REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR
ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE FARHAT ABBAS-SETIF
UFAS (ALGERIE)

MEMOIRE
Présenté a :

La Faculté de technologie
Département de Génie des Procedés
Pour I’obtention du Dipléme de
MAGISTER
Option : Génie des procédes pharmaceutiques

Par:

M™ MESSASMA ZAKIA

THEME :

Etude de I'effet de la résorcine sur les propriétés

de la gélatine.

Soutenance prévue le : 01/12/ 2011

devant la commission d’examen :

Pr CHAFAA SALAH. Professeur UFAS  Président
Pr EL KOLLI MERBAH M. Professeur UFAS  Rapporteur
Pr BOUNEKHEL M. Professeur UFAS Examinateur

Dr DJERBOUA BAITICHE M. Maitre de conférences UFAS  Examinateur



A mes parents,

Pour le réconfort et le soutien que j’ai trouvés aupres de vous, tous les jours,
Pour avoir su effacer mes doutes et éclaircir ma voie,

Pour m’avoir donné les moyens de réaliser tous mes réves,

Je ne sais comment vous remercier,

Soyez srs de mon amour et de mon admiration pour vous,

J’exprime mon immense gratitude a toute ma famille.

A mon mari

J’aimerais sincérement remercier mon mari de m’avoir largement aidé,

Pour avoir cru en moi aux moments ou je perdais espoir,

A mes amis

Un trés grand merci a mes camarades du laboratoire LMPMP.



Remerciements

Au Professeur Elkolli Merbah Meriem,
Qui m’a fait ’honneur d’encadrer ce travail et de me guider au cours de sa réalisation.
Merci pour votre disponibilité, votre gentillesse et vos conseils.

En témoignage de ma reconnaissance et de mon profond respect.

Au Professeur Chafaa Salah,
Qui m’a fait I’honneur d’accepter la présidence de mon jury de these.

Avec toute ma gratitude et mes profonds respects.

A tous les membres de jury,
Qui ont fait ’honneur de juger ce travail et de participer au jury de ce mémoire.

Avec toute ma gratitude et mes profonds respects.

A tous les membres du personnel de SOFIPLAST, de I'université de BEJAIA, et de
I'université de JIJEL, sans oublier tous les membres du LMPMP-UFAS de SETIF.

Mes sincéres remerciements vont egalement a mesdames Nekaa S., Guessoum M. et

Benabid S. pour leurs aides et leurs conseils. Avec toute ma gratitude.

Je ne saurais terminer sans dire un grand merci a ma collégue chetouani A. que j’ai cotoyé
au cours de ce travail passe au laboratoire, pour les bons moments partages ainsi que pour
son soutien dans les moments difficiles.

En témoignage de ma reconnaissance et de mon profond respect.



Table des matiéres

TabIe dES MALIEIES ....veivieiieieie et bbbt naennas [
LISEE 0 FIQUIES. ...ttt et et e e te et e s raesaeennenrees Vi
LiSte de taDIAUX.......ccveii e e Xi
INtrOdUCTION GENEIAIE.........i it 01

Chapitre | ; Les matériaux polymérigues dans le domaine biomédical.

I.1. les hydrogels dans le génie tiSSULAITE ..........ccoviiriiieiieicee e, 05
1.2. les biomatériaux dans la régénération tisSUlaIre.............ccccvveveeiiiiic i 06
1.2.1. propriétés des DIOMALETUX .......c.ccveiieieiie i 06
1.2.2. Domaines d'appliCation .........ccoveiiiiieiieii e 08

1.3. Les polyméres biodegradables SynthetiqUES ...........ccccvvvvviiiieiieiere e, 09
o Lespoly(acide 1actique) (PLA) ..ocooiiieiiiieieicereee e 10

e Lespoly(acide glucolique) (PGA) ........coovveveieieieeeeeee e 11

o Les polycprolactone (PCL) .......c.ccoveeveeveeereceeseeseeseesssssessesseesesesesesesseanens e, 12

e Les polyamides et les poly amMiN0ACIEES .............oov.vveeevereeeeeeeeeseeeeseeeseseneens 12

®  LeS POlY OMhOBSIEN.......ccieee e 13

®  LeS POIYUIEINANES .......eoviiieciice e 13

I.4.Les polyméres biodegradables NAtUIElS............cooeiiiiereiie i 14
1.4.1. LeS POIYSACCNAITUES. .....c.veiieiiiiicieeite ettt 14

O LAMIAON e 15

O L'AMYIOSE. ..c.viiiceeciec ettt 16

O L'amYIOPECHING. .....ccieiiieiecie e e 16

L I o113 (<O 17

@ LS NYAIUIONALES ...ttt 18

@ LES CAMTAGNENANES ...veoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeee et seeeses e seeeseseses e s es e eeses e 20

o Lachiting et le ChItOSAN .........cccoviiiiiiee e 20

R T o (0] (=1 SRS R 21



1.4.2.1. StrUCLUrE dES PrOtEINES. .....cuveivieie ettt sae e 21

a. Acides amines et l1aiSON PEPLIAIGUE ........eiiiiiiiieieie e s 22
I I TS Vo o (TS Vi 1 TSRS 22
a.2. LIaiSON PEPLIAIGUE ..c..veeiie ettt re et e ene e 22

b. Structure primaire des ProtEINES .......c.cceiveieiiie i sreenre s 23

c. Structure tridimensionnelles des Protéines ..........ccceveiieiieresieseere e e 23
(o ] 1 0T (0 £ IR = Yoo o Fo U 23
C.2. Structure tertiaire et QUALEINAITE ........ccoiveieiieieeie et e 24
1.4.2.2. ROIE PRYSIOIOQIGUE .....cvvieiieiicie ettt st 25

Q. PTOtEINES TIDMBUSES .....evieiieieie sttt bbbt 25
Q1. L COMAGENE ...ttt 25
B.2. LA KEIALING ..ottt reenes 25
2.3, Le FIDFINOGENE ... 26
a.4. LeS Proteines MUSCUIAITES ........ccveiiiieirieie ettt ettt aesneesre s 26

b. Proteines gloDUIAITES ........cc.ooiiiiee e 26

I.5. La matrice extracellulaire et leur COMPOSITION. ........c.coviiiiiiiiiier e 26

T I - 1 ] 1 SRR 27

(T I o1 0] (=0T | [UTor= SR 28

(o I oo I To =T 3T OSSR 29

d. LeS QIUCOPIOTEINES ..ottt 30

Chapitre 11 : partie expérimentale

I g To o 1SR 31
11.2.1. Préparations des films a base de gélatine/résorcine ...........ccocoveverereienesnienenn, 31
11.2.2. REtICUIAtioN Par 18 GTA ... 32

R T O - Tox (=] 4 17 1 [ o RSSO RSP PR TR 32

IL.3.1. MeSure de IEPaiSSCUL ........cccuieiuiiiiieiieeiieeieeieeeiteeteeeeeeeseeseaeeseessseesseessseeseessneans 32
11.3.2. La spectrophotométrie infrarouge (IR-TF) .....cccooviireiiieniieseeere e 33
A, PIINCIPE oo e 33
O AN o] o 1= | TS 33
11.3.3. La spectrophotométrie U-VVISIDIE ..........ccocoviiiiiiii e 34
B PIINCIPE Lot bbb 34



TN o] o 1= | RSSO 34

11.3.4.ESSaiS MECanique de trACTION .......eieiviriiiiiiiieie et 35
B PIINCIPE Lottt 35
D, APPAIEIL ... 37

11.3.5. La diffraction des rayOns X........ccccuiiieiiiieiee et 37
W o (o110 OSSR RTPSRTN 37
. ADPAIEILL ...t 38

11.3.6. L'analyse thérmique & balayage (DSC) ......cooeierieriieieiecieeeeeeee e 38
A, PIINCIPE .o re e nrnae s 38
QTN o] o 1= | RSSO 39
[1.3.7.Etude de goNTIEMENT .....ocuiiiiieeceee e 40

B. IMHTTBUX .ttt te et re e te et enreenteenneees 40
D. GONTIBMENT ... ettt enes 40

[1.3.8. DITFUSTON ..ottt bbbttt st eneas 41

[1.3.9. TSt UE FESIAU ..ovveeee et bbbt 43
A, ACIAItE / DASICITE ....veeveeie ettt sttt 43
b. Les analyses SPeCtrophOtOMELIIES ..........ccoiriiiiiiicsiiee e 43

b.1.Spectrophotométrie UV-VISible ... 43
b.2. Spectrophotométrie infrarouge (IR-TF) .ocvviieiiee e 43
I1.3.10.Détermination de la teneur en eau est des differents types d’eau ...........ccceeeevvennnnne 43

Chapitre 111 : Résultats et discussion

[11.1.Analyse par spectrophotométrie IRTF...........cooiiiiiie e, 44
1. Films de gélatine non réticulée additonnée a 1a réSorcine ..........ccccceevvevveveseecieennenn, 44
a. Dans un MIlIEU AQUEUX .......ccveiuieieiicie ettt e e 49

b. Dans un milieu acide (PHZ1.2) ...oceviiiiiee e 50

c. Dans un milieu basique (PH=8.6) .......ccccuririiriiiiieree s 51

2. FIlmS rétiCUulES Par 1€ GTA ..o e 52
2.1.GEIALING TELICUIBE ..o e 53

a. Dans un MilIEU AQUBUX .....ccveiueeieiie ettt e esreeaeeneenne e 53

b. Dans un milieu acide (PH=1.2) ..o 56
2.2.MEIANQJE TELICUIE ...ttt 58



a. Dans uUn MIHEU AQUEUX .....c.eeoviiieiiecieeite ettt ettt ettt ste e e e snaesneesreas 59

b. Dans un milieu acide (PH=1.2) ..ccooiiiieiiiiieeee e 62

c. Dans un milieu basique (PH=8.6).......cceoiriiiiiiiiiiieceee e 64
[11.2.Analyse par spectrphotométrie UV-VIS ..., 65
1. Films a base de gélatine additionnée a 1a réSOrCiNg .........cccceevevieiieve e s 65
a.  Avant lareticulation par 18 GTA ..o 65

b.  Aprés laréticulation par 1€ GTA ... 66
[11.3. Essais ME&caniques de traCtION .........ccviveieieriere e e 68
1. Films a une teneur en eau €gale @ 15%0 .......cc.coveeeeieeii i 68
2. Films a une teneur en eau €gale 65-72.5%0 .......c.cccevveieeiieiieeie e 69
[11.4. DIiffraction des FrAYONS X .....cc.oiiiiriiiriiiiiriesiisesie et nbe e nne s 71
1. Effet de rESOICINOI ......oceieciciee ettt e ene s 71
2. Effet de glutaraldeNYde ..........ccveieiiiiiicce e 72
a. Surlesfilms de QEIAtINE .........ccocoiiiiii e 72

b. Sur les films de gélatine additionNEes au reSOICINE ........ccccvvevveiieereeriesieseeesee e 74
[11.5.Etude thérmique par calorimétrie differentielle a balayage (DSC) ......cccovvveveivreenne, 75
1. EFFEt 08 MESOICINE ...o.viiiciiciieicie ettt stesrennenre s 75
2. Effet du glutarald@hyde..........c.ooovviiiiieeecec e 77
a. Surlesfilms de gelating ........oooveiiiiiee e 77

b. Sur les films de gélatine additionné au réSOrCiNg ..........ccooveveveieereresese e, 78
HHLB.GONFIEMENT ...ttt st nrs 79
1. FIIMS NON TELICUIES ...t 82
a. Effet de 1a FESOICINE ...oviiee et e 82

D, EFt dU MITIBU ..oveeee e nne s 83

C. Effetde 1atemMPerature...... ..o e 83

2. FIIMS réticUlEs Par 16 GTA ...t 84
a. Effet de 1a FESOICINE ...c.voeeee e 84

D, EFfet du MITIEU ... s 85

C. Effetde 1atemMPErature .........ccoiiiiiiieieerese e 86
[11.7.Déterination du mécanisme de gonflement ..., 86
1. Diffusion des MmOIECUIES A’ AU .......ccueiiiieiiiiiiiiiee e 86
2. Facteurs influencant 1a diffuSION ..........ccooiiiiiiiin s 87
A, L PH e 88
a.1. GElatine NON FELICUIBE .......c.vevieiee e 88



a.2. MElange NON FELICUIE ...........c.ooieiece e 89

a.3. Melange TeLICUIG ..o 89

b.  Degré de rétiCUlation ............ccooiieiieiieeee e s 90

C. LATEMPEIALUIE ....ocveeiicece ettt te e neenne e 91

(@] 00 113 [0 o SRR 92

(€] (151U (USSR RPRURRTN 93

Réferences bibliographigUES ..........ocecoiiiiiieie e 95

Annexes

ANnexe 1 : SPECtreS INFrArOUGE .....ccvvieeiiiiccie et 102
ANNexe 2 1 SPECLres UV- VIS ... 106
Annexe 3 : Courbes de traCION .........ccoveieiieiiee e sae e 111
Annexe 4 : Diffractogrammes des rayons X .........ccccooeieririerieieieeieesesie e 113
Annexe 5 : Thérmogrammes de DSC .........coovoiiieiieiece e 116
Annexe 6 : Courbes de diffUSION ........cccciiiiiiiiii e 118
RESUME ..ottt ettt se e st et e b e teebe st e e beeseesa e e et e tenteateaseeneenseneenreas 121



Tableau I.1.
Tableau 1.2.
Tableau 11.1.
Tableau 11.2.
Tableau I11.1.
Tableau I11.2.
Tableau I11.3.
Tableau I11.4.
Tableau I11.5.
Tableau I11.6.
Tableau I11.7.
Tableau I11.8.
Tableau I11.9.
Tableau 111.10.
Tableau 111.11.
Tableau 111.12.
Tableau 111.13.
Tableau 111.14.
Tableau 111.15.

Domaines d'application des biomatériaux.

Concentration en acide hyaluronique pour différentes origines.
Les différents films biopolyméres préparés.

Les épaisseurs des films.

Variation des c/aractéristiques mécaniques (o,¢, E) des films de
gélatine (a), (G/R)(85/15)% (b) ; 4 H.R.= 15%.

Variation des c/aractéristiques mécaniques (o,¢, E) des films de
gélatine , (G/R)(85/15)% et (G/R) (85/15)% réticules ; a H.R.= 65-
72.5%.

Le diamétre inter-réticulaire et la teneur en triple hélice de la
gélatine, (G/R)(90/10)% et (G/R)(85/15)%.

Le diamétre inter-réticulaire et la teneur en triple hélice de la
gélatine , gélatine 1% et gélatine 2%.

Le diamétre inter-réticulaire et la teneur en triple hélice de la (G/R)
(85/15)%, (G/RIGTA)(85/15/1)% et (G/R/GTA)(85/15/2)%.

Le diamétre inter-réticulaire et la teneur en triple hélice de la (G/R)
(90/10)% et (G/R/IGTA)(90/10/1)% .

Les valeurs de Tg, Tf et AH de gélatine, résorcine et le mélange
(G/IR).

Les valeurs de Tg, Tf et AH de gélatine et gélatine réticulé.
Les valeurs de Tg, Tf et AH d’un mélange (G/R).

Les valeurs de R.G.max de differentes compositions des films non
réticules dans differents milieux a Tamb et T= 37°C.

Les paramétres cinétiques de gélatine non réticulées dans differents
milieux.

Les paramétres cinétiques d’un mélange (G/R)(85/15)% non
réticulées dans differents milieux.

Les paramétres cinétiques d’un mélange (G/R/GTA)(85/15/0.5)%
dans differents milieux.

Les paramétres cinétiques d’un mélange (G/R)(85/15)% a (Tamb ,
I’eau distillée).

Les paramétres cinétiques d’un mélange (G/R/GTA)(85/15/0.5)%
dans differents milieux , a T=37°C.

Xi



Tableau A2.1.

Tableau A3.1.

Tableau A6.1.

Tableau AG6.2.

Les valeurs de pH pour les films (G/R) a T=25°C (a), a T=37°C (b)
dans I’eau distillée.

Variation des caractéristiques mécaniques (o,¢,E) des films de
gélatine (a), (G/ R)(85/15)(%) réticulé (b) a H.R.= 65-72,5%

Les parameétres cinétiques de gélatine non réticulée dans différents
milieux & T=37C°.

Les parametres cinétiques d’un mélange (G/R/GTA)(85/15/0)%
dans différents milieux a T=37C".

xii



Figure 1.1.

Figure 1.2.

Figure 1.3.
Figure 1.4.
Figure 1.5.
Figure 1.6.
Figure 1.7.
Figure 1.8.

Figure 1.9.

Figure 1.10.
Figure 1.11.
Figure 1.12.
Figure 1.13.
Figure 1.14.
Figure 1.15.
Figure 1.16.
Figure 1.17.
Figure 1.18.
Figure 1.19.
Figure 1.20.
Figure 1.21.
Figure 1.22.
Figure 1.23.
Figure 1.24.
Figure 1.25.

Figure 1.26.

Concept de génie tissulaire.

Microphotographie réalisé par microscopie électronique a balayage

d'une section verticale d'un gel d'alginate (Scaffold) .
Classification des polymeres biodégradables.
Reaction de formation d'un lactide cyclique.
Réaction de polymérisation de lactide cyclique.
Synthése de l'acide polyglucolique.

Synthése de l'acide poly (e-caprolactone).

Structure de I'aramide.

Structure de poly orthoester.

Structure de polyuréthane.

Synthése chimique de polyuréthane.

Presentation d'un fragment d'amidon (a) linéaire, (b) hélicoidale.

Structure de I'amylose.

Structure de I'amylopectine.

Structure de résidu d'acide manuronique.

Formule chimique de Hyaluronate.

Motif de repetition ideal du A carraghénane.
Structure chimique de chitine et chitosan.
Synthése d'une liaison peptidique.

Structure primaire d'une proteine.

Niveaux d’organisation structurales des proteines.
Liaisons secondaires interatomiques dans un proteine .
La matrice extracellulaire.
La forme de I'élastine.

La forme de I'élastine.

La triple hélice de collagéne .
Vi



Figure 11.1.
Figure 11.2.
Figure 11.3.
Figure 11.4.
Figure I1.5.
Figure I11.1.
Figure 111.2.
Figure 111.3.
Figure 111.4.
Figure 111.5.
Figure 111.6.
Figure 111.7.
Figure 111.8.
Figure I111.9.
Figure 111.10.
Figure 111.11.
Figure 111.12.

Quelques domaines d'absorption correspondant a divers types de
liaison chimique.

Diagramme d'un spectrophotométre UV-Visible a faisceau unique.

Comportement d'un materiau soumis a une traction mécanique.

Dispositif général d'un calorimétre DSC.

Variation de I'enthalpie en fonction de la température.

Spectres IR-TF de la résorcine dans un milieu neutre (a), milieu acide
(pH=1.2) (b), et milieu basique (pH=8.6) (c).

Particularité du résidu proline.

Quelques réactions susceptibles de se produire entre les résidus lysine
de la caseine et la résorcine.

Spectres IR-TF de la gélatine (a), la résorcine (b), et le mélange (G/R)
(85/15)% (c) ; a pH neutre.

Spectres IR-TF de la gélatine (a), la résorcine (b), et le mélange (G/R)
(85/15)% (c) ; a pH acide.

Spectres IR-TF de la gélatine (a), la résorcine (b), et le mélange (G/R)
(85/15)% (c) ; a pH basique.

Spectres IR-TF de la gélatine (a), la gélatine réticulée a 0.1 % de GTA
(t= 30 min), (b), et la gélatine réticulée a 0.1 % de GTA (t=24 h) (c) ;
a pH neutre.

Spectres IR-TF de la gélatine (a), la gélatine réticulée a 2,5 % de GTA
(t= 30 min), (b), et la gélatine réticulée a 2.5 % de GTA (t=24 h) (c) ;
a pH neutre.

Spectres IR-TF de la gélatine (a), la gélatine réticulée a 0.1 % de GTA
(t= 30 min), (b), et la gélatine réticulée a 0.1 % de GTA (t=24 h) (c) ;
a pH acide.

Spectres IR-TF de la gélatine (a), la gélatine réticulée a 2,5 % de GTA
(t= 30 min), (b), et la gélatine réticulée a 2,5 % de GTA (t=24 h) (c) ;
a pH acide.

Condensation de la résorcine et du formol, polymérisation de ce
complexe en une longue chaine.

Spectres IR-TF de la (G/R) (85/15)% (a), (G/R)(85/15)% réticulé a 0.1

% ( t=30 min) (b) , et (G/R)(85/15)% réticulé a 0.1 % (t=24 h) (c) ; a
pH neutre.

vii



Figure 111.13.
Figure 111.14.
Figure 111.15.
Figure 111.16.
Figure 111.17.
Figure 111.18.
Figure 111.19.
Figure 111.20.
Figure 111.21.
Figure 111.22.
Figure 111.23.
Figure 111.24.
Figure 111.25.
Figure 111.26.
Figure 111.27.
Figure 111.28.

Spectres IR-TF de la (G/R) (85/15)% (a), (G/R)(85/15)% réticulé a 2.5
% ( t=30 min) (b) , et (G/R)(85/15)% réticulé a 2.5 % (t=24 h) (c) ; &
pH neutre.

Spectres IR-TF de la (G/R) (85/15)% (a), (G/R)(85/15)% réticulé a 0.1
% ( t=30 min) (b) , et (G/R)(85/15)% réticulé a 0.1 % (t=24 h) (c) ; &
pH acide.

Spectres IR-TF de la (G/R) (85/15)% (a), (G/R)(85/15)% réticulé a 2.5
% ( t=30 min) (b) , et (G/R)(85/15)% réticulé a 2.5 % (t=24 h) (c) ; a
pH acide.

Spectres IR-TF de la (G/R) (85/15)% (a), (G/R)(85/15)% réticulé a 2.5
% ( t=30 min) (b) , et (G/R)(85/15)% réticulé a 2.5 % (t=24 h) (c) ; a
pH basique.

Spectres d’absorption U.V de la gélatine et le mélange (G/R) dans
differents milieux .

Spectres d’absorption U.V de mélange de (Glycine / Résorcine) dans
differents milieux.

Spectres d’absorption U.V de la glycine et le mélange de (glycine/
résorcine) réticulés par le GTA.

Courbes contrainte- déformation des films de la gélatine (a), le
mélange (G/R) (b) , a H.R. = 15 %.

Courbes contrainte- déformation des films de la gélatine (a), le
mélange (G/R) (b) , a H.R. = 65-72.5 %.

Diffractogramme des rayons X de la gélatine, la résorcine,
(G/R)(85/15)%, et (G/R)(90/10)%.

Diffractogramme des rayons X de la gélatine, Gélatine 1% et gélatine
2%.

Diffractogramme des rayons X de
(G/RIGTA)(85/15/1)%, et (G/IR/IGTA)(85/15/2)%.

(G/R)(85/15)%,

Diffractogramme  des rayons X de
(G/IRIGTA)(90/10/1)%.

(G/IR)(90/10)% et
Thérmogrammes de DSC des films de la gélatine, la résorcine et le
mélange (G/R) non rétculés ; (a) : 1% scan ; (b) : 2°™ scan.

Thérmogrammes de DSC des films de la gélatine réticulées , (a): 1
scan, (b) : 2 *™ scan.

Thérmogrammes de DSC des films de mélange de (G/R) (85/15)% ,
(@) : 1 * scan, (b) : 2 °™ scan.

viii



Figure 111.29.
Figure 111.30.
Figure 111.31.
Figure 111.32.
Figure 111.33.
Figure 111.34.
Figure 111.35.
Figure 111.36.
Figure 111.37.
Figure 111.38.
Figure 111.39.
Figure 111.40.
Figure 111.41.
Figure Al.1.
Figure Al.2.
Figure A1.3.
Figure Al.4.
Figure AL5.
Figure A1.6.

Thérmogrammes de DSC des films de mélange de (G/R) (90/10)% ,
(@) : 1% scan, (b) : 2 * scan.

Schématisation de la pénetration d’un solvant a ’interieur d’un systéme
polymére.

Variation de R.G. des differents films non réticulés a T amb en
fonction du temps dans les differents milieux.

Variation de R.G. des differents films non réticulés a T amb en
fonction du temps dans les differents milieux.

Variation de R.G. des differents films réticulés a 0.5 % de GTA a
differents taux de résorcine a 25 °C T dans les differents milieux.

Variation de R.G. des differents films réticulés a 0.5 % de GTA en
fonction du temps dans les differents milieux.

Variation de R.G. des differents films réticulés a 0.5 % de GTA a
Tamb et T =37 °C en fonction du temps dans le milieu 1 et le milieu 2.

Representation schématique des groupements hydrophobes et
hydrophyles.

Graphes de In (F) en fonction de In (t) des films de gélatine non
réticulées dans differents milieux, a T ambiante.

Graphes de In (F) en fonction de In (t) des films de
(G/RIGTA)(85/15/0)% dans differents milieux, a T ambiante.

Graphes de In (F) en fonction de In (t) des films de
(G/R/IGTA)(85/15/0.5)% dans differents milieux, a T ambiante.
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Spectres IR-Tf du résidu (G/R)(85/15)% réticulés a differents concentrations
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Spectres IR-Tf du résidu (G/R)(85/15)% réticulés a differents
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Une simple coupe histologique révéle que les tissus biologiques, comme par exemple
la peau ou le cartilage, sont hautement organisés et stratifiés. Ils sont constitués de différents
types cellulaires, organisés de maniére adéquate afin de remplir une fonction bien définie et
interagir avec leur matrice extracellulaire.

Un des objectifs de I’ingénierie tissulaire est le développement de substituts
biologiques qui vont restaurer, maintenir ou améliorer la fonction tissulaire.

De maniére générale, 1’ingénierie tissulaire implique 1’utilisation de biomatériaux
tridimensionnels appelés «scaffolds», capables de créer un environnement favorable a la
prolifération, la différenciation et a la conservation du phénotype cellulaire.

Ainsi, pour leurs diverses propriétés, les hydrogels semblent étre des candidats
potentiels dans le domaine de I’ingénierie tissulaire comme «scaffolds ». Cependant, les
méthodes développées jusqu’a nos jours, ne permettent pas une distribution spatiale précise
des différents types cellulaires afin de mimer ’architecture stratifiée du tissu a remplacer.
Actuellement, des « scaffolds » de nouvelle génération sont en cours de développement et
consistent en la réalisation de matériaux bioactifs.

La colle GRF Elaborée aux Etats-Unis en 1968 par C.W. Cooper et R.D. Fald, ce
nouveau type de colle est constitué, comme son nom I’indique prépolymeére protéinique
(gélatine) polymérisé en gel par un aldéhyde (Glutaraldéhyde) en présence d’un phénol
rendant I’ensemble insoluble (résorcinol).

Cette colle présente I’avantage d’étre beaucoup moins toxique que les colles
cyanoacrylates, bien que la présence de Glutaraldéhyde dans sa composition puisse entrainer
des effets cytotoxiques. L’idée d’une colle réalisée a base d’un composant protéique (la
gélatine) vient du fait que les tissus organiques contiennent de grandes quantités de chaines
polypeptidiques. Dans le cadre de la chirurgie humaine, cette colle fut tout d’abord utilisée en
urologie, puis en stomatologie, mais son domaine d’utilisation principal reste la chirurgie
vasculaire, ou elle est utilisée le plus souvent en renfort de sutures, afin de réaliser une
hémostase rapide, dans un souci d’étanchéité (Richards J, 1968).

Dans ce contexte et a ce propos, nous nous sommes proposés d’étudier chimiquement,
thermiquement, mécaniquement et structuralement (morphologiquement) et d’élucider
ensuite, si ¢’est possible, I’effet des ingrédients (Gélatine, Résorcine et Glutaraldéhyde ) sauf
ou en mélange sur le comportement de la protéine qui jusqu’a lors suscite de profondes
investigations .

Aprés avoir énoncé un prologue succinct sur 1I’intérét de 1’'usage de la colle GRF ou

GRFG, nous avons réparti notre mémoire en trois principaux chapitre.
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Le premier chapitre est consacré a une analyse bibliographique sur les
biomatériaux en général. Il nous a paru utile de I’initier en donnant des
définitions sur le génie tissulaire suivi par la suite de rappels sur les

biomatériaux et notamment les polymeéres biodégradables.

Au chapitre Il nous avons décrit les matériaux utilisés, les équipements
employés, ainsi que les méthodes de caractérisation mises en ceuvre tels que
la spectroscopie infrarouge a transformée de fourrier pour voir I’interaction
entre la gélatine et la résorcine avant et aprés la réticulation par le
glutaraldéhyde, la diffraction des rayons X, I’analyse thermique par DSC, le
test de gonflement dans les différents milieux pseudo-physiologiques. Nous
nous sommes particulierement intéressés aux propriétés mécaniques de

traction.

Et enfin au chapitre 11l : nous avons exprimé et discuté les resultats obtenus

des différentes caractérisations sus citées.



L'ingénierie tissulaire, au carrefour des sciences du vivant et des sciences de
I'ingénieur, a pour but de remplacer, maintenir ou améliorer la fonction de tissus humains,
grace a des substituts tissulaires incluant des éléments vivants (Langer et Vacanti, 1993). Il
s'agit donc d'élaborer des tissus artificiels, en faisant appel aux cultures de cellules (cellules
différenciées, ou plus souvent cellules souches de la moelle osseuse), a des biomatériaux
(matériaux poreux a architecture contrélée, mais également ciments), a des facteurs de
croissance (comme les bon morphogénétique protéines), aux protéines intervenant dans
I'adhésion cellulaire (telles que la fibronectine, ou les séquences reconnues par les sous unités
d'intégrine), ou encore a la thérapie génique des cellules (notamment en utilisant des cellules-

souches transfectées). Leur association est un biomatériau hybride (Figure 1.1).

En outre, la voie de I’ingénierie tissulaire présente 1’avantage de s’affranchir des
probléemes comme le manque de donneurs et le risque de transmission virale. Les applications
sont nombreuses et recouvrent la reconstitution aussi bien de la peau (MacNeil, 2007), du foie
(Bhandari et al., 2001), de la cornée (Hu et al., 2005), mais également d'appareil locomoteur
(Hardouin et al., 2000). Plusieurs de ces tissus sont déja en cours d’application clinique
(greffe de la peau, du cartilage et de 1’0s) (Roberts et al., 2008). Cette approche thérapeutique
est actuellement considérée comme innovante en médecine régénérative a coté des deux
principales thérapies que sont la transplantation d’organes et la chirurgie prothétique (Vacanti et
Langer, 1999 ; Lavik et Langer, 2004).

Biomatériaux

Tissu
hybride

Cellules Facteur de croissance

Figure 1.1 : Concept de génie tissulaire qui est basée sur le triptyque
cellules/biomatériaux/facteurs biologiques dans le but de
générer un tissu hybride (Merceron et al., 2008).

L’ingénierie tissulaire implique en général 1’utilisation des "scaffolds", qui sont des
architectures en échafaudage sophistiquées tridimensionnelles, formant des motifs précis. Le

«scaffold» doit satisfaire les criteres suivants (Hutmacher, 2001):
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1)

)

©)

(4)

()

il doit étre hautement poreux avec des pores interconnectés et présente
une taille appropriée afin de favoriser I’intégration et la vascularisation
du nouveau tissu, la diffusion des nutriments et 1’évacuation des déchets,
il doit étre construit & partir de matériaux biocompatibles et dont la
biodégradabilité est contrblée,

il doit favoriser 1’adhésion, la prolifération et la différentiation cellulaire,
il doit assurer a la fois le réle de support mécanique lors de la
transplantation et le role de trame temporaire mimant la matrice
extracellulaire des cellules afin de guider la reconstruction tissulaire,

il ne doit pas induire une réponse inflammatoire,

Et (6) il doit étre facilement modulable en forme et en taille.

Les « scaffolds » peuvent étre fabriqués a partir de matériaux inorganiques comme le

phosphate de calcium, utilisé dans la régenération des tissus minéralisés cas de tissu osseux

(Hench et al., 2002), ou de matériaux organiques comme les polymeéres naturels ou

synthétiques (Drury et al., 2003).

Parmi les polymeéres naturels utilisés dans 1’ingénierie tissulaire, les hydrogels a base

de biopolyméres, comme 1’alginate (Figure 1.2) et le chitosan sont particulieérement attractifs.

En effet, ils présentent une structure proche de celle des macromolécules composant les tissus

humains, une faible cytotoxicité, une bonne biocompatibilité et un colt relativement bas
(Falcone et al., 2006).

Figure 1.2. : Microphotographie réalisee par microscopie

¢lectronique a balayage d’une section verticale
d’un gel d’alginate (scaffold). Site internet
http://home.phys.ntnu.no.



http://home.phys.ntnu.no/

I.1. Les hydrogels dans le genie tissulaire :
Ce sont des polymeres tres hydratés, 70% de leur masse est constituée d’eau (Drury et
Mooney, 2003). Leur principale caractéristique est leur capacité a gonfler en présence d’eau.
Les hydrogels sont trés utilisées pour :
- Les plaies ouvertes superficielles et profondes,
- Les escarres,
- Les ulcéres de jambe,
- Les bralures du second et troisieme degré superficiel et profond,
- Les sites donneurs de greffe,
- Les coups de soleil séveéres,
- Ladermabrasion,
- Laréaction de la peau aux traitements oncologiques (radiothérapie),
- Lachirurgie réparatrice et reconstructrice,

- Etlaplaie atone.

Les hydrogels sont composés de chaines polymériques hydrophiles pouvant étre soit
synthétiques soit naturelles. Les hydrogels synthétiques incluent : le poly(alcool vinylique)
(PVA), Le poly(oxyéthylene) (PEO) et le poly(acide acrylique) (PAA)....etc.

Les hydrogels naturels sont habituellement des biopolymeres, tels que ’alginate, le
collagene, la gélatine, la fibrine, la chitosan, 1’agarose et 1’acide hyaluronique (Lee et al.,
2001). Suivant la nature des pontages mis en jeu dans le réseau, il est possible de distinguer
les hydrogels «chimiques» et les hydrogels «physiques». Dans les hydrogels chimiques, des
liaisons covalentes assurent la cohésion du gel et, I’équilibre de gonflement est, en grande
partie, relié au taux de réticulation. Les hydrogels «physiques» présentent, quant a eux, des
pontages ioniques, des interactions de type Van der Walls ou des interactions électrostatiques
(Hoffman, 2002).

Les hydrogels doivent répondre aux criteres cités précédemment pour étre utilisés en
tant que « scaffold » dans 1’ingénierie tissulaire. De plus, le mécanisme de gélation doit étre
pris en compte. La formation de gel basée sur des liaisons covalente peut provoquer, quant a
elle, une cytotoxicité provenant de la molécule de réticulation mais également rendre le gel

non biodégradable, aspect défavorable pour le génie tissulaire (Lee et al., 2001).



1.2. Les biomatériaux dans la régénération tissulaire :

Ils sont au centre d’innovations importantes dans le traitement des traumatismes, de
certaines affections (en particulier cardio-vasculaires) ou du vieillissement. Des progrées se
poursuivent actuellement dans le cadre du génie tissulaire en s’intégrant dans une approche
plus large qui fait appel aux avancées techniques de la chimie des polymeres, des
biotechnologies, et de la thérapie cellulaire et génique. Cette approche pluridisciplinaire vise a
associer dans une méme unité fonctionnelle un matériau (synthétique ou naturel) si possible

dégradable, et une composante cellulaire, dans une architecture tridimensionnelle.

Il s’agit de favoriser avec ces nouveaux biomatériaux hybrides, I’aptitude de
I’organisme a se réparer. De ce champ d’investigations, des innovations importantes sont
attendues, en particulier dans le domaine du remplacement des vaisseaux. Du génie
biologique et médical au génie tissulaire, les biomatériaux occupent toujours une place
centrale (Auger FA, 2000).

Une des caractéristiques indispensable des biomatériaux est leur biocompatibilité et
leur inertie lors de leur intégration dans le corps humain, ceci afin d’éviter les phénomeénes de
rejet. Une évolution récente est 1’¢laboration de composés biodégradables. De tels composés
sont destinés a des applications thérapeutiques nécessitant une présence limitée dans le temps
comme les stents biorésorbables (Zilberman et al., 2006), les fils de suture synthétiques
résorbables tels que le Vicryl® rapide ou le Dexon®, les membranes biodégradables pour la
cicatrisation des plaies , ou encore les éponges pour la régénération du tissu osseux (Freed,
1993).

Cependant, les limitations inhérentes a I’emploi des biomatériaux (détérioration a long
terme des propriétés structurales et des interfaces, difficultés a trouver des substituts pour
remplacer certains types tissulaires) ont entrainé le développement de I’ingénierie tissulaire
qui s’efforce de reproduire les principales propriétés des tissus et de contrdler leur

comportement dans le temps.

1.2.1. Propriétés des biomatériaux :
Tout d’abord, le biomatériau ne doit pas étre toxique ; il utilise des produits inertes qui
n’entrainent pas de risques toxiques et qui sont bien acceptés par le receveur (Johnson, 1985).
Actuellement, en médecine, la biocompatibilit¢ des implants est une condition
indispensable a leur usage. La biocompatibilité peut étre définie par « la capacité d’un

biomatériau a induire une réponse appropri¢e de 1’hdte dans une application spécifique». Elle
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est caractéristique de 1I’endommagement que pourrait provoquer I’implant sur les tissus
I’avoisinants (Laing et al., 1990).

Si les cellules ne sont pas endommageées par le biomatériau ou par des produits libérés
par la corrosion ou le frottement, le matériau est considéré comme compatible avec
I’organisme. L’implant est un « corps étranger » ne doit pas non plus étre endommagé par les
fluides corporels ou par les mécanismes de défense de 1’organisme. D’autres exigences qui
dépendent de la fonction et de I’endroit d’implantation du biomatériau sont aussi recherchées :
la connaissance des propriétés mécaniques du biomatériau est indispensable dans le cas de
prothéses osseuses. Il faut étre en mesure de connaitre les contraintes et les déformations
mécaniques du biomatériau, qui sont liées a sa structure et a sa composition (Spector, 2000).
Les contraintes qui s’exercent sur les biomatériaux sont statiques mais aussi dynamiques. Une
prothése de hanche subit des alternances de charge. Les propriétés chimiques comme
I’oxydation, la corrosion ou la résistance a 1’usure, doivent aussi €tre prises en compte et

connues.

A TDinterface du biomatériau et des tissus environnants, des réactions se déroulent
(Coleman, 1974). Elles ont des répercussions sur les cellules des tissus hotes et peuvent étre a
I’origine de nombreuses irritations (inflammations, allergies) ou au contraire, avoir un effet
stimulant pour la régénération des tissus environnants.

Idéalement, il devrait y avoir interaction entre les cellules des tissus environnants et le
matériau de maniére & reconstruire au contact de I’implant les tissus 1ésés et a incarner
activement 1’implant dans le tissu hdte. Les interactions entre I’environnement biologique tels
que les tissus durs ou mous environnant I’implant, le sang et le liquide corporel peuvent
provoquer a [Dinterface des biomatériaux de nombreuses réactions non désirées
(inflammatoires, mutagenes, carcinogenes...). Elles permettent de distinguer trois sortes de
materiaux :

- Les matériaux bioinertes qui s’intégrent dans 1’os sans interposition de couche
fibreuse

- Les matériaux biotolérés qui s’integrent dans 1’os avec interposition d’une couche
tissulaire fibreuse.

- Les matériaux bioactifs qui réagissent « positivement » a leur environnement
biologique en permettant des réactions spécifiques a I’interface implant-tissu receveur.

A leur contact, il se forme un os néoformé, avec 1’établissement par des processus

physico-chimiques, d’une continuité entre le matériau et la matrice osseuse.



Ces matériaux sont tous biocompatibles ; ils ne libérent pas de substances toxiques et

n’endommagent pas non plus les tissus environnants.

1.2.2. Domaine d’application :
Un récapitulatif du domaine d’application des biomatériaux est donné dans le tableau

suivant :

Tableau 1.1 : Domaines d’application des biomatériaux (Niklason et al., 1999).

Domaines Applications

Cardiovasculaire Valves cardiaques, matérielles pour circulation extracorporelle,
ceeur artificiel, assistance ventriculaire, stimulateurs cardiaques,
prothéses et endoprothése (stents) vasculaires, matériels pour

angioplastie liminale, cathéters.

Chirurgie plastique Matériaux et implants pour chirurgie esthétique, drains de

et reconstructive chirurgie, colles tissulaire, peau artificielle, sutures résorbables.
Chirurgie Prothéses articulaires (hanche, coude, genou, poignet), ortheses,
orthopédique ligaments et tondons artificiels, cartilage, matériel de

remplacement ou comblement osseux, chirurgie du rachis,

réparation de fractures (vis, plaques, clous, broches).

Endocrinologie Pancréas artificiel, pompes portables et implantables.
Odontologie et Matériaux de restauration, comblement dentaire et osseux,
stomatologie traitement  prophylactiques, orthodontie, traitements du

parodonte et de pulpe, implants reconstruction maxillo- faciale

Ophtalmologie Implants, lentilles, coussinets de récupération, produits

visqueux de chambre postérieure.

Radiologie et Produits de contraste, produits pour embolisation, produit pour

imagerie radiologie interventionnelle.

Urologie et Dialyseurs, poches, cathéters et tubulaires pour dialyse, rein

néphrologie artificiel portable, protheses, matériaux pour traitement de
I’incontinence.

Autres applications | Systemes de libération contrdlée de medicaments ou de génes,
dans d’autres biocapteurs, encapsulation cellulaire, néo-intestin.

domaines




La figure suivante note qu'il existe de nombreux types de polymeéres biodégradables,
qui sont généralement classés en deux grandes familles selon leur origine — renouvelable ou
fossile (Pétrochimie), auxquelles s'ajoutent les mélanges qui sont souvent utilisés pour les

produits commerciaux.

Polymeres biodégradables

Ressources renouvelables Ressources fossiles

Bioplastiques

Agropolyméres

Polymeéres issus
De biomonoméres

Petroplastiques

Matériaux chargés
de fibres naturelles

Directement Issus de micro- Issus de Issus de
extraits organismes (obtenus biotechnologie Syf‘t*‘.ese
dela par extraction) chimique
biomasse classique

Polysaccharides Protéines Polyhydroxyl Polylactides Composites Polycaprolactones
Alcanoates a fibres (PCL)
(PHA) naturelles Polyester amide

NFC (PEA)

Amidon, Animales, Plantes : Composites Copoly ester

Cellulose Caséine, zéine, Aclidle _ bois- aliphatiques
itine. llagene, Soja, polylactique polyméres (FBSA)

Chitine ggaﬁﬁg ° gluténe. PHB, PHBV. (PLA) WPC Copoly ester

Figure 1.3 : classification des polyméres biodégradables (Lee et Mooney, 2001).

1.3. Polyméres biodégradables synthétiques:

Les polymeres biodégradables synthétiques ont la particularité davoir de nombreuses
compositions et donc de pouvoir étre fabriqués sous différentes formes avec des structures
plus ou moins complexes (Zignani et al., 1997) .

Ces polymeres sont employés sous formes de fibres creuses, de feuilles, de tubes, de
nano- ou microspheres, d'objets moulés, de gels... avec une structure semi-cristalline (cas du
polyéthylene, des fluorocarbones, des polyesters ...) ou amorphe (cas du chlorure de
polyvinyle, des silicones, des acrylates...). L'obtention du biomatériau final sans irrégularité
de surface pouvant libérer des éléments toxiques, est une difficulté majeure pour ce type de

polymeres.



Les biomatériaux polymeéres synthétiques dégradables, se dégradent in vivo de facon
contrélée et sur un temps défini. Cette élimination progressive permet une reconstruction lente

du tissu, ce qui présente lI'avantage d'éviter une deuxiéme intervention chirurgicale.

La morphologie du polymere influence également le processus puisqu'une structure
amorphe laisse pénétrer plus facilement l'eau qu'une structure cristalline. La forme
géométrique, le rapport surface sur volume, le pH, la température, la force ionique ... sont
d'autres facteurs intervenant dans le processus de dégradation.

Parmi les biopolyméres synthétiques, on peut citer :

e Le poly (acide lactique) (PLA) :

Le PLA est un polyester aliphatique, de structure normalement linéaire, biodégradable
et thermoplastique. Il possede aussi des propriétés particulieres de biocompatibilité. Le PLA
se transforme suivant toutes les techniques disponibles en plasturgie. Cependant, comme tous
les polyesters, le PLA est sensible a la conjugaison de I’humidité et de la température. Afin de
garder les propriétés intrinseques du matériau, en particulier en termes de propriétés
mécaniques, il est recommandé comme pour le PET (polyéthyléne téréphtalate) de sécher le

polymere avant utilisation.

D’aprés Bonduelle (Bonduelle, 2008), pour fabriquer un poly (acide lactique), on
extrait tout d'abord I'amidon a partir généralement du mais. Le traitement par hydrolyse de
I'amidon produit des sucres (glucose, dextrose...) qui sont ensuite traités par fermentation
bactérienne pour convertir ceux-ci en acide lactique (CH;CHOHCOOH). Puis, en milieu
acide deux molécules d’acide lactique réagissent I'une sur 1’autre pour former un lactide

cyclique selon 1’équation ci-dessous :
OH
H3O" HzC
OH 9
2 -~ — - + 2 Hy0

Figure 1. 4 : Réaction de formation d’un lactide cyclique.

Le lactide cyclique est ensuite impliqué dans la réaction de polymérisation comme il

est présenté ci-dessous :
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Figure I. 5 : Réaction de polymérisation de lactide cyclique.

Le Poly (acide lactique) est un polymeére connu depuis de nombreuses années dans le
domaine des applications médicales comme les fils de suture, les broches orthopédiques ou la
galénique. Ce secteur d’application a été développé en raison de la biocompatibilité entre ce
polymére et I’étre humain. Du fait des développements technologiques et des optimisations en
terme de procédé, le PLA est aujourd’hui disponible pour des marché de grande diffusion
comme 1’emballage, les objets mono-usages et les fibres. De nouveaux développements, en
termes de produits, sont en cours et devraient permettre, dans un avenir proche, au PLA d’étre
plus présent dans les applications durables comme le secteur automobile, les recouvrements
de sol ou I’¢lectronique (Rutot et al., 2004).

Les applications typiques du poly (acide lactique) incluent :
- Lesraviers et les pots ;
- Les bouteilles ;
- Les gobelets jetables ;
- Les emballages alimentaires ;
- Les fenétres transparentes d’emballage ;

- Lesfilms divers d’emballage.

e Le Poly (acide glucolique) (PGA):

L'acide polyglucolique, est un polymére hydrophobe connus sous le nom de PGA, est
composé de polymeres de glucolides (Figure 1.6). Il a été élaboré en réponse aux problemes
rencontré & l'utilisation du collagéne naturel a l'effet de l'antigénicites de la suture, a la

réaction tissulaire inflammatoire et au taux d'absorption imprévisible.

.

O Catalyseur r [ﬁ Lﬁ
- LO—CH;—C O—CH,—C——

\[ T 0
]
Glycolide Polyglvcolide (PGA)

o

Figure 1.6 : Synthése de 1’acide polyglycolique.
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Le PGA est dégradé lentement in vivo. Seul, il est utilisé dans des systemes de
libération controlée, et, en association avec un copolymere d’acide lactide, dans la chirurgie
de la main, dans le plan cutané et dans la réparation des épisiotomies et dans les sutures

cutanées sous les platres.

e Le polycaprolactone (PCL):
C’est un polymére hydrophobe dégradé lentement in vivo. Sa synthese se fait en général,
selon le schéma en dessous (Figure 1.7).

0

(8]
Catalyseur | |
0 - o—{CHy}—C
\// T '
n
e- caprolactone Poly(e-caprolactone)

Figure 1. 7 : Synthése de 1’acide poly(e-caprolactone).

Sa basse température de transition vitreuse, sa semi-cristallinité, sa température de fusion

modérée et sa thermoplasticité qui le rendent attractif pour diverses applications :

- Semelles pour chaussures.

- Fabrication de sacs dégradables ou de films de paillages, rapidement dégradés dans

I’environnement, et des applications dans le domaine biomédical ou c’est cette fois-Ci Sa

dégradation hydrolytique lente et ses propriétés mécaniques qui sont intéressantes.

- Son utilisation sous forme d’implant permettant la libération prolongée d’un contraceptif

sur une période d’un an (Capronor®) (Huang, 2010) .

e Les polyamides et les polyaminoacides :

Les polyamides sont caractérisés par la répétition du groupement peptidique -CO-NH-
qui résulte de la condensation d’un acide carboxylique et d’une amine:
-COOH + NH; —* -CO-NH- + H,0
Parmi les polyamides, les aramides qui sont des polyamides comportant des noyaux

aromatiques. L’aramide le plus connu est le kévlar obtenu en 1973 (Figure 1.8).
= LA
C C—N M
||4<:/>7 I 4@
o o n

Figure 1.8 : Structure de I’aramide.
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Certains deérivés de poly aminoacides sont utilisés comme agents conservateurs dans
des compositions cosmétiques ou dermatologiques, notamment destinées a une application

topique (Huang, 2005).

e Les polyorthoesters :

Les poly-(orthoesters) sont employés comme systeme de libération contrblée
d’hormones ou de facteurs de croissance (polymeéres hydrophobes) (Bernatchez et al., 1993).
IIs sont largement utilisés dans 1’encapsulation d’agent de chimiothérapie et étudiés pour la

libération contrélée d’autres médicaments ou de macromolécules (Thomas et al., 1997).

f f@*%

Figure 1.9: Structure de polyorthoester.

e Les polyuréthanes :
Les polyuréthanes sont la famille de polymeres la plus polyvalente qui existe. lIs peuvent

étre des élastomeres, des peintures, des fibres et des colles.

0 0
Jr(‘:—N N—(‘:—O—CHz—CHz—OJr
n

H

Figure 1.10 : Structure de polyuréthane.

Ils résultent d'une condensation d'un polyisocyanate avec des groupements ayant un
hydrogene mobile, principalement des hydroxyles (Figure 1.11). Cette réaction est
exothermique peut s'accompagner d'un dégagement gazeux, qui permet une expansion plus ou

moins marquée du matériau.
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ﬂzﬂzN@—cHg@Nzczﬂ + HO—CH,—CH,—0OH

4 4-diisocyanatodiphenylmethane ethylene glycol
] I
— Ay OOy oo,
H H

Figure 1.11 : Synthése chimique de polyuréthanes.

IIs trouvent leurs applications en :
- Cosmétiques,
- Assemblages pour hautes performances comme le collage des pare-brise de bateaux,
- Assemblage et étanchéité des panneaux de construction modulaires ou des éléments de
salle de bains électroménager et équipements electriques,

- Joints de dilation pour le béton, joints étanches sans primaire.

I.4. Les polyméres biodégradables naturels:

Ils existent en I'état dans la nature et leur provenance peut étre les étres vivants :
animaux, végétaux et micro-organismes. Certains les appellent les biopolymeres.

Ils sont utilisés pour des applications médicales incluant principalement deux
catégories de molécules :
- Les polysaccharides comme 1’alginate, le chitosane, I’hyaluronate, et certaines dérives de la
cellulose.
- Les protéines qui sont issues par exemple des plantes oléagineuses (protéines de colza, de

tournesol, de soja), et de tissus animaux (collagene, gélatine) (Fréderie, 2007).

1.4.1. Les polysaccharides :

Les polysaccharides (parfois appelés glycanes, polyosides ou polyholosides) sont des
polymeéres constitués de plusieurs oses liés entre eux par des liaisons O-osidiques. Les
polyosides les plus répandus du regne végétal sont la cellulose et 1’amidon, tous deux

polymeres du glucose.
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De nombreux polyosides sont utilisés comme des additifs alimentaires sous forme de

fibre (inuline) ou de gomme naturelle (Bruneton, 2009).

e L’amidon:

C’est un polysaccharide d’origine végétale. C’est la principale substance glucidique de
réserve des végétaux supérieurs. Il représente une fraction pondérale importante des
matieres premiéres agricoles. On le retrouve dans les organes de réserves des plantes telles
que les céréales, les tubercules et les légumineuses. Il est également utilisé dans de
nombreux secteurs industriels non alimentaires: la production papetiere, 1’industrie

pharmaceutique, cosmétique, textile...etc (Potocki et al., 2005).

C’est un polymere du glucose (CgH10Os), compose de deux homopolymeéres de
structures primaires différentes : I’amylose, macromolécule quasiment linéaire, et
I’amylopectine, macromolécule tres fortement ramifiée. La teneur en amylose est différente
selon I’origine botanique de 1’amidon. Elle varie entre 0% (amidon de mais cireux ou waxy)
et 70-80% (amidon de poids ridé et mais riche en amylose), alors que la teneur en amylose
des espéces sauvages telles que la pomme de terre, le blé, le pois lisse est comprise entre 18
et 35%.

L’amidon contient en faibles quantités de constituants non glucidiques représentant
0,1 a 2% selon I’origine botanique. Ces composants mineurs sont principalement des lipides,
des protéines et des minéraux localisés aussi bien a la surface des grains d’amidon qu’a

I’intérieur (Puppi et al., 2010).

(a) (b)

Figure 1.12 : Représentation d’un fragment d’amidon (a) : linéaire
(b) : hélicoidale.
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o L’amylose :

L’amylose est un polymére linéaire constitué d’unités de D-glucose (Figure 1.13), il
contient 500 a 6000 unités de glucose selon I’origine botanique, correspondant a une masse
molaire moyenne en poids comprise entre 10°~10° g/mole (Berand, 2001).

L’amylose a la spécificité¢ de pouvoir complexer les molécules hydrophobes telles que

I’iode, des acides gras, des alcools, etc..... . L’amylose peut étre extraite a partir de grains
d’amidon dispersés dans l’eau par complexation avec certains alcools (par exemple le

butanol) (Schoch, 1945), il peut également étre synthétisée in vitro par voie enzymatique.

OH
o, M
HO 0 °
OH
HO H
0
0
H g HO oH
0 HO
OH
HO 0
HO
HO H
OH 0

Figure 1.13 : Structure de I’amylose.

o L’amylopectine :
C’est une molécule ramifiée avec de longues branches toutes les 24 a 30 unités
glucoses. Sa masse moléculaire peut aller de 1 000 000 a 100 000 000 Dalton, selon les
estimations scientifiques et son niveau de branchement est de I'ordre de 5%. La chaine totale

peut faire entre 10 000 et 100 000 unités glucoses.
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Figure 1.14 : Structure de I'amylopectine.

e L’alginate :

Les alginates sont des polysaccharides obtenus a partir d'une famille d'algues
brunes (les laminaires). lls sont formées de deux monomeéres liés ensemble : le mannuronate
ou acide mannuronique dont certains sont acétyles et le guluronate ou acide guluronique, il
s’agit donc d'un polyuronide. Ces acides sont liés entre eux par des liaisons glycosidiques
(Martinsen et al., 1989). La proportion et la distribution de ces deux monomeres sont
déterminantes pour une large expansion des propriétés physiques et chimiques de l'alginate.
Sa composition chimique varie selon les diverses espéces d'algues. Les différentes parties de
la méme plante sont assujetties aux changements saisonniers. Néanmoins par sélection de
matieres premieres aux différentes propriétés, il est possible de fabriquer une variété
d'alginate aux caractéristiques constantes (Ertesvag et al., 1998).

=

(B]
E : E COOH i
! E : o
: 0 "
L HOOC - ' ! y o |
1 l:l 1
. : ! 1 ] !
: ; i COOH :
— 103 | — - 2.7 A o :

Figure 1.15 : Structure de résidu d’acide mannuronique (a) ; résidu d’acide guluronique (b)

(Raymond et al., 2009).
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Les alginates peuvent former des gels durs et thermostables utilisés comme additifs
alimentaires permettant la reconstruction des aliments (jambon, cordons bleus, poisson
pané...), ils donnent une texture onctueuse de aux telles que les crémes glacées. Les alginates
alcalins forment dans l'eau des solutions colloidales visqueuses tandis que l'alginate de
calcium est insoluble comme lacide alginique lui-méme. Ils sont utilisés comme
épaississants, gélifiants, émulsifiants et stabilisants de produits industriels les plus variés
depuis les gelées alimentaires, les produits de beauté, jusqu'aux peintures et aux encres
d'imprimerie. Les laits gélifiés le sont par des alginates et des carraghénanes, qui produisent

des desserts lactés pasteurises.

Des billes d'alginates peuvent également étre utilisées en médecine pour encapsuler
des médicaments ou des substances biologiques fragiles (enzymes, microorganismes, cellules
animales ou humaines). L'alginate de propane-1,2-diol (E405), ester de I'acide alginique, est
utilisé, par exemple, pour stabiliser des mousses (vinification, additif de biére ...), et est

également utilisé dans un procédé de préparation de microcapsules (Saude et al., 2002).

e Les hyaluronates :

Le hyaluronate (HA) est un mucopolysaccharide, sa particularité est d'emmagasiner
une grande quantité d'eau formant une matrice visqueuse autour des cellules. Il est le
constituant majeur de I'numeur vitrée ou il agit comme un gel transparent de faible indice de
réfraction permettant au globe oculaire de garder sa forme (Harada et Takahashi, 2006). Il
représente également la majorité des constituants du liquide synovial ou il est présent en
grande partie sous forme libre (non complexé avec d'autres macromolécules). 1l entre dans la
composition de la matrice cartilagineuse ou il s'organise en réseau avec les fibres de collagéne
et les protéoglycanes.

La structure chimique de 1’ hyaluronate a été déterminée en 1934 par I’équipe de Karl

Meyer a partir d’humeur vitrée de beeuf (Meyer, 1934).

Le Hyaluronate est un polymeére de disaccharides eux-mémes composés d'acide D-
glucuronique et de D-N-acétylglucosamine, liés entre eux par des liaisons glycosidiques en
(1-4) et en (1-3). L'enchainement de ces deux résidus donne une unité disaccharidique

appelée acide N-acétyl-hyalobiuronique (Figurel.16).

-18 -


http://fr.wikipedia.org/wiki/Thermostabilit%C3%A9
http://fr.wikipedia.org/wiki/Additif_alimentaire
http://fr.wikipedia.org/wiki/Additif_alimentaire
http://fr.wikipedia.org/wiki/Jambon
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cordon_bleu
http://fr.wikipedia.org/wiki/Poisson_pan%C3%A9
http://fr.wikipedia.org/wiki/Poisson_pan%C3%A9
http://fr.wikipedia.org/wiki/Carragh%C3%A9nane
http://fr.wikipedia.org/wiki/Alginate_de_propane-1,2-diol

NHCOCHy  COOM

N-acétylglucosarne acide ghicuronique — °

Figure 1.16 : Formule chimique du hyaluronate.

L’ hyaluronate est synthétisé dans de nombreux tissus conjonctifs tels que la peau,le
cordon ombilical, la synoviale,...et ce chez I’ensemble des vertébrés (Liu, 2005)..

Le Tableau I. 2 regroupe les concentrations en HA pour différentes origines.

Tableau I. 2 : Concentrations en acide hyaluronique pour différentes origines
(Laurent et al., 1987).

Origine de I’acide hyaluronique Concentration (g/100 g de tissu)
Humeur vitreuse humaine 0.02
Peau (homme adulte) 0.0320.09
Liquide synovial (homme adulte) 0.1420.36
Cordon ombilical humain 0.3
Créte de coq 0.75
Cerveau de bovine 0.015

Le premier produit biomédical & base d'acide hyaluronique, le Healon, a été développé
dans les années 1970 et approuvé pour des usages en chirurgie ophtalmique (transplantation
de cornée, cataracte, glaucome, etc). En effet, le Healon intracamérulaire s'avere tres utile
dans les greffes transfixiantes en protégeant le greffon d'une éventuelle lésion chirurgicale, en

minimisant la perte de cellules endothéliales et I'augmentation d'épaisseur de la cornée.

Outre son role de lubrifiant, il participe a la trophicité du cartilage et lui permet
d’assurer sa fonction d’amortisseur de chocs. Ce polysaccharide permet en effet de limiter les
frottements dus aux articulations détériorées (aspect purement mécanique) mais aussi jouerait

un role biochimique direct sur le cartilage (Jwata, 1993)..

En effet, il pénétre dans le cartilage défectueux pour éviter les protéolyses. Son effet
chondroprotecteur est alors dépendant de sa taille (Hautwann et al., 2001). 1l peut aussi étre
utilisé lors de soins post-opératoires pour favoriser la reconstitution des tissus, principalement

aprés une opération de la cataracte.
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e Lescarraghénanes:
La famille des carraghénanes se compose des polymeéres hydrosolubles constitués
d’une chaine lin¢aire d’unités galactose partiellement sulfatées, qui possédent une forte

potentialité comme matériau filmogene (Figure 1.17).

Ces polysaccharides sulfatés sont recueillis de la paroi cellulaire de certaines especes
d’algues rouges (Rhodophyceae). La variation de nombre et de position des groupements
sulfate sur 1’unité de répétition disaccharidique déterminent leur classification en trois classes
majeures : kappa (x), iota (1) et lambda (A), comprenant respectivement 20, 33 et 41% de

teneur en sulfate (Rinaudo et al. 2002).

Les carraghénanes sont obtenus par extraction aqueuse a partir de souches naturelles
dalgues de familles des Gigartinaceae, des Solieriaceae, des Hypneaceae et des
Furcellariaceae, de la classe des Rhodophyceae (algues rouges). Les seuls précipitants
organiques autorisés sont le méthanol, I'éthanol et le propanol-2. Il se compose
essentiellement des sels, des esters sulfates de polysaccharides qui, a I'nydrolyse, donnent du
galactose et du 3,6 anhydrogalactose. Le carraghénane ne doit pas étre hydrolysé ni avoir subi

aucune autre dégradation chimique.

-ﬂ;S?

(a) Lt

Oy

Figure 1.17 : Motif de répétition idéal du A carraghénane , (a) (R=H ou SO3), et (b)
du 1 carraghénane (R; et R,= SO'3) et du « carraghénane( R;=H , R,= SO’3)
(Lafargue, 2007).
e Lachitine et le chitosan :

Le chitosane est un polysaccharide linéaire formé d’unités D-glucosamines liées
entres elles par des liens glycosidiques et de N-acétyl-D-glucosamine. Le chitosane est dérive
de la chitine, le deuxieme composant trés abondant dans la nature apres la cellulose. Elle est
la composante principale d’exosquelette des arthropodes (crustacés) ou de I’endosquelette ou

de I’endosquelette des céphalopodes (calamards, ....), des cuticules des insectes. Ce polymere
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se trouve également dans la paroi de la plupart des champignons et dans certaines algues
chlorophycées, levures et bactéries (Tolaimate et al.,2003). En plus de son réle dans le
maintien de la rigidité de la cellule, elle contribue au contréle de la pression osmotique.

Le chitosan est le produit de la désacétylation (enlévement groupements acétyles)
chimique en milieu alcalin ou enzymatique de la chitine. Cette derniére subit au préalable une
déminéralisation a I’acide chlorhydrique, une déprotéinisation par la soude ou la potasse, et
enfin un blanchiment par la présence d’un agent oxydant En jouant sur la durée du traitement
alcalin et sur la température, il est possible d’obtenir différents chitosane a partir d’'une méme
chitine. Le chitosane ne differe de la chitine que par les groupes amines (-NH;) chargés

positivement (Figure 1.18).

Ces derniers conférent au chitosane une nature cationique, intéressante dans un milieu
acide. Ces groupements sont également responsables de son activité floculante. Le chitosane

comporte plus d’un centre réactif, grace a ses fonctions alcool et amine (Shalidi ,2005).

ot CH:0H CH20H o CH2OH
o o
OH Pl ! OH OH
MNHCC M M2 MHz

MHCOKCH

Chitine Chitosan

Figure 1.18 : structure chimique de chitine et chitosane.

Ce composeé organique est généralement bien supporté par les tissus biologiques et est
donc utilisé :
- En cosmétique ou dans le traitement des brilures. En chirurgie, il est utilisé pour les fils
chirurgicaux en raison de sa résistance et de sa flexibilité.
- Pour filtrer les eaux usées : Elle forme des chaines ionisables qui permettent de fixer les
éléments organiques en suspension.

- Elle est aussi insérée dans I'alimentation industrielle (fabrication de jus).

1.4.2. Les protéines :
1.4.2.1. Structure des protéines :
Les protéines peuvent étre décrites selon quatre niveaux d’organisation structurale.

Une séquence linéaire d’acides aminés, formant une chaine polypeptidique, constitue la
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structure primaire de la protéine. Cette structure qui ressemble a un chapelet de « perles »
d’acides aminés, est le squelette de la molécule de protéine. Ce squelette se tord et se repli sur

lui-méme pour donner des niveaux d’organisation moléculaires plus complexes (structures

secondaire, tertiaire et quaternaire).

a. Acides aminés et liaison peptidique :

a.l. Les acides aminés
Les constituants des protéines sont des molécules appelées acides aminés. Il existe 20

acides aminés importants, tous dotes de deux groupements fonctionnels: un groupe aminé

(—NHz2) et un groupe acide organique (—COOH). Un acide aminé peut donc se comporter
comme une base (accepteur de proton) ou comme un acide (donneur de proton). Tous les
acides aminés sont identiques sauf pour leur troisiéme groupe, appelé radical R. Chaque acide
aminé doit son comportement chimique particulier ainsi que son acidité ou son alcalinité

relative aux particularités de I'arrangement des atomes de son groupe R.

H
!
He=C—NH,
|
Radcal CH,
|
R COOH CH. SH
| l
0 H (IJH, CH, Ch;
[ [
HaN—C~C—OH |0 | 0 0 0
\ ; . | [Ny | I
el H.N—C—C—0H H;N—C—C=0H HaN=C «~C—0OH HN—C—C
Groupe Groupe & i
aming acida H H A H
(a) Structure (b) Glycine (le (¢) Acide aspartique {d) Lysine (un aclde (e) Cystéine (un
générale des plus simple des (un aclde aminé basique) acide aminé
acides aminés acides aminés) aminé acide) soufré)

a.2. liaison peptidique
Généralement, les protéines sont de longues chaines d'acides aminés réunis par des
liaisons formées au cours de réactions de synthése, le groupe aminé de chaque acide aminé
s'étant lié au groupe acide de l'acide aminé suivant. Cette liaison forme l'arrangement

d'atomes caractéristique de la liaison peptidique (Figure 1. 19).
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Figure 1. 19 : Synthése d’une liaison peptidique.

b. Structure primaire des protéines
La structure primaire des protéines est représentée par la séquence d’acides aminés

(Figure 1.20) qui se lient de maniére a former une chaine polypeptidique

"
L= L

Figure 1.20 : Structure primaire d’une protéine.

c. Structure tridimensionnelle des protéines
c .1. Structure secondaire

Les protéines n'existent pas sous forme de chaines linéaires d'acides amines : elles se
tordent et se replient sur elles-mémes. C'est leur structure secondaire. La structure secondaire
la plus courante est celle de I’hélice alpha (o). Dans I'hélice alpha, la chaine primaire
s'enroule sur elle méme puis est stabilisée par des liaisons hydrogéne entre les groupes NH et
CO, a tous les quatre acides aminés environ (Figure 1. 21 b). Le feuillet plissé béta () est une
autre structure secondaire, ou les chaines polypeptidiques primaires ne s'enroulent pas mais se
lient céte a céte au moyen de liaisons hydrogéne et forment une sorte déchelle pliante
(Figure 1.21 c). Dans ce type de structure secondaire, les liaisons hydrogene peuvent unir
différentes parties d'une méme chaine qui s'est repliée sur elle-méme en accordéon ou encore

différentes chaines polypeptidiques. Dans les hélices alpha, les liaisons hydrogéne unissent
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toujours différentes parties d'une méme chaine. Une chaine polypeptidique peut présenter les

deux types de structure secondaire.

{c} Structuee secondaire (Teulllat plisse béta)

%) Stracturs
pramaire
{chaine
polypeptidigue)

Groupe Heme

(b} Structure secondare {d) Structure tertiaire () Structurs quatsmaire
(hélice wiphs) (malécule de myoglobine) (moléoule d'hémogicbing)

Figure 1.21: Niveaux d’organisation structurale des protéines.

c.2. Structures tertiaire et quaternaire
Un grand nombre de protéines se complexifient jusqu'a la structure tertiaire, une
structure tres spécifique formée a partir de la structure secondaire (Figure I. 21d). Dans une
structure tertiaire, des régions hélicoidales ou plissées de la chaine polypeptidique se replient
les unes sur les autres et forment une molécule en forme de boule, ou molécule globulaire. La
structure tertiaire est maintenue par des liaisons (covalentes, hydrogeéne ...) entre des acides

aminés souvent tres éloignés sur la chaine primaire (Figure 1. 22).
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Figure 1. 22 : Liaisons secondaires interatomiques dans une protéine.

La structure quaternaire correspond a 1’association spécifique de plusieurs chaines
peptidiques en une unité d’ordre supérieur seule capable d’assurer complétement les fonctions
biologiques. L'hémoglobine (figure 1.21 ) possede ce niveau d'organisation structurale dans

le quel deux chaines asont associées a deux chaines f3.

1.4.2.2. Roles physiologiques :
La structure tridimensionnelle de la protéine lui confére ses propriétés distinctes et
dicte sa fonction biologique. Habituellement, on classe les protéines en deux catégories

suivant leur forme générale : protéines fibreuses et protéines globulaires.

a. Protéines fibreuses :

Les protéines fibreuses sont appelées protéines structurales car elles constituent le
principal matériau de construction chez les Vertébrés. Elles sont linéaires, insolubles dans
I'eau et d'une grande stabilité (support mécanique aux tissus et résistance a la traction). Les
principales protéines fibreuses sont le collagene, la kératine, le fibrinogéne et les protéines

musculaires.

a.l.Le collagéne (voir ci aprés).

a.2. La kératine :

La kératine, présente dans les couches supérieures de I'épiderme, dans les cheveux, les
ongles, les écailles, les sabots et les plumes, s'enroule en une torsade réguliére appelée «hélice
alpha». Chargée de protéger I'organisme contre I'environnement extérieur, la kératine est
totalement insoluble dans l'eau. Ses nombreuses liaisons disulfures en font une protéine

extrémement stable, capable de résister a l'action des enzymes protéolytiques.
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a.3. Le fibrinogéne :
Le fibrinogene est une protéine plasmatique sanguine responsable de la coagulation du
sang. Grace a l'action de la thrombine, le fibrinogéne est converti en molécules de fibrine, une

protéine insoluble, qui s'agglutine pour former un caillot protecteur contre les hémorragies.

a.4. Les protéines musculaires :
La myosine se lie a l'actine, une autre protéine musculaire, pour donner I'actomyosine.

Les filaments de I'actomyosine peuvent se raccourcir et provoquer la contraction des muscles.

b. Protéines globulaires :

Contrairement aux protéines fibreuses, les protéines globulaires sont sphériques et
hautement solubles. Elles jouent un réle important dans le métabolisme. Les albumines, les
globulines, la caséine et les hormones protéiques sont des protéines globulaires. Les
albumines et les globulines sont abondantes dans les cellules animales, le sérum sanguin, le

lait et les ceufs.

I.5. La matrice extracellulaire:

La matrice extracellulaire (MEC) est composée d’eau pour 65-80% du poids humide
et de macromolécules comme des protéines et des glycosaminoglycanes (20-35% du poids
humide). Elle est riche en cations qui equilibrent les charges négatives des protéoglycanes. La
biosynthese desconstituants de la matrice extracellulaire est assurée par les cellules
mésenchymateuses (fibroblastes, ostéoblastes, chondrocytes), qui sont chargées également de

leur renouvellement (Rosso et al., 2004).

Les anomalies de synthése sont associées a de multiples pathologies affectant la
majorité des tissus (fibroses, cicatrisation, vieillissement) (Labat-Robert, 2004). Outre sa
fonction de soutien mécanique, la matrice extracellulaire permet la régulation des fonctions
cellulaires. Elle peut étre par conséquent a ’origine des dérives de ’homéostasie cellulaire
telles que 1’apoptose, la différenciation ou la transformation maligne. La matrice

extracellulaire est également le site de déploiement des systemes de défense cellulaire.

1.5.1.Composition de la matrice extracellulaire :

La matrice extracellulaire est constituée de quatre grandes classes de protéines
possedant des propriétés trés variées : 1’¢élastine, les protéoglycannes, les glycoprotéines de
structure et les collagénes. Chaque protéine exerce une fonction particuliere et la combinaison

de toutes ces protéines assure a la matrice extracellulaire des propriétés structurales
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diversifiées ainsi qu’une importante capacité de régulation de I’activité cellulaire (Bosman,
2003). Par ailleurs, des fragments protéiques issus de la degradation des macromolécules de la
matrice extracellulaire, autrement appelés « matricryptines » ou encore « matrikines », sont
¢galement dotés d’activités régulatrices souvent différentes de celles exercées par la protéine
dont ils sont issus (Davis et al., 2000 ; Maquart et al., 2005).

ojolojoio

Figure 1.23 : La matrice extracellulaire (Ingber DE, 2003).

a. L’élastine :

L’¢élastine est un ¢lément de la matrice extracellulaire qui, associé & une composante
microfibrillaire constituée principalement de glycoprotéines, comme les fibrillines et les
« Microfibril-Associated Glycoproteins » (MAGP), forme les fibres élastiques (Kielty et al.,
2002). Ce polymére insoluble formé a partir d’un précurseur soluble, la tropoélastine, est
synthétisé par les cellules mésenchymateuses. Les fibres élastiques, composées a 95 %
d’¢élastine, assurent les propriétés de souplesse et d’élasticité de tissus soumis a de fortes
contraintes mécaniques tels que les artéres, les poumons ou la peau. Par ailleurs, les peptides
issus de la dégradation de I’¢lastine possédent de multiples activités biologiques, comme un
pouvoir chimiotactique sur les cellules phagocytaires, la régulation de la prolifération de
nombreux types cellulaires ou encore la stimulation de 1’angiogenése in vitro (Duca et al.,
2004 ; Robinet et al., 2005).
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Figure 1.24 : La forme de 1’¢lastine (Kielty, 2000).

Ce sont des fibres élastiques qui assurent I'élasticité du tissu conjonctif. Elle a
tendance a s‘enrouler sur elle-méme. Elle est liée au collagéne pour éviter I'étirement et le

déchirement des tissus.

b. Les protéoglycannes :

Les protéoglycannes sont des macromolécules complexes de grande taille, constituees
d’une chaine polypeptidique appelée coeur protéique sur lequel sont greffées des chaines de
glycosaminoglycannes formées de résidus osidiques plus ou moins sulfatés. Les
protéoglycannes peuvent étre sécrétés, comme le perlecanne et la décorine, ou membranaires
comme le syndécanne. Les variations dans la composition des chaines de
glycosaminoglycannes et du cceur protéique sont a 1’origine de fonctions biologiques trés
variées (Prydz et Dalen, 2000 ; Yoon et Halper, 2005). Plus généralement, grace aux
fonctions acides de leurs chaines de glycosaminoglycannes, les protéoglycannes peuvent
piéger de I’eau, des cations ou divers métabolites et contribuent ainsi a I’hydratation des
tissus. lls participent également a la cohésion de la matrice extracellulaire et a son

organisation.

Les protéoglycannes sont par ailleurs capables de séquestrer et de relarguer
séquentiellement des facteurs de croissance, agissant donc directement sur des comportements
cellulaires tels que la migration, la prolifération ou la différenciation (Schlessinger et al.,
1995). Parmi les protéoglycannes , le fibronectine a deux chaines liées par deux ponts
disulfures. 1l possede des sites liaisons particuliers :

- Deux avec le collagene

- Deux avec les protéoglycanes

- Plusieurs avec les membranes des fibroblastes : les intégrines.
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Figure 1.25 : structure de la fibronectine.

c. Le collagéne :

Les protéines appartenant a la famille des collagénes sont les plus abondantes de
I’organisme humain (25 a 30 % des protéines totales). Selon les tissus, elles peuvent
représenter jusqu’a 80 % des protéines de la matrice extracellulaire et jouent un role crucial
dans le maintien de I’intégrité structurale des tissus et organes chez I’homme (Ricard-Blum
et Ruggiero, 2005).

Le terme de collagéne est attribué a toute protéine de la matrice extracellulaire
présentant au sein de sa structure un ou plusieurs domaines en triple hélice. Cette structure
particuliére est issue de I’enroulement autour d’un méme axe de trois chaines polypeptidiques
appelées chaines a. Ces chaines sont constituées, dans la partie hélicoidale, d’une succession
de triplets d’acides aminés (Gly-X-Y) ,ou X et Y sont respectivement la proline (40 % des
cas) et la 4-L-transhydroxyproline (4Hyp, 10 % des cas). Ce triplet est responsable de
I’organisation en triple hélice. En effet, comme, dans ce type de structure, un acide aminé se
trouve régulierement au centre de I’hélice, seul le résidu glycine, dépourvu de chaine latérale,
peut occuper cette position. La prépondérance des résidus prolines et hydroxyprolines confére
a la triple hélice une rigidité caractéristique. Enfin, les groupements hydroxyles des résidus
d’hydroxyproline participent a la formation de tres nombreuses liaisons hydrogénes qui

permettent de stabiliser I’ensemble de la structure (Kielty et Grant, 2002).
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A.

Chaine A

Chamne C

Figure 1.26. Latriple hélice de collagéne d’apres Pollard et Earnshaw (2004).
(A) : Vue axiale de trois hélices gauches de type polyproline Il centréespar
des molécules de glycine (G).

(B) : Représentation schématique longitudinale d’une triple hélice de
collagéne.

(C) : Modele tridimensionnel de la structure d’une triple hélice courte de
collagene.

d. Glycoproteines :

Les glycoprotéines de structure de la matrice extracellulaire possedent des structures et
des propriétés fonctionnelles tres diverses. Le point commun de ces protéines est de
comporter des motifs structuraux caractéristiques qui leur conferent différentes fonctions.

Elles sont par conséquent impliquées dans les phénomeénes de migration et d’adhésion
cellulaire (Porte-Durrieu et al., 2000). Comme pour les autres protéines de la matrice
extracellulaire, plusieurs matrikines issues de cette classe de protéines matricielles ont été
identifiées pour leurs activités biologiques et leur pouvoir de régulation des fonctions

cellulaires (Maquart et al., 2005).
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I1.1.Matiéres premiéres utilisees :

« Gélatine en poudre de type A (peau de porc), bloom 300, (Sigma) ;
* Résorcinol (99%) (R) (S.M.CH.C) ; (1,3- dihydroxybenzene) ; pH =5,2 ;
« Glutaraldéhyde (50%) (Aldrich);

« Nitrite de sodium (NaN3), MM=65 (sigma);

* Acide chlorhydrique (HCI), (35-37%), MM=36,5;

* hydroxyde de sodium (NaOH), MM= 40;

* Chlorure de potassium (KCI), MM=54,4 ;

« Chlorure de sodium (NaCl), MM= 58,5;

* Phosphate disodium (Na;HPO,), MM=126 ;

* Phosphate de potassium (KH,PO,4) , MM= 100 ;

* Acide citrique (C¢H;Os).

I1.2. Méthodes :
11.2.1. Préparation des films a base de gélatine/ résorcine :

Pour notre étude, nous avons préparé des films a base de gélatine dont la composition
est similaire a celle de la colle biologique (Gélatine — Résorcine - Glutaraldéhyde) mais les
proportions sont différentes.

Les différentes formulations sont préparés a partir d’'un mélange de gélatine et de
résorcine de masse de 69 ( voir tableau I11.1) dans un 100 ml d’eau distillée.

Au départ, la gélatine est pesée puis versée dans un bécher contenant 100 ml d’eau
distillée pendant 10 minutes a températures ambiante. Le pH mesuré est de 5,5. Apreés la
solubilisation totale, nous y ajoutons la résorcine puis une petite quantité d’azoture de sodium
NaN3 (0,1g) pour empécher la contamination bactérienne.

Le tout est placé dans un bain marie thérmostaté a une température de 48°C, pendant
une demi heure, sous une douce agitation pour éviter la formation des bulles d’air. Une fois
que la solution devient limpide, c’est-a-dire une solubilité totale de la gélatine et de la
résorcine, on préléeve un volume de 7ml puis on les versent dans des boites de pétri en
polystyréne de 9,5cm de diametre.

Le séchage se fait a I’air libre a température ambiante pendant 03 a 04 jours. Les films
ainsi obtenus sont détachés de leur support hydrophobe.

Les différentes teneurs des films en (Gélatine/Résorcine) que nous avons préparés sont

données dans le tableau 11-1.
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Tableau I1.1 : les différents films biopolymeéres préparés.

Films Compositions

Gélatine Films & base de gélatine pure

Films & base de mélange (95 % gélatine, 5 % résorcine)
Gélatine / Résorcinol Soit (5,7 g gélatine , 0,3 g résorcine)

Films a base de mélange (90 % gélatine, 10 % résorcine)
Gélatine / Résorcinol Soit (5,4 g gélatine , 0,6 g résorcine)

Films a base de mélange (85 % gélatine, 15 % résorcine)
Gélatine / Résorcinol Soit (5,1 g gélatine , 0,9 g résorcine)

11.2.2. Réticulation par le glutaraldéhyde (GTA):

Elle se fait directement sur les films secs déja préparés, et non pas par addition directe
du glutaraldéhyde dans la solution.

Apres sechage, les films sont détachés de leurs supports. Puis ils sont posés dans des
boites de pétri en verre afin de subir la réticulation par le glutaraldéhyde. Les concentrations
de GTA sont 0,5, 1,5 et 2,5%. 20 ml de la solution aqueuse de GTA sont préleves et versés
sur les films déja préparés. Au bout de 24 h, ils sont rincés plusieurs fois a 1’eau distillée pour
éliminer le GTA en exces, enfin ils sont séchés dans du papier absorbant et placé entre deux

plaques en verre pour éviter tout retrait.

11.3. Caractérisation :
11.3.1. Mesure de I’épaisseur :
Les épaisseurs ont été mesurées sur un réfractometre d’Abbé. Le tableau suivant

résume les valeurs moyennes des épaisseurs des différents films.

Tableau 11.2. Les épaisseurs de différents films.

Echantillon Epaisseur (mm)
Gélatine 0,260
(G/R)(95/05) (%) 0,240
(G/R)(90/10)(%) 0,252
(G/R)(85/15)(%) 0,268
(G/RIGTA)(95/05/0.5)(%) 0,271
(G/RIGTA)(95/05/2.5)(%) 0,280
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11.3.2. La spectrophotométrie infrarouge (IR-TF) :

a. Principe :

lorsque la molécule absorbe 1’énergie fourni par une radiation électromagnétique infra
rouge, elle passe de son état énergétique initial a une état supérieure, sachant que I’énergie
interne d’une molécule est composé des énergies de translation, de rotation, de vibration et de
I’énergie électronique, cette absorption se traduit par I’apparition des bandes caractéristiques
de chagque composé organique a une fréquence donnée .

Les informations tirées des spectres sont de deux sortes : informations quantitatives,
informations qualitatives (Skoog, 1992).

Le but de ces essais est d’enregistrer les spectres infrarouges et de les commenter par
le biais des pics afin de suivre la réaction et voir les modifications subites.

Le balayage a été réalisé entre 400 et 4000 cm-".

C=0
C=N C=N
N-H O-H C=C c=C
4000 3200 2800 2300 2100 1800 1500 900
X-H
(Liaison H- C-H Triples Doubles Simples
hétéroatomique
l | |
anoa F000 szgoen! 2000 1460 —13go 1000 CMY

Figure 11.1 : Quelques domaines d'absorption correspondant a divers types de liaisons

chimiques.
b. Appareil :

L’appareil utilisé est un spectrophotometre SHIMADZU 84005. Les films sont a une

concentration globale de 1% pour une meilleure lecture du spectre.
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11.3.3. La spectrophotométrie UV -Vis :

a. Principe :

La spectroscopie ultraviolet visible est une technique spectrale mettant en jeu les
photons dont les longueurs d’onde sont dans le domaine des ultraviolet (200nm-400nm), du
visible, et jusqu’au proche infrarouge (750 nm- 1400nm).

Les spectres dans cette région sont dus aux tractions électroniques, et correspondent a
des spectres d’émission ou d’absorption, I’absorption de rayonnement ultra violet visible par
des molécules (échantillon) se traduit généralement par diverse bandes d’absorption
électronique qui sont toutes constituées de nombreuses raies, chaque raies résulte de la
transition d’un électron de 1’état fondamentale a 1'un des nombreux états énergétiques
(Hesse, 1997).

Le but de ces essais est d’enregistrer les spectres UV et de les interpréter par le moyen
des longueurs d’ondes afin de suivre la réaction et ainsi voir les changements s’ils ont lieu.

Ce type d’analyse est basé sur la loi de Beer-Lamber :
A= -lOg 10 (l/lo) =&. L.Cc
A, : Absorbance ;

C : concentration ou fraction molaire ou volumique ;

L : longueur du trajet de la lumiére (épaisseur de cellule de I’échantillon) ;

&€, : coefficient d’extinction molaire (Chavanne et al., 1998) .

Figure 11.2 : Diagramme d'un spectrophotomeétre UV-visible a faisceau unique.

b. Appareil :
L’appareil utilisé est un spectrophotomeétre UV -Vis de type SHIMADZU 800 a doubles

faisceaux.
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11.3.4. Essais mécaniques de traction :
a. Principe :

Les essais mécaniques sont des expériences dont le but est de caractériser les lois de
comportements des matériaux (mécanique des milieux continus). La loi de comportement
établit une relation entre les contraintes (pression=force/surface) et les déformations
(allongement unitaire sans dimensions). Il ne faut pas confondre une déformation avec un
déplacement ou une dilatation.

Les films sont coupés sous la forme d’éprouvettes rectangulaires de dimensions

(50/20/~0,3) (£/L/e) (mm/mm/mm). L’échantillon est placé entre les deux méachoires. Le

démarrage s’effectue a une vitesse de Smm/min jusqu'a ce que la rupture de 1’échantillon soit
atteinte. A ce moment, la machine s’arréte. La courbe force/ allongement s’affiche sur 1’écran.

Les différentes grandeurs sont déduites a partir de cette courbe.

Traction

La figure 11.3 Présente un exemple de comportement d’un matériau soumis a une
contrainte de traction. On y distingue trois zones :

- la zone 1 de la courbe contrainte — élongation est linéaire et correspond a une déformation
¢lastique. Le matériau s’allonge sous 1’action de la traction et reprend sa forme et ses
dimensions initiales lorsque la contrainte est interrompue. Le coefficient de proportionnalité
du droit est appelé¢ module de Young ou module d’¢élasticité.

- La zone 2 est appelée zone de déformation plastique. La déformation est toujours
élastique, mais la variation contrainte - déformation n’est plus linéaire. Cette zone présente
un maximum au-dela duquel le matériau subit une déformation irréversible. A 1’arrét de la
contrainte, le matériau ne retrouve pas sa forme initiale : il existe une déformation résiduelle
permanente.

- Au-dela d’une déformation critique, une contraction du matériau s’opére en un point
donné jusqu’a rupture. On aborde alors la zone 3 de la courbe, dite zone de rupture. Si un

matériau se casse dans son domaine élastique, c'est-a-dire sans subir de déformation
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plastique avant sa rupture, il est considéré comme fragile. Par contre, il sera considéré

comme ductile s’il peut subir de grandes déformations plastiques avant sa rupture.

a Confrainte

Elongation

Fone 1 Fone 2 Fone 3

Figure 11.3 : Comportement d’un matériau soumis a une contrainte mécanique.

Les différents parameétres qui peuvent étre calculées a partir de cette courbe sont :
-Le module de Young E (MPA) : il correspond a la pente de la partie linéaire de la courbe
contrainte — déformation pour les faibles déformations (Krawczak, 1999).

E=0/e (N/m?

Avec :
E : module d’élasticité ;
G : contrainte (N/m?) ;
€ : Déformation(%).
-Contrainte a la rupture : c’est la charge a la traction supportée par 1I’éprouvette a I’instant de

sa rupture par unité de surface. Elle est donnée par I’expression suivante :

o, =F/S N/m’
Avec:
F : charge de traction supportée par I’éprouvette (N) ;

S : section initiale (m?).
-Allongement & la rupture : c’est I’augmentation de la distance entre les repéres sur la partie
calibrée de I’éprouvette produite par une charge de traction au moment de la rupture de

I’éprouvette. Il est indiqué en pourcentage sur la forme suivante :
& =A0/0 (N/mY
Avec:
AL =1L - Ly :allongement a la rupture ;
£, : longueur initiale de I’éprouvette ;

L: longueur finale de I’éprouvette.
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La contrainte a la rupture O, et la déformation a la rupture €, sont calculées pour

chaque échantillon en considérant que la section des éprouvettes ne varie pas de maniere
significative au cours de la mesure.

b. Appareil :

L’appareil utilisé est de type Zwick /Roell Z.0.1.

11.3.5. la radiocristallographie par diffraction des rayons X (DRX) :

a. Principe

La diffractométrie de rayons X (DRX) est une technique danalyse fondée sur la
diffraction des rayons X sur la matiére. La diffraction nayant lieu que sur la matiere
cristalline et fait partie des méthodes de diffusion élastique. Cette analyse consiste a appliquer
un rayonnement de la longueur d’onde des rayons X sur un échantillon. Le rayonnement
pénétre dans le cristal. Il a absorption d’une partie de 1’énergie et excitation des atomes avec
émissions des radiations dans toutes les directions. Les radiations émises vont engendrer un
faisceau cohérent qui pourra étre détecté (Samake, 2008).
Si I'on calcule les directions dans lesquelles on a du signal, on utilise la loi de Bragg :

2.d.sin (B)=n.A

Avec :

d : ladistance interréticulaire ;

0 : I'angle de la déviation ;

n : est un nombre entier appelé «ordre de diffraction» ;

A - est la longueur d'onde des rayons X.

~. 9

\

- -l-\

E "I;
/-a/\;p

N dsin(0)

Cette relation permet de déterminer les équidistances des différentes familles de plans
caractéristiques du matériau a analyser a partir des valeurs de 1’angle d’incidence.

A est la longueur d’onde de la raie Ko du cuivre (1,5406 x 10™° m) (Perglio,2008).
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b. Appareil :

L'appareil utilisé est diffractométrie RX de type D8-ADVANCE de BRUKER-
AXS. Les rayons x sont produits par une anticathodique de cuivre alimentée sous 40KV et 40
mA. La radiation Cu (AL = 1,54056 A°) séparée au moyen d’un monochromateur arriere en
graphite courbé. La fente de divergence et d’antidiffusion sont programmables. Le diagramme
des échantillons est enregistré sur un domaine angulaire compris entre 5-60° (20) par pas de
0,02. Le temps de comptage est de 1 seconde par pas. Le goniométre vertical 0-20 en
goniomeétrie Bragg Brentano. Le détecteur est a scintillation.

11.3.6. L'analyse thermique a balayage (D.S.C.):

a. Principe :

La mesure par D.S.C. (Differential Scanning Calorimetry) est une technique utilisé
pour étudier le comportement des polymeres lorsqu'ils sont chauffés (transitions thermiques).
La figure 11.4 illustre le principe de fonctionnement de cette technique. L'analyse se fait dans

un dispositif de ce type :

Eécipient Echantillon Eécipient de
tétn oin de polymere  rfference

/

7

>

7 E\ / . WVers 1 ordinateur

Therm ocouples

Four

Figure 11.4 : Dispositif général d’un calorimétre DSC.
Le dispositif est constitué de deux récipients : un récipient témoin ou le polymere a
analyser sera déposé et un récipient de référence qui sera laissé vide. L’ordinateur tracera la

différence de production de chaleur des deux récipients de chauffage. Cela signifie que la

chaleur tracé est la chaleur absorbée par I'échantillon de polymere.
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Un simple changement de pente sans apport ou dégagement de chaleur indique le
phénomeéne de transition vitreuse. La transition vitreuse dépassée, la mobilité des chaines
favorise ces dernieres a s’organiser sous forme de cristallites. Cela se traduit par I’apparition
d’un pic exothermique. Le phénoméne est appelé cristallisation. Le phénoméne contraire est
dit fusion. Pour que I’état ordonné des chaines passe a un état désordonné, état fondu, un
apport d'énergie doit étre fourni au systéeme. L’apparition d’un pic endothermique permet de
déduire la température de fusion du polymere comme le montre la figure Il. 5 (Diaham,
2007).

Transition vitreuse
d'un polymére exo

N //\ fusion
_ .
cristallisation v

dH/dt, mJd/s

endo

Temperature, K

Figure I1. 5 : Variation de I’enthalpie en fonction de la température.

a. Appareil :
L’appareil utilisé est de type DSC NETZ SCH (DSC 200 pc).
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11.3.7. Etude de gonflement :
a. Milieux.
Ce test a été évalué dans différents milieux pseudophysiologiques et/ou in vitro dont les
compositions sont les suivantes. Les volumes de ces milieux ont été fixés a 20 ml.
- Solution 1
Eau distillée, utilisée comme témoin par rapport aux autres milieux.
- Solution 2 a pH=7,4
Pour un litre d’une solution PBS utilisé, on dissout 8 g de NaCl, 0,2g de KCl, 1,44¢g
de Na; HPO, et 0,24g de KH,PO, dans un 800 ml d’cau distillé. Puis on compléte par 1’eau
distillée jusqu’a 1 litre. On ajuste le pH a 7,4 avec 1’acide chlorhydrique (1N) ou NaOH (1N)
et enfin, on ajoute I'eau distillée a un litre (Beljit et al., 2008) .
- Solution 3a pH=1,2
Il est réalisé a partir de deux solutions meres dont les compositions sont les suivants :
» Solution A : chlorure de potassium 0,2M soit 7,459 KCI /0,5 litre.
» Solution B : acide chlorydrique 0,2M soit 1,5ml HCI /0,25 litre.
Pour 100 ml de milieu pH = 1,2, on mélange 25 ml de A et 42,5 ml de B.
- Solution 4 & pH=6,8
Il est réalisé a partir de deux solutions :
» Solution C: acide citrique a 0,5 M soit 105,06 g C¢HgO- /litre d'eau
» Solution D: phosphate disodique au 1/15 M soit 71,07 g de Na,HPO4/litre
d'eau
Pour 200 ml de milieu pH = 6,8, on mélange138,20 ml de C et 61,80 ml de D.
- Solution 5 a pH=8,6
Il est réalisé a partir de deux solutions :
» Solution E: dihydrogénophosphate de potassium a 15M soit 9,089 KH,PO,
/litre d'eau.
» Solution F: phosphate disodique a 15 M soit 9,47 g de Na,HPO4 /litre d'eau,
Pour 200 ml de milieu pH = 8,6, on mélange 189 ml de E et 11 ml de F.
b. Gonflement :
Lors de la réticulation d’un polymeére, un réseau tridimensionnel est formé. L’analyse du
gonflement du réseau formé nous permet d’obtenir des informations sur le taux de
gonflement, la nature de la diffusion du solvant a I’intérieur des hydrogels et sur la densité de
réticulation (Pelletier-Héléne , 2005). L’essai réalisé dans les différents milieux cités ci-

dessus.
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Les films de (Gélatine/Résorcine) de dimensions (20/20/0,26) (L/l/e) (mm/mm/mm) des
différentes formulations pour différentes concentrations de GTA, sont soumis au test de
gonflement. Un poids de 70 mg a été immergé jusqu'a 24 heures dans les cing solutions
(L’eau distillée, PBS, pH=1,2, pH=6,8 et pH=8,6) aprés chaque intervalle de temps,
I’échantillon est retiré et épongé sur un papier filtre pour éliminer les exces de I’eau puis
peser.

Les tests sont réalisés a deux températures : a T=37°C et T amb
Le taux de gonflement "G" est calculé a partir de lI'expression suivante:
G(%) = (M{—Mg) / My * 100 1)
Ou
M; : la masse du film gonflé dans le solvant pendant un temps't ;
Mo : la masse initiale du film (a t=0).

Le taux de gonflement dépend essentiellement de la densité de réticulation (chimique
ou physique) d’une part, de la nature des interactions polymere/polymere et des interactions
polymére/solvant d’autre part.

De maniére simplifiée le processus de gonflement est di a un gradient de pression osmotique,
le solvant diffuse vers I’intérieur du réseau et celui-ci se met a gonfler.

Lorsque le solvant pénétre dans le réseau, les chaines de polyméres vont s’expansés,
ce qui va générer une force rétractive ¢élastique de nature entropique due aux nceuds de
réticulation.

L’apparition de cette force augmente la pression a I’intérieur du réseau et lorsque cette
pression devient suffisante pour contrebalancer la pression osmotique, le réseau est en
équilibre avec le milieu environnant et le gel cesse de gonfler.

11.3.8. Diffusion :

Lorsqu’il existe, dans une phase, un gradient de concentration, la mobilit¢ des
molécules entraine un flux de matiere qui tend a égaliser les concentrations et a diminuer
I’enthalpie libre du systéme.

La diffusion dans un milieu, tel qu’un polymere, dépend de plusieurs parametres
comme la température a laquelle le migrant diffuse, la masse molaire du migrant (une
substance de masse molaire élevée diffusera plus lentement), la concentration du migrant dans
la matrice de polymere.

Pour la détermination de la nature de la diffusion du solvant a I’intérieur des hydrogels,
on s’est basé sur les résultats initiaux du gonflement. L’équation utilisée est la suivante. Le

tracé de In Fen fonction du Int permettra de déterminer K et n.
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F= (Wi W) = K t" @)

Avec:

W, W, : représentent la quantité du solvant absorbée par 1’hydrogel au temps t (secondes) et a
I’équilibre respectivement.

K : constante caractéristique d’incorporation des molécules dans le réseau polymérique ;

n : exposant de diffusion qui indique le type de mécanisme de diffusion ;

Ils existent deux types de comportement pour la diffusion moléculaire dans le

polymeére :

1- Le comportement Fickienne (n= 1/2) : qui se caractérise par des coefficients de diffusion
indépendants de la concentration. Ce comportement est souvent observé dans la diffusion des

gaz comme 1’oxygene dans des polymeres synthétiques.

2- Le comportement non-Fickienne (1/2< n < 1) : qui se caractérise par des coefficients de
diffusion dépendants de la concentration ou du temps. Ce comportement est observé pour la

vapeur d’eau ou des vapeurs organiques dans des polymeéres organiques (Sun-lee et al.,

2009).

Pour ce qui est du coefficient de diffusion, si les deux faces du film polymérique
sont exposées a la méme concentration C, alors le rapport de la masse absorbée au temps t
sur la masse absorbée a saturation peut également étre exprimé de la fagon suivante : (Veyrie,
2007).

M D 2 - _
— =4 =T *+25(-1)i-eTfC
M., NI*| Zl{ y'i-er J

nl |

Avec :

D : le coefficient de diffusion en m2s™:
| : I’épaisseur du film en m ;

t : le temps d’immersion en s.

Quand t est faible, 1’équation utilisée est la suivante :

M, | Dr
— 4 | =
M. \ i’
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11.3.9. Test de résidu :

Au cours du test du gonflement, la mesure du pH a été prise au cours du temps ainsi
que la caractérisation du résidu par UV et par IRTF

a- acidité/ basidité :

Le pH a été mesuré au cours de temps a I’aide d’un pH-metre de type Enlabo 740.

b- Les analyses spectrophotométries:

b.1. La spectrophotométrie UV -Vis : Le résidu restant dans des béchers aprés le test de
gonflement est récupéré dans des fioles pour étre analysé par UV.
b.2. La spectrophotométrie infrarouge (IR-TF) :

Le principe est donné précédemment. Apres évaporation de 1’eau de la solution, le résidu est

analysé par IRTF dans le KBr anhydre sous forme de pastilles.

11.3.10. Détermination de la teneur en eau et des différents types d’eau

Dans le cas de gélatine, il existe trois types d’eau :

» L’eau de structure : Elle se trouve a ’intérieur de la triple hélice. Elle joue un réle majeur
dans sa stabilisation par la présence de liaison hydrogéne. Cette quantité dépend du taux
d’hélicité. Elle est de 0,040-0,055g/g de gélatine.

» L’eau li¢e : Elle est absorbée par les groupements polaires. Cette eau est fortement liée par

la présence de liaisons hydrogene. Elle est appelée aussi eau de solvatation. Elle contribue
a la stabilisation de sa structure. Elle est de I’ordre de 0,12-0,14 g/g de gélatine.
Et enfin,
» L’ecau libre ou eau de surface Elle se comporte comme eau pure. Elle est de 0,14-0,37 g/g
de gélatine (Primalov et al., 1970).
La teneur en eau (appelée aussi perte en eau ou humidité relative H.R.) a été déterminée par

la relation établie par Kanamori (Kanamori, 2000).

H.R.(%)= (My-M)/M*100
Ou:
M o: est la masse des films préparés et séchés a la température ambiante ;
M : masse des films placés a T = 120°C pendant un t = 72h.
L’appareil utilisé est une étuve de type PROLABO, 220 V,4-5 A avec une gamme de
température de 0-220°C.

Les films préparés ont été étudiés a T=120°C pendant un temps variable.
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I11.1. Analyses par spectroscopie IR.TF :
1.Film de gélatine non réticulée additionnée a la résorcine :

La gélatine présente plusieurs bandes d'absorption qui peuvent étre résumées comme
suit :

Des vibrations de valence des OH et des NH apparaissant respectivement aux environs
3395 et 3317 cm™, d’une part.

D’autre part, selon une étude exhaustive menée par Centeno et al., (Centeno et
al.,2004), le carbonyle (C=0) de ’amide primaire est 4 1655 cm™ alors que 1’amide
secondaire impliqué dans I’étirement de C-N et C-N-H est & 1550 cm™.

Il a été reporté que la bande de ’amide primaire donne des informations importantes
sur la structure secondaire des protéines.

En général, le domaine s’étendant entre 1660 et 1650 cm™ est directement lié a triple
hélice alors que les B-feuillets se trouvent dans la gamme de 1640 & 1620 cm™, les p-tours
absorbent & 1695 jusqu'a 1660 cm ' et I’intervalle d’absorption de I’hélice o est 1650 a 1640
cm™ (Yakimet et al., 2005).

En somme, un apercu du spectre de la gélatine que nous avons utilisée peut étre
interprété de la maniére suivante : (Figure 111.4)

L’apparition des deux bandes 4 1651 et 1554cm™ confirme ce qui a été décrit dans la
littérature.

On indique aussi la bande & 3073.9 cm™ de faible intensité qui présente les C-Haromatiques. Il
apparait également deux pics d’absorption d’intensités moyennes a 2943,2 et 2870,5 cm™
correspondant aux C-H ajiphatiques asymétriques et symétriques F'éSpectivement. Par ailleurs, les vibrations
de déformation de ces derniers groupements sont & 14492 et 1401 cm™. Les pics & 1166 et
1083 cm™ sont directement attribués & la vibration d’élongation de C-O. Par ailleurs, I’amide
11 apparait entre 1210 et 1240 cm™.

A 670 cm™, correspond les vibrations de balancement des N-H.

En revanche, pour ce qui est de la résorcine qui présente manifestement différentes
formes tautomériques, plusieurs interactions surgissent en présence d’un solvant (Bacon et
al., 2000) :

- Des interactions de type hydrophobes (solvants apolaire / cycle aromatique de la
résorcine).

- Des interactions dipolaires (solvants polaires / groupements fonctionnels de la
résorcine tels que carbonyle, hydroxyle).

- Des liaisons hydrogéne (solvant polaire / groupements donneurs et/ou accepteurs de ce

type de liaison figurant sur la résorcine).
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Nous avons aussi abordé I’effet du pH sur la résorcine (Figure I11.1) puisque ce
dernier est un facteur trés important et dont les milieux physiologiques en dépendent
fortement. La résorcine possede un pKa qui varie entre 9,32 a 9,81 a 25°C. Elle se comporte
différemment en fonction du pH. Les différentes positions qui peuvent réagir selon le milieu

son principalement la position 2 ; 4 et 6.

milieu 11r:1].|11 'DH ~ 2} milieu acide
1) mjhm alcalin

3451 04 = (a)
&
=t o -
=R B ! .
A ] / 17615 ;
- — o
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Figure 111.1 : Spectres IR-TF de la résorcine dans un milieu neutre (a), milieu acide
(pH=1,2) (b), et milieu basique (pH=8,6) (c).

La lecture du spectre infrarouge du résorcinol se fait comme suit :
Les énergies d’absorption sont :
- entre 3252 et 3394 cm™ présentent les vibrations de valence des groupements O-H,

- entre 2000 et 1600 cm™ celles d’un noyau aromatique 1,3-disibstitué,
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- et aussi, [’apparition des bandes inférieures a 3000 cm™ (~2882,3 Cm'l) indique I’existence
des C-H aliphatiques probablement provenant des formes tautomériques de la résorcine qui

sont les suivantes :

OH 0 0
i S —_—
- f———— - ———————
o
N OH 0

Aussi, nous devons signaler que le spectre IRTF de la résorcine subit un changement
suite a la modification du pH. Les bandes qui étaient auparavant fines et bien résolues dans le
domaine inferieur a 1607 cm-1 ont disparu, ou se sont déplacées a des fréquences supérieures
ou inferieures.

Avant d’entamer 1’étude de 1’action de la résorcine sur la gélatine, selon la structure de
deux agents, nous pouvons avoir :

- Des interactions réversibles c’est a dire formations de liaisons des complexes de
faibles énergies préalablement solubles et précipitent suite a leur mélange (Borrelli et
al., 2002) elles sont due a :

e La proximité des groupements OH portés par le phénol qui favorise la solidité
de la liaison formée.

e La présence de résidu de proline qui posséde un hétérocycle rigide incluant le
groupement amine impliqué dans la liaison peptide. 1l peut participer par
conséquent a la formation de « poches hydrophobes » (Figure 111.2) . On peut
de plus noter que la turbidité augmente avec le nombre de carbones dans les
chaines latérales aliphatiques des résidus, ce qui est corrélé avec
I’hydrophobité des résidus acides aminés (Oh et al ., 1980).

Catdaes /oo
D s |
H?N '—CIH

HZC(\:HZ/CHZ

Résidu proline

Chdine polypeptidique

Figure 111.2: Particularité du résidu proline : un hétérocycle rigide imprimant une courbure

aux chaines poypéptidiques.
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Des interactions irréversibles. Il ya formation de complexes comportant des liaisons

covalentes dont la formation peut impliquer des phénomeénes d’oxydation .

Ainsi que le pH du milieu peut influer sur ces interactions :

a pH acide (pH < 3): on observe une rupture de la liaison intermoléculaire
(interrésorcine), ce qui aboutit a la formation de carbocations trés électrophiles, ceux
ci- réagissent rapidement avec les groupements nucléophiles se trouvant a proximité.
En absence de tels groupements, ils peuvent se produire des phénomenes de
polymérisation entre les différentes molécules en présence, ce qui conduit a terme a la
formation de composés de trés hauts poids moléculaires qui précipitent avec le temps
(Haslam et Lilley ,1988).

a pH basique ou riche en agents oxydants (pH > 8) : Un schéma récapitulatif des
réactions susceptibles de se produire dans différents pH (Figure 111.3) a été proposé
par Hurell et al., (Hurell et al., 1982) . Ces réactions peuvent se produire également
avec d’autre acides aminés telle que la lysine (résidu de cystéine en particulier),
impliquant dans un premier temps 1’oxydation enzymatique ou non du composé
phénolique en quinone puis la formation de quinonimines avec les résidu amino acides

(Rawel et al., 2002). Des phénomenes de polymérisation se produisent ensuite.
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Figure 111.3 : Quelques réactions susceptibles de se produire entre les résidus lysine de la

caséine et la résorcine a pH > 7 ( Hurell et al., 1982).

L’¢tude de I’effet de I’ajout de résorcine sur la gélatine dans un milieu neutre montre
que le pic qui correspond la fonction O-H subit un schfting hyperchrome vers 3316,9 cm™,
avec diminution de I’intensité du pic dans la région 3082 cm™, et disparition du pic vers la
région 1457 cm™ (C-H). En méme temps il ya 1’apparition de deux pics trés intenses dans le
spectre G/R dans la région 1082 cm ~* et la région 964 cm™ qui sont affiliées aux fonctions

de C-O et C-H respectivement.
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a. Dans un milieu aqueux :

&70

T4

2

33073

4000 3000 2000 Wavemnher om-1 1000 400
™ .
\ T Y B B )
\ 1 | - L ‘__‘-\-.._\_\_ _'_,__,-F""
| N Wl ; —
II Fa P s | [ ] J H E [}
| _ S ™ ~ B2 =20 P =
/ L T o ® a % e “ o
s o a g o 0O ~= ®
™ "] e — —
g - (b
b -
- ]
1] [ ]
— g g
]
%l o
=
- 2 ®
g 9
o B v
— ™~ l:h. i
L (] —_ ) b4 -
o il & ®w o W
L] — M
B &
(al
g = S
7 =
w —
1 I — 1 l 1 I
100
1800 1500 1000 500

Woavenurmber [em-1)

Figure 111.4 : Spectres IR-TF de la Gélatine (a), la résorcine (b), et le mélange (G/R)
(85/15)% (c) ; a pH neutre.
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Mais dans un milieu acide, le pic qui correspond la fonction OH subit un déplacement
hypsochrome vers 3317,9 cm™. 1l a une diminution des intensités des pics dans la région

1500 & 400 cm™ et I’apparition d’un nouveau pic a 848,5 cm™ (Figure 111.5).

b. Dans un milieu acide (pH=1,2) :
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Figure 111.5 : Spectres IR-TF de la Gélatine (a), la résorcine (b), et le mélange (G/R)
(85/15)% (c) ; a pH acide.
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8,6) :

b. Dans un milieu basique (pH

Dans un milieu basique on un légére déplacement des bandes telques 1460 & 1511 cm™, 1399

41404 cm™ et 842,95 & 854,19 cm™ avec une intensification du pic.
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Figure I11. 6 : Spectres IR-TF de la Geélatine (a), la résorcine (b), et le mélange (G/R)

(85/15)% (c) ; a pH basique.
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2. Films réticulés par le GTA :

Les agents de réticulation de la gélatine sont : les chlorures et les anhydrides de 1’acide
carboxyliques, le chlorure sulfonique, les isocyanates et les époxydes (Farris et al., 2009).

Bien que le glutaraldéhyde présente certain toxicité, seules de faibles quantités sont
utilisées (Bigi et al., 2001 ; Farris et al., 2009). Il réagit avec les protéines non pas sous
forme libre, mais sous forme d'un polymere insaturé, pour donner les liaisons imines
stabilisées par conjugaison. La gélatine est capable d’interagir chimiquement par certains de
ces acides aminés comme la lysine, avec des composés aldéhydiques. La réactivité des
fonctions amines avec les composés aldéhydiques a été étudiée pendant une longue période,
d’une part pour améliorer certaines -caractéristiques des films photographiques et
pharmaceutiques et, d’autre part, pour cibler les applications innovantes comme les
bioadhésifs et les capsules a libération contrdlée, il présente une forte réactivité (Fraenkel-
Conrat et al., 1945 ; French et Edsall, 1945) et permet de diminuer la solubilité des capsules
de gélatine. La réaction chimique entre la lysine et le glutaraldéhyde aboutit dans un premier
lieu a la formation d’un « hémiacétal » dont la vitesse de formation est limitée a pH acide. La
perte d’une molécule d’eau aboutit & la formation d’une imine. Cette imine peut réagir & son
tour avec une amine libre et former ainsi une liaison aminal qui est réversible & pH acide
(Cordes. Jencks, 1962 ; Koehler et al., 1964).

Cette réticulation est volontairement utilisée par les industriels, notamment pour
fabriquer des gélules Castro-résistantes, mais elle peut apparaitre parfois de fagon non désirée.

Dans la littérature, on trouve que sa réactivité augmente autour d’un pH neutre en
présence d’un grand nombre de résidus de la protéine et selon les formes moléculaires dans la
solution aqueuse conduisant aux différents mécanismes réactionnels possibles.
Parmi les groupements les plus réactionnels de la gélatine, on cite : I’amine (NH,), le thiol (-
SH) ; le phénol et I’imidazole.

Des travaux menés par Farris et al., (Farris et al., 2010) élucident le processus de
réticulation selon les différents pH et confirment que :
1. a un pH = 11, le mécanisme de la réaction entre la lysine et les groupes carbonyles du

glutaraldéhyde conduit a la formation de la base de schiff

2. Il a aussi été proposé que le mécanisme réactionnel de la réticulation entre la gélatine par

le glutaraldéhyde a un pH acide égale 4,5 méne a la formation d’un hémiacetal.
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2.1. Gélatine réticulée :
a. Dans un milieu aqueux :

Dans notre cas La différence entre les spectres de la gélatine et de la gélatine réticulée
réside dans 1’augmentation en intensité du pic a 1653 cm™ qui devient plus fort aprés la
réticulation. Ce qui correspond probablement a la formation de 1’imine « base de schiff
Il est & préciser que les C-H aliphatiques asymétriques et symétriques du GTA apparaissent a
2960 et 2878 cm™ respectivement alors que le C=0 de ’aldéhyde du GTA est a 1716 cm™
(source de base de données SDBS, voir Annexe).

Une tentative de suivre la réaction au cours du temps par IR a été réalisée, mais la

quantification de différents pics n’a pas pu étre exploitée dans notre cas.
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a.l. Réticulation avec 0,1 % de GTA :
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a.2. Réticulation avec 2,5 % de GTA :
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Figure 111.8 : Spectres IR-TF de la gélatine (a), la gélatine réticulée a
a2,5% de GTA (t=30min) (b) et gélatine réticulée a 2,5% de GTA (t=24h) (c) ; a pH neutre
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b. Dans un milieu acide (pH=1,2) :
a pH acide, la protéine qui est soluble a pH neutre ou basiques devient insoluble.

b.1. Réticulation avec 0,1 % de GTA :
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Figure 111.9 : Spectres IR-TF de la Gélatine (a), Gélatine réticulée a
a 0.1 % de GTA (t=30min) (b) et Gélatine réticulée a 0.1 % de GTA (t=24h) (c) ; a pH acide
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b.2. Réticulation 2,5 % de GTA :
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La différence entre le spectre de gélatine et gélatine réticulée réside dans 1’élargissement de
la bande caractéristique d’amine NH, du fait de la présence de plusieurs type de chaines
amine. En plus, on remarque :

- Des augmentations de ’intensit¢ des bandes de vibration d’élongation située a 2950 et
2877cm™ qui présentent la présence de groupement C-H aliphatique asymétrique et
symétrique respectivement.

- Une diminution de I’intensité des pics dans la région 1645 -1543 cm-1 qui indiquant la
vibration d’¢longation de C=N du groupe imine de la base de Schiff. Cette bande confirme la
formation de la réticulation entre les chaines de gélatine par le glutaraldehyde.

- Et une diminution de Pintensité des pics a4 1449, 1281 cm™ « vibration de déformation de

C-H », et 81230 et 1033 cm™ « vibration d’¢élongation du groupe C-N ».

2.2. Mélange réticulé :
Le résorcinol est un dérivé du phénol qui réagit avec le cetone pour produire un polymeére

insoluble avec libération de molécules d’eau (Figure 111.11).

OH

=l ]
H
4+ ZH3O
oH
oH
(=12}

Figure 111.11 : Condensation de la résorcine et du formol, polymérisation de ce

complexe en une longue chaine (MULOT, 1977).
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Les spectres correspondant aux mélanges de G/R réticulés sont donnés dans les
figures 111.12-14.

a . Dans un milieu aqueux :

a.l. réticulation avec 0,1% de GTA :
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Figure 111.12: Spectres IR-TF de la (G/R)(85/15)% (a), (G/R)(85/15)% réticulée a
a 0.1 % (t=30min) (b) et (G/R)(85/15)% réticulée a 0.1 % (t=24h) (c) ; a pH neutre.
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a.2. réticulation avec 2,5 % de GTA :

T4

40

1000

2000

Wavenumber [cm-

3000

4000

1

T

500

1000

Wavenumber [cm-1]

1500

1400

Figure 111.13 : Spectres IR-TF de la (G/R)(85/15)% (a), (G/R)(85/15)% réticulée a
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; a pH neutre.
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Le pic de C-H aliphatique qui était & 2946,7 ce déplace & 2878,2 cm™ avec intensification.
C’est une indication majeure que la réaction de réticulation, a eu lieu. Nous avons un
élargissement et une diminution de I’intensité des pics dans la région 1652- 1553 cm™ avec
disparition du pic & 1146,4 cm™.
On observe I’apparition d’un pic dans la région 1115,6 cm™ pour t =30 min alors qu’il a
disparu pour t=24 h.

On remarque nettement 1’effet de la réticulation surtout sur les intensités des pics et
I’apparition d’autres pics. On explique ces changements par la modification chimique de la
composition de la molécule mére, Ainsi I’intensification de la bande a 2946,7 cm™ exprime

la formation de groupe méthyléne ( -CH- ).
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b. dans un milieu acide :

b.1. réticulation 0,1 %GTA :
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Figure 111.14 : Spectres IR-TF de la (G/R)(85/15)% (a), (G/R)(85/15)% reéticulée a
a0,1 % (t=30min) (b) et (G/R)(85/15)% réticulée a 0,1 % (t=24h) (c) ; a pH acide.
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b.2. réticulation 2.5 %GTA :
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Figure 111.15 : Spectres IR-TF de la (G/R)(85/15)% (a), (G/R)(85/15)% réticulée a
a2,5 % (t=30min) (b) et (G/R)(85/15)% réticulée a 2,5 % (t=24h) (c) ; a pH acide.
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c. Dans un milieu basique (pH=8,6) :
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Figure 111.16 : Spectres IR-TF de la (G/R)(85/15)% (a), (G/R)(85/15)% réticulée a
a2,5 % (t=30min) (b) et (G/R)(85/15)% réticulée a 2,5 % (t=24h) (c) ; a pH basique.
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I11.2. Analyse par spectrophotométrie UV-VIS :

Les acides amines absorbent dans ’ultraviolet au voisinage de 220 nm, a I’exception
des trois acides aminés aromatiques (Try,Phe, Tyr) qui ont un deuxi¢me pic d’absorption a une

longueur d’onde plus élevée au voisinage de 280 nm (Holme, 1998).

200 nm

Spectre d'absorption

L’absorption a 280 nm est due principalement aux noyaux phénols des tyrosines,
parce que cet acide aminé est plus fréquent que le tryptophane, qui est pourtant beaucoup plus
opaque a cette longueur d’onde. L’absorption de la lumiére UV a 280 nm est caractéristique
des protéines et sert a doser ces protéines lorsqu’elles sont en solution dans I’eau et qu’il
n’existe pas d’autres molécules absorbant la lumiére UV a cette longueur d’onde (acides
nucléiques par exemple).

Il s’est avéré que, lors de ce test, la solubilité de la résorcine en fonction de pH varie.
Cette solubilité est plus marquée en milieu basique qu’en milieu neutre ou acide. Aussi, nous
avons des changements de couleurs de la résorcine en solution. Les solutions sont au depart,
incolores dans I’eau distillée et deviennent ensuite apres acidification du milieu marron clair,
alors qu’on milieu basique nous avons un jaune clair qui se transforme rapidement en rouge

brique.

1. Films a base de gélatine additionnée a la résorcine :
a . Avant la réticulation par le GTA :

On remarque qu’avant le changement du pH du milieu, I’ajout du résorcinol entraine
des apparitions de trois bandes d’absorption a A=252nm, A=266nm, A=281nm, apres
acidification du milieu la disparition du bande d’absorption a 252 nm et I’intensité a 266 nm
augmente. L’alcalinisation du milieu, entraine la disparition des bandes d’absorption a 266,

-65 -



281 nm, l’intensité¢ du pic n’est pas atteinte et un déplacement batochrome a 302 nm est

observé (Figure 111.17).

50

7. =266 --- Gélatine
5. =278 |[— (G/R)(85/15)%
(G/R)(85/15)%pH=1.2
—— (G/R)(85/15)%p H=8.6

4.5
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~=281
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25
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0,5

. . - ;
250 300 350 400

Figure 111.17: Spectres d’absorption UV de la gélatine et le mélange de
(G/R) (85/15)% dans différents milieux .

b. Aprés la réticulation par le GTA :
Etant donné que la glycine représente la plus forte teneur en acide aminé dans le cas
de la gélatine (de I’ordre ~ 27,2 %) , nous avons aussi mené notre étude sur le mélange

glycine / résorcine d’une part.

45 -
4,0 H 2=267 5, _ 969

1 A =280
3,5 —

3.0 1 — (Glycine/résorcine) (85/15)%

—(Glycine/ résorcine)(85/15)% pH=1.2
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Figure 111.18 : Spectres d’absorption UV de mélange de (glycine/ résorcine)
dans différents milieux .
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Le changement du pH du milieu, le mélange glycine+résorcine absorbe a 267 nm.
Aprés acidification du milieu, L’intensité du pic n’est pas atteinte, seul un déplacement
bathochrome de 2nm est observé. L’alcalinisation du milieu entraine un shiffting vers de plus
de 13nm.

D’autre part, il faut note que 1’ajout de GTA polymérise le mélange et le solide ainsi
obtenu est insoluble. Si on modifie la concentration du glutaraldéhyde, on obtient des spectres
dont la longueur d’onde augmente avec la concentration du GTA (I’équivalent de 8nm), alors
que pour I’intensité des pics, le phénomene est inverse (Figure 111.19).

Le composé condensé qu’on peut proposer est la suivant :

OH OH

R'H,C CHR——O——CHR CHLR'

OH OH

CH,R' CHz;R’

Avec : R =chaine liée au GTA ,R’ =-NH CH, COOH

b= 2635
4 ‘_'___,_,_:—-—'_'_Ff

L=2T3

------ Glycine
——— (Glycine/résorcine/ GTA)(85/15/2.5)%
—— (Glycine/résorcine/GTA)(85/15/1.5)%

Abs

I . I . I
250 Joo 350
Figure 111.19: Spectres d’absorption UV de la Glycine et le mélange de (Glycine /Résorcine)
réticulés par le GTA.
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111.3. Essais mécaniques de traction :

Les essais mécaniques de traction ont éte réalisés sur des films ayant deux teneurs en
eau différentes puisque cette derniére joue un réle important dans le comportement de la
gélatine, c’est un plastifiant (Degenis, 1994).

Cette teneur en eau a été calculée a partir d’un séjour de films a I’étuve a
température 120°C d’une durée de 7 jours. L’humidité relative dans ce cas est de 15% ce qui
correspond au départ de I’eau de surface.

1. Films a une teneur en eau égale a 15%

Les différents résultats sont représentés dans la figure 111.20 et le tableau I11.1

—— (G/R/GTA)(100/0/0)%
—— (G/R/GTA)(100/0/0.5)%
(G/R/GTA)(100/0/2.5)%
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T T T T T T T T T T

<= E= =3 182 13 =2 5 2322 as L= L5 s2
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g 2]
O — (G/R/GTA)(85/15/0)%
b — (G/R/GTA)(85/15/0.5)%
o- (G/R/GTA)(85/15/2.5)%
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-I!_'I-D.ﬂ-ﬂ'llﬂ:ﬂ-ﬂl.ﬂlﬂi-nlﬁ-ﬂ:i‘n'l-ﬂ.ﬂ
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Figure 111.20. Courbes contrainte —déformation des films de la gélatine (a), le mélange de
(G/R) (85/15)% (b), a H.R.=15%.
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L’allure des courbes a HR =15% montre que les films de gélatine présentent des
modules de Young allant de 470 Mpa jusqu’a 182 Mpa, 519 Mpa en 676 Mpa pour les
films de gélatine seule et de mélange gélatine/ résorcine respectivement (Tableau 111.1).

Sous I’action de forces de traction relativement faibles, les films subissent une
déformation réversible donc le comportement est plastique sans seuil d’écoulement. Certains
polymeres cristallins présentent ce comportement avec une légére déformation dans le
domaine plastique, ils sont caractérisés par un module faible et une déformation élevée. Par
contre quand 1’agent de réticulation augmente, le comportement passe vers une déformation
elasto-visco-plastique. Si le degré de réticulation est plus élevé, la déformation de celle-ci
entre dans phase irréversible qui peut se poursuivre jusqu'a la rupture, et cela se traduit par un
module plus élevé et une déformation faible.

Une comparaison établie entre la G ; G/R ; G/R réticulé par le GTA montre que 1’ajout

de Résorcine n’affecte pas ou peu les caractéristiques des propriétés mécaniques de traction.

Il'y a seulement de légéres augmentations de o et de € du mélange réticulé (Figure 111.20.b)

Tableau I1l. 1. Variation des caractéristiques mécaniques (o, ¢, E) des films de
gélatine (a), (G/R) (85/15) (%) (b) a H.R.=15%
(@)
[GTA] 0 0,5 2,5
o (MPa) 7,2 7,4 7,65
& (%) 2,1 2,8 4,62
E (MPa) 470 267 182
(b)
[GTA] 0 0,5 2,5
o (MPa) 51 3,9 7,6
£ (%) 0,8 0,69 0,52
E (MPa) 519 682 676

2. Films a une teneur en eau égale 65-72,5%

Pour ce cas de figure, la teneur en eau a été calculée comme suit :

H.R.(%6)= (M-Mg)/M*100 (%) + H.R.1(%)
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AVEeC :

M : est la masse du film gonfl¢ dans I’eau jusqu’a sa saturation.

Mo : est la masse du film initialement préparé et séché a la température ambiante.

H.R.; : est I’humidité relative calculée précédemment et est égale a 15%.

Les différents résultats des caractéristiques meécaniques sont représentés dans la
Figure 111.21 et le tableau 111.2.

En présence de GTA, les omax et E augmentent, a I’opposé de I’allongement a la

rupture Emax qui diminue. Seulement, il faut noter qu’il y a quelques exceptions qui sont dues

probablement au changement de structure du GTA en solution |l faut souligner aussi que le

Omax aiNSi que emax diminuent apres ajout du résorcine, contrairement E qui augmente puis

diminue.

Une comparaison réalisée entre la G; G/R; G/R réticulé par le GTA montre que

I’ajout de Résorcine entraine une diminution de la contrainte a la rupture et I’augmentation de

emax par rapport au film de gélatine alors que le module de Young diminue aprés ajout de

Résorcine et augmente apres réticulation (Figure 111.21, Tableau 111.2).

Contrainte (MPa)

0,8
0.6—-
0,4 -
0,2 4

0,0 =

___ (G/R/GTA)(100/0/0)%
— (G/R/GTA)(85/15/0)%
(G/R/GTA)(85/15/0.5)%

30 40 50 &0 TFO &0 90 100 110 120

Allong (%)

Figure 111.21. Courbes contrainte —déformation des différents films

a H.R.=65-72,5%.
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Tableau I11.2. Variation des caractéristiques mécaniques (o, €, E) des films de gélatine, (G/R)
(85/15)(%), (G/R)(85/15)(%) réticulées a H.R.= 65-72,5%.

Gélatine (GIR)(85/15) (%) (G/IRIGTA)(85/15/0.5) (%)
g

(MPa) 0,21 0,6 1,52

£ (%) 60 104 09
E

(MP2) 2,86 2,12 11,22

I11.4. Diffraction des rayons X :

Selon les différents travaux menés par Miyasaka et al., (Miyasaka et al., 1996),
I’analyse par diffraction des rayons X a permis de quantifier la structure cristalline en triple
hélice du collagene et notamment de la gélatine renaturée.

Il a été précisé qu’au niveau des diffractogrammes correspondants, les deux pics
caractéristiques aux angles 20 a environ 8° (avec la distance inter-réticulaire dyo; ; 11,08 A°)
et a 19,86 jusqu’a 21,5° (di1; 4,40-4,21 A°) sont directement attribués a la structure
cristalline de la protéine. En outre, une étude réalisée par Bigi et al., (Bigi et al., 2004) a
montré que le pic de diffraction qui apparait aux valeurs de 20 égale a environ de 8° est lié
directement au diamétre de la triple hélice et que son intensité est associée au taux de cette
derniére.

Il a aussi été démontré que 1’addition d’additifs qui sont en général, des polyols tels
que le tannin (Pefia et al., 2010), le glycérol (Rivero et al., 2009) affecte le plus souvent par
une diminution I’intensité du premier pic a 8°, d’une part.

D’autre part, d’aprés Yakimets et al. (Yakimets et al. 2005), le premier pic de la
gélatine correspond a une teneur de 13% du taux en triple hélice. Ce qui va nous servir de

référence pour nos calculs.

1. Effet du résorcinol : (Figure 111.22 et tableau 111.3)

L’addition de résorcinol induit une baisse fixe du premier angle de diffraction qui était
a 8,06° dans le cas de la gélatine seule, a 26 = 7,36° correspondant ainsi @ une augmentation
du diametre inter réticulaire de la triple hélice d’une part.

D’autre part, ’intensité des pics qui sont directement liés aux taux de triple hélice
baisse au fur et a mesure que la quantité de résorcinol augmente a I’exception du systéme
(G/résorcine)(90/10)(%).
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En accord avec Langmaier et al., (Langmaier et al., 2008) et Rivero et al., (Rivero
et al., 2009), ce phénoméne de changement structural et de diminution de cristallinité
(disparition du premier pic dans le cas du mélange (G/résorcine)(85/15)(%)) est attribué a

I’interaction entre le biopolymere et le polyphénol.

3000
2500
o 2000 -
(]
a
o
S 1500 4
et
B
[ -
Z 1000 4 :
£ (G/résorcine) (8 5/ 15)(%)
500
m A . (G/ résorcine) (20 10)(%)
0 T T T T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60

20(°)
Figure 111.22 : Diffractogramme des rayons X de la gélatine ; le résorcinol, (G/R)

(85/15)(%) et (G/résorcine) (90/10)(%).

Tableau 111.3 :Le diamétre inter-réticulaire et la teneur en triple hélice de la gélatine,
(G/R) (90/10)(%) et (G/R) (85/15)(%)

Composition 20 (°) d (A°) Teneur en triple hélice(%)

8,06 10,97 9,13
Gélatine 22,12 4,01 -
43,54 2,07 -

7,36 11,29 15,2
(G/résorcinol)(90/10)(%) 20,67 4,04 -
41,93 2,02 -
(G/résorcinol)(85/15)(%) 21,55 3,87 -

2. Effet du glutaraldéhyde :

a. Sur les films de gélatine : (Figure 111.23 et tableau 111.4)
L’ajout de 1’agent de réticulation provoque la diminution de I’intensité du pic a
20 = 8,06°, et par conséquent, le taux de la triple hélice, sans que la valeur de 26 ne soit

atteinte.
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Il a été constaté que, pour 1% de GTA, le pic a completement disparu. Cela peut étre
expliqué par le fait que la structure du GTA devient de plus en plus complexe en milieu
aqueux. Et d’ici, les molécules volumineuses formées vont s’incruster de telle fagon que la

triple hélice disparait complétement.

gelstine
gelatine 1%
gelatine 2%

lintensité des pics
I
l o 1 1 1
i.}_

“"’“ﬂm
100 4
ElE
a T T T T T T T T T T T 1
il ] 10 15 ped 25 i ] 40 415 S0 55 [=14]
Z By

Figure 111.23 : Diffractogramme des rayons X de la gélatine ; gélatine 1% et gélatine
2%

Tableau 111.4 : Le diamétre inter- réticulaire et la teneur en triple hélice
de la gélatine, gélatine 1% et gélatine 2%.

Composition 20 (°) d101(A°) Teneur en triple hélice(%)

8,06 10,97 9,13
Gélatine 22,12 4,01 -
43,54 2,07 -
Gelethe e | 19,07 4.64 i
40,76 2.21 -

Gélatine réticuléea | 2109 10,92 4,92
2% de GTA 20,25 44 -
42,67 2,11 -
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b.Sur les films de gélatine additionnée au résorcine : (Figure 111.24 et tableau 111.5)

(GIrésorcine)(85/15)(% )

T (Girésorcine/GTA)(85/15/1)(% )

(Girésorcine/GTA)(85/15/2)(% )

I'Intensité des pics

T T T T T T T T !
10 20 20 40 50 -3

20(%)
Figure 111.24 :Diffractogramme des rayons X de (G/R)(85/15)(%), (G/R/GTA)(85/15/1)(%)
et (G/IR/IGTA)(85/15/2)(%).

Tableau I11.5 :Le diamétre inter- réticulaire et la teneur en triple hélice de
(G/R)(85/15)(%),(G/RIGTA)(85/15/1)(%)et (G/R/GTA)(85/15/2)(%).

Composition 20 (°) d101(A°) Teneur en triple hélice(%)

(G/Resorcine)(85/15)(%) 21,55 3,87 -

8,43 9,86 11,39
(G/Resorcine)(85/15)(%)1% 20,31 4,11 -
38,68 2,18 -

7,46 11,14 14,21
(G/Resorcine)(85/15)(%)2% 19,88 4,2 -
40,51 2,09 -

Dans le cas des mélanges de gélatine/résorcine (90/10)% réticulés a 1%, les pics
caractéristiques de la gélatine disparaissent en présence de pics de la résorcine. Le taux

d’hélicité devient alors soit nul soit avoisinant les faibles valeurs (~ 1.3 %) (Tableau 111.6).
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Tableau I11.6 : Le diamétre inter réticulaire et la teneur en triple hélice de la (G/R)
(90/10)(%) et (G/R/GTA)(90/10/1)(%).

Composition 20 (°) di01(A°) | Teneur en triple hélice(%)
7,36 11,29 15,2
(G/Resorcine)(90/10)(%) 20,67 4,04 -
41,93 2,02 -
(G/Resorcine)(90/10)(%) 28’23 142’1202 1347
a1% GTA ’ ' ]
41,39 2,05 -

700

500 4

500

(GIrésorcine)(90/10)(%)

3100

l'intensité des pics

200 H

(GIrésorcine/GTA)(90/10/1)(%)
100 4

0 T T T T T T T T T T |
10 20 0 40 5D 1]

2e(%)
Figurelll.25: Diffractogramme des rayons X de (G/R)(90/10)(%) et

(GIRIGTA)(90/10/1)(%).

I11.5. Etude thermique par la calorimétrie différentielle a balayage (DSC) :
1. Effet de résorcine :

Les résultats trouvés par Bigi et al., ( Bigi et al., 2001) ont montre que la température
de dénaturation de gélatine augmente avec le taux de réticulation par le GTA . La Tg passe de
43C° pour la gélatine seule a 71C° pour la gélatine réticulée a 2.5% de GTA. Contrairement a
I’enthalpie AH qui diminue au fur & mesure que la concentration de GTA augmente.

L’endotherme qui apparait au cours du premier scan est attribu¢ a la transition hélice
pelote qui est une transition du premier ordre. Lorsque le film de gélatine est chauffé au —dela
de cet endotherme de fusion, se comportement est assimilable a celui d’un plastique fondu.

La trempe que I’on fait subir a 1’échantillon a la fin du premier scan permet de figer le
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matériau dans un état amorphe, expliquant la disparition de 1’endotherme de fusion au cours
du second scan (Marshall et Petrie, 1980 ; Slade et Levine, 1987). Il faut noter que tous les
pics obtenus sont endothermiques et centrés. 1ls ont été associes a la transition de la structure
hélice en pelote de la gélatine. Ce qui traduit un déplacement vers une stabilité thermique
(rupture exothermique des liaisons covalentes établies avec le GTA et des ponts hydrogene
avec l'eau et/ou interchaines).

Selon littérature, sur les films a base de gélatine — tanin aprés une étude thermique par
DSC il y a une diminution de AH en présence du tanin a cause du caractéristiques de la
structure hélice de gélatine et la création d’un pont hydrogéne par I’interaction entre le groupe
hydroxyle de tanin et la gélatine, par contre la Tg augmente a cause de 1’augmentation des
mobilités des chaines de gélatine. La stabilité hydrothérmique de la gélatine traité avec un
polyphénol dépend non seulement de la force des interactions polyphénols — gélatine mais
aussi I'uniformité de la distribution des molécules polyphénoliques dans les fibrilles de
gélatine.
La résorcine existe sous deux formes ( a, B ) (Kofler, 1943), leurs points de fusion apparait

sur le thérmograme a 108 et 110 °C respectivement .

(a) ':GRI) (o Dl 0)%o (b)
i| (G/R)(20/10)%
N e (G/R)(85/15)% et T
= | . -
g \ ) w0 (G/R)(85/15)%
— \ Ve e ” ~,
= p ™ / —_ u - \
L] P - . = N o T —
= o Geélatine = ~—_—" T~
= =
L] _ i I
-ih N = Gélatine
g [ ]
f= Résorcine | -8
“ r 5
— =
I| |F__MH ! TS
| _\ Fatorcuns
[ - rea P 50 " 100 150 200 " 250
Température®C Température®C

Figure 111.26 : Thérmogrammes de DSC de la gélatine, la résorcine et le mélange

(G/R) non réticulé ; (a): 1 % scan; (b): 2 *™ scan.
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Tableau I11.7 : Les valeurs des Tg, Tf et AH de gélatine, résorcine et le mélange .

Films Tg(C°) Tf (C°) AH (J/g)
Gélatine 45.28 59.35 12.42
Résorcine - 0=108°C -
B=110°C
(G/R)(85/15)% 61.91 91.069 18.65
(G/R)(90/10)% 63.4 101.02 20.1

2. Effet du glutaraldéhyde :
a. Sur les films de gélatine :

Contrairement a 1’enthalpie AH qui diminue au fur & mesure que la concentration de

GTA augmente.
1.0
(a) [ —
1 (G/R/GTA)(100/0/2.5)%
N
o B85 (G/R/GTA)(100/0/1)%
E
; PR
=R / (G/R/GTA)(100/0/0.5)%
; ,
=]
Gélatine
-0

T T T
] 50 1ee

T T T T
150 e 150

Température (C°)

Flux de chaleur (mW)

IR

05 <

(b)
-——ﬁjﬂaﬁne

. G/R/GTA)(100/0/0.5)%
. (

—_—

—
——
——

~

*

(G/R/GTA)(100/0/2.5)%

I I I
8591218 136 02918 18E,11618

Température (C°)

I
3518518

Figure 111.27 : Thérmogrammes de DSC de films de Gélatine réticulées

(@): 1 scan ; (b): 2 *™ scan.

Tableau I11.8 : Les valeurs des Tg, Tf et AH de gélatine et gélatine réticulée.

Films Tg(C°) Tf (C°) AH(J/g)
(G/GTA)(100/0)% 45,28 59,35 12,42
(GIGTA)(100/0.5)% 46,14 58,03 9,4
(G/GTA)(100/1)% 61,11 57,009 7,5
(GIGTA)(100/2.5)% 70,34 75,27 6,39
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b. Sur les films de gélatine additionnée a la résorcine :

De méme que pour la gélatine additionnée a la résorcine il a une diminution de Tg et

I’augmentation de Tf et AH (voir le tableau 111.3)

Flux de chaleur (mW)
t s ¢ ¢

=
-

(2)

[

. \ %

J\ (G/R/GTA)(85/15/1)% ‘g
: c
(G/R/GTA)(85/15/2.5)%)| &

L¥]

o

E:

[

(G/R/GTA)(85/15/0)%

(G/R/GTA)(85/15/0.5)%

Température (C°)

£ 5

=S s 88

= & b B =

(b)

\/L(m&)(ss;qsfo)%

-

—

— ‘

—_—

(GR/GTA)(85/15/0.5)%
T

(G/R/GTA)(85/1511)%

(G/R/GTA)(85/15/2.5)%

\h\

Température (C%)

Figue 111.28 : Thermogrammes de DSC de films de melange de (G/R) ( 85/15)% réticule
(@):1°* scan; (b) : 2 *™ scan.
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Figue 111.29 : Thermogrammes de DSC de films de mélange de (G/R) ( 90/10)% non réticulé
(@): 1 scan; (b) : 2 °™ scan
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Tableau I11.9 : Les valeurs des Tg, Tf et AH d’un mélange (G/R).

Film Tg(C°) Tf (C°) AH(I/g)
(GIGTA)(100/0)% 45.28 59.35 12.42
(G/IGTA)(100/0.5)% 46.14 58.03 9.4
(GIGTA)(100/1)% 61.11 57.009 75
(GIGTA)(100/2.5)% 70.34 75.27 6.39
(G/RIGTA)(85/15/0)% 61.91 91.06 18.65
(G/RIGTA)(85/15/0.5)% 60.48 90.52 43.027
(GIRIGTA)(85/15/1)% 56.99 86.12 32.42
(G/IRIGTA)(85/15/2.5)% 55.58 60.38 4.26
(GIRIGTA)(90/10/0)% 63.4 101.02 20.1
(G/RIGTA)(90/10/0.5)% 52.81 61.95 1.38
(G/IRIGTA)(90/10/2.5)% 54 62.2 7.1

Ces pics endothermiques sont dus a la rupture de la liaison hydrogene contrairement
au réseau réticulé dont un pic endothermique faible ou négligeable. La diminution de
I’enthalpie de transformation de 1’hélice en pelote lors de 1’ajout de GTA est attribuée a

I’extension de la formation du réseau réticulé qui se rompt exothérmiquement.

I11.6. Gonflement :

En milieu aqueux, la pénétration de I’eau dans la matrice polymeére peut se traduire par
la plastification de la matrice ou encore le gonflement. Les molécules d’eau peuvent pénétrer
dans 1’édifice moléculaire du polymere, détruisant localement les interactions entre les
chaines, augmentant ainsi la mobilité. Ceci peut conduire a des réarrangements

morphologiques importants en présence de contraintes mécaniques (Figure 111.30).

et O
f—— &) — al:l-
L] L=
o Q ﬂﬂd o Bungqn
a

Figure 111.30 : Schématisation de la pénétration d’un solvant a I’intérieur d’un systéme
polymere.
Ce phénomene réversible apparait lorsque les molécules d’eau absorbées brisent les
liaisons secondaires entre les groupements polaires voisins et établissent des liaisons

hydrogénes avec eux. Elles détruisent alors partiellement la cohésion mécanique du réseau qui
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était assurée par ces liaisons secondaires et augmentent la mobilité moléculaire. Le glissement
des chaines macromoléculaires est ainsi facilité et il provoque une baisse de la température de
transition vitreuse (Fushinit T, 1997).

Cette étude a été faite selon différents parametres :

¢ en fonction de la concentration de glutaraldéhyde ;

e selon les formulations étudiées en (Gélatine/ Résorcine) ;

e en fonction de pH du milieu ; et enfin

e en faisant varier la température (& température ambiante et a T= 37C°).

Tous les résultats obtenus du rapport de gonflement a 1’équilibre sont données dans le
(tableau 111.10).

Tableau I11.10 : Les valeurs des R.G n,x de différentes compositions des films non réticulés

et réticulés dans différents milieux a Tamb et T =37C°.

Tamb T:37C°
Composition
M; M, M; M, Ms M; My, | Mg | My Ms
(G/R/IGTA)(100/0/0)(%) 200 385,9 | 580,58 | 566,66 760 - - - - -
(G/R/IGTA)(90/10/0)(%) 225 655.6 | 320,45 | 322,33 400 - - - - -
(G/RIGTA)(85/15/0)(%) 210 462,3 | 350,1 401 501 - - - - -

(G/RIGTA)(100/0/0,5)(%) | 200 | 1651 | 1753 | 329,66 | 356,5 | 236 | 201 | 231 | 162 | 212

(G/RIGTA)(90/10/0,5)(%) | 141,66 | 115 100,5 | 1055 | 214,86 | 156 | 135|132 | 192 | 208

(GIRIGTA)(85/15/05)(%) | 222 | 200 | 143 | 232 | 250 | 250 | 155 | 240 | 256 | 264

(G/RIGTA)(100/10/2,5)(%) | 199,33 | 145 | 139,86 | 230.11 | 249,6 | 210 | 151 | 160 | 245 | 262

(GIRIGTA)(90/10/25)(%) | 12583 | 99,4 | 1012 | 86,75 | 12043 | 140 | 110 | 120 | 102 | 142

(G/IRIGTA)(85/15/2,5)(%) | 189,65 | 187 120 201 220 | 190,33 | 190 | 235 | 210 | 235

Il a été constaté :

1- qu’en I’absence d’agent réticulant, le biomatériau est plus gonflent et atteint un Gnax €gal
a 760 % dans le milieu 5 pour les films de gélatine.

2- L’ajout de résorcine a la gélatine entraine une augmentation du taux d’absorption dans les

deux milieux 1 et 2, donc la présence de résorcine favorise la prise en eau.
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Mais a pH=1,2, pH=6,8 et pH =8,6 il a une diminution du taux de gonflement
probablement & la présence des ions tels que le H" et Na* .

3- Laréticulation, par contre, entraine en général une diminution remarquable du Gmax.

Les allures des différentes courbes sont les suivantes :
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1. Films non réticulés :
a. Effet de la résorcine :
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Figure 111. 31 : Variation du RG des différents films non réticulés a T ,mp en fonction du

Temps(h}

temps dans les différents milieux.
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b. Effet du milieu
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Figure 111. 32 : Variation du R.G. des films non réticulés a T ,mp en fonction du temps dans

les différents milieux.

c. Effet de la température :

A température ambiante la mesure de taux de gonflement nous a été facile dans tous
les milieux, mais a température 37 °C, nous avons une solubilisation du film et cela quelque

soit le milieu .

La gélatine seule et non réticulée se solubilisé au bout de 24 h alors qu’en présence de

résorcine, les films conservent leur pouvoir absorbant allant jusqu’a 1 mois.
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2. Films réticulés par le GTA

a. Effet de la résorcine
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Figure 111.33: Variation du R.G. des films réticulés a 0.5% de GTA a différents taux de

résorcine a 25 °C dans les différents milieux.
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c. Effet du milieu
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Figure 111.34 : Variation du R.G. des films réticulés & 0.5% de GTA en fonction du temps

dans les différents milieux.
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d. Effet de la température :
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Figure 111.35 : Variation du R.G. des films réticulés a 0.5% de GTA a Tamb et T=37C° en

fonction du temps dans le milieu 1 et milieu 2.

111.7. Détermination du mécanisme de gonflement :
1. Diffusion des molécules d’eau :

L’hydrophile est définie comme 1’affinité de 1’eau avec les polymeéres tandis que la
diffusivité est la vitesse de pénétration de 1’eau dans la matrice polymérique (Gibbs et al.,
1999). Cette vitesse étant non nulle méme pour les matériaux hydrophobes. C’est une
fonction croissante de la polarité des groupes contenus dans un polymere et de leur
concentration.

La figure 111.36 donne un classement des groupements des plus hydrophobes aux plus

hydrophiles.
H;

—S5—; —CF—; —Si(CH),—: —CH;—;—CH—  pratiquement hydrophobes.

—S0,—; C=0; N(R3) Modérément hydrophiles.
oC

N , .
N—; —COOH : — OH Hautement hydrophiles

oC

Figure 111.36 : Représentation schematique des groupements hydrophobes et hydrophiles.
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Dans le cas des milieux hétérogenes, le pourcentage d’eau absorbée varie linéairement
en fonction de la racine carrée du temps pour des valeurs de masses inférieures a 60% de la
masse a saturation Ms et le coefficient de diffusion est déterminé a partir de la relation

suivante :

La concentration du solvant au niveau de la matrice polymérique reste nulle au centre

de la matrice. Pour des valeurs de M supérieures a 0,6 Ms, la diffusion n’est plus fickienne.

L’équation empirique simple, trés utilisée pour la détermination du mécanisme de
diffusion, et appelée équation de la loi de puissance est exprimée par 1’équation suivante
(Martinez, 2007).

F= (Wy/We) =(Me-mo)/(m.-mo)=K1" (1)

Avec ;

W, : la quantité du solvant absorbée par I'nydrogel au temps t (secondes).

W, : la quantité du solvant absorbée par I'hydrogel a I'équilibre.

K : constante liée a la structure du réseau polymérique.

n : I'exposant diffusionnel.

Cette équation est appliquée aux états initiaux de gonflement F< 0,6 (Kardag et al., 1995;
Bartil et al., 2007).

2. Facteurs influencant la diffusion

La diffusion dépend fortement de la taille, de la rigidité et de la forme de la molécule
diffusante, aussi des facteurs externes (Température, concentration du soluté, épaisseur de la
matrice, la pression...). Nous détaillons ci apres 1’effet de quelques uns de ces facteurs.

Selon I’équation de Fick les différents résultats sont représentés dans les figures suivantes :
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a.LepH:
a.l . Gélatine non réticulé :

In(F)

Figure 111.37: graphes de In (F) en fonction de In (t) des films de gélatine non réticulées dans

différents milieux a T ambiante.

Tableau I11.11 : Les parametres cinétiques de gélatine non réticulé dans différents milieux,

a T ambiante.
composition n K D (cm®/ s) Re
Gélatine NR/I’eau distillée 0.44 0.057 1.9110° 0.9891
Gélatine NR/ PBS 0.26 0.37 1.95 10° 0.9085
Gélatine NR/pH=1.2 0.085 0.023 1.72 10°® 0.9723
Gélatine NR/ pH =6.8 0.13 0.61 1.6 10° 0.8581
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a.2. Mélange non réticulé :

Ln(F)

Figures 111.38: graphes de In (F) en fonction de In (t) des films de (G/R/ GTA) (85/15/0) %

05
0,0
0,5 1
1,0 4
-1,5
-2,0
-2,5
304
3,5
-4,0

4,5

Ln(t)

35 4,0 45

dans différents milieux, a T ambiante.

Tableau I11.12 : Les paramétres cinétiques d’un mélange (G/R) (85/15) (%) non réticulés

Dans différent milieux.

composition n k D (cm?/s) Re
(G/R) /I’eau distillée 084 0,0077 1,57.10° 0,9945
(G/R) I PBS 0,98 0,023 1,88.10° 0,9736
(GIR)/IpH=1.2 0,76 0,021 0,97.10° 0,9972
(G/IR) / pH=6.8 0,93 0,030 1,91.10° 0,9114

a. 3. Mélange (G/R) réticulé :

In(F)

Figures 111.39: graphes de In (F) en fonction de In (t) des films de (G/R/GTA) (85/15/0.5)%

-3,0

In(t)

3,5 4,0 4,5

dans différents milieux, a T ambiante.
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Tableau 111.13 : Les parametres cinétiques d’un mélange (G/R/GTA) (85/15/0.5)% dans

différents milieux.

composition n k D (cm?/s) Re
(G/R) /I’eau distillée 0,86 0,022 1,70.10° 0,9944
(G/IR) / PBS 0,46 0,13 1,46.10° 0,8896
(GIR)/pH=1.2 0,74 0,063 2,21.10° 0,9634
(G/IR)/pH=6.8 0,96 0,0073 2,54.10° 0,8751

b. Le degré de réticulation :

In(F)

1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5
In(t)

Figures 111.40: graphes de In (F) en fonction de In (t) des films de (G/R)(85/15)% réticulés,

a T ambiante.

Tableau 111.14 : Les parametres cinétiques d’un mélange (G/R) (85/15) %,
a (T ambiante, I'eau distillé)

composition n k D (cm®/s) Re
(G/R) NR 0,84 0,0077 1,57.10° 0,9977
(G/R) 0.5 % 0,86 0,022 1,70.10° 0,9975
(G/R) 1.5 % 0,92 0,026 1,82.10° 0,9623
(GIR) 2.5 % 0,98 0,017 1,91.10° 0,8712
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c. Latempérature :

Meélange réticulé :

In(F)

15 2,0 2,5 3,0 35 4,0 45

Figures 111.41: graphes de In (F) en fonction de In (t) des films de (G/R/GTA)(85/15/0.5)% ,

dans différents milieux, a T =37 °C.

Tableau 111.15 : Les parametres cinétiques d’un mélange (G/R/GTA) (85/15/0.5)%

Dans différents milieux, a T=37°C

composition n K D (cm?/ s) Re
(G/R) /cau distillée 0,37 0,23 2,21.10° 0,0844
(G/R) / PBS 0,22 0,20 1,57.10° 0,8889
(GIR) /pH=1,2 0,01 0,0003 | 2,54.10° 0,9689
(GIR) /pH=6.8 0,97 0,0029 | 254.10° 0,9910

Le tracé de In (F) en fonction de In(t) montre la présence des droites.
Daprés les courbes précedentes, on observe dans le cas des films de gélatine non réticulées
que l'exposant de diffusion n est toujours inférieur a 0.5 donc la diffusion est parfaitement
fickienne et la vitesse de diffusion de l'eau est moine élevés a la vitesse de relaxation des
chaines de polymeéres.

En revanches pour les films de mélanges réticulés a température ambiante et Dans
tous les milieux l'exposant est compris entre 0.5 et 1 donc la diffusion est non fickienne et la
vitesse de diffusion de l'eau est supérieure a la vitesse de relaxation des chaines de polymeres.
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Les méthodes spectroscopiques infrarouges et UV-visible se sont révélées efficaces
pour I’étude de I’interaction physique et chimique entre la gélatine, la résorcine et le

glutaraldéhyde conduisant ainsi a des réseaux tridimensionnels.

Les propriétés mécaniques de traction a une humidité relative faible (~14%) sont non

prometteurs en comparaison avec celles ou les tests ont été réalisés a 67% de HR.

La radiocristallographie par diffraction des rayons X montre que le taux de triple
hélice de gélatine diminue d’une maniére progressive jusqu'a disparition totale lors de I’ajout
de résorcine, alors qu’a cet angle de diffraction a 26 égal a 8°, son intensité augmente suite a

la réticulation par le glutaraldéhyde.

L’analyse thermique par DSC révele que la résorcine provoque une diminution de AH
et une augmentation de Tg. Ce changement de la température de transition vitreuse est

directement attribué a la dénaturation de la gélatine c’est a dire a la transition hélice/ pelote.

L’¢tude de gonflement dans des milieux physiologiques montre que dans un milieu
aqueux la résorcine favorise la prise en eau (taux de gonflement plus élevé), de sorte que la
surface des particules de résorcine mois hydrophobes que celle de gélatine donc la résorcine
joue un réle de plastifiant ; mais dans les autres milieux, il a une diminution du taux de
gonflement a cause de la présence des différents ions issus des milieux tamponnés. Ce qui

meéne & un recouvrement de la surface de la protéine.

Aussi il a été trouve que le mécanisme de diffusion est directement lié a la structure
macromoléculaire, a la porosité et a la température ; pour les films de gélatine non réticulee,
I'exposant de diffusion n est toujours inférieur a 0,5, la diffusion est alors parfaitement
fickienne et la vitesse de diffusion de l'eau est moine élevés que la vitesse de relaxation des
chaines de polymeres. En revanches pour les films en G/R réticulés a température ambiante et
dans tous les milieux, I'exposant est compris entre 0,5 et 1 donc la diffusion est non fickienne
et la vitesse de diffusion de l'eau est supérieure a la vitesse de relaxation des chaines de
polymeéres, sauf & pH=6.8 et a T=37°C, la diffusion est fickienne.
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Glossaire

Ciment: Le ciment (du latin Caementum, signifiant pierre non taillée) est une matiére
pulvérulente formant avec 1’eau ou avec une solution saline une péate plastique liante, capable
d’agglomérer, en durcissant, des substances variées. Il désigne également, dans un sens plus

large, tout matériau interpose entre deux corps durs pour les lier

Fibronectine :Terme issu du latin (fibra : filament et nectere : unir.). Molécule associant une

protéine a un sucre

Integrine : Récepteurs situés sur les membranes cellulaires présentant une structure
équivalente a celle d'un hétérodimere. Elle comprend deux chaines polypeptidiques alpha et
béta. Un hétérodimére est un dimére possédant deux sous-unités différentes. Un dimer est un
polymere constitué de deux éléments appelés monomeres. On parle d'homodimeére si ces deux

éléments sont identiques et d'hétérodimére quand ce n'est pas le cas.

Actine : est une protéine musculaire qui agit en synergie avec la myosine et qui intervient
dans le processus de contraction musculaire. On trouve également de l'actine dans le
cytosquelette de toutes les cellules, ou elle assure une fonction voisine, servant a générer des

mouvements internes

Actomyosine : est une protéine formée par l'assemblage d'actine et de myosine. Cette

protéine entre en jeu dans le processus de contraction des fibres musculaires.

Protéoglycane : macromolécule complexe formée de chaines polypeptidiques auxquelles sont

attachées de longues chaines polysaccharidiques sulfatées.

Glycosamiglyccane : est un polysaccharide non ramifié composé d'unités disaccharidiques

répétitives.

Fibroblaste : Cellules en forme de fusée, issues des cellules conjonctives (tissu de
remplissage et de soutien rencontré fréquemment dans l'organisme et contenant des fibres
élastiques et du collagene). Ces cellules ont la caractéristique d'étre en voie de prolifération,
de multiplication. Les fibrocytes sont les mémes cellules arrivées a maturité.
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Ostéoblaste : Cellule jeune, dorigine mésenchymateuse sécrétant la matrice osseuse
constituée de collagéne de type I, de protéoglycanes et de glycoprotéines (ostéopontine et
ostéocalcine). Cette matrice non encore calcifiée porte le nom d'ostéoide. Les ostéoblastes se
présentent comme des cellules ayant un gros corps cellulaire a partir duquel partent de fin
prolongements qui sont unis.

Chondrocyte : Seules cellules présentes dans le cartilage, les chondrocytes sont de grosses
cellules rondes, qui peuvent atteindre 20 & 40 micrométres de diameétre. Elles sont pourvues

d’un noyau arrondi et volumineux.

Fibrose : La fibrose est la transformation fibreuse de certains tissus a l'origine d'une
augmentation du tissu conjonctif (tissu de soutien et de remplissage).
Généralement, la fibrose intervient dans la derniére phase de l'inflammation chronique
(s'étalant sur une longue période) comme une tuberculose pulmonaire, un abces chronique ou
la cicatrice d'une blessure, entre autres. Dans certains cas, on ne connait pas l'origine de la

fibrose.

Apoptose : L’apoptose se caractérise au niveau cellulaire par une compaction de la
chromatine et par 1’invagination des membranes plasmiques. Des corps apoptotiques, qui

correspondent a des fragmentations de la cellule, apparaissent et peuvent étre phagocytés.
Tropoélastine : protéine soluble a l'origine de I'élastine dans les tissus élastiques
Mésenchymateuse : relative au mésenchyme, tissu embryonnaire pouvant se transformer en

tissu conjonctif cartilagineux, osseux, musculaire, etc.

Chimiotactiques : dit d'une cellule qui présente une réaction d'orientation a un facteur
chimique de son environnement. Du latin tactus, toucher, exciter. Si la réponse est positive, la

cellule s'oriente vers la substance chimique, si la réponse est négative, I'orientation est inverse.

Angiogénese : Développement de nouveaux vaisseaux sanguins par bourgeonnement a partir

de vaisseaux existants.

Tissu conjonctif : tissu formé de cellules appelées fibroblastes et de fibres collagénes et
élastiques, que sépare une substance fondamentale. Le tissu conjonctif fibreux (tendons) est

riche en fibres collagénes; le tissu conjonctif élastique (artéres) est riche en fibres élastiques.
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Annexe 1 :

Spectres infrarouge.
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Figure Al.1: Spectre IR-TF de glutaraldéhyde (source de base : SDBS).

Figure A1.2 : Spectre IR-TF de résidu de (G/R/GTA) (85/15/0) %.
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Figure A1.3 : Spectre IR-TF de résidu de (G/R/GTA) (85/15/0.5) %
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Figure AL.5 : Spectres IR-TF du résidu de (G/R) (85/15) % réticulés a differents

concentrations de GTA ; a pH neutre.

-104 -




NR

Fi b bosied By

P i RSl |

T%

|

s bedmid b B Lmed B

L
4000 3500

Y v T T v T v T
2500 2000 1500 1000 500
nombre d'onde cm-1

Figure A1.6 : Spectres IR-TF de résidu d’un (G/R) (85/15) % réticulés a differents
concentrations de GTA. ; a pH =1.2.
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Figure A1.7 : Spectres IR-TF de résidu d’un (G/R) (85/15) % réticulés a differents
concentrations de GTA. ; a pH =8.6.
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Annexe 2 :
Spectres UV-Visible.
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Figure A2.1 : Spectres d’absorption de la gélatine (a), la résorcine (b).
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Figure A2.2 : Spectres d’absorption UV de la gélatine (a), la résorcine (b) et le mélange de
(G/R)(85/15)% (c) dans differents milieux.
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Figure A2.3 : Spectre d’absorption UV de la gélatine (a), la résorcine (b) et le mélange de
(G/R)(85/15)% (c) réticulés par 0.5 % de GTA dans differents milieux.
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Figure A2.4 : Spectres d’absorption du résidu des films de (G/R) (85/15) % non réticulé.

dans I’eau distillée.
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Figure A2.5 : Spectres d’absorption du résidu des films de (G/R/GTA)(85/15/0.5)% (a),
(G/IRIGTA)(85/15/2.5)% (b) et (G/R/GTA)(85/15/1.5) % (c).
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Figure A2.6 : Spectres d’absorption du résidu des film de (G/R)(85/15)% a différentes
concentrations de réticulation ; a pH=1.2 (a) ; pH=7.4 (b).
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Tableau A2.1 : Les valeurs du pH pour les films (G/R) a T=25°C (a) ; a T=37°C (b).

Dans ’eau distillée.

(@)

t=4h t=7 jomr

composition Tean [MI |M2 M3 | Md Tean | Ml | M | MA
distille | pH=12 | pH=T4 | pH=6.8 | pH=8.6 | distillé | pH=12 | pH=74 | pHSS6

(GR/GTA)(90/10/0)% | 655 | 079 | 733 | 666 91 | 715 -

(GR/GTA)(90/100050% | 792 | 077 | 737 | 615 | 925 | 6,76 -

(GR/GTA)(90/10/15)% | 772 | 075 | 788 | 668 | 895 | 6712 -

(GR/GTA)(90/10250% | 781 | 055 | 747 | 6357 | 942 | 6,65 -

(b)
t=4h (=7 jour
composition L'ean | Ml M2 M3 L'eau | Ml M M3 M4

disullé | pH=12 | pH=74 | pH=68 | distllé | pH=12 | pH=T4 | pH=68 | pH=86
(GR/GTA)(90100)% | - - - - 1151 083 | 730 6,6 92
(GR/GTA)(90/1005p6| - - - - 791 08 | 728 | 620 93
(GRGTA)Q0101 50| - - - 1741 078 | 733 | 666 | 948
(GR/GTA)(90/102500 | - - - - 170 | 045 | 740 | 645 | 933

(-) : non mésuré.
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Annexe 3 :

Courbes de traction.
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Figure A3.1 : Courbes contrainte —déformation des différents films
a H.R.=65-72,5%.

Tableau A3. 1 :Variation des caractéristiques mécaniques (o, €, E) des films de gélatine (a),

(G/ R)(85/15)(%) réticulé (b) a H.R.= 65-72,5%

a
[stA] 0 0.2 1 15 2 2.5
o (MPa) 0,75 1,58 0,4 2,88 6,2 2,79
£ (%) 54,72 5,53 58 6,16 1,57 4,2
E (MPa) 2,86 49,39 6,84 34,83 269,55 | 128,72
b)
[GTA] 0 0.5 2.5
o (MPa) 0.38 0.69 0.70
£ (%) 107.05 | 54.85 21.31
E (MPa) 2.12 11.22 32.33
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Annexe 4 :

Diffractogrammes des rayons X.

-113 -



(@) (b)

(c) (d) ] - -t L1 -
()
;l

FigureA4.1 : Diagramme de diffraction des rayons X de la résorcine (a),de (G/R)(85/15)%
(b),de (G/R/IGTA)(85/15/0.5)% (c),(G/R/IGTA)(85/15/1)% (d) et (G/R/GTA) (85/15/2.5)% (e)
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FigureA4.2 : Diagramme de diffraction des rayons X de la Gélatine et le mélange
(G/R)(85/15)%.
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FigureA4.3 : Diagramme de diffraction des rayons X de la résorcine , de (G/R)(85/15)% et de
(G/R/) (90/10)%.

-115-



Annexe 5 :

Thérmogrammes de DSC.
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Figure A5.1 : Thermogrammes de DSC de la Gélatine (a), de la Résorcine (b).

Flux de chalewr (mi

-117 -

e \J—_—w 1" saan
11 4 /
1 a
e ™ 1ca
o
o«
2 o /
L = T T T T T Y T T
1] 40 L[ ] i i
Tempérabure (L)




Annexe 6 :

Courbres de diffusion.
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Figures AG6.1: graphes de In (F) en fonction de In (t) des films de gélatine non réticulée
aT=37C°.

Tableau A6.1 : Les parametres cinétiques de gélatine non réticulée dans différents milieux

aT=37C".
composition n k D (cm?/s) Re
Gélatine NR/ PBS 0.35 0.146 3.39.10° 0.5
Gélatine NR/ pH =1.2 0.49 0.61 2.6.10° 0.91
Gélatine NR/ pH = 6.8 0.26 0.37 2.2.10° 0.87

In(F)

Figures A6.2: graphes de In (F) en fonction de In (t) des films de mélange (G/R)(85/15/0)%,
aT=37C°.
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Tableau A6.2 : Les paramétres cinétiques d’un mélange (G/R/GTA)(85/15/0)%

Dans différents milieux a T=37C°.

composition n k D (cm?®/s) Re
(G/R) /I’eau distillée 0.21 0.41 1.13.10° 0.92
(G/R) / PBS 0.46 0.0015 1.44.10° 0.83
(G/R) /pH=1.2 0.91 0.017 1.46.10° 0.94
(G/R) /pH=6.8 0.26 0.0057 | 1.99.10° 0.97
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Résumé

La gélatine additionnée au résorcinol est sollicités en génie tissulaire et particuliérement en
chirurgie pour le traitement des dissections aortiques aigues. Le biomatériau subit néanmoins
une réticulation chimique par le glutaraldéhyde pour empécher son hydrosolubilté. Les
interactions physique et chimique ont pu étre mises au point par IR-TF, UV-visible et DRX.
Les températures de transition vitreuse et de fusion ont été aussi déterminées par DSC. Les
propriétés mécaniques de traction ont mis en évidence I’influence de chaque composant y
compris celui du taux en humidité relative. L’étude du gonflement a été faite dans différents
milieux physiologiques, ce qui a permis de mieux appréhender le mécanisme de diffusion.

Mots clefs : G/R/F, IRTF, UV-Vis, DSC, DRX, propriétés mécaniques, gonflement.

Summary

Gelatin added to the resorcinol being sought for tissue engineering and particularly in surgery
for the treatment of acute aortic dissection. However, the biomaterial undergoes a chemical
cross-linking with glutaraldehyde to prevent its hydrosolubilté. The physical and chemical
interactions have been developed by FT-IR, UV-visible and XRD. The glass transition
temperatures and melting were also determined by DSC. The mechanical properties of
traction revealed the influence of each component including the rate of relative humidity. The
study was made of the swelling in various physiological media, which helped to better
understand the mechanism of diffusion.

Keywords: G/ R/ F, FTIR, UV-Vis, DSC, XRD, mechanical properties, swelling.



