.3.2. Diffraction des rayons X :
[11.3.2.1. Chitosane
Comme il a été décrit paviodrzejewska et al., (2006) le chitosane présente dans notre

cas deux pics caractéristiques a 9,9-10,7° et 20,8%(figure 111.3.5).

[11.3.2.2. Chitosane/Pectine (%):

L’addition de la pectine au chitosane induit lapdistion du premier angle de diffraction a
9,83° et I'apparition dans le cas de (CH/P) (95/() d’'un nouveau pic a 13,15° qui se
déplace vers 14,38° dans le cas du (CH/P) (60840)et dans celui du (CH/P) (40/60) (%)
(figure 111.1.13), d’'une part.

D’autre part, la cristallinité relative du chitogaest calculée selon I'intensité du pic a 19°.
Nous avons trouvé qu’il diminue au fur et a mesyue la quantité de la pectine augmente
(Figure 111.3.5, Tableau 111.3.1). Cette diminution de la cristallinité est attrieué

probablement a l'interaction physicochimique efegedeux biopolymeres.
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Le Crloo représente le taux de cristallinité présent dansdcromoléculéTableau 111.3.1).
Il est calculé selon I'équation suivar{téurhidayatullaili et al. 2010 ; Buschle-Dilleret al.,

1992)

Crlioo=[(l120-lam)/ 111¢] *x100.

14,38 (CHIP)40/60)( %)
} 29 —— (CH/P)60/40)( %

e
i i CHIPY95/05) %
*?"'w.,-.wf I i A, (CH/P)(95/05)

,_ ——(CH/P}X 100/0){ %)
g "?i-.'i"-'r{-,.,..m -
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Figure 111.3.5. Diffractogrammes des rayons X du chitosane, (CKBB)O5) (%), (CH/P)
(60/40) (%) et (CH/P) (40/60) (%).

Tableau 111.3.1. Cristallinité relative du chitosane, (CH/P) (9%)(60/40) et (40/60)(%)

. lam l110
Composition : _ : Crlyoo
20 (°) | Intensité| 20 (°) | intensité
Chitosane 16 369,73 19,97 693,14 46,65%
(CH/P) (95/05)(%) 16 530,77 20 550,77 3,63%
(CH/P) (60/40)(%) - - - - 0%
(CH/P) (40/60)(%) - - - - 0%

[11.3.2.3. Chitosane/Pectine oxydée par le periodat(%) :
L’ajout de la pectine oxydée au chitosane conduia aisparition du pic a 9,83° et a
I'apparition de nouveaux pics a 13°, 13,08° et &%,dans les cas de (CH/POP) (95/05),
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(60/40) et (40/60) (%) respectivement. Une dimioitile la cristallinité relative du chitosane

est aussi observégEigure 111.3.6, Tableau 111.3.2).

(CH/POP)(40/60)(%)
14,28 ——— (CH/POP)(60/40)(%)
2400 — "H‘“-'mmu e S "y :32“.:18 - (CH/POP)(95/05)(%)
INE wApphmapiA m'b,;m'w“w '? (CH/POP)Y(100/0)(%)
"W’.*n.mw - N 1
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~. 1600 - "MM
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Figure 111.3.6. Diffractogramme des rayons X du chitosane, (CH/P@BJ)05) (%),
(CH/POP) (60/40) (%) et (CH/POP) (40/60) (%).

Tableau 111.3.2 Cristallinité relative du chitosane, (CH/POP) (#9/ (60/40) et (40/60) (%).

. | am l110
Composition _ _ Crl 100
20 (°) | Intensité| 20 (°) | Intensité
Chitosane 16 369,73 19,97 693,14 46,65%
(CH/POP) (95/05)(% 16 573,8 20 584,44 1,829
(CH/POP) (60/40)(% - - - - 0%
(CH/POP) (40/60)(% - - - - 0%

[11.3.2.4. Chitosane/Pectine/glycérol (%) et Chitoane/Pectine oxydée par le
periodate/glycérol (%):

Bien que le glycérol entraine la diminution jusqleadisparition totale du pic a 14,28°
pour les mélanges chitosane/pectine et chitosartéipeoxydée par le periodate, il provoque
par ailleurs une apparition d’'un nouveau pic a 2%kbl'absence de celui a 29-3(Figure
[11.3.7-8).
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Figure 111.3.7. Diffractogrammes des rayons X des films de chitefaactine/glycérol.
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Figure 111.3.8. Diffractogrammes des rayons X des films de chitegaectine
oxydée/glycérol.

[11.3.3. Gonflement :
La mesure du gonflement a été faite selon différgratrametres tels que la variation du
ratio du chitosane par rapport a la pectine, laipe®xydée, en changeant les milieux et la

concentration du glycérol.
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Tableau 111.3.3. Valeurs des @axdes différentes compositions des films avec ou sans

glycerol dans différents milieux aJppendant t=4h.

composition M1 | M2 | M3 composition M1 | M2 | M3
(CH/P)(100/0)(%) 115 | 751| 388 (CH/POP)(100/0)(%) 115 751 388
(CH/P)(95/05)(%) 3328 | 1447| 860 (CH/POP)(95/05)(%) 832 838 840
(CH/P)(60/40)(%) 3328| 1535 770 (CH/POP)(60/40)(%) 3680 811 3117
(CH/P)(40/60)(%) | 5678 | 2346| 1223 (CH/POP)(40/60)(%) 4123 1382 4p55
(CHIP)(05/95)(%) | 6506 | 2697| 631 (CH/POP)(05/95)(%) 44p0 2842 4h63

(CHIPIGIy)(45/30/25)(%)| 4886| 540| 356| (CH/POP/GIly)(45/30/25)(%8027| 328| 356

(CHIPIGly)(36/24/40)(%)| 4123| 417| 352| (CH/POPI/GIly)(36/24/40)(%)1942| 313| 705

(CHIPIGly)(30/20/50)(%)| 1967 | 196 | 176| (CH/POP/GIly)(30/20/50)(%)1858| 320| 176

(CHIPIGly)(25/18/57)(%)| 1488 | 1967| 163| (CH/POP/Gly)(25/18/57)(%)777| 176| 136

Il a été constate :

-1- qu’en absence du glycérol, le biomatériau kst gonflant et atteint un £« €gal a 6506%
dans le milieu 01 pour les films (CH/P)(05/95)(%);

-2- quand les fractions de la pectine native etimydée augmentent, lespé& en général
augmentent aussi ;

-3- que le milieu le plus absorbant est celui dmad distillée (M1) a I'exception pour le
chitosane a 100%.

Les allures des différentes courbes sont présedt#eslesigures A.10-13 (en annexe)

[11.3.4. Essais mécaniques de traction
[11.3.4.1. Films de chitosane/pectine et chitosangéctine oxydée par le periodate
sans glycérol
D’aprésle tableau 111.3.4, on observe que lorsque la quantité de la pectitizenat
oxydée augmente, le module de Young augmente,pads de l'allongement a la rupture

£max€t a la contrainte de déformati@n,ax qui diminuent simultanémefigure 111.3.9).
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Figure 111.3.9. Contrainte en fonction de I'allongement des filfaset (b).
Tableau 111.3.4. Variation des caractéristiques mécaniques, E) des films.
Composés% E (Mpa) | o(Mpa) | ¢% Composés E (Mpa) o(Mpa) £ %
(CH/P)(100/0)(%)|  2362,15 32,99 1,50 (CH/POP)(1004)) 2362,15| 32,98 1,52
(CH/P)(95/05)(%)|  2440,02 31,65 1,31 (CH/POP)(95@p) 2450,76 | 28,83 1,23
(CH/P)(60/40)(%)|  2510,35 27,02 1,24 (CH/POP)(6Q)) 2467,69 | 2558 1,11
(CH/P)(40/60)(%)|  2630,67 829| 0,31 (CH/POP)(40MQ)( 264322 | 11,91 1,05
(CH/P)(05/95)(%)|  4241,45 785 0,28 (CH/POP)(05M@)( 30832 27 0,84

[11.3.4.2. Films de chitosane/pectine et chitosangéctine oxydée par le periodate en

présence du glycérol

Lorsqu’on ajoute le glycérol qui est avéré au calesce test un plastifiant des films aux

mélange chitosane/pectine et chitosane/pectineéexpar le periodate, les allongements a la

ruptureemax augmentent contrairement aux modules de Young)etantraintes a la rupture

omax Qui diminuent(Figure 111.3.10 et le tableau 111.3.5).
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Figure 111.3.10. Contrainte en fonction de I'allongement des filfaset (b).

Tableaulll .3.5. Variation des caractéristiques mecaniques, ) des films.

Composés E (Mpa) o(Mpa) e % Composés E (Mpa) o(Mpa) | €%
(CH/P/GIly)(60/40/0)(%)| 2510,34 27,02 1,24  (CH/POW)®0/40/0)(%) | 2467,69| 25,58/ 1,1
(CH/P/Gly)(45/30/25)(%) 1107,99 4,66 12,66 (CH/POP/Gly)(45/30/25)(P6)  967/5 10,75 | 1,63
(CH/P/Gly)(36/24/40)(%) 91,55 3,2 13,2| (CH/POP/GIly)(36/24/40)(%) 161,63 52,7 16,26
(CH/P/Gly)(30/20/50)(%) 64,83 2,55 34,05 (CH/POPI/GIly)(30/20/50)(%) 34,06 122, | 18,88
(CHIPIGIy)(25/18/57)(%) 38,36 1,85 35,19 (CH/POP/Gly)(25/18/57)(%) 27,36 641, | 36,23

[11.3.5. Libération des principes actifs :

111.3.5.1. Libération de la caféine :

Nous avons tenté au départ d’inclure la caféine aes films de chitosane pour élucider la

cinétique de la libération de cette molécule maatheureusement, des cristaux hydrosolubles

se sont formés. Ce qui a rendu le test impossible.

111.3.5.2. Libération de I'amoxicilline:

Les courbes obtenues expriment deux étapes datié¢Figure 111.3.11):

Lors de la premiére étape, la libération de I'amibikie est tres rapide dans le cas du
mélange (CH/P)(60/40)(%) et (CH/POP)(60/40)(%) @amtre avec le chitosane (100%), elle

est lente. La deuxieme est une étape de stalniisate la masse libérée par les films.
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Au temps t=4h, la libération de I'amoxicilline edé¢ 55,34%; 85,42% et 88,31% pour le
chitosane, (CH/P) (60/40)(%) et (CH/POP) (60/40)(Pé3pectivement.
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Figure 111.3.11. Libération de I'amoxicilline a partir des différamilms aAmax =272nm.

[11.3.5.3. Modélisation mathématique des profiles d libération :

Nous avons représenté les résultats de la modéfisahétique concernant la libération du
principe actif a partir des différentes formulasdtableau 111.3.6, figure A.14 en annexe)

Les points expérimentaux vérifient la linéaritéutitisant les modéles choisis.

- Le modele d’Higuchi pour le chitosane (100%) otcéefficient de corrélation &
0,97.

- Le modeéle Korsmeyer pour le mélange (CH/P) (60/@®@) ou le coefficient de
corrélation B=1.

- Le modéle d’Higuchi pour le mélange (CH/POP) (60/8%) ou le coefficient de

corrélation B= 0,92
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Tableau 111.3.6. Modélisation de la cinétique de la libération darioxicilline a partir des

différentes formulations.

Formulations Modéle cinétique Equation de régressio R
Premier ordre Log C = - 1,26112 + 0,00358 t 0,80
. y . . — 2
Chitosane Equation d’Higuchi C =-0,00835 + 0,0179%¢ 0,97
I'équation de
Korsmeyer Ln Mt/M«=0,57582+0,46504Lnt| 0,89
Premier ordre LogC=-1,26112 + 0,00358 t 0,65
. y . . — 2
(CHIP) (60/40)(%) Equation d’Higuchi C = 0,28492 + 0,458 0,63
' Eq“a“on de Ln Mt/Moo= 1,77636+ Ln t 1
orsmeyer
Premier ordre Log C =-0,50804 + 0,00269 t 0,64
Equation d’Higuchi C = 0,26821+ 0,03758"7 0,92
(CH/POP) (60/40) (%) A -
'équation de Ln Mt/Mo=3,72492+0,20673Lnt| 0,89
Korsmeyer

[11.3.5.4. Libération du paracétamol
Les évolutions des libérations pendant 24 h du gédamol sont respectivement de
34,48%, 83,40% et 94,04% pour le chitosane (100%}H/P)(60/40)(%) et
(CH/POP)(60/40)(%)Rigure 111.3.12).
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Figure 111.3.12. Libération du paracétamol a partir des différditss aimax =244nm.
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[11.3.5.5. Modélisation mathématique des profils ddibération

Dans letableau 111.3.7 etla figure A.15 (annexe),nous avons représenté les résultats de
la modélisation cinétique concernant la libératohin paracétamol a partir des différentes

formulations.

Tableau 111.3.7. La modélisation cinétique de la libération du patamol a partir des

différentes formulations.

Formulations Modele cinétique Equation de régressio R
Premier ordre Log C = - 3,03488 + 0,00293 t 0,73
: T : — 2
Chitosane Equation d’Higuchi C =1,4576 + 2,4539¢’ 0,93
I'équation de 0.88
Korsmeyer Ln Mt/Meo=-3,10532+0,3832Ln t ;
Premier ordre Log C =-2,73743 + 8,6054t 0,60
. y . . _ 2
(CHIP) (60/40)(%) | EQuation d’Higuchi C = 0,00154 + 0,20062 0,80
'équation de Ln Mt/Moo=-0,7126+0,12262 Lnt 0,84
Korsmeyer
Premier ordre Log C = -2,99352 + 0,00167 t 0,80
Equation d’Higuchi C = 6,47982+ 1,147 0,95
(CH/POP) (60/40)%) pe——
! Eq“a“on de | | \MyMw=-1,89883+0,21532Lnt| 0,90
orsmeyer

Nous constatons d’apres les résultats du tabledassius que les modeéles retenus sont:
- Le modele d’Higuchi pour le chitosane et pour Idange (CH/POP) (60/40) (%) ou
les coefficients de corrélatior’ R 0,93 et 0,95, respectivement.
- Le modeéle Korsmeyer pour le mélange (CH/P) (60/®®@) ou le coefficient de

corrélation B=0,84.

[11.3.6. Evaluation de la compatibilité avec le sag :

Le test d'hémolyse a montré que les hydrogels sont hémolytiques. Le potentiel
hémolytique du matériau est défini par la mesurelelyré d’hémolyse qui peut étre cause par
la matiere quand il entre en contact avec le shagableau 111.3.8 révéle le pourcentage
d'hémolyse du sang en contact avec les différenfitangillons a 37 °C pendant 60 min. Tous
les échantillons sont non-hémolytiquéls ont un niveau inférieur d’hémolyse a %thong
etal., 2012).
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Il a été trouvé antérieureme(@rini et al., 2007)que 'hémocompatibilité du chitosane se
manifeste par son caractére antithrombogéne.uveae ce fait des applications en tant que

revétement d’objets mis en contact avec le sangrmias prothéses vasculaires ou les valves

cardiaques
Tableau 111.3.8. Potentiel hémolytique des hydrogels.
Echantillon Chitosane (CH/P)(60/40)(%) (CH/POP){&0(%)
Hémolyse (%) 4,20 4,22 4,63

[11.3.7. Activité antibactérienne :

Des travaux antérieurs menés Bandu et al., (2010)ont révélé que le chitosane possede
une activité antimicrobienne qui dépend de plusi¢aicteurs a savoir le poids moléculaire, le
pH, la température et le degrés désacétylation.

Le mécanisme d'action antimicrobienne du chitosaest pas encore bien connu mais
différentes hypothéses ont été proposées. Lesehamgitives du chitosane peuvent interagir
avec la charge négative des membranes de la celiagtebienne. Ce qui induit la libération
du matériel protéique et les autres constituarttadallulaires. A faibles concentrations, le
chitosane polycationique se lie probablement aitfase des cellules chargées négativement
causant ainsi leur agglomeération. Par contre aaggentrations élevées, le grand nombre de
charges positives va donner une charge positite ada surface des bactéries pour les garder
en suspension. Le chitosane interagit avec la mammebrdes cellules pour altérer sa
perméabilité par entrave a I'entrée de certainsmenmts(Sudarshanet al., 1992)

Il ressort a partir dedigures 111.3.13-14 et du tableau 111.3.9 que les diametres
d’inhibition du chitosane vis-a-vis dg&taphylococus aureus augmentent avec l'ajout de la
pectine, de la pectine oxydée et encore plus esepoe de I'antibiotique.

Il n"'en demeure pas moins que le pouvoir inhibitdépend de la souche bactérienne.
Ainsi, chez leBacillus subtils, l'inhibition est plus prononcée dans le cas dulamge
chitosane/pectine oxydée notamment en présencardibiotique.

A l'égard des bactéries a gram négaRbdudomonas aeruginosa et Escherichia coli),
aucune activité n'a été décelée.

Il faut souligner que l'antibiotique choisi agitudement sur les bactéries a Gram positif
étudiéesfigure 111.2.14).
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Figure 111.3.13. Activités antibactériennes apres t=24 h du (CH@&®)40) (%) sans
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Figure 111.3.14. Activités antibactériennes apres t=24 h du chitesams antibiotiqu@)
(CH/POP)(60/40)(%) sans antibiotiq(l® et (CH/POP)(60/40)(%) avec antibiotig(e.

Tableau 111.3.9. Diamétres d’inhibition des films aprés t=24 h.

Chitosane (Chitosane/pectine) (Chitosane/pectine oxydée
Microorganisme (60/40)(%) (60/40)(%)
Amoxicilline
Sans Sans Avec Sans Avec
antibiotique | antibiotique | antibiotique | antibiotique | antibiotique

Bacillus subtilis 13mm 5mm 12mm 16mm 27mm 35mm
Saphylococus aureus 5mm 16mm 40mm 18mm 40mm 49mm

Pseudomonas aeruginosa Omm 1mm 5mm Omm Omm 1mm

Escherichia coli 1mm 1mm 2mm Omm Omm Omm
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CONCLUSION



L’ensemble des travaux que nous avons présentésemmn au départ I'étude de
I'oxydation de la pectine par deux agents oxydamntsnsuite celle des films préparés a base
de gélatine ou du chitosane réticulés par les pextipréalablement oxydées ou par le
glutaraldehyde.

Des dosages des groupements carbonyles et carboxytmtrent que lorsque la
concentration en agent oxydant, I'hypochlorite ddism, augmente, le taux des carbonyles
(%) diminue alors que celui des carboxyles augmente

En revanche, I'oxydation par le periodate de patasgKIO,) favorise 'augmentation
avec le temps des teneurs en aldéhydes et en glgbemultanément mais une diminution
des teneurs en aldéhydes en fonction de la coatiemide KIQ.

La mesure du degré de méthylation qui est de ol 74% indique que la pectine est
hautement méthylée. En présence de NaOCI, ce d#gedérification augmente apres
oxydation mais regresse ensuite avec la concerirdé NaOCI.

Par contre, le periodate de potassium a pour ackodiminuer avec le temps le degré
d’estérification pour atteindre une valeur de 46#iquant ainsi que la pectine est devenue
faiblement méthylée.

L’analyse par spectroscopie infrarouge a permisnséts études visées d’identifier les
groupements fonctionnels nouvellement formés aetsales positions et les intensités des
différentes bandes d’absorption présentes surif&sahts spectres enregistrés. L'oxydation
par le NaOCI indique que les groupements principaerferment différents dérivés
carboxylés en raison dplit en trois distinctes bandes entre 1700 et 1560, atiune part.
D'autre part, I'apparition du pic fin et intense 1883cm qui est lié a I'élongation
symétriques de I'anion carboxylate.

Pour ce qui est de I'oxydation par le KlQes pics & 1742 et 1613 ¢nsubissent des
déplacements respectifs & 1739 et 1627.cm

Nous notons aussi I'apparition d’'une bande & 1383 qui correspond aux C-H liés aux
carbonyles (CO-H). Indications de I'élongation d&ols pinacoliques par I'anion periodate.

L’addition des pectines avant et aprés oxydatida gélatine et/ou au chitosane révele
cependant que de nouvelles matrices polymériquesobbenues.

Avant oxydation, les interactions majoritaires al@@ectine non oxydée sont de nature
ionique alors que suite a I'oxydation, le NaOCldase la formation de I'amide, I'imine
surtout des liaisons ioniques (entre les ions caflates et les ions ammoniums) et le KIO

I'’établissement de I'imine essentiellement.
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Les diffractogrammes des rayons X montrent quaedxaque I'oxydation de la pectine
soit par le NaOCI soit par le Klaffectent la structure cristalline de la macroroolé ainsi
gue celles de la gélatine et du chitosane. Pauad] la teneur en triple hélice de la gélatine se
trouve diminuée considérablement mais d'une mangmratique suite a l'addition de
différentes pectines.

Les thermogrammes obtenus aprés I'analyse thermiaggtrique des films de gélatine en
présence de la pectine et/ou de la pectine oxyde&eKIO, révelent que la composition en
(G/POP) possede une stabilité thermique meillearergpport a celles de la gélatine et du
meélange (Gélatine/Pectine).

Pour ce qui est du taux de gonflement, les filmgélatine et/ou du chitosane réticulés par
la pectine oxydée et notamment par le periodatetm@oinavec quelques exceptions dgs,G
les plus bas par rapport a ceux des matrices raafarde la pectine non oxydée.

Aussi, nous avons étudié les propriétés meécanigeetractions des films qui se sont
avérées fragiles. Mais, une tentative d’ajout destifiant, le glycérol, au chitosane entraine
une amélioration dans le comportement des filmglguiennent alors souples.

A partir des résultats de la libération de prinsi@etifs incorporés dans les différents
hydrogels, nous avons remarqué que la masse depasnactifs libérés évolue avec le temps
et devient ensuite constante.

Les formulations qui nous paraissent alors asserermantes pour de futures formulations
dans les libérations prolongée et rapide respengve sont celles a base de (Gélatine/Pectine
oxydée par le chlore) (60/40) (%) et du (ChitosBeefine oxydée par le periodate) (60/40)
(%).

Les essais de I’hémocompatibilité nous laissent@rséquent prédire de leurs éventuels
usages internes. L'approche antibactérienne a pessiis de révéler que ces matériaux sont

munis d’'un pouvoir inhibiteur des bactéries a graomitif.
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Annexe 1 : Gonflement
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Figure A.l. Variation du taux de gonflement (%) des diffésdiiitns & une Impen fonction
du temps dans I'eau distillée : (G/P) (fa), (G/POP) (%)b) et (G/POCI) (%)c).
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Figure A.2. Variation du taux de gonflement (%) des diffésdiitns a une Impen fonction
du temps dans I'eau distillée : (95/05) (&), (60/40) (%)b), (40/60) (%) et (G/GTA)
(100/02) (%)(c).
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Figure A.3. Variation du taux de gonflement (%) des diffésdiiitns & une Impen fonction
du temps dans un pH=7,4: (G/P)(t4), (G/POP)(%)b) et (G/POCI)(%)c).
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Figure A.4. Variation du taux de gonflement (%) des diffésdiitns a une Impen fonction
du temps dans un pH=7,4 : (95/05)(%), (60/40)(%)(b), (40/60)(%) et
(G/GTA)(100/02)(%)Xc).
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Figure A.5. Variation du taux de gonflement (%) des diffésdiiitns & une Impen fonction

du temps dans un pH=8,2: (G/P)(f4), (G/POP)(%)b) et (G/POCI)(%)c).
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(G/GTA)(100/02)(%)Xc).

111



Q000
8500
S000
500
Fgalele]
G500

5500
S5000
4500
4000
3500
3000

6%)

2000
1500
1000

S00

~500

Fo00
FO00
sS500
S000
5500
S000
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

6(%)

-500

4500

4000

3500

3000

2500

2000

G (%)

1500

1000

500

Figure A.10. Variation du gonflement ddsims a T.mp en fonction du temps dans différents

a)

L'eau distillee

— m (CH/PY100/0) %)
— s (CH/PWO5/05)%)
(CH/PWE0/40) %)
— e (CH/PW40/60) %)
(CH/PWOS/95) %)

T T
100 150

T
250

] 50 200
Temps{(min)
b)

- — - CH/P)Y 10070 26)
. —(CH/PW95/05) %)

4 pH=7.4 { CH/ P 680/ A0 %% )
] — e CH/P 40/60 ) %)
- { CH/P){05/95 ) %%6)
E ',-"‘v: - / : - T » ’
] - -

. ( - -
- F L N
- i n

T T T T T T
a0 100 150 200 250
Temps{min)
c)

1 — - (CH/P)100/0)(%%)
- —e——{CH/P)Y95/05)(%%)

| pH=8.2 {CH/P)60/40)(%%)
i e CH/P ) 40/60)(%%)

| {CH/P)05/95)(%%)

] ] ]

18]

- ———
— = — =

T v T v T v T T T v T

o S50 100 150 200 250

Temps (mMin)

milieux.

112



=

5000

4500

4000

3500

3000
2500

E 2000

6%)

o)

1500

1000
500

-500

3000

2500

2000

1500

1000

500

14000

12000

10000

S000

S000

4000

2000

a)

—m—{CH/POP)Y{(100/0) %)

. . I —a——{CH/POP)Y 9505} %)
E | = I'eau distillée {CH/POP)(B0/40}( %)
] ——{{ CH/POP){40/S0) %)
(CH/POP)(05/95) %)

T T
o 50 100 150 200 250
Temps(min)

] ——(CH/POPY40/50 )M ¥a)

b)
_ — = (CH/PO P 100/0) %)
— & (CH/POPY95/05) %)
1 PH=7.,4 (CH/PO P60/ 40 ) %)

{(CH/POPXOS5/95 W %)

Q 50 100 150 200 250

Temps(min)

—m——(CH/PO P 100503 o)
PH=3 = ———(CH/PO P95/ 05 %)
] — {CH/PO P S0/ 403 o)

] — e CH/PO P40/ G0 26)
] {CH/PO PY OS5/ 95 W )
- =] F=
T o = - n= Tgm‘-(mln_—. == == ==
| —r
-

] :3:::-

T T T T T T

(o] 50 100 150 200 250 300

Temps(min)

Figure A.11. Variation du gonflement dé¢slms a T.mpen fonction du temps dans
différents milieux.

113



a)

TO00 - —a—(CH/P/G L) (S0 40/ 00 ) %)
| . P —a—(CH/P/G L) {45/ 30/ 25)( %)
5000 | L'eau distille= (CH/PIG L) (36/24/ 40 %)
- ——(CH/P/G L) {30/ 20/ 501 %)
1 (CH/P/GLZ25/ 18/ 57 %)
5000 -
4000 - o] iL-iF——\_R___
— = oo o ————————
= ] == |
& 3000 4 1 / rooe ] ‘L\.
I
=] - —
2000 = = "7 dcrnpmany = =
_ ¥ v
1000 - :
a S ———
T T T T T T T T
-200 o 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Temps(min)
5000
1 ——{(CH/P/ GLWE0/40,00){2%%)
4500 - — e CH/P/GLWA5/30/25) (%)
g PH=7,4 {CH/ P/ GLW36/24/40){%)
4000 — ——{ CH/ P/ GL}30/20/50)( %)
1 (CH/IP/GLNW25/18/57){(%)
3500 -
2000 -
— 2500 -
= ]
O 2000
1500 - ;—
1000 - 't}
500 — ;I--—-—
"] __ L
v T r T r T v T r T v T r T r T r
-200 8] 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Temps{(min)
c)
4000
1 — CH/ P GL60/40/00) (%)
2500 PH=8 = —( CH/P/ GL)(AS/30/25) (%)
. { CH/ P/ GLY36/24/40) (%)
1 ——( CH/P/ G LY 30/20/50) (%)
3000 (CH/P/GLNW25/18/57)(%%)
2500 -
—. 2000 -
== i
D 4500 4
1000 -
500
D - -
r — T - - r T v r . . . - - - r T r T r
-200 o 200 400 600 200 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Temps(min)
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Figure A.9. Cinétique de la libération du paracétamol a pddg films a base de gélatine,
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Résumé :
L’étude des interactions physique et chimique datpectine avant et aprés son oxydation est
réalisée en présence de la gélatine et/ou le aménd 'oxydation de la pectine est obtenue
par action de I'hypochlorite de sodium ou du pested de potassium. Les nouveaux
groupements carbonyles et carboxyles ainsi forrmgsauantifies. Les degrés de méthylation
sont mesurés. La caractérisation des matériauwapgpest faite par IR-TF, DRX et ATG.
Cependant, les propriétés mécaniques de tractiola eapacité d’hydroabsorption sont
etudiées. Les cinétigues des libérations de pmscipctifs possédants différents pka et
différentes structures sont toutefois estiméeséinbcompatibilité avec le sang humain aussi
bien I'activité antibactérienne sont réalisées.

Mots clés: Pectine, Oxydation, Gélatine, Chitosane, Prog@siéphysico-chimiques et

meécaniques, Libération médicamenteuse, Activitdaotérienne.

Summary:
The study of chemical and physical interaction eetmvpectin before and after its oxidation is
carried out with gelatin and/or chitosan. The okala of pectin is obtained from action of
sodium hypochlorite or potassium periodate. Carbang carboxyl groups which are formed
are quantified. The degree of esterification isedained. The characterization of new
materials is specially made by FTIR, XRD and TGAed#anical tensile properties and
capacity of swelling are studied. Also, the reéelimetic of drugs with different pka and
structure are estimated. Finally, the biocompkitybof hydrogels with human blood and the
antibacterial activity are realized.

Key words Pectin, Oxidation, Gelatin, Chitosan, Chemicahygical and mechanical

properties, Drug release, antibacterial activity.



