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INTRODUCTION GENERALE.



Les polysaccharides sont des polymeéres naturels importants. lls sont
utilisés dans différents domaines, alimentaires et non alimentaires. Leur
capacité d’augmenter la viscosité des solutions ou de former des gels et des
films est un des paramétres majeurs de leur sollicitation dans diverses
applications industrielles, exemple, dans les secteurs de 1’emballage, textile,

agriculture, pharmaceutique, électronique et biomédical.

Nous avons, alors, choisi un polysaccharide qui est l'alginate comme
matrice de base dans la réalisation de notre thése de Doctorat LMD. Il est
encore appelé "les alginates”. Ce dernier est un nom utilisé pour une famille de

polysaccharides.

L'alginate possede de bonnes propriétés physicochimiques, mécaniques,
biologiques..., mais son origine représente actuellement un domaine tres
attrayant pour les chercheurs et les industriels. Il est extrait a partir des algues
brunes et des bactéries.

Il porte dans son ossature des fonctions organiques intéressantes. C'est
un carrefour qui conduit le plus souvent a de nouveaux matériaux. Parmi ces
fonctions chimiques, il existe des groupement carboxylates, des hydroxyles,
des acétals et des hémiacétals. L'alginate est, en outre, doté de toutes les
propriétés chimiques des carbohydrates. Les modifications chimiques
répertoriées dans les travaux de recherche antérieurs sont les réactions

d'oxydation, d'estérification, d'amidation...

En ce qui nous concerne, nous avons, toutefois, développé deux

stratégies de recherche qui n'ont pas été abordées jusqu'a ce jour.

La premiére étude est consacrée a I'oxydation de l'alginate par un agent
oxydant, I’hypochlorite de sodium. Cet agent est non selectif. Il attaque la
macromolécule d’une maniere non specifique et en plusieurs sites. Il convertie
les alcools secondaires vicinaux ainsi que les carbones anomeriques du cycle

pyranose en carbonyles puis en carboxyles. Sans oublier de citer que d'autres



réactions secondaires sont susceptibles de surgir en présence de cet agent
oxydant. Il entraine dans des conditions non contr6lées des dégradations et

notamment des depolymérisations.

Pour ce qui est de la seconde stratégie de notre recherche. Nous nous
sommes intéresses a la réaction de Maillard. Une réaction menée entre
I'alginate et une protéine, la gélatine. Cette derniére est aussi tres exploitée dans
diverses domaines, alimentaire, photographique, pharmaceutique et autres. Elle
représente un des centres d'intérét de notre laboratoire. Différentes théses de
Doctorat ont été développées autour de cette macromolécule comestible
(Bouras, 2012 ; Bazid, 2013 ; Chaibi, 2014 & Chetouani, 2015).

Nous devons signaler que la réaction de Maillard en présence des
macromolécules est peu exploitée dans la bibliographie. Elle représente un
nouveau domaine de recherche intéressant surtout puisqu'il existe des
controverses a propos des produits de cette réaction en tant qu'anticancéreux et
antidiabétiques.

Cette réaction est egalement connue sous le nom de brunissement non
enzymatique. Elle est la plus importante dans la chimie des aliments. Elle est
présente dans de nombreux systemes biochimiques, depuis les aliments
jusqu’au cceur de nos cellules.

Elle est un ensemble de réactions tres complexes. L’enchainement de
ces dernieres, dans les systemes alimentaires et biologiques, est commun pour
les étapes initiales de ce type réaction. En revanche, la nature des composés
formés varie. Les produits de cette réaction sont appelés MRPs, produits de la
réaction de Maillard. La compréhension du mécanisme général de cette
réaction remonte a environ un siécle, mais, nous découvrons régulierement de

nouveaux produits.

Cependant, comme il a été évoqué ci dessus, notre these de Doctorat
s'articule en deux parties :

- Une partie sur I'oxydation de I’alginate par I’hypochlorite de sodium.



- Une partie sur la réaction de Maillard de l'alginate en présence de la

gélatine.

Ces deux parties sont ensuite chacune scindée en trois chapitres. Les
premiers chapitres des deux partie représentent des études bibliographiques.
Celui de la partie | aborde les polysaccharides en général et de maniere plus
specifique l'alginate alors que celui de la partie I, il passe en revue la réaction
de Maillard. Les seconds chapitres sont consacrés aux parties expérimentales.
Nous y trouvons une description détaillée des méthodes et des matériels
utilisés.

Quant aux troisiemes chapitres, ils décrivent tous les résultats obtenus suivis
d'interprétations en faisant appel a chaque fois a un support bibliographique qui
nous a permis de comprendre et d'élucider les nouveaux phénomenes obtenus a

partir des matériaux prepares.



PATRIE | :

OXYDATION DE L’ALGINATE DE SODIUM PAR
L’HYPOCHLORITE DE SODIUM



CHAPITRE I:

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE SUR LES POLYSACCHARIDES
ET
L’ALGINATE



Les biopolymeres sont des biomacromolécules synthétisées par des organismes
vivants. Selon I’ADEME (Agence de I’environnement et de la maitrise de I’énergie),
ce sont des polymeéres naturels issus de ressources renouvelables de plantes, d’algues
ou d’animaux. llIs peuvent aussi étre obtenus par polymérisation de monomeres

naturels et par la fermentation des micro-organismes (Mokrani, 2013).

I. Les polysaccharides

Les polysaccharides constituent la famille de biopolymeéres les plus répandus et
les plus utilisés. Ils entrent dans la composition de la plupart des cellules (végétales,
animales et microbiennes). lls sont arbitrairement définis comme des polymeres de
haut poids moléculaire résultant de la condensation d’un grand nombre d’oses. Ces
derniers ont été définis comme des aldéhydes ou des cétones polyhydroxylées. Ce sont
des composés hydrosolubles et réducteurs comme le fructose. Chaque ose est lié a son
voisin par l’intermédiaire d’une liaison osidique formée par élimination d’une
molécule d’eau entre I’hydroxyle hémiacetalique en Cj d’un ose et I'un quelconque des

hydroxyles de 1’autre molécule osidique (Figure 1.1 ) (Mokrani, 2013).

HOH,C HOH,C

+ R-OH ——— + H,0
OH O—R

OH OH

Figure 1.1 : Exemple d’une liaison osidique.

Leurs propriétés rhéologiques (gélifiant, stabilisant, émulsifiant, épaississant,....)
sont mises a profit dans 1’agroalimentaire, 1’industrie pétroliére, la cosmétique, les
peintures, les adhésifs, les biomatériaux.... Leur bonne biocompatibilité confere a ces
biomolécules de vastes possibilités d’utilisation dans I’industrie ; en général ; et plus
spécialement, dans I’industrie chimique ainsi que dans 1’industrie pharmaceutique et
médicale. Un intérét particulier est maintenant porté aux polysaccharides
polyfonctionnels ayant une application indiscutable dans les domaines biomédicaux.

Par ailleurs, grace a leurs propriétés régulatrices, les polysaccharides participent

de l’activité cellulaire (prolifération, différenciation, adhésion et migration). Il n’est



donc pas étonnant que certains d’entre eux puissent interagir avec des systemes

biologiques (Delattre, 2005).

Il. Types de polysaccharides
1.1 Polysaccharides cationiques
- Chitosane

Le chitosane est un biopolymere cationique produit commercialement par
désacétylation de la chitine extraite de l'exosquelette des crustacés. Ce polymere
présente de bonnes propriétés filmogenes et une activité inhibitrice de la croissance de
plusieurs moisissures (Malek, 1999).

Le chitosane est un copolymeére linéaire flexible de 2-acétamido-2-déoxy-B-D-
glucopyranose et 2-amino-2-déoxy-p-D-glucopyranose liés en [ (1-4). Cette
macromolécule est obtenue par N déacétylation d’un des polymeéres naturels les plus
abondants, la chitine, extraite des carapaces de crustacés tels que les crabes et les

crevettes. La figure 1.2 représente le motif du chitosane (Payet, 2005).

HO 0]

o HO /

HO O ©

CH,OH

i NH, N ch,0H

Figure 1.2 : Représentation schématique d’une chaine de chitosane (Payet, 2005).

11.2. Polysaccharides neutres
- Amidon
L’amidon est le composé glucidique bio-synthétisé et la principale source
d’énergie pour I’homme et pour la vie animale. Il représente une fraction ponderale
importante dans un grand nombre de matiéres premiéres agricoles telles que les
céreales (30-80% de la matiere seche), les Iégumineuses (25-50% de la matiere seche)
et les tubercules (60-90% de la matiére seche). Son faible prix fait de I'amidon un
matériau économiguement intéressant. L’amidon est un mélange d'amylose, unités
glucose unies par des liaisons a-(1—4) (Figure 1.3), linéaire et souvent en

configuration hélicoidale et d'amylopectine tres ramifiée. Il contient une partie linéaire



formée d'unités glucose liées en a-(1—4), mais également des ramifications faisant
intervenir des liaisons a-(1—06) toutes les 25 unités glucose en moyenne (Figure 1.4)
(Mokrani, 2013).

CHZ0H CHZOH CH,0H CH,OH CH,OH

AR R R

Figure 1.3 : Structure chimique de ’amylose (Celebi et al., 2006).

CH,OH CH,OH
‘ OH |
CH,OH CH,OH CHo

_____ O

OH OH OH

Figure 1.4 : Structure chimique de I’amylopectine (kara, 2010).

L’amylose et I’amylopectine ne sont que deux des nombreux polysaccharides
pouvant former des structures hélicoidales. L’amylose est hydrosoluble dans 1’eau
bouillante alors que I’amylopectine ne 1’est pas. La principale propriété lorsque
I’amidon est conditionné sous forme de film est sa faible perméabilité et sa
dégradation aisée en présence de micro-organismes. Un traitement chimique permet de
rendre I’amidon résistant au cisaillement thermomécanique, car la stabilit¢ de ce
polymére sous contrainte n’est pas trés élevée. A partir de 150°C, les liaisons
glucosyle commencent a se rompre et a environ 250°C, les grains d’amidon collapsent
endothermiquement. A faible température, un phénoméne connu sous le nom de
rétrogradation est observé pouvant conduire a la précipitation sous 10°C. Ce sont ces
dernieres caractéristiques qui sont utilisées pour la fabrication de films (Jarroux,
2012).



11.3. Polysaccharides anioniques
1. Acide hyaluronique ou hyaluronate

L’acide hyaluronique est un polysaccharide linéaire composé d’un enchainement
d’unités disaccharides composées d’acide glucuronique et de N-acétyl-glucosamine
reliées par une liaison a-1,4 (igure 1.5). C’est I’'un des principaux composants de la
matrice extracellulaire et du liquide synovial des articulations. L’ immuno-neutralité de
cet acide fait de lui un excellent matériau de construction des biomatériaux employés
dans la médecine des tissus et dans les systemes de libération des médicaments
(Onesippe, 2005).

oHOH

OH

NHCOCH;

n

Figure 1.5 : Structure chimique de I’acide hyaluronique (Onesippe et al., 2005).

2. Alginate de sodium

L’alginate est un nom utilisé pour une famille de polysaccharides produit par les
algues brunes et les bactéries (Spencer et al., 1965 & Govan et al., 1981). L’acide
alginique a été découvert et extrait par Stanford en 1881 (Donati et al., 2009).

Ce polysaccharide a été reconnu comme composant structural des algues brunes
marines ou il constitue jusqu'a 40% de la matiere séche. La présence de l'alginate dans
les algues lui fournit la flexibilité ; de plus, il agit comme réservoir d’eau empéchant la
déshydratation (Donati et al., 2009).

Aujourd’hui, tous les alginates disponibles dans le commerce ont été extraits a
partir du algue brune, principalement de hyperborea de Laminaria, pyrifera de
Macrocystis, digitata de Laminaria, Nodosum d'Ascophyllum, japonica de Laminaria
(Figure 1.6) (Donati et al., 2009).



Figure 1.6 : (a) Japonica de Laminaria, (b) Hyperborea de Laminaria, (c) Pyrifera de
Macrocystis, (d) Digitata de Laminaria, (f) Nodosum d'Ascophyllum (Donati et al.,
2009).

2.1. Composition de I’alginate

Les alginates sont les macromolécules naturelles composees de p-D-
mannuronate et a-L-guluronate liés par des liaisons 1 — 4 glycosidiques. lls sont
synthétisés par des bactéries et/ou algues brunes. Par contre, les résidus de

mannuronate des bactéries sont acétylés (Figure 1.7) (Mirshafiey et al., 2009).

COONa
OH OH
OH NaOOC
-0 e
HO HO
HO OH OH
B-D-mannuronate (Blocs M) a-L-guluronate (Blocs G)

Figure 1.7 : Monomeres composant la chaine alginate (Vincent, 2010).

En effectuant une hydrolyse acide partielle de I’alginate, il est possible de
séparer celui-ci en trois fractions caractéristiques (Haug et al., 1966).
e Deux d’entre elles contiennent quasi-exclusivement des ensembles
d’homopolymeéres de motifs G et M respectivement.
e Une troisieme posséde des proportions presque égales des deux monomeres sous la

forme majoritaire de dimeres MG.



Les alginates sont donc considérés comme de vrais copolymeéres a bloc composes
de régions homopolymeres de M (blocs MM) et G (blocs GG) séparées par des zones
aux structures alternées (blocs MG) (Donati et al., 2009).

La conformation des cycles monomeres peut étre déterminée par diffraction des
rayons X. L’étude d’alginates riches en mannuronate et en guluronate a montre que les
blocs guluronates ont une conformation chaise C4 (les carbones 1 et 4 sont
respectivement au-dessus et en dessous du plan moyen de la molécule) alors que les
blocs mannuronates ont une conformation chaise “C1 (Figure 1.8). De plus, les
alginates possedent les quatre types de liaisons glycosidiques possibles : diéquatoriales
(MM), diaxiales (GG), équatoriale-axiale (MG) et axiale-équatoriale (GM) (Draget et
al., 2005).

Na0OC
NaOOC OH OH Na0OC
-0
HO
oH 0Ho 0 0
\ 0 —OH /
-OH I 0 HO
0 Naooc OH 0 0
OH 0
NaOOC OH
Naooc OH
M M M
© G, L ) C )
Y Y Y
bloc-G bloc-M bloc-GM

Figure 1.8 : Structure moléculaire de I’alginate (Salisu et al., 2013).

La structure des segments polyacide mannuronique est trés proche de celle de la
cellulose. Les liaisons diéquatoriales entre unités M donnent a ces segments une
structure aplatie, de type ruban. Cette structure est stabilisee grace a des liaisons
Hydrogéne. Par exemple, le groupement hydroxyle en C3 du monomere M+1 interagit

avec I’atome d’oxygeéne du cycle du monomére M (Figure 1.9) (Palluault, 2010).



NaOOC $ \
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Figure 1.9 : Interactions entre les unités M (Palluault, 2010).

La liaison diaxiale (GG) est trés différente de la liaison (MM) car sa structure
n’est pas plate et adopte 1’arrangement plus rigide d’une boucle. Cette structure est
aussi stabilisée par différentes liaisons hydrogene (Figure 1.10). Par exemple, le
groupement hydroxyle en C2 du monomére G et le groupement carboxyle du

monomeére G+1 interagissent par ce type de liaison (Mokrani, 2013).

Ho o [RARRARRRRRERRARRRE] H

/
~ O ~~~~~
I OH o
o \
(@] OH
OH NaO,C

Figure 1.10 : Interactions entre unités G (Mokrani, 2013).

Les blocs MG sont caractérisés par une alternance entre des liaisons axiales-
équatoriales et des liaisons équatoriales-axiales. De telles variations dans la tacticité de
la chaine sont responsables d’une plus grande flexibilité des blocs MG comparés aux
autres blocs.

Dr’ailleurs, les données de viscosité indiquent que la rigidité des blocs augmente

dans I’ordre suivant: MG < MM < GG (Palluault, 2010).

2.2. Propriétés physico-chimiques
A. Solubiliteé
L’alginate de sodium, comme tous les sels d’alginate monovalents, est soluble

dans I’eau pour des valeurs de force ionique faibles. Lorsque la salinité du milieu
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augmente, la solubilisation du polyanion est compromise. [.’addition de sels tels que le
chlorure de potassium va progressivement diminuer la solubilité de 1’alginate dans
I’eau jusqu’a la séparation de phases. Cela implique que la présence de sels dans I’eau
peut avoir une forte influence sur la cinétique de solubilisation des alginates. Ceci est
dautant plus vrai dans le cas des ions di-ou multivalents qui vont non seulement
augmenter la force ionique totale du systéeme, mais aussi étre capables de provoquer
une agrégation a grande échelle des chaines polymeéres (formation d’un réseau)
pouvant aboutir la formation d’un hydrogel (Donati et al., 2009).

Le pH de la solution joue aussi un role dans la solubilisation des alginates. Si le
pH de la solution contenant I’alginate est inférieure au pKa de I’acide mannuronique
(pKa=3,38) ou de I’acide guluronique (pKa= 3,65), alors il peut y avoir séparation de
phases voire formation d’un hydrogel (Hang et al., 1967). La sensibilité des alginates
vis-a-vis du pH de la solution dépend non seulement de la masse molaire mais aussi de
la composition chimique et de la séquence des blocs. Les alginates contenant plus de
sections alternées (blocs MG) précipiteront a des valeurs de pH plus faibles que les
alginates contenant plus de blocs homogénes (poly-M et poly-G) (Palluault, 2010).

B. Comportement rhéologique

Les alginates ont en général un comportement quasi-Newtonien, méme si des
déviations peuvent étre observées suivant plusieurs facteurs, notamment le type
d’alginate, la concentration de la solution, la composition chimique de 1’alginate, sa
masse moléculaire moyenne, etc. La figure 1.11 présente un exemple de Rheogramme
obtenu en 2006 pour des solutions d’alginate de sodium a différentes concentrations.
On constate une dépendance linéaire dans tous les cas, traduisant un comportement
Newtonien, excepté pour la concentration la plus élevee, pour laquelle on peut

observer une légere déviation (Carturan et al., 2006).
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Figure 1.11 : Rheogramme contrainte de cisaillement-vitesse de cisaillement pour des

solutions d’alginate de sodium a différentes concentrations (Carturan et al., 2006).

C. Gélification

Les propriétés physiques de 1’alginate sont décrites pour la premiére fois dans les
années 1970. La principale caractéristique de 1’alginate est sa capacité a gélifier en
présence de cations multivalents. Cette transition sol/gel n’est pas influencée par la
température (Mokrani, 2013).

Les sels d’alginates sont solubles dans 1’eau et sont capables de gélifier en
présence de cations multivalents tels que les ions Ca?*, Sr*, Ba?*, Fe?* ou encore Al%*
grace a la formation d’une jonction impliquant plusieurs chaines polysaccharidiques.
Cette interaction est décrite par le modéle « egg-box » dans lequel chaque ion divalent
peut interagir avec deux résidus G adjacents ou appartenant a deux chaines opposees
(Figure 1.12) (Gregor et al., 1973).

Ccoo oOH CcoOo

OH oocC OH

Figure 1.12 : Gélification ionotropique de l'alginate modéle "egg-box" (Mjahed,
2009).
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Aussi, des travaux menés par Smidsrod (1965) ont montré que I’ion chélateur
divalent impliqué dans les liaisons intra et intermoléculaire de I’alginate posséde une
affinité variable avec les résidus G suivant le type de cation considéré, a savoir: Pb >
Cu > Cd > Ba> Sr> Ca > Co, Ni, Zn > Mn (Smidsrod, 1965).

Le sel de cation divalent généralement utilisé pour la gélification de 1’alginate est
le chlorure de calcium en raison de sa bonne solubilité en milieu aqueux et de la forte
disponibilité en ions calcium qu’il apporte. Il a ét€¢ montré que 90% des ions sodium
contenus dans une solution d’alginate de sodium peuvent étre facilement déplacés par
les ions calciques (Seely et al., 1974).

Les ions calcium s’associent préférentiellement aux fragments poly-guluronate
plutét qu’aux fragments poly-mannuronate (Figure 11.13). En effet, les blocs poly-
guluronate, en raison de leur conformation spatiale, permettent une chélation plus
énergétique des ions. Ces derniers sont retenus dans une « cage » et interagissent avec
les fonctions carboxylates et les atomes d’oxygéne des fonctions hydroxyles. Les ions

calcium sont beaucoup mieux retenus par de simples liaisons ioniques (Draget et al.,

2005).
X & p
. -5 4 o
OoOH OO/

Figure 1.13 : Liaisons covalentes des ions calcium avec les résidus poly-G des

polymeres d'alginate (Draget et al., 2005).

Cet enchainement régulier de type « egg box » (Figure 1.14) se reproduit
périodiquement : il se forme un réseau tridimensionnel & zones organisées reliées par

les segments poly-M ou poly-(M-G) (Vincent, 2010).

|
1
-t

Figure 1.14 : Rétention du calcium par un réseau tridimensionnel de segments poly-M

ou poly-G définissant une structure de type "egg-box" (Vincent, 2010).
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La structure du polymére est donc I’élément déterminant du comportement
rhéologique des gels d’acide alginique : la proportion des blocs poly-G et leur
longueur conditionnent la formation et la force des gels obtenus en présence de
calcium (Vincent, 2010).

2.3 Procédés d’extraction

A partir des algues brunes, les alginates sont présents sous forme de sels
insolubles (principalement de calcium). Le principe de I’extraction est de convertir ces
sels insolubles en sels de sodium soluble. L’algue pourrait étre traitée par une solution
alcaline, le processus étant alors un échange d’ions (Manev, 2013).

CaAlg,.2Na" ______ ym  2NaAlg + Ca®*

Cependant, de nombreux auteurs ont montré qu’un prétraitement avec un acide

minéral permet d’améliorer 1’extraction (Hern et al., 1999).
CaAlg,+2H" 5 2HAIg+Ca™
HAIg+Na g NaAlg+H*

En industrie, il existe deux protocoles classiqguement utilisés pour extraire les
alginates, la méthode dite directe et la méthode dite indirecte. Elles reprennent toutes
les deux le principe du prétraitement acide suivi d’une extraction alcaline. C’est le
mode de précipitation utilisé ensuite qui différencie la méthode directe de la méthode
indirecte. Le choix de 1’'une ou I’autre est lié a ’espéce d’algue traitée (Manev, 2013).

» Préparation de la matiere premiere :

Il existe difféerents modes de conservation des algues fraiches : le formol, la
congglation, le séchage. C’est généralement le formol qui est utilisé, car il présente
plusieurs avantages : il est peu couteux, il provoque une dépigmentation des algues
(amélioration de la blancheur du produit final) et une libération des phénols. Les
algues sont plongées dans un bain de formol a environ 1% puis stockées. Avant
utilisation, les algues sont rincées, puis découpées en fragments de 20 a 30 cm de
longueur pour faciliter le transport par pompage. Si les thalles ont été conserves
seches, il faut les réhydrater (Vauchel, 2007).

» Formation de I'alginate de sodium :
L’alginate se trouve dans les cellules de 1’algue sous forme de sels de sodium,

calcium et magnésium. Les alginates de calcium et magnésium sont insolubles. Les
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étapes de lixiviation et de carbonatation décrites ci-aprés permettent de les transformer
en sel de sodium soluble dans 1’eau (Perez et al., 1992).
» Lixiviation ou acidification :

Les algues sont immergées dans une solution d'acide sulfurique a environ 0,5N
pendant plusieurs heures. Les sels d’alginates insolubles situés dans les cellules de
I’algue passent sous forme d’acide alginique insoluble et les ions calcium, sodium et
magnésium sont liberés sous forme de sulfates avec les eaux de rincage. Deux a trois

rincages a I'eau douce sont nécessaires (Vauchel, 2007).
CaAlg, , H,50, —p 2HAlg +CasO,

2NaAlg + H,50, ——»  2HAIg + Na,SO,
MoAlg, . HpSO; 3 2HAIg +Na,SO,

» Carbonatation :

Les algues sont immergeées dans une solution de carbonate de sodium a environ 4
%. L’acide alginique insoluble présent dans les cellules de 1’algue réagit avec le
carbonate de sodium pour donner de I’alginate de sodium soluble, qui passe en phase
aqueuse. Au terme de cette opération, on obtient un jus de carbonatation : la matiére
algale est décomposée sous forme de particules en suspension dans la solution
d’alginate de sodium (Mokrani, 2013).

Suivant I’espéce d’algue traitée et la gamme de viscosité que I’on désire obtenir
pour le produit final, on peut faire varier la température et le temps de contact. Pour
digitata de Laminariale, on préfere opérer a froid ou a 25-30°C de fagon a préserver
une haute viscosité (Vauchel, 2007).

» Flottation et filtration :

Il s’agit de séparer la solution d’alginate de sodium des particules de matiére
algale en suspension. Théoriquement, la séparation pourrait se faire par simple
filtration. En fait, les particules de cellulose contenue dans la matiére algale en
suspension et autres composés insolubles sont si fins et si mucilagineux qu'ils
colmatent rapidement les filtres. Dans 1’industrie, on utilise le plus couramment
I’émulsifiassions (injection d’air dans le jus de carbonatation dilué¢) puis la flottation.

En laboratoire, on utilise le plus souvent la centrifugation (Perez et al., 1992).
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» Précipitation de I’acide alginique :

L’acide alginique est précipité par ajout d’acide sulfurique a la solution
d’alginate de sodium, de fagon a ce que le pH soit inferieur & 2. Le carbonate de
sodium reste en exces dans la solution se décompose en libérant du gaz carbonique. Ce
dernier se prend dans les fibres d'acide alginique en formation et les améne a la
surface. Il se forme une mousse d'acide alginique, qui Ss'‘épaissit et se tasse
progressivement (Vauchel, 2007).

» Déshydratation :

Dans ’industrie, des systémes de filtre-presse ou de presse a vis sont utilisés,
parfois associés a de ’alcool, pour déshydrater la mousse d’acide alginique. A la sortie
de la presse, on obtient un acide alginique a environ 30% d’humidité. Ce produit est
ensuite traité avec les bases adéquates pour produire les différents sels d’alginate qui
sont commercialisés : (Vauchel, 2007)

- l'acide alginique (E400) ;

- lalginate de sodium (E401) ;

- l'alginate de potassium (E402) ;

- l'alginate de calcium (E403) ;

- l'alginate d'ammonium (E404) ;

- lalginate propyléne glycol (E405) ;
- l'alginate de triethanolamine.

2.4 Modifications chimiques de I’alginate de sodium :
2.4.1. Modifications chimiques des groupes d'hydroxyles :
1. Oxydation :
v Oxydation par le permanganate de potassium :

L'alginate de sodium peut étre partiellement oxyde avec KMnO4 en milieu acide.
L'oxydation de I’alginate de sodium conduit a un clivage diols vicinaux en deux
groupes aldéhyde (Figure 1.15). Le degré d'oxydation peut étre contr6lé par le pH et la
quantité de KMnOs. Le permanganate de potassium (KMnO4) est un agent oxydant
puissant et pas cher. Apres oxydation, le poids moléculaire de 1’alginate se réduit et sa
vitesse de dégradation dépend du degré d'oxydation (Lu et al. 2009). Ce dernier a été

suivi par la diminution de la viscosité et la masse moléculaire. Ce type d’oxydation
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fournit une méthode pour obtenir l'alginate partiellement oxydé et pour améliorer ses

propriétés pour des applications biomédicales.

S T

KMnOs Nao,C

Figure 1.15 : Oxydation du sodium alginate par le permanganate de potassium
(Lingbin et al., 2009).

v Oxydation par le periodate :

L'oxydation de l'alginate suscite beaucoup d'attention parce que les alginates
oxydés présentent des groupes plus réactifs et une dégradation plus rapide quand ceux-
ci sont employés dans des supports dans la libération contrdlée des meédicaments
(Boontheekul et al., 2005).

Les réactions d'oxydation des groupes OH en positions C-2 et C-3 des unités
uroniques de l'alginate de sodium sont exécutées avec le periodate de sodium (Figure
1.16), qui mene, par la rupture du lien carbone-carbone, a la formation de deux groupes
aldéhyde dans chaque unité monomérique oxydée. Par conséquent, une plus grande
liberté de rotation et de nouveaux groupes réactifs le long de la chaine sont obtenus.
L’exclusion de la lumiere pendant I'oxydation est essentielle pour la limitation des
réactions secondaires. Il est possible de contrbler le degré d'oxydation d'alginate en
changeant la concentration de l'oxydant (Yang et al., 2011). Une réduction
significative de la viscosité est enregistrée en raison de la dégradation du poids
moléculaire et de I'extension de la conformation de la chaine par ouverture de cycle.

L'oxydation partielle des alginates peut étre avantageuse pour des applications
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biomédicales car ils se dégradent en milieu aqueux, tandis que les alginates non

modifiés ne le sont pas (Pawar et al., 2012).

— _ Na” - — _Na* o _ Na* -
O © NG O _©
o) NalOy4 E o) é o)
— o > ?o < >—0—
H,0 >
OH OH o H H OH OH

Figure 1.16 : Oxydation de 1’alginate de sodium par le NalO4 et formation de Na-

alginate oxydee sur la chaine principale (Gomez et al., 2007).

v' Oxydation avec le H20;:

Les réactions d'oxydation de la solution d'alginate avec le H>O> ont éte effectuées
dans des conditions différentes pour préparer ’alginate a faible poids moléculaire et
son application potentielle pour la technologie tissulaire a été prouvée. L’oxydation
par le H.O> permet selon des conditions opératoires de temps, de température, de pH,
de concentration en H2O. déterminées dans la bibliographie, une dépolymerisation de

’alginate (Xiaxia et al., 2010).

2. Amination réductrice de I'alginate oxydé :

La réaction d'amination réductrice est une réaction qui se déroule a priori entre
les amines (primaires, secondaires, tertiaires) et des composés carbonylés ( Carré et
al., 1991).

L’oxydation de I’alginate donne des groupements réactifs susceptibles de réagir
avec d’autres entités organiques permettant d’obtenir de nouveaux matériaux. Apres
oxydation, 1’aldéhyde formé a partir des groupements hydroxyles se condense avec les
amines alkyles via la base de Schiff appelé aussi fonction imine qui est instable. Cette
derniére est soumise ensuite a une réduction, nous avons alors a faire a une amination
réductrice. L’agent réducteur de I’imine le plus utilisé est le NaCNBHa. Il est plus
réactif et sélectif que I’hydroborate de sodium (NaBHs) fréquemment utilisé
(Andresen et al., 1977).
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Aussi, il est avantageux d’utiliser le NaCNBHs comme agent réducteur car la
réduction des groupements intermédiaires imines (base de Schiff) par ’anion CNBH3"
est rapide a des valeurs de pH de 6-7. Par contre, cette réduction des aldéhydes ou des
cétones est négligeable dans cette gamme (Figure 1.17) (Kang et al., 2002, Yang et
al., 2011).

Kang et al., (2002) ont préparé de nouveaux polymeéres dérivés d’alginate en
passant par ce type d’animation. L’ibuproféne a été inclus dans cet alginate modifié
pour le contr6le de la libération in vitro. Il a été constaté que le taux d’inclusion du

médicament a été évidemment augmenté et la vitesse de la libération a été bien

controlée.
NaOOC Na0OC Na0OC
> 0
0 0
>7 NHR NaCNBH, _Zi >—o—
0— > —0— —
<«— pH=T— \
|TH H(|:| |TH H(|3| THZ H,C
0 0 *NH  HN!
/ \ /NH HN
R R ] °

Figure 1.17 : Amination- Réductrice de l'alginate oxydé (Yang et al., 2007).

3. Sulfatation :

Quand l'alginate est sulfaté, il montrera une compatibilité élevée avec le sang
parce que il a une similitude structurale avec I'héparine (une molécule constitué
principalement d’oses et qui fait partie des matrices extracellulaires des tissus
conjonctifs), qui a été largement répandue dans la thérapie d'anticoagulant pendant
plus de 60 années (Alban et al., 2002). Les sulfates d'alginate ont été préparés a partir
de l'alginate de sodium par une réaction avec CISOszH dans le formamide (Figure
1.18). Les essais in vitro sur la coagulation du plasma humain contenant des sulfates
dalginate ont indiqué que ces derniers ont une activité anticoagulante trés élevée en

particulier dans la voie intrinséque de la coagulation (Ronghua et al., 2003).
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Figure 1.18 : Sulfatation d'alginate de sodium (Pawar et al., 2012).

4. Copolymeérisation :

La copolymérisation est une condensation simultanée de deux composes
organiques ou plus, suivie d'une polymeérisation, qui fournit une macromolécule
appelée généralement un copolymere (Liu et al., 2002).

La copolymérisation de I'acrylate de sodium avec l'alginate de sodium forme un
absorbant résistant dans les solutions salines (Figure 1.19). Cette étude a prouvé que si
I’absorbant préparé est laissé gonfler dans une solution aqueuse de NaCl (0,9 % wi/v) a
température ambiante pendant 30 minutes, la capacité d’absorption de I’eau par
I’absorbant est d’environ 85 & 1000 fois sa propre masse. Pendant ce temps, cet
absorbant obtenu a également une excellente capacité de former un hydrogel (Liu et
al., 2002). En outre, la réaction de greffage peut avoir lieu au niveau des groupes
hydroxyles. La synthese de diverses catégories des copolymeéres basés sur l'alginate de
sodium greffés par I’acrylamide a été rapportée par Sen et al., (2010). Cette expérience
a montré que le copolymere ayant le pourcentage de greffage le plus élevé et le poids
moléculaire le plus grand est un meilleur agent floculant pour une suspension de
charbon (Sen et al., 2010).

NaOOC NaOOC

H,C=——=CH
o | o
COOH
o > (@)
n K2S5,0, c||—| HC ——OH n
OH OH o <|:H2
CH—— COOH
m

Figure 1.19 : Copolymérisation d'acrylate de sodium avec de l'alginate de sodium
(Yang et al., 2007).
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5. Cyclodextrine-alginate liés :

Pluemsab et al., (2007) ont prouvé que les capacités d'inclusion dans l'alginate
ont été présentées en liant en covalence les a-cyclodextrines (a-CD). La réaction de
couplage (Figure 1.20) entre la a-CD et I’alginate a été faite par conversion des
groupes hydroxyles d'alginate par l'intermédiaire  NCBr pour ne pas affecter les
groupes carboxyliques et qui était nécessaire pour former les sphéres dalginate de
calcium. Cette synthese est aussi applicable dans le domaine d'encapsulation

bactérienne.

Na0OC Na0OC NaOOC
@Jr @f @%
HZN
CN-alginate CD-alginate

Figure 1.20 : Greffage de la cyclodextrine sur 1’alginate (Yang et al., 2007).

2.4.2 Modifications chimiques des groupes carboxyliques
1. Estérification

L’estérification est souvent utilisée comme méthode simple par laquelle des
groupes alkyles sont attachés aux molécules. Cette méthode a été avec succes
employée par des chercheurs pour modifier l'alginate en augmentant son
hydrophobicité par l'addition des groupes alkyles ( Leonard et al., 2004, Pelletier et
al., 2001).

L'alginate peut étre modifié par estérification directe avec plusieurs alcools en
présence d’un catalyseur. L'alcool doit étre en excés dans le mélange réactionnel pour
assurer la formation du produit désirée (Figure 1.21). Pendant les derniéres années,
parmi les dérivés estérifiés de l'alginate le seul dérivé ayant une valeur commercial est
I’ester d'alginate (PGA) qui a été obtenu par estérification d'alginate avec le

propyleneoxide (Carré et al., 1991).
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Figure 1.21 Estérification de l'alginate en présence d'alcool (Yang et al., 2007).

2. Réaction d'Ugi :

La réaction d'Ugi est une réaction chimique qui met en jeu quatre composants
(un aldéhyde, une amine, un isocyanide et un acide carboxylique) pour former une
bis-amide.

La diversité et la complexité moléculaire accessible par la réaction d'Ugi ont fait
un outil trés apprécié par les chimistes médicinaux pour la découverte de nouvelles
molécules biologiguement actives.

La réaction d’Ugi a également été exploitée dans différents procédés industriels.
Ainsi cette derniére a été utilisée comme étape clé pour accéder rapidement au (R)-N-
tert-butyl-pipérazine-2-carboxamide, un intermédiaire de synthése dans la préparation
du Crixivan, préconisé dans le traitement du SIDA. L'alginate modifié selon cette
réaction a été obtenu aprés la condensation de divers composants donnés dans la
figure 1.22 (Bu et al., 2006).

HO .
HO o
o
CN o
" . o N /ﬂ
HO T~

o + HCHO R

OH

/\/\/\/\NHZ
Figure 1.22 : Alginate modifiée selon la réaction d’Ugi (Yang et al., 2007).

3. Amidation
Une amidation exige la présence d’acides carboxyliques et d’amines libres. Cette

réaction fournit des rendements élevés en produits de type amide dans des conditions
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douces de courtes durées et a température ambiante (Yang et al., 2007).

L’alginate a ¢ét¢ modifié par le chlorhydrate du 1-éthyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) pour former des groupements amide sur
les carboxylate de l'alginate (Figure 1.23) (Galant et al., 2006).

La préparation des derivés dalginate portants des groupements amide a été
également rapportée dans les littératures (Yang et al., 2002, Zhu et al., 2002, Polyak
et al., 2004).

NaOOC 3HC(H,C);HNOC

0 o)
EDC
o) » o)
CH3(CH,);NH,

OH OH OH OH

Figure 1.23 : Amidation d'alginate (YYang et al., 2007).

2.5. Applications industrielles

L’alginate produit a grande échelle trouve des applications principalement dans
le domaine de I’alimentation, pour laquelle environ la moitié¢ de la production y est
transformée. Ses propriétés colloidales uniques font qu’il peut étre utilisé en tant
qu’épaississant, stabilisant, agent filmogene, gélifiant, etc. Les 24300 tonnes d'acide
alginique extraites dans le monde sont employées dans : (Perez et al., 1992)
e L'industrie textile : 50% de la production mondiale de 1’alginate est utilisé dans

cette industrie. L’alginate peut étre utilise comme :

Epaississant pour les pates d’impression.

Epaississant et stabilisateur des teintures.

Agent d’imperméabilisation.

Agent plastifiant et filmogene.
e L'industrie agroalimentaire : 30% de la production mondiale de 1’alginate est
utilisé dans cette industrie. L'alginate peut étre utilisé comme :
- Epaississant, texturant, conservateur dans de nombreux produits : confitures, jus
de fruits, sauces (moutarde, mayonnaise), potages, produits laitiers.

- Stabilisateur dans les cremes glacées (empéche la formation de cristaux).
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e L'industrie du papier : 5% de la production mondiale de I’alginate est utilisé

dans cette industrie. L’alginate peut étre utilis¢ comme :

Agglomérant pour les fibres.

Apprét de surface.

Epaississant et stabilisant dans les colles.

Dans le maintien des pigments en suspension.
e L'industrie pharmaceutique : 5% de la production mondiale de I’alginate est

utilisé dans cette industrie. L'alginate peut étre utilisé comme :

Stabilisateur d’émulsions.

Agglomérant dans les comprimés.

Epaississant et hémostatique dans les pommades, pansements, meches nasales.

Gelifiant dans les pates a empreinte dentaire.
e Divers: 9% de la production mondiale de 1’alginate est utilis¢ dans d'autres

domaines comme :

Epaississant dans les produits de beauté et pates a dentifrice.
- Stabilisateur pour les peintures et vernis.

- Floculant en traitement des eaux.

- Agglomérant pour les électrodes de soudure.

- Agent absorbant dans les couches pour bébé.
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CHAPITRE Il :
PARTIE EXPERIMENTALE.



I. Produits utilisés

Alginate de sodium pKa=3,38, MM de [l'unité répétitive = 198,1 g/mol,
PM=12-40 kDa, (Sigma-Aldrich); Le radical 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyle
(DPPH-) (C18H12Ns0Og), MM=394,32g/mol (Sigma-Aldrich) ; le chlorhydrate
d’hydroxylamine (NH2OH), MM=69.49 g/mol, (Sigma-Aldrich) ; ’hypochlorite de
sodium (NaOCI) a 12°. Tous les autres produits chimiques utilisés lors de la réalisation

de nos études sont de grade analytique.

Il. Méthodes
1.1 Préparation des films d’alginate et d’alginates oxydés

Dans un bécher de 100 mL, on mélange a 17% soit 17 g de poudre d’alginate de
sodium dans 83 mL d’eau distillée a T=35 C° sous agitation manuelle a 1’aide d’une
baguette en verre. Le pH est ajusté a 9,5 avec le NaOH (1N). Une masse de 0,85 g
d’hypochlorite de sodium est ajoutée lentement dans le bécher pendant 30 min. Le pH
doit étre ajusté a 9,5 avec NaOH (1N). Apres addition de NaOCI, le pH du mélange est
toujours maintenu a 9,5 par le NaOH (1N) pendant 50 min. Le mélange est ensuite
neutralisé a un pH=7 avec H2SO4 (1N). Puis, il est isolé par centrifugation, lavé avec
de l'eau distillée et enfin, séché a 1I’étuve a 40°C pendant 24 h. La méme procédure est
reprise pour les différentes concentrations de chlore actif (0,75 ; 1,5 et 3,0% en

poids/poids).

Pour préparer des solutions d’hypochlorite de sodium avec des pourcentages de
chlore actif de 0,25 ; 0,75 ; 1,5 et 3%, nous avons procédé a des dilutions respectives
jusqu’a 1000 mL dans de I’eau distillée de 65,78 mL ; 197,23 mL ; 395,25 mL ;
793,65 mL de NaOCI (12°). Les échantillons résultants sont codés comme il est

illustré dans le tableau 11.1 ;
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Tableau I1.1 : Codes donneés aux échantillons selon leurs compositions.

% du chlore actif

e, 0 0,25 15 0,75 3
utilisé

code Alg OAlg1 OAlg2 OAlg3 OAlg4

11.2 Dosage chimique
11.2.1 Détermination de la teneur en carbonyle

La teneur en carbonyle est déterminée en suivant la méthode titrimétrique de
Kuakpetoon et al., (2001). Dans un bécher de 100 mL, 1 g d’alginate de sodium
oxydé par le chlore actif est mis en suspension dans 25 mL d'eau distillée. La
suspension est laissée gélifier dans un bain d'eau bouillante pendant 20 min. Ensuite, la
température est ramenée a 40°C et le pH a 3,2 avec HCI (0,1 N). Puis, 3,75 mL du
chlorhydrate d’hydroxylamine sont ajoutés. Le bécher est fermé et placé dans un bain
deau a T=40°C pendant 4 h sous faible agitation. L'exces d’hydroxylamine est
déterminé par titrage rapide du mélange réactionnel a un pH de 3,2 avec I'HCI (0,1 N).
Un essai a blanc avec le réactif d’hydroxylamine seul est réalisé de la méme maniére.
Le réactif d’hydroxylamine est préparé par dissolution de 5 g de chlorhydrate
d'’hydroxylamine dans 20 mL de NaOH (0,5 N) avant que le volume final ne soit ajusté

a 125 mL avec de I'eau distillée. La teneur en carbonyle est calculée comme suit :

Teneur en carbonyle (%) = (V1 — V2) * Normalité d*acide * 0,028 x 100/ poids sec
de I'échantillon (g)

Avec :
V1: Le volume de I’essai a blanc (mL).

V2: Le volume de I’échantillon (mL).
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11.2.2 Détermination de la teneur en carboxyle

La teneur en carboxyle de D’alginate de sodium oxydé par le chlore est
déterminées selon un mode opératoire reporté par Chattopadhyay et al., (1997). Dans
un ballon de 100 mL, 1 g d’alginate oxydé est ajouté a 12,5 mL de HCI (0,1N).
L’agitation magnétique est maintenue pendant 30 min. Le mélange est ensuite filtré
sous vide et lavé avec de l'eau distillée. Le volume total du lavage est de 100 mL.
Puis, le résidu récupéré est soigneusement placé dans un bécher de 500 mL. Le volume
est ajusté a 150 mL avec de I'eau distillée. Le chauffage dans un bain marie est porté a
I’¢ébullition sous agitation continue pendant 15 min jusqu’a sa gélatinisation compléte.
Le volume est ajusté encore une fois a 450 mL avec de I'eau distillée et le pH a 8,3
avec NaOH (0,01 N).

Un essai a blanc est réalisé avec de D’alginate de sodium non modifié. Le taux

en carboxyle est calculé comme suit :

Milliéquivalents d'acidite. =  [(Vi— V2) mL x Normalité de NaOH x 100
100g d’alginate poids sec de I'échantillon en g

Pourcentage de la teneur en carboxyle = [milliéquivalents de I’acidité/100 g

d’alginate]*0.045
Avec :
V1: Le volume de I’échantillon (mL).

V2: Le volume de I’essai a blanc (mL).

11.2.3 Détermination de la teneur en aldéhyde

Le dosage de groupements aldéhyde peut se faire par la solution d’hydroxyde de
sodium en utilisant la phénolphtaléine comme indicateur coloré selon la méthode
décrite par Zhang et al., (2011). Dans un erlenmeyer de 125 mL, 0,15 g d’alginate
oxydée sont solubilisés dans 10 mL de NaOH (0,25M). Le tout est placé dans un bain

marie 2 T=70°C pendant 2 min. Puis, il est refroidi 8 T=25°C. Au bout d’une minute,
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15 mL d’acide sulfurique (0,125M), 30 mL d’eau distillée et 1 mL de la
phénolphtaléine (0,2%) sont ajoutés. Enfin, le dosage de la solution se fait avec du
NaOH (0,25M) jusqu'a P’apparition de la couleur rose. On note le volume de NaOH
correspondant au dosage des aldéhydes formés. Le pourcentage en aldéhyde est donné

par la relation suivante :

CV; - GV,
DA(%) = ————=—=%100

Avec :
C1 : La concentration de NaOH (M).
C>: La concentration de H2SO4 (M).
V1: Le volume de NaOH (mL).
V2 : Le volume de H2SO4 (mL).
198 : La masse molaire de I'unité répétitive de I’acide mannuronique.

m : La masse a 1'état sec de 1’alginate (g).

11.2.4 Titrations potentiométrique et conductimétrique

Les teneurs des groupements carboxyliques (COOH) portés par l'alginate et/ou
par les alginates oxydés, OAlgl, OAIlg2, OAIg3 ou OAIg4, sont déterminées selon le
mode opératoire établi par Zamani et al., (2010). Au départ, 0,1 g de chaque
échantillon est dissous dans 100 mL de NaOH (0.05M). Le pH est ajusté a 11,5 et la
solution est titrée par le HCI (0.1M) jusqu’a ce que le pH atteigne 2.

Les nombres d'équivalent des groupes hydroxyles issus du NaOH qui réagissent
avec les -COOH de lalginate sont calculés en utilisant la formule suivante :

(Raymond et al., 1993)

(M xV)de titrant
[NaOH] (m) = m

g
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Avec :
M: la concentration de NaOH (mol/l),
V: Le volume de NaOH nécessaire pour déprotoner -COOH (mL),

m: La masse de I'échantillon (g).

11.3 Etude structurale
11.3.1 Spectrophotométrie infrarouge (IR-TF)

Les spectres ont eté directement enregistrés a partir des films prépares.
L'appareil utilisé est un spectrophotometre a transformée de fourrier (FTIR) de type
JASCO (FT/IR-4200).

11.3.2 Spectrophotométrie UV-Vis

L’enregistrement des spectres UV-Vis se fait a partir des solutions de 5mg
dalginate ou d'alginate oxydé dans 4mL d'eau distillée. L'appareil utilisé est un
spectrophotometre UV-Vis a doubles faisceaux de type UNICAM-UV-VIS 300
(USA).

11.3.3 Radiocristallographie par diffraction des rayons X (DRX)

L’appareil utilis¢ est un diffractometre de type D 8-ADVANCE-BRUKER-
AXS. Les Rayons X sont produits par une anticathode de cuivre alimentée sous 40KV
et 40mA. La radiation CuKa (A= 1,54184 A) séparée au moyen d’un monochromateur
arricre en graphite courbé. Les fentes de divergence et d’antidiffusion sont
programmables. Le diagramme des échantillons est enregistré sur un domaine
angulaire compris: 5-60° (20) par pas de 0,02. Le temps de comptage est de 1 seconde
par pas. Le goniométre vertical 6-20 en géométrie Bragg Brentano. Le détecteur est a
scintillation. La loi de Bragg établit la condition essentielle a la diffraction, a savoir :
deux rayons diffusés par un cristal sont en phase et s’additionnent si la différence entre
leurs chemins parcourus au sein du cristal est égale a n fois (n = nombre entier) leur
longueur d’onde :

2 dhki.sin® = ni
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Avec :
A : la longueur d’onde du rayonnement utilisé.
0 : ’angle de réflexion.
d : la distance réticulaire entre deux plans atomiques adjacents d’une méme
famille.

: ordre de réflexion.

5

11.3.4 Microscopie a force atomique (AFM)
a. Principe

L’AFM permet d'analyser une surface point par point grace a un balayage par
une sonde, elle est utilisée pour étudier la topographie des surfaces. La sonde est
constituée d’une pointe trés fine, positionnée a l'extrémité d'un micro-levier flexible.
Ce type de microscopie fonctionne en mesurant l'interaction attractive ou répulsive
entre les atomes constituant la pointe nanometrique et les atomes surfaciques d'un
¢chantillon. L'analyse de la déviation du levier, a I’aide d’un laser, permet de

déterminer le parcours exact de la pointe (Figure 11.3).

Ordinateur

&
N
Photo- \
detecteur
" Laser
Qg
NG

Figure 11.3. Principe de fonctionnement de I’AFM (Mazen, 2003).

b. Mode utilisé
Le mode utilisé est le mode Contact. Dans ce mode, le levier muni de la pointe
détectrice appuie sur I'échantillon en analyse. Une force répulsive entre la surface et la

pointe se crée car il y a répulsion des électrons de I'échantillon et de la pointe. Dans ce
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cas, l'interaction faible entre I'échantillon et la pointe est maintenue constante en
changeant la hauteur de I'échantillon dans I'appareil. La variation de la hauteur donne

la hauteur de la surface a I’endroit étudié (Radmacher et al., 1995).

c. Appareillage

La surface des échantillons est imagée a 1’aide d’un microscope a force
atomique MFP-3D Classic de type Asylum Research an Oxford Instruments company
équipé d’un scanner. Les images topographiques sont acquises en mode contact a
température égale a 25°C a l’aide de pointes "V" en silicium Si. La fréquence
d’excitation de la pointe est, dans chaque cas, fixée autour de 300 KHZ et la vitesse de

balayage a la surface de 1’échantillon est de 1Hz.

11.4 Etude mécanique par le test du gonflement

Les tests de gonflement sont réalisés dans des béchers en verre de 25 mL. On
ajoute 20 mL d’eau distillée a la masse initiale de films qui est de 0,08g. Les mesures
du poids se font en fonction du temps a température ambiante.

Le taux de gonflement exprimé en pourcentage massique "G" est calculé a
partir de I'expression suivante:

M, — Mo 100
M,

G% =

Avec :
M : Masse du film gonflé dans le solvant pendant un temps t.

Mo : Masse initiale du film a t=0.

11.5 Etudes biologiques
11.5.1 Biocompatibilité des films avec le sang humain

Le potentiel hémolytique est la mesure de I’hémolyse qui peut étre causée par le
matériau quand il entre en contact avec le sang. Le potentiel hémolytique des
échantillons est déterminé selon Fan et al., (2012). 0,1 mL du sang humain anti-
coagulé par le citrate de Na est ajouté a 7,5 mL de PBS (pH=7) contenant 0,15 g de

I'échantillon dans différents tubes a essai. Un control positif (100% hémolysé induit
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par remplacement du PBS (pH=7) avec 7,5 mL de solution Na>CO3 a 0,1%) et un autre
négatif (0% d'hémolyse, PBS (pH=7) sans ajout de I’échantillon) ont é¢galement été
préparés. Tous les tubes a essai contenant les échantillons et les témoins sont placés a
’abri de la lumiére pendant 1 heure a 37°C. Ensuite, les tubes sont centrifugés a 300
rpm pendant 10 min. Le pourcentage d'hémolyse est calculé en mesurant la densite

optique (DO) du surnageant de la solution a 545 nm selon la formule suivante :

Doéchantillon —DO control négatif

Hémolyse(%) = < ) x 100%

Do control positif

11.5.2 Activité anti-inflammatoire

Différentes concentrations de films sont mélangées avec 2,8 mL de tampon
phosphate (pH 6,4) et 2 mL de blanc d’ceuf dans différentes tubes a essai. Tous les
tubes a essai contenant les échantillons ou les témoins sont laisses incuber pendant 15
min a 27°C. Ensuite, on chauffe a 70°C pendant 10 min. Puis, on laisse revenir a la
température ambiante. Le pourcentage d’inhibition est calculé en mesurant
I’absorbance de la solution a 660 nm dans un spectrophotométre UV/Vis selon la

formule suivante :

A¢chantilion — A
Inhibition (%) — ( échantillon eau )
Aeau

11.5.3 Activité antibactérienne

Trois souches bactériennes sont utilisées, une a Gram positif (Staphylococus
aureus ATCC 25923) et deux a Gram négatifs (Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853).

Le milieu de culture utilisé est la gélose Muller—Hinton. La préparation du
milieu de culture se fait selon Benzeggouta (2005). On met en suspension 38 g de

milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée ou déminéralisée. On porte lentement le
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milieu a ébullition sous agitation constante jusqu’a I’obtention d’une solution qui est
ensuite repartie dans des flacons. La stérilisation se fait a I’autoclave a 115°C pendant
15 minutes. La solution est versée dans des boites de Pétri de telle facon a obtenir une
couche de 4 mm d’épaisseur.

Les bacteries sont conservées et maintenues en vie par des repiquages continus,
sur divers milieux de culture solides et liquides. La concentration minimale des

bactéries utilisées est de 106.
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CHAPITRE 11 :
RESULTATS ET DISCUSSION.



I. Dosages chimiques
1.1 Teneur en carbonyle
Les résultats de dosage par [I'hydroxylamine des alginates oxydés par
I'hypochlorite de Na sont donnés dans le tableau I11.1 et dans la figure I11.1. lls
montrent que les teneurs en groupements carbonyles augmentent avec la concentration

de I’agent oxydant.

Tableau I11.1 : Teneurs en groupements carbonyle apres oxydation de I'alginate par le
NaOCl.

Matrice étudiee OAlgl OAlg2 OAlg3 OAlg4

% en groupements
0,62 1,15 1,35 1,43
carbonyle

1,6

1,4

1,2

0,8
0,6

Teneur en carbonyle %
[EnY

0,4

0,2

0 - T T T T

0,25 0,75 1,5 3
Concentration du chlore actif en %

Figure I11.1 : Teneurs en groupements carbonyle en fonction de la concentration de Cl

actif.

1.2 Teneur en carboxyle
Les résultats du dosage par un titrage pH métrique des alginates oxydés par

I'nypochlorite de Na sont donnés dans le tableau I11.3 et la figure 111.2.
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Tableau I11.2 : Teneurs en groupements carboxyle apres oxydation de I'alginate par le

NaOCl.
OAlgl OAlg2 OAlg3 OAlg4
% en groupements
0,18 0,52 0,93 1,29
carboxyles
1,4
N
o
>
5
0,25 0,75 1,5 3
Concentration du chlore actif en %

Figure 111.2 : Teneur en groupements carboxyles en fonction de la concentration de
Cl actif.

Ce type de dosage révéle aussi que la quantité des carboxyles (%) augmente avec
la concentration de I’hypochlorite de sodium.

Ces résultats s'expliquent d'une part par la conversion des aldéhydes en groupe
acide carboxylique. Et d'autre part, il est plausible qu'une fracture ou une scission des
liaisons glucosidiques peuvent surgir et elles seront accompagnées d'un changement
dans la structure des extrémités réductrices des chaines d’alginate. Ce qui va conduire

a la formation de groupes -COOH (L. et al., 2010).

1.3 Teneur en aldéhyde
Les résultats de la teneur en aldéhyde des alginates oxydés par I'nypochlorite de

Na sont donnés dans le tableau 111.4 et la figure 111.3.
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Tableau I11.3 : Teneurs en groupements aldehydes aprés oxydation de l'alginate par le

NaOCI.
OAlg1 OAlg2 OAlg3 OAlg4
% en groupements
0,22 0,31 0,42 0,19
aldéhyde
X
3

0,25 0,75 1,5 3

Concentration du chlore actif en %

Figure 111.3 : Teneur en groupements aldéhyde en fonction de la concentration de Cl

actif.

La teneur en aldéhyde augmente jusqu'a 0,42 %, pour les alginates oxydés par le
chlore actif a 1,5%, puis diminue jusqu'a 0,19% quand la concentration en chlore actif
atteint 3%. Cela s’explique comme il a été indiqué précédemment dans le dosage des
carbonyle que la formation des groupes d'aldéhyde ou carbonyle est suivie par une

conversion oxydative en acide carboxylique (Kuakpetoon et al., 2006).

1.4 Titrations potentiométrique et conductimetrique
Le titrage conductimétrique est un outil analytique bien connu pour quantifier les
groupes fonctionnels acides. De nombreuses applications de cette technique sont déja
connues, telles que la mesure du nombre de groupes acide carboxylique et sulfonique,

la quantification d'acides forts et faibles, et la caractérisation de I'héparine qui est un
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glycosaminoglycane. En fait, c'est une des techniques la plus précise pour analyser les
polysaccharides multifonctionnels (Raymond et al., 1993).

Par ailleurs, il est déja prouvé que le titrage conductimétrique se fait par le suivi
du changement de la conductivité (d0 aux ions H* et OH- qui sont les plus conducteurs
de tous les ions) en fonction du volume du titrant ajouté.

Différents points de transition sur les courbes de pH et de conductivité ont
confirmé la présence de groupes acide carboxylique dans la structure chimique des
films préparés. Les points de transition sur la courbe de conductivité ont été
déterminés par la variation de la pente (points d'inflexion) et l'intersection des lignes
en pointillées verticales avec la courbe de pH (Dhar et al., 2012).

Toutes nos courbes de titrage (Figure 111.4) présentent trois régions distinctes.
La premiére zone (& partir de la gauche) correspond a la neutralisation de I’excés de la
base. La deuxiéme région est assignée a la protonation des groupes carboxyles portés
par les chaines d’alginate ou des alginates oxydés.

Les quantités de —COO- sont alors estimés respectivement dans le cas de I’Alg,
OAlgl et OAIlg4 a 1,49 meg/g, 1,60 meg/g et 1,70 meg/g. Enfin, la troisiéme région

représente I’exces d’acide dans la solution.

Alginate (1) ' —m—pH
X ! —m—conductivité [

La2

pH

L 4,0

conductivité (mS/cm)

T T T 3,8

V. (mL)

HCI

Figure 111.4 : Variations de la conductivité électrique et du pH de 1’alginate
(1) et des alginates oxydés, OAIgl(2) et OAlg4 (3) (voir

suite en page suivante).
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Figure 111.20 : Variations de la condiesiveie électrique et du pH de I’alginate (1) et
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Figure 111.4 : Variations de la conductivité €lectrique et du pH de I’alginate (1)
et des alginates oxydés, OAIlg1(2) et OAIlg4 (3).

I1. Etude structurale

11.1 Spectrophotométrie infrarouge (IR-TF)
La figure 111.5 illustre les spectres IR-TF de I’alginate et des alginates oxydes a

différentes concentrations de chlore actif. Des modifications structurales sont

observées et de nouveaux groupements fonctionnels chimiques sont identifiés.

e Alginate
L’alginate a exhibé une large bande entre 3425-3383 cm™ attribuée a la vibration

de valence de la liaison de groupes OH, et en raison de l'effet de la tension du cycle
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hexatomic de I’alginate de sodium (Lu et al., 2009), la vibration d'élongation
asymétrique de la liaison C-H apparait aux environs de 2932 cm'(Fan et al., 2013).

Les bandes d'absorption caractéristiques de la structure du polysaccharide autour
de 1298 cm correspondent aux vibrations d’élongation C-C-H et O-C-H. Ainsi, les
bandes a 1127 cm™ et a 1036 cm™ sont dues aux vibrations d’élongation de C-O.
Aussi, la bande a 1094 cm™! peut étre attribuée aux vibrations d’élongation du C-O et
C-C du noyau pyranose (cycle a 5 carbones et un atome d’oxygéne).

En plus, en raison d'exister sous forme de sels de sodium, les groupes
carboxyliques de I’alginate de sodium forment I'anion de carboxylate, dans lequel les
deux liaisons de C=0 sont semblables et sans différence entre les liaisons simples et
doubles ; donc, ces vibrations d’élongation asymétrique et symétrique apparaissent
respectivement a 1620 cm™ et a 1414 cm(Li et al., 2010 ; Lu et al., 2009).

La vibration d’élongation de COOH est a 1600 cmalors que celle de C-O-C sort
entre 1020 et 1036 cm(Bajpai et al., 2004 ; Kim et al., 2000).

Une autre bande caractéristique de l'alginate de sodium apparait a 819 cm-
(bande de Na*/O") (Baysal et al., 2013).

e Alginates oxydés

Le spectre de l'alginate oxydé révele, en général, les pics caractéristiques de
I'alginate mais avec quelques différences. Par exemple, les pic a 1620 cm-! et a 1414
cm- 1 ont changé de forme et deviennent plus larges et plus intenses sur les spectres des
alginates hautement oxydés. Cela peut étre expliqué par la formation de nouveaux
groupements carboxyles.

Nous avons en plus des pics caractéristiques des groupements carbonyles C=0 a
1652 cmt et 893cm? (pic attribué a la forme hydratée des aldéhydes et cétone) qui
deviennent plus intenses avec le temps de la réaction d’oxydation. La balance (en
intensité) entre les deux bandes a 1600cm et 1094cm change en faveur de celui a
1600cm! jusqu'a ce que ce dernier se met au méme niveau avec le pic a 1094cm.

Les bandes caractéristiques de C(O)-H des groupes aldéhydes devraient étre a
2820 cm? et a 2720 cmt, mais ils ont été masquées par la vibration de la bande des
alkyles de C-H (Lu et al., 2009).
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On remarque aussi ’intensification de la bande a 953 cm™. Ce qui confirme la

formation des groupements carboxyles. Ce pic est relié a la vibration de déformation
de C-O de résidus d'acides uroniques (Li et al., 2010).
On doit signaler I’¢largissement progressive de la bande des —OH entre 3425 et

3383 cm1, nous nous penchons dans ce cas et sans aucune ambiguité vers la formation

des carboxyles.

Transmittance

Transmittance

—— OAIg4
OAIg3
—— OAIlg2
—— OAlIg1
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Figure 111.5 : Spectres IR-TF de I’alginate, OAlgl, OAI2, OAlg3 et OAlg4.
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Trois réactions possibles peuvent étre suggérer suite a 1’action de I’hypochlorite
sur I’alginate. Il y a la transformation des hydroxyles en carbonyles, 1’oxydation des

carbonyles en carboxyles ; et aussi, la dépolymérisation de 1’alginate (Figure 111.6).

(o]
NaOOC
NaOOC
\O o \

(0]
0= — o o
~ O/wo/cA/ N
NaOCI COOH
\NaOOC OH

NaOOC
510 NaOCl AN OH OH
3&/0\ » O ‘O oH \o -OH

3 2 1 COOH

NaOCI

NaOOC COOH
\NaOOC OH \o 5

O -0 O
e\ T ST
CHO

Figure 111.6 : Conversions les plus probables de I’alginate suite a son oxydation

par I'nypochlorite de sodium.

Nous devons évoquer qu’une étude similaire a ét¢ menée au niveau de notre
laboratoire (Chetouani et al., 2017) sur la pectine. Il a été démontré que les attaques

sont non sélectives mais les plus plausibles se font en position 1, 2 et 2, 3.

11.2 Spectrophotométrie UV-Vis :

La figure 111.7 montre les spectres UV-Vis de I’alginate et des alginates oxydés
par le chlore actif a différents pourcentages. Nous notons que 1’alginate présente une
bande d’absorption située a 272nm ayant une faible intensité. Apres oxydation par le
NaOCI, nous observons que cette bande qui correspond a la transition de n-n* du
groupement C=0 de l'aldéhyde ou d'une cétone (Silverstein, 1998) augmente avec le
pourcentage de 1’agent oxydant (NaOCl).

Nous citons a titre d'exemple, concernant l'alginate oxydé a 3% de chlore actif,

I’absorbance de la bande a 272 nm augmente pour atteindre la plus grande valeur égale
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a 1,38 en comparaison a celles des autres alginates oxydés avec les différents
pourcentages en chlore actif utilisés. Ce résultat peut étre expliqué par la formation des

nouveaux groupements carbonyles au cours de la réaction d’oxydation.

—— OAlg4

OAlg3

] —— OAlg2

2,54 OAlg1
alginate

3,0

Absorbance

0,0 : . ' . : i
250 300 350 400

A (nm)
Figure 111.7 : Spectres UV-Vis des films d’alginate et des alginates oxydés par le

chlore actif a différentes concentrations.

11.3 Diffraction des rayons X
L'alginate de sodium possede une structure cristalline. Les trois pics

caracteéristiques se visualisent d’apres la bibliographie (Kuila et al., 2014 ; Mandal et
al., 2013) a 14,3 °, 21,3 ° et 40,2°. Ce qui est en analogie avec nos résultats (Figure
111.8).

Par contre, aprés oxydation, les différents diffractogrammes changent d’allure.
L’empreinte de celui de ’alginate a tendance a disparaitre avec 1’oxydation. Il y a
apparition de deux nouveaux pics (Figure 111.8), 'un fin et intense a 206=17,1° et

’autre large & 26=30,5° ; et cela quelque soit la concentration en chlore actif utilisée.
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Figure 111.8 : Diffractogrammes de ’alginate et des alginates oxydeés par le

chlore actif.

11.4 Microscopie a force atomique (AFM)

La microscope a force atomique, I'AFM, est une technique prouvée d'étre un outil
utile dans I'imagerie des échantillons biologiques comme les protéines, I'ADN, ou
méme des cellules compléetes (Radmacher et al., 1995).

Nous avons essayé d'élucider les propriétés de surface des films d'alginate et
celles des alginates oxydés par AFM.

A partir de la figure suivante, ’alginate montre une surface différente a celles des
alginates oxydés. Les agrégats de petites tailles apparaissent sur l'alginate alors que,
dans les alginates oxydés, ils sont beaucoup plus importants en volume. Ils augmentent
avec l'oxydation et atteignent des hauteurs maximales pour I’OAlg4 de 457,24nm
(Figure 111.9). Ces amas peuvent étre dus a des zones cristallines qui se sont formées
suite au processus d’oxydation. Ce qui est en accord avec les resultats obtenus par

DRX ou la cristallinité de ’alginate augmente avec la réaction d’oxydation.
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Figure 111.9 : Images par AFM des films des differents alginates étudiés (voir la

suite de la figure dans la page suivante).
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Figure 111.9 : Images par AFM des films des différents alginates étudies.

I11. Etude mécanique par le test de gonflement

On doit noter que pour I’alginate seul, son Gmax n'a pas pu étre mesure a cause
de la formation du gel d'alginate qui est difficile a manipuler en milieu aqueux.

Toutes les courbes montrent une augmentation rapide suivie d'une chute vers des
plateaux a partir desquels les Gmax sont donnés dans le tableau I11.4 et dans la
figure 111.10. Ces résultats peuvent étre expliqués par l'etablissement de nouveaux

réseaux de plus en plus discontinus et a tendance hydrophile.
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Tableau I11.4 : Gmax des différents matériaux étudiés a base d’alginate

mesures a 1’équilibre pendant 1h & Tamb

.Matrice )
_ Alginate OAlgl OAlg2 OAlg3 OAlg4
étudiée
Gmax% - 24,08 96,7 115,14 143,19
160 —a— OAlg4

temps (min)

Figure 111.10 : Variations des taux de gonflement (TG%) des différents films a Tamb

en fonction du temps.

IV. Etudes biologiques
IV.1 Biocompatibilité des films avec le sang humain

Le potentiel hémolytique du matériau est defini par la mesure du degré
d'’hémolyse qui pourrait étre causé par le matériau quand il entre en contact avec le
sang.

La biocompatibilité des échantillons, alginate et alginates oxydés, a été étudiée
par le test in vitro d'hémocompatibilité.

Le tableau I11.5 représente les valeurs obtenues a partir de ce test d'hémolyse (en
pourcentage).

Les hydrogels se montrent non hémolytiques. L’activité hémolytique observée
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est inférieure a 10%. Ce qui traduit la marge de biocompatibilité avec le sang (Lee et
al., 2004 ; Fan et al., 2013).

Tableau I11.5 : Potentiel hémolytique des alginates étudiés.

Echantillon Alg OAlg1 OAlg2 OAlg3 OAlg4

Hémolyse (%) 1,9 2,1 2,65 3,5 3,75

V.2 Activité anti-inflammatoire

L'effet inhibiteur de nos échantillons ainsi que celui des médicaments anti-
inflammatoires sur la dénaturation de la protéine, I’albumine, sont donnés dans les
tableaux 111.6 & 111.7.

Il apparait que l'activité anti-inflammatoire in vitro des differents alginates
étudiés est significativement inferieure a celle des anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS) utilisés, le Diclofénac de sodium (& 100pug/mL et 200 pg/mL) et l'ibuproféne
(@ 100pg/mL et 200 pg/mL). Mais, nous remarquons que I’effet inhibiteur de nos

matériaux évolue avec le taux d’oxydation et la concentration.

Tableau I11.6 : Effets anti-inflammatoires des matériaux étudiés In-vitro par la

dénaturation de 1’albumine de 1’ ceuf.

Alg OAlgl OAlg2 | OAIlg3 | OAlg4

Concentration o

Inhibition (%)
(mg/ml)

1,5 2,88 0,40 0,44 0,60 1,56
1 2,72 0,40 0,80 1,60 2,44
0,5 2,60 0,92 1,12 2,24 3,24
0,25 2,40 0,76 1,28 3,48 3,84

Une explication a ce phenomeéne peut étre donnée comme suit. Etant donné que

la plupart des AINS possedent dans leur structure un acide carboxylique qui est
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probablement 1’un des facteurs responsable de I’action anti-inflammatoire et que
jusqu’a ce jour aucun mécanisme d’action de la plupart des AINS n’a été mis au point
clairement y compris celui de [I'ibuproféne et du diclofénac de sodium.
L’augmentation du ratio en groupes carboxylique dans 1’alginate suite & son oxydation
ou en fonction de sa masse moléculaire entraine cette évolution en action inhibitrice de

la dénaturation de ’albumine.

Tableau I11.7 : Effets anti-inflammatoires de I'lbuproféne et du Diclofénac de

sodium in vitro par la dénaturation de 1’albumine de I’ceuf.

Ibuproféne Diclofénac de sodium
Concentration Inhibition Concentration Inhibition (%)
(ng/mL) (%) (Hg/mL)
100 98,02 100 63,31
200 125,25 200 76,51

V.3 Activité antibactérienne

L'activité des films a base de biopolymeres provenant de sources marines comme
I’alginate et le carraghénane en tant qu'agents antimicrobiens n'a pas été étudiée de
manicre approfondie jusqu’a nos jours (Pielesz et al., 2011).

Tang et al., (2016) ont préparé des nanobiocomposites a base dalginate de
sodium qui montrent une activité antibactérienne significative contre Escherichia coli
et Staphylococcus aureus. Cette activité antibactérienne a été expliquée par
I'élimination de la membrane externe des bactéries et la distribution anormale du
cytoplasme qui conduisent, finalement, a la mort des cellules microbiennes anioniques.

En géneral, tous nos films manifestent une activité antibactérienne a 1’égard des
souches étudiées (Tableau 111.8).

Les diameétres d’inhibition des films oxydés sont supérieurs a ceux de 1’alginate
seul. Nous dénotons quelques exceptions ou la sensibilité de la souche Pseudomonas

aeruginosa est moins sensible au film oxydé a 3% de CI actif. Aussi, le
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Staphyloccocus aureus a montré une sensibilité identique a I’encontre des films

préparés sauf pour celui oxydeé a 1,5% de Cl actif.

Tableau 111.8 : Diameétre d'inhibition de la croissance bactérienne (mm).

Bactérie o
Escherichia Pseudomonas Staphylococus

] ) coli aeruginosa aureus
échantillo

Alg 10mm 10mm 10mm

OAlg1l 10mm 15mm 10mm

OAlg2 11mm 16mm 10mm

OAlIg3 13mm 10mm 9mm

OAlg4 15mm 8mm 10mm
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PATRIE Il :

LA REACTION DE MAILLARD



CHAPITRE I :

GENERALITES SUR LA REACTION DE
MAILLARD



I. Historique

Les flaveurs sont produites dans la nature soit par l'action d'enzymes soit par
des processus thermiques dus aux interactions entre différents précurseurs et a leurs
produits de dégradation. L'interaction de sucres réducteurs tels que le glucose ou le
fructose et d'acides aminés et I'ensemble de leurs réactions successives est appelée
brunissement non-enzymatique ou encore réaction de Maillard (Maillard, 1912).

Cette réaction est considérée comme la plus importante dans la chimie des
aliments. Elle a lieu lors du stockage des aliments ou plus frequemment lors de leur
traitement par des processus thermiques. Il a aussi été démontré qu'elles sont
responsables de la formation de couleurs et d'antioxydants (Manzocco et al., 2001).

La réaction de Maillard, décrite pour la premiere fois par Louis-Camille
Maillard en 1912, est une description générale d'une série complexe de réactions
impliquant la réaction des groupes amines libres, par des acides aminés, des peptides
ou des protéines avec des composés carbonylés en particulier des sucres réducteurs
(Fayle et al., 2002) .

Apreés plus d'un siecle de recherche sur ce type de réaction, les produits de la
réaction de Maillard n'ont commencé a étre identifiés que récemment et les voies
mécanistiques conduisant a leur formation ne sont que progressivement élucidées. La
réaction de Maillard est particulierement importante dans les systéemes alimentaires ou
les produits de la réaction peuvent étre responsables de l'ardme, du golt et de
I'apparence des aliments. Elle peut également provoquer une détérioration des aliments
pendant le stockage et le traitement des aliments, entrainant une diminution de la
qualité nutritionnelle des aliments en diminuant la concentration et donc la

disponibilité des acides aminés essentiels (Kaanane et al., 1989).

1. Etapes de la réaction de Maillard

La réaction de Maillard se compose de trois étapes principales. La premiére
étape conduit a la formation d'une carbonylamine, correspondant a une liaison
covalente entre un groupement carbonyle et une fonction NH> d'un acide aminé libre
ou protéique. Puis, la seconde étape aboutit a des produits bruns ou fluorescents

appelés AGE (Advanced Glycated End products) ou PTG (Produits Terminaux de
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Glycation) pour décrire les produits obtenus dans le cadre de l'utilisation d'un dérive
saccharidique avec une fonction amine libre. Enfin, I'étape finale conduit a la

polymeérisation en mélanoidines (Oliveira et al., 2014).

I1.1 Etape initiale

La glycation est la formation non enzymatique d’une liaison covalente entre le
groupement carbonyle et le groupement amine libre d’un acide aminé (Figures 11.1).
Dans une série de réactions réversibles, le groupement carbonyle de la molécule de
sucre forme une base de Schiff. La base de Schiff résultante est labile et peut subir
deux réarrangements séquentiels, produisant un aminokétose raisonnablement stable

qui s’appelle le produit d'’Amadori (Fayle et al., 2002).

H.c:0 H H._/NCHaR
HO—}—NHCH,R 4
H OH
H——OH
H o aminogroupe 1| ©H H—T—O0OH
HO HO—t—H
H T == HO H =~ HO H
oH A B H OH H OH
H,N-CH,-R  —  —
OH OH I oN-CH,
H——OH H——OH
CH,OH
CH,OH CH,OH
Sucre réducteur ) .
aminoenol imine
H H _NHCH,R
H——NHCH,R \|/
HO H —_ HO——H
H——OH H—T—0OH
H——OH H—T—OH
CH,OH CH,0OH
Aminoketose
Produit d'Amadori .
enamine

Figure 1.1 : Etapes initiales de la réaction de Maillard, du sucre et groupe amine au
produit d’Amadori (Fayle et al., 2002) .
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11.2 Etape intermédiaire

Cette étape est plus complexe car elle est composée de trois réactions : deux qui

dépendent du pH, et une troisieme qui correspond a une scission des aldosamines ou

des cétosamines.

La premiere est appelée déshydratation modeérée. Elle est favorisée aux pHs
neutres et alcalins, et elle consiste en une énolisation irréversible entre les carbones 2
et 3 et une perte du résidu aminé (Figure 11.2). Le composé intermédiaire, 1-méthyl-
2,3-dicarbonyle, est une réductone (dicétone) responsable du caractére autocatalytique
de la réaction de Maillard via la dégradation de STRECKER. Cette réductone se
décompose de maniere complexe en une grande variété de composés a fonction mono

et dicarbonyle tels que les furanones, les cyclopentanones et les isomaltols (Ledl et al.,

1990).
CHo——NHR
0
HO H HO
enolisation 2,3

H —

H OH H
CH,OH

Aminoketose
Produit d"Amadori

HO

CHy——NHR

OH
| +HO"
OH ;
oH RNH»
CH,OH
2,3-énol
CHys
——o
H
OH
OH
CH,OH

CH,OH

Composé méthyl
a-dicarbonylé

(instable)
‘ énolisation 3,4
CHg
=O
HO
OH
H OH
CH,OH

Réductone

Figure 1.2 : Seconde étape de la réaction de Maillard, déshydratation modérée (LedlI

et al., 1990).
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La deuxiéme est appelée déshydratation forte, favorisée par les pHs acides.
Elle est la principale voie de dégradation des cétosamines (Figure 11.3). Elle débute
par la formation d’un ¢éne-diol entre les carbones 1 et 2 de la glycosylamine N-
substituée. Puis, un réarrangement conduit a une double liaison 2,3 et a la
désamination du carbone 1. Ce produit intermédiaire est aussi une réductone
participant a la dégradation de STRECKER. La perte d’une molécule d’eau donne un
composé dicarbonylé insaturé qui, par cyclisation, amene aux furfuraldéhydes, tels que
I’hydroxyméthyl furfural (Ledl et al., 1990).

CH>NHR H—CNHR H—C=——N'HR H—cCc——o

——O —OH ——OH ——OH

Ho— 1 énolisation12 o—1 , +H"  on +H20 L

[——
H——OH H——OH ; H—T——OH ; + H—T—OH
H20 RNH3
H—T——OH H————OH H———OH H———OH
CH,OH CHZOH CH,OH CH,OH
1,2-énaminol
. (instable)
Aminoketose squilib
Produit d'Amadori igfo'_'énﬁique
H——0 H—m—0O
=——0O —O
+H™*
/@\ ( —| ) H_—_—H
H 2 H OH
HOH,C (e} CHO H,O H,0
H——OH H———OH
CH,OH CH>OH
5-hydroxym éthyl- composé o, dicarboylé
2-furaldéhyde insaturé

Figure 1.3 : Seconde étape avancée de la réaction de Maillard, déshydratation forte
(Ledl et al., 1990).

Ces deux premieres voies sont suivies par la dégradation de STRECKER. Cette
réaction est autocatalytique dans le sens ou les réductones réagissent avec les acides
aminés selon le méme schéma que la réaction initiale de Maillard (Figure 11.4). Ainsi,

elle provoque un dégagement de CO,, pouvant former des mousses dans les produits a
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longue durée de conservation ; elle libere un aldéhyde pouvant méme réagir et par
désamination elle régénére la réductone qui augmente considérablement le
brunissement (Ledl et al., 1990).

1
R bl | ]
2 ,
Réductones
0 0 Aminocétone
Réductones R—C—C—R, + _
|| _ Condensation
— _ . ;. .
) 0  N—CH—COOH R;—CHO —> puis polymérisation
Aldéhyde
H,N—CH—COOH Rs + +Acide aming
R; Co, Réaction de Maillard
Acide aminé

Figure 1.4 : Seconde étape de la réaction de Maillard, dégradation de STRECKER ou

décarboxylation oxydative et désamination des acides aminés (Ledl et al., 1990).

11.3 Etape finale
Les composés obtenus lors des réactions precédentes donnent dans cette étape finale:
- par scission : des produits volatils et odorants ;

- par condensations aldoliques : des mélanoidines.

— Réactions de scission :

Une coupure des cétosamines et des aldosamines obtenus lors du réarrangement
d’Amadori ou de Heyns peut conduire a la formation de molécules carbonylées ou
acides de plus faibles poids moléculaires, qui, par condensation aldolique, donnent des
polymeres et des composés d’ar6mes qui ne relévent pas spécifiquement de la réaction
de Maillard puisqu’ils apparaissent également dans les réactions de caramélisation
(Cheriot, 2007) .

— Réactions de polymeérisation :

Elles font principalement intervenir des condensations aldoliques entre les

produits intermédiaires issus des réactions précédentes et aboutissent a la formation de

composés colorés de masse moléculaire élevée, entre 5 000 et 50 000 Daltons.
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La structure et les mécanismes de formation des mélanoidines ne sont pas trés
bien connus. Il y a trois principales propositions de structures des mélanoidines. Il a
¢té d’abord pensé que les mélanoidines ¢étaient exclusivement obtenues par
polycondensations de molécules de faible masse moléculaire et consistaient en la
condensation d’unités répétitives de dérivés pyrroles et/ou furannes formés lors des
premieres étapes de la réaction de Maillard (Tressl et al.,, 1998). Cette derniére
proposition est contredite par Cdmmerer et al., (2002) qui ont identifié des structures
glucidiques intactes par hydrolyse acide de mélanoidines.

Ceci indique que les glucides peuvent ne pas étre dégradés en hétérocycles
(furannes et pyrroles) et former des mélanoidines. La condensation de deux
aminocétones, produits secondaires de la réaction de STRECKER, donne des
pyrazines, composés d’ardmes tres actifs. Elles sont trés présentes dans les produits
alimentaires auxquels elles donnent des ardmes particuliers plus ou moins désirables.
D’aprés Bailey et al., (2000), les réductones donnent également, par réaction avec des
acides a-aminés puis par de multiples réactions intramoléculaires, des composés tres

colorés.
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.. N ™
N N N
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Figure 1.5 : Synthése de mélanoidines a partir de réductones et de résidus d’arginine

(D’apres Hofmann, 1998).
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Hofmann (1998), en chauffant des solutions aqueuses de glucose et d’acides
aminés, a détecté la présence de composés de masse moléculaire inférieure a 3 000
Daltons capables de se lier aux protéines via les groupes g-aminés de la lysine ou de
’arginine et produire ainsi des mélanoidines de masse moléculaire élevee (supérieure
a 100 000 Daltons) (Figure 11.5).

Les mélanoidines qui constituent les pigments bruns des aliments sont donc
produites dans la troisieme et derniere ¢tape de la réaction de Maillard. Il s’agit de
polymeres bruns, de haut poids moléculaire qui contiennent des furanes et de I’azote et
qui peuvent contenir des groupes carbonyle, carboxyle, amine, amide, pyrrole, indole,
ester, anhydride, éther, méthyle et/ou hydroxyles (Ledl et al., 1990 ; Tressl, 1998).
Leur formation est le résultat de la polymérisation de composeés tres réactifs produits
au cours de la deuxiéme étape et spécialement des composés carbonylés insaturés et le
furfural. La polymérisation de ce dernier en présence d’amines donne des pigments
bruns insolubles dans I’eau. En plus de leur contribution a la couleur brune des
aliments, ces réactions de polymérisation participent au durcissement des aliments
cuits et stockés. La température et le temps de réaction, le pH et I’humidité du milieu,
la présence de métaux, d’oxygéne et d’inhibiteurs ainsi que la nature et la
concentration des différents réactifs influencent la vitesse de la réaction de Maillard
(Machiels, 2002).

I11. Facteurs influencant la réaction de Maillard
I11.1 Facteurs réactionnels
a) Activité de I’eau

La réaction de brunissement non enzymatique se développe de facon intense
lorsque la teneur en eau est faible avec un maximum pour des activités de I’eau
comprises entre 0,55 et 0,75. En effet, aux fortes teneurs en eau, de fait de la loi
d’action des masses, la premiére étape de la réaction étant une déshydratation, I’effet

de dilution entraine une limitation de la réaction.

b) Température et la durée de chauffage
La tempeérature de chauffage est un parametre qui influence la cinétique de

réaction et le type de produits formés. Les énergies d’activation des différentes étapes
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du brunissement non enzymatique varient selon les auteurs en fonction des gammes de
températures mises en ceuvre et la facon de mesurer I’intensité de la réaction de
Maillard. Ainsi, pour Barbenti et al., (1990), la vitesse de la réaction est multipliée
par deux et par cinq lorsque la température d’un mélange équimolaire de glucose /
glycine est augmentée de 10 et 20 °C respectivement dans une plage de température
comprise entre 70 et 90 °C. Alais et al., (1987) indiquent que la vitesse de disparition
de I’azote est multipliée par 20 000 lorsque la température passe de 0 a 70 °C. Anese
et al., (1998), en mesurant le dégagement de CO> et 1’absorbance (294 nm et a 420
nm) ont confirmé que la réaction de Maillard s’intensifie lorsque la température et la
durée de chauffage augmentent.

Des mesures de [I’intensit¢ de la réaction de Maillard (mesures
spectrophotométriques ou dosages d’acides aminés résiduels) ont montré que la
réaction de Maillard n’est pas totalement stoppée aux basses températures (inférieures
a 40 °C) et se produit in vivo. Les recherches actuelles sur la réaction de Maillard in

vivo tendent a comprendre les pathologies liées au vieillissement (Gerrard, 2006).

¢) pH du milieu réactionnel

Plusieurs études montrent une acidification au cours de la réaction de Maillard.
Ceci s’explique par la formation de composés aminés de pKa plus faibles et par la
transformation d’oses en dérivés acides au cours du brunissement non enzymatique
(Apriyantono et al., 1990 ; Renn et al., 1997).

La réaction de Maillard est favorisée par des milieux alcalins, avec un optimum
a pH 10 (Ajandouz et al., 1999). L étude de Renn et al., (1997) montre que le taux de
réaction du glucose augmente lorsque le pH augmente. La protonation de la fonction
amine, a pH inférieur au pKa du composé aminé est souvent évoquée pour expliquer
I’effet du pH sur la vitesse de réaction : la nucléophilie de la fonction amine est
diminuée par la protonation. Mais cet effet du pH sur la vitesse de la réaction dépend
également des autres parametres réactionnels (Clotet et al., 1994).

En général, les milieux acides favoriseront plus les réactions d’hydrolyse, de

déshydratations et de réarrangements, alors que les milieux basiques privilégieront les
réactions d’addition et les rétroaldolisations (Figure 11.6). Les milieux neutres seront

par contre plus favorables aux réactions radicalaires. Enfin, on remarque que la
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production de composés soufrés est plus importante autour du pH de 5,1, ce qui

correspond au point isoélectrique (pl) de la cystéine (Richard, 2003).

H NHR
H
\/O H«
H OH H —_CO
RNH,
HO H HO H
H OH H r;\ H
H OH H OH
CH20H CH,OH

H o HQ/NHR

H OH 4 5

CH20H CH,OH

Figure 1.6 : Réaction de rétroaldolisation (Richard, 2003).

111.2 Réactants
a) Nature des sucres réducteurs

Buera et al. (1987) ont établi une premiere classification des oses selon leur
réactivité dans la réaction de Maillard. En chauffant des systemes équimolaires ose /
glycine a 55 °C et en mesurant I’absorbance a 420 nm des différents systémes modeles
apres chauffage, il apparait que les pentoses sont plus réactifs que les hexoses, eux-
mémes plus réactifs que les diholosides. Le saccharose, bien qu’étant un sucre non
réducteur, subit également la réaction de Maillard. En effet, il est hydrolysé lors du
chauffage. Le glucose et le fructose ainsi libérés peuvent ensuite intervenir dans la
réaction de Maillard.

Si cette classification de réactivité des oses est généralement admise et vérifiée,
d’autres paramétres peuvent influencer ce classement comme notamment le pH et la

température (Lievonen et al., 2002).
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b) Nature de I’acide aminé

Lorsque la source aminée est de nature protidique, les glucides réducteurs ne
peuvent réagir que sur les fonctions aminées libres, c’est-a-dire 1’acide aminé N-
terminal et/ou les fonctions amines latérales des acides aminés basiques (lysine,
arginine, histidine). Cependant, les fonctions €-amines sont moins réactives que les a-
aminés (Adrian, 1999).

Il parait difficile de dresser une relation structure/réactivité des acides aminés.
Des acides amines basiques peuvent avoir des reactivités tres differentes. Par ailleurs,
en considérant la vitesse de disparition de 1’acide aminé, Ajandouz et al., (1999) ont
montré que la thréonine qui développe un faible brunissement est I’acide aminé le plus
réactif apres la lysine. Ces mémes auteurs ont également souligné 1’influence du pH
sur la réactivité de I’acide aminé : cette dernicre est élevée lorsque le pH réactionnel
est proche du pKa du groupement aminé. Ainsi a pH 9, la lysine, I’arginine et la
thréonine ont une réactivité comparable.

Selon Richard et al., (1951), plus la fonction amine est éloignée de la fonction
acide carboxylique, plus le caractére basique est marqué entrainant une meilleure
réactivite, notamment aux premiers stades de la réaction de Maillard. Ce phénoméne
se traduit par I’ordre de réactivité suivant : lysine > arginine > acide glutamique >

proline.

¢) Influence du ratio ose / acide aminé

Barbenti et al.,, (1990) ont déterminé par colorimétrie, les valeurs des
constantes de vitesse de la réaction entre le glucose et la glycine chauffés a 70, 80 et
90 °C. En faisant varier la concentration totale en réactants (20, 30, 40 %) et le ratio
molaire glucose / glycine (1:1 ; 2:1 ; 5:1), ces auteurs montrent que la constante de
vitesse de la réaction augmente lorsque la concentration totale augmente mais diminue
lorsque I’excés de glucose augmente. De méme, Renn et al., (1997) ont observé un

brunissement plus rapide lorsque un excés d’acide aminé est utilise.

d) Activateurs et inhibiteurs
En général, on peut considérer que les métaux sont favorables au développement

de réactions de Maillard, accélérant en particulier les phénomenes d’oxydation. Par
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contre, tous les composés susceptibles de réagir avec les fonctions carbonyles ou
amines seront des inhibiteurs des réactions de Maillard retardant I’apparition des
produits colorés. Tel est le cas des sulfites et en particulier du SO qui sont de bons

agents bloquant des fonctions aldéhydes et cétones (Richard, 2003).

IV. Propriétes des produits de la réaction de Maillard
Les produits de la réaction de Maillard donnent aux aliments des propriétés

telles que la couleur, I’ardme, la valeur nutritionnelle et une certaine stabilité au cours
de la conservation grace a leur pouvoir antioxydant.

La couleur est due aux mélanoidines qui donnent la couleur brune caractéristique
d’un grand nombre d’aliments, tels que le café, le cacao torréfiés et 1a crolte du pain.

L’arome et le golt sont dus a deux familles de substances résultantes de la réaction
de Maillard :

- Les furaldehydes et les réductones formes par déshydratation des cétosamines ;

- Les aldéhydes obtenus aprés la dégradation de STRECKER (Hong et al., 2016).

V. Applications de la réaction de Maillard

La réaction de Maillard a été utilisée depuis de tres nombreuses années pour
produire des aliments qui paraissent attractifs pour les consommateurs ; et ce aussi
bien au niveau de I’apparence et que des flaveurs.

L’industrie agroalimentaire applique la réaction de Maillard a de nombreux
processus de transformation des aliments de maniere a fournir aux consommateurs les
flaveurs et les couleurs qu’ils désirent. Pour ce faire, il est indispensable de pouvoir
contréler les réactions qui les forment. Selon les conditions employées, la réaction de
Maillard peut conduire a la formation de couleurs ou a une décoloration ; elle peut
favoriser la formation de flaveurs agréables ou bien rances, la production de composes
antioxydants ou de composes toxiques ou encore elle peut réduire la valeur
nutritionnelle des aliments et éventuellement conduire a la formation de substances
cancérigenes (Bastos et al., 2015).

Les propriétés antioxydantes des produits de la réaction de Maillard sont peu

comprises jusqu’a présent. Elles peuvent étre dues a la formation de structures de type
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phénols et/ou aux propriétés chélatantes des mélanoidines. Il n’est pas évident de
savoir si les mélanoidines sont des agents cancérigenes ou anticancérigénes. Il semble
que les propriétés anticancérigénes des mélanoidines peuvent étre associées a leurs
propriétés antioxydantes (Ames, 1988). Ledl et al., (1990) rapportent I’hypothése que
des réactions impliquant des radicaux oxygeéne contribuent a piéger ces radicaux et les
transforment en composés moins agressifs.

La croissance des animaux nourris avec des protéines préalablement chauffées
en présence de sucres peut étre retardée. Plusieurs études ont mis en évidence la
réduction de la valeur nutritionnelle des protéines chauffées en présence de sucres
(Jiang et al., 2012 ; Martins et al., 2000 ; Oliver et al., 2006). La compréhension de
la réaction de Maillard n’est donc pas seulement indispensable pour les procédés
traditionnels de cuisine tels que le rétissage ou la cuisson au four mais aussi pour le
développement, par exemple, de nouvelles technologies utilisées pour la production
d’aliments destinés aux fours a microondes.

Lors du développement de nouveaux produits, il est prépondérant de chercher a
trouver le meilleur compromis entre les effets favorables et défavorables de la réaction
de Maillard. Il peut s’agir de minimiser les pertes nutritionnelles en obtenant une
flaveur optimale lors du traitement thermique de céréales par exemple, ou encore de
maximiser la production d’antioxydants en minimisant la production de flaveurs et de

couleur lors du traitement thermique du lait (Machiels, 2002).

V1. Réaction de Maillard in vivo

Il vient d’étre rappelé que la chimie de la réaction de Maillard ainsi que ses
implications dans les aliments ont fait ’objet d’investigations depuis des décennies.
Par contre, 1’étude in vivo des relations entre cette réaction et certaines maladies ou le
vieillissement a seulement été entreprise depuis une vingtaine d’année (Friedman,
1996). L’hémoglobine et ’albumine peuvent subir des fructosylations qui se passent
essentiellement sur le groupe amine des lysines faisant partie de la protéine. L’effet de
ces fructosylations se marque au niveau du fonctionnement des protéines. C’est ainsi
que les groupes aminés des lysines jouent un réle important dans les interactions entre

hormones, entre anticorps et antigénes, entre enzymes et inhibiteurs (Machiels, 2002).
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Par exemple, ’hémoglobine des diabétiques présente un taux de fructosylation
deux a trois fois plus élevé que chez les individus normaux. Le cristallin accumulait,
avec 1’age, des pigments fluorescents jaunes/bruns. Il a été suggeré que des produits de
la réaction de brunissement non-enzymatique pourraient étre responsables du
developpement de ces pigments dans le cristallin (Yaylayan, 1992).

La réaction de Maillard apparait également comme intervenant dans les
processus de lente dégradation de molécules telles que le collagene. L’application des
connaissances acquises dans le domaine de la chimie alimentaire aux études in vivo et
vice et versa devrait conduire a des développements intéressant aussi bien en chimie

des aliments qu’en médecine (Machiels, 2002).
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CHAPITRE Il :
PARTIE EXPERIMENTALE.



I. Produits utilisés

Hormis la gélatine de grade pharmaceutique sous forme de poudre (Type A,
Bloom 300) (Sigma-Aldrich); T’acide 2,4,6-trinitrobenzéne sulfonique (TNBS)
(CeH3N309S), MM=293,17g/mol (Sigma-Aldrich) ; 1’acide bicinchoninique (BCA)
(C20H12N204) MM=344,32g/mol (Sigma-Aldrich) et l'albumine de Sérum bovin
(BSA), MM=66,430g/mol, PI=4,7 (Sigma-Aldrich), tous les réactifs et produits

chimiques utilisés lors de cette étude sont déja cités dans la section précédente (voir
pp.25).

1. Méthodes
1.1 Préparation des films

Des films a base d’alginate/gélatine (50/50) (m/m) (%) ont éte préparés selon la
méthode décrite par Su et al., (2010) mais apres introduction de quelques
modifications. Au départ, la réaction de Maillard a été étudiée a partir des solutions
préparées de gélatine et de NaAlg en suivant trois étapes a différents pHs et

températures.

(1) La solution aqueuse de gélatine (solution A) a été obtenue a 5% en poids dans de
I'eau bi-distillée. Le pH a été ajusté a environ 7, 8, 9, 10 ou 11 avec 2,0 mol L de
NaOH. Le tout est placé sous une faible agitation pour éviter la formation des bulles
d’aire a T =70°C pendant 30 min.

(2) La solution aqueuse de 5 % en poids de NaAlg (solution B) a été préparée
séparément sous agitation pendant 30 mna T = 70°C.

(3) La solution A a eté mélangée a la solution B dans un rapport de (1/1) (V/V). Les
différents pHs sont ajustés ensuite a 7, 8, 9, 10 ou 11 avec du NaOH (2,0 mol L?). Le

chauffage est maintenu & 70°C dans d’un bain marie sous agitation

Ensuite, les solutions obtenues sont versées dans des boites de Pétri en
polystyrene (9,5 cm de diameétre) et sont laissées seécher a l'air libre pendant 3-4 jours.
L'épaisseur des films avant et apres le séchage sont 0,6 mm et 0,12 mm,

respectivement.
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La méme procédure decrite ci-dessus a été appliquée a T=80°C et a T=90°C.

Les échantillons sont codés comme il est illustré dans le tableau suivant :

Tableau 11.1: Codes utilisés pour les différents échantillons en fonction des

conditions de préparation.

pH 7 8 9 10 11
T(°C)
70 AG70-7 AG70-8 AG709  AG70-10  AG70-11
80 AG80-7 AG80-8 AG809  AG80-10  AG80-11
90 AG90-7 AG90-8 AG90-9  AG90-10  AG90-11

11.2 Identification et caractérisation
11.2.1 Mesure du pH

Les pHs des solutions alginate/gélatine ainsi préparées ont été suivis au cours
du temps de la réaction. Le suivi du pH a été réalisé a 1’aide d’un pH-métre. Les

valeurs de pH ont été enregistrées dans un intervalle de temps de 30 min.

11.2.2 Intensité de brunissement

Les intensités de brunissement des solutions ont été déterminées en suivant la
méthode décrite dans la littérature (Carabasa et al., 2000 ; Laroque et al., 2008) par
UV-VIS.

Elles ont été étudiées a partir des solutions préparées aux différents pH (pH=7,
8, 9, 10 et 11). Le spectrophotometre utilise est de type UNICAM-UV-VIS 300
(USA). L’enregistrement des spectres s’est fait au cours du temps de la réaction dans

des intervalles de 30 min.

11.2.3 Détermination du nombre de moles des e-amino groupes par le TNBS
L’acide 2,4,6-trinitrobenzene sulfonique (TNBS) a été utilisé pour déterminer le
nombre de groupements amines primaires dans les protéines, les peptides et les acides

aminés par la formation d’un UV chromophore avec les résidus de la lysine et de
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I’hydroxylysine. Nous avons suivi la méthode décrite par Bubnis et al., (1996) et Biji

et al., (2001). La reéaction est représentée comme suit : (Figure 11.1)

O,N O,N
1
.. base H .
NHz + HO—ﬁ NO, —= N NO, + HSO3
o)
' O:N O,N

Figure I1.1: Réaction de I’acide 2,4,6-trinitrobenzene sulfonique avec les groupements

amino libres de protéines en milieu alcalin (Bubnis, 1992).

Pour la realisation de ce test, dans un ballon de 250 mL, nous avons mélangé
11mg du film avec 1mL de NaHCO3 (4% dans I’eau) et 1 mL de TNBS (0,5%). Le
mélange est chauffé a 40°C pendant 4 heures.

Ensuite, 3mL d’HCI (6N) sont additionnés. Le milieu réactionnel est laissé sous
agitation a 60°C pendant 2 heures. Afin de solubiliser et de dissoudre totalement le
film, 5mL d’eau sont ajoutés. L’extraction est faite avec 5 mL d’éther éthylique
(x3fois) pour éliminer I’excés de TNBS restant ainsi que les groupes a-aminés de
trinitrobenzeéne qui n’ont pas réagi.

Puis, 5mL de la phase aqueuse sont prélevés et chauffés pendant 15min dans un
bain-marie afin d’évaporer 1’éther résiduel. Aprés nous avons additionné 15 mL d’cau
a la phase aqueuse. L’absorbance est lue a une longueur d’onde égale a 346 nm.
L’appareil utilisé est un spectrophotometre de type UNICAN-UV-VIS 300.

L’équation suivante (Dubois, 2006, Biji et al., 2001) nous a permis de

déterminer le nombre de moles des groupes g-amino par gramme de gélatine:

Nombre de molesde groupesamines _ 2(Absorbance )(0,02 litres)
Gramme de gélatine (L,46x10* litre/mole.cm)(b)(x)

Avec :
1,46 x 10* litres moles® cm™ : L ’absorptivité molaire du TNP-lys (2,4,6-
trinitrophényllysine).
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b : L’épaisseur de la cuve de mesure (cm).

X : La masse de I’échantillon (Q).

Le degré de réticulation est directement calculé a partir de 1’équation suivante :

(Ofnerlll et al., 1996)

Degré de réticulation (%) = [1 - absorbance du film apres,rea(?tlon] +100(%)
absorbance du filmavant réaction

11.2.4 Dosages chimiques
11.2.4.1 Dosage des protéines par la méthode de I’acide bicinchoninique (BCA)

Les films a 0,59 de masse ont été plongés dans 25 mL d’eau distillée et placés
dans des boites de pétri en verre a Tamn. Puis, 100l des solutions ont été prelevés dans
un intervalle de temps de 10 min pour le dosage des protéines. La concentration en
protéine dans les solutions prélevées a eté déterminée par dosage colorimétrique en
utilisant un kit de dosage de I'acide bicinchoninique nommé « Working ».

La solution de dosage « Working » a été préparée en mélangeant une solution de
sulfate de cuivre (I1) CuSO4 a 4% avec un exceés d'acide bicinchoninique a un rapport
final de 1/50 (V/V).

Un volume de 100 pL des solutions prélevées a été ajouté a 2 mL de la solution
de dosage «Working» dans des tubes a essai. Apres, les tubes a essais ont été placés
dans un bain marie a température égale a 37°C pendant 30 minutes. L'absorbance UV-
VIS des solutions de chaque tube a été mesurée a 562 nm en utilisant un
spectrophotometre. La concentration en protéines dans les solutions de libération a été
déterminée par rapport a la courbe d'étalonnage. Cette derniére a été construite en
suivant la démarche suivante :

Le kit comprend une ampoule de l'acide bicinchoninique (BSA) a une
concentration de 1000ug/mL (solution mere). Cette protéine (BSA) nous a servi
comme réference pour 1’établissement de la courbe d’étalonnage. Pour ce faire, cing

tubes & cing concentrations différentes en BSA ont été préparés comme suit :
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Tube 1: 0,1mL de BSA (1000 pug/mL) +2 mL de la solution «Working».
Tube 2: 0,1mL de BSA (800 ug/mL) +2 mL de la solution «Working».
Tube 3: 0,1mL de BSA (400 ug/mL) +2 mL de la solution «Working».
Tube 4: 0,1mL de BSA (200 ug/mL) +2 mL de la solution «Working».
Tube 5: 0,1mL de I’eau distillée +2 mL de la solution «Working».

Les tubes ainsi préparés sont placés dans un bain marie a 37°C pendant 30 min.
Puis, on les laisse retourner a la température ambiante. L’absorbance est lue a une

longueur d’onde égale 562 nm. Le tracé de la courbe d’étalonnage donne une droite

(Figure 11.2).

1.2 4 Y =0,0133+0,0012 X
1 R’=0.996

Absorbance

6 260 460 6(I)0 8(I)O 1 OIOO
[protéine] (ng/ml]
Figure 11.2. Courbe d’étalonnage a Amax=652 nm pour la détermination de protéines

libérées a partir des films.

11.2.4.2 Détermination des groupes aminés libres par titrage pH-métrique

Les nombres des groupes amines portés par la gélatine et les mélanges gélatine-
alginate sont quantifiés par le titrage pH métrique en suivant la méthode décrite par
(Gomez-Mascaraque et al., 2014).

Au départ, 25 mL d'une solution de HCI (0,1N) sont ajoutés a 0,1 g du produit a
étudier. L'agitation est maintenue ensuite pendant 24 h. Puis, la solution est titrée avec
une solution de NaOH (0,1N). Le pH est enregistré lors du titrage et l'agitation est au

moins laissée pendant de 2minutes aprés addition de NaOH pour s'assurer de la
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déprotonation des -NHs* liés a la gélatine. Le pourcentage de groupes amines est

calculé en utilisant I'équation suivante établie par Haffmann et al., (2009) :

* 100

161
NH; = |Myaog(V, — V) * m

Avec:
My.0n ¢ La molarité de la solution de NaOH.
V1 et V2: Les volumes pour neutralisation I'exces de HCI et la protonation de
groupes amines.
161 : Le poids moléculaire de la lysine.

m : La masse de I'échantillon a I'état sec.

11.2.5 Etudes structurales
11.2.5.1 Spectrophotométrie infrarouge IF-TR :
Les spectres ont été directement enregistrés a partir des films préparés. Le type

d'appareillage est donné en pp.29.

11.2.5.2 Radiocristallographie par diffraction des rayons X (DRX) (Voir partie
oxydation en pp.29).

11.2.5.3 Analyse thermogravimétrique (ATG)

Les mesures thermogravimétriques (ATGQG) sont réalisées a I'aide d’un appareil
de type TGA 4000 Perkin Elmer couvrant une gamme de température allant de la
température ambiante a 500°C. Un balayage de gaz inerte est assuré dans l'enceinte
expérimentale qui comprend une nacelle en platine de 20 pL. La vitesse de chauffage

appliquée est 10°C min‘L,

11.2.5.4 Microscopie a force atomique (AFM)
(Voir section précédente, pp.30).
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11.2.6 Etudes biologiques
11.2.6.1 Activité antioxydante par la méthode du DPPH

L’effet scavenger des films & base d'alginate de sodium vis-a-vis du radical
DPPH est évalué selon la méthode décrite par Jieun et al., (2013). Un volume de 2 mL
de la solution de DPPH (0,1mM) est melangé avec 0,6 mL des solutions d’alginate de
sodium et des mélanges (alginate de sodium/gelatine) (20-10 mg/mL) ou un
antioxydant standard (BHT) a différentes concentrations (1’alginate est solubilisé dans
I’eau). Aprés 30 minutes de repos a I’obscurité et a température ambiante,
I’absorbance est lue a 517 nm. Le pourcentage de I’activité anti-radicalaire est calcule

selon 1’équation suivante :

Activité antiradicalaire (%0) = [(Ac - Ai)/ Ac] X100

Avec :
Ac : Absorbance du controle.
At : Absorbance du test.

La concentration effectrice (EC) définie comme la concentration de

I’échantillon qui produit 50% d’effet piégeur du radical DPPH est enfin déterminee.

11.2.6.2 Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des films est déterminé selon la méthode de Topcu et al.,
(2007) en introduisant quelques modifications. Différentes concentrations de films (2-
0,125 mg/mL) ou de I’antioxydant standard (BHT) (0,5-0,025 mg/mL) sont mélangées
avec 2,5 mL de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 mL de ferricyanide de
potassium [Ks Fe(CN)s] (1%). Le mélange est incube a 50°C pendant 20 min. Ensuite,
2,5mL de TCA (10%) sont ajoutés suivis de centrifugation a 3000 tours/min pendant
10 minutes.

2,5 mL de surnagent, 2,5 mL d’eau distillée et 0,5 mL de FeClz (0,1%) sont
additionnés et I’absorbance est lue a 700 nm contre un blanc qui contient tous les

réactifs a ’exception de FeCls. La valeur EC est la concentration de 1’échantillon qui
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correspond a une absorbance égale a 0,5 et est calculée a partir du graphe de

I’absorbance en fonction de la concentration de 1’échantillon.

11.2.6.3 Activité anti inflammatoire

(\Voir la section précedente, pp.32).

11.2.6.4 Activité antibactérienne

(Voir la section précédente, pp.33).
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CHAPITRE 11 :
RESULTATS ET DISCUSSION.



I. Mesure du pH

Les pHs des solutions préparées ont été suivis a I’aide d’un pH-metre au cours du
temps et en fonction de la température.

Idéalement, lors de chaque expérience, le pH devrait étre maintenu constant,
mais ceci est expérimentalement assez difficile a des températures superieures ou
égales a 70°C. Méme dans le cas de I’utilisation d’un tampon (Martins et al., 2005).
Les pHs initiaux lors de nos différentes expériences sont affectés par le temps de
chauffage ; et par consequent, les pHs baissent au fur et a mesure que la réaction de
Maillard progresse dans le temps comme le montre la figure 111.1.

Cette diminution de pHs a été aussi mentionnée dans les travaux réalises par Liu
et al., (2013), Matmaroh et al., (2006) et Martins et al., (2005).

On remarque également qu'en plus de l'effet des pHs initiaux des solutions les
températures affectent au cours des temps des réactions les pHs respectifs des milieux
réactionnels, d’une part ; et d’autre part, cette atteinte est beaucoup plus prononcée aux
temperatures et aux pHs élevés, c’est-a-dire, les diminutions de ces derniers sont
beaucoup plus importantes. Prenons, par exemple, le cas ou le pH est égal a 11, il
diminue quand la température augmente de 70°C a 80°C puis a 90°C, respectivement
jusqu’a pH=10,51; 9,8 et 94.

Par contre, cette diminution est faiblement remarquée aux températures et aux
pHSs initiaux moins éleves.

La diminution du pH observée pendant la réaction de Maillard pourrait étre
attribuée a la réaction des amines pour former des composés de basicité plus faible
(Matmaroh et al., 2006). Il a été reporté que cette diminution du pH est également
liée a la formation des réductones et des mélanoidines (Liu et al., 2013). Cela signifie
qu’il y a une relation entre la formation des mélanoidines (produits de la réaction de
Maillard, MRPs) et le pH du milieu. Donc, le taux de cette formation dépend
fortement du pH utilisé. Plus le pH est élevé, plus ce taux est considérablement

augmente.
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Figure I11.1 : Evolutions des pHs en fonction du temps et de la température de la

réaction.

Il. Intensité de brunissement

La couleur brune qui se forme lors de la réaction de Maillard représente le
centre d’intérét dans la recherche dans ce domaine surtout pour déterminer les
mécanismes d’évolution des réactions impliquées dans ce processus chimique.

Dans la premiere étape de la réaction de Maillard, le groupe carbonyle réagit
avec le groupe amine donnant naissance a des composés incolores qui n'absorbent pas
dans le spectre visible. La progression de la réaction de Maillard implique la
production des composés appelés mélanoidines (MRPs) (Vhangani et al., 2013) qui
possedent différentes valeurs d'absorbance. La couleur brune obtenue au cours de la
présente étude a été utilisée comme indicateur de la réaction de Maillard. Cette étude a

été menée en fonction du pH et du temps de chauffage.
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>

Intensité de brunissement en fonction du pH

La figure 111.2 illustre I’évolution des intensités de brunissement en fonction du

pH et de la température.

De nombreux auteurs mesurent l'intensité de brunissement a travers les valeurs

des absorbances qui peuvent servir d’indicateurs d’évolution de la réaction de Maillard

a des stades avancés (Oliveira et al., 2014).

A T =70°C (Figure 111.2 A), le pic a 280 nm apparait dans toutes les courbes et

augmente en intensité avec le pH. De plus, un nouveau pic a 290 nm est detecté a pH

égal a 11. Les mémes résultats sont obtenus a T =80°C (Figure 111.2 B). Les deux pics

précédemment obtenus sont observés sur tous les graphes et augmentent en intensité

au fur et a mesure que le pH augmente. L’augmentation de I’intensité est influencée

aussi par la température surtout a T=90°C pour AG90-11.
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Figure 111.2 : Intensités de brunissement en fonction de la température (A :
T=70°C,B: T=80°CetC: T=90°C) et des pHs (de 7 a 11).
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L’apparition de ces deux pics peut étre expliquée, selon Liang et al., (2014),
par la formation des produits intermédiaires de la réaction de brunissement non-
enzymatiques (réaction de Maillard).

De méme, comme indiqué ci-dessus, a pH = 11, on note I’apparition d’un autre
nouveau pic a 325 nm pour AG80-11 (Figure I11.2 B). Il s’intensifie dans le cas
d’AG90-11 (Figure 111.2 C).

Lors de I’augmentation de I’intensité de brunissement, un pic de faible intensité
a 420 nm surgit surtout dans le cas de AG90-11. Mais, seul ce dernier (Figure 111.2 C)
exhibe en plus du pic a 420 nm une autre absorption a 520 nm.

On doit préciser encore que tous ces pics sont utilisés comme indicateurs de
developpement du brunissement dans les dernieres étapes de la réaction de Maillard
(Nursten, 2005 ; Liang et al., 2014).

> Intensité de brunissement en fonction du temps de chauffage a pH=11

La figure 111.3 montre les intensités de brunissement en fonction de la
température de la réaction (70°C, 80°C et 90°C) et du temps. Chaque mesure est faite a
des intervalles de temps d’une demi-heure.

Au bout de 2 heures de chauffage, il y a une augmentation de l'intensité de
brunissement en fonction du temps de chauffage ; par conséquent, une augmentation
des absorbances de tous les échantillons (Figures 111.3 A-C).

Comme le montre la figure 111.3 A, a T=70°C, I'absorbance a 280 nm augmente
avec le temps de chauffage. L'absorbance a cette longueur d'onde est utilisée pour
suivre le debut de la réaction de Maillard (Carabasa-Giribet et al., 2000).

Cependant, une bande d’absorption a 290 nm apparait a T=70°C et a T=80°C
(Figure 111.3 A-B). Par contre, elle est absente a T=90°C (Figure 111.3 C). Selon
Laroque et al., (2008) ; Decourcelle et al., (2010) et Riquelme et al., (2015), cette
bande est caractéristique des produits intermédiaires de la réaction de Maillard qui sont
des composés colorés. Aussi, un pic a 325 nm est présent (Figure 111.3 B) a T=80°C et
s’intensifie au cours du temps, indiquant la formation des produits de la réaction de
Maillard. Cette bande a également été trouvée dans les réactions de Maillard étudiées

par Kim & Lee (2008) et Li et al., (2014). L'intensité de ce pic atteint un maximum a
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Absorbance

4,0

3,5

3,0

T=90°C. Ce qui peut signifier que le taux des produits de la réaction de Maillard est
plus élevé a haute température. De plus, deux nouvelles bandes apparaissent a 420 nm
et 520 nm (Figure 111.3 C) avec des intensités croissantes. C'est une indication de la
formation des mélanoidines selon Ramonaityté et al., (2009), Li et al., (2009) &
Nursten (2005).

Nous devons mentionner que la couleur jaune obtenue lors de notre étude est
visible a I’ceil nu et évolutive avec le temps. Elle devient brune et prend ensuite la

couleur marron.
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Figure 111.3 : Evolution de I’absorbance au cours du temps en fonction de la

température (A : T=70°C, B: T=80°C et C: T=90°C).
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I11. Détermination du nombre de moles des g-amino groupes par le TNBS

Le TNBS est utilisé dans diverses procédures pour déterminer les amines
primaires dans les peptides, les protéines et les aliments (Bubnis & Ofner, 1992). La
production des amino-groupes est facilitée par le milieu alcalin ; et donc, dans des
conditions basiques. La gélatine déprotonée devient I'espece dominante (Ahmad &
Benjakul, 2011).

Cette methode de dosage des protéines par le TNBS nous permet de calculer le
nombre des e-amino groupes (moles/g de gélatine) et d’évaluer le taux de réticulation
de la gélatine grace a I’équation qui relie le degré de réticulation a 1’absorbance. Le
degré de réticulation est obtenu en déterminant la quantité de gélatine n‘ayant pas
réagi.

Il a été reporté selon Bubnis et al., (1992), qu’en se servant de cette méthode de
dosage, la gélatine peut contenir un nombre de moles de e-amino groupes pouvant
varier selon le type de gélatine utilisé. Par exemple, pour une gélatine de poids
moléculaire 100 000g mole, le nombre des e-amino groupes est de 33.10 - moles/g
de gélatine. C’est I’équivalent de 33 moles d’s-amino groupes provenant

essentiellement de la lysine et de ’hydroxylysine.
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Figure 111.4 : Taux de réticulation en fonction du pH et de la température.
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Les résultats montrés sur la figure 111.4 indiquent que le pH = 8 était suffisant
pour réticuler environ 08% des g-amino groupes a T = 70°C. En outre, le degré de
réticulation augmente avec le pH et de maniere significative jusqua environ 26%
lorsqu'une température élevée est utilisée. On a également observé que le degré de
réticulation augmente avec la température a environ 56,5% pour AG90-11, 47,08%
pour AG80-11 et 45% pour AG70-11.

IV. Dosage des protéines par ’acide Bicinchoninique (BCA)

C'est un dosage colorimétrique basé sur la formation d'un complexe absorbant a
562 nm, entre I'acide bicinchoninique et le cuivre | (Cu I), formé aprés la réduction du
Cu Il par les protéines (Oerther, 1998).

Comme il est montré sur la Figure I11.5, le pourcentage de gélatine diminue
lorsque le pH et la température augmentent. Par contre, ce pourcentage augmente avec
le temps, sauf pour AG80-10 qui présente des valeurs plus élevées que celles de
AG70-10 apres t=2h (Figure I11.5 D). De plus, pour AG80-7, le pourcentage de
gélatine libérée au cours du temps est inférieur a ceux obtenus pour AG90-7
(Figure 111.5 A). Les valeurs mesurées augmentent de 21,5% a 42% pour AG80-7 et
de 23,5% a 47% pour AG90-7, mais apres t = 3h, le pourcentage de gélatine libérée
devient similaire (45,5%). On note également que la libération cumulative de la
gélatine a pH élevé (pH = 11) est relativement faible et représente environ 9% pour
AG90-11 apres t=4h de stockage dans I'eau distillée. En outre, la plus grande quantité
de gélatine est a environ 57% de I'échantillon étudié a 70°C (AG70-7).

La diminution de la libération de la gélatine est due non seulement a la
formation d'une conformation hélicoidale aléatoire des chaines (Rbii et al., 2011),
mais aussi a la réduction des interactions intra- et inter-moléculaires de la gélatine
(Zandi et al., 2017).
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Figure 111.5 :

Gélatine libérée (%) en fonction du temps de stockage dans I'eau

distillée, de la température et du pH (A: pH=7 ; B : pH=8;
C:pH=9; D :pH=10. E : pH=11).
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Ce qui favorise la proximité des fonctions réactives, comme la lysine, avec
d'autres constituants de son environnement. Ainsi, la réaction entre les amino-groupes
de la lysine est facilitée et conduit a la formation de liaisons intermoléculaires entre les
chaines de gélatine et l'alginate a travers la réaction de Maillard. De plus, comme le
montre la figure I11.5, cette réaction réduit considérablement la libération de la
gélatine lorsque le pH augmente et confirme la stabilisation induite par l'alginate sur la
gélatine. Ces résultats sont analogues a ceux obtenus par Boanini et al., (2010) sur des

films d'alginate-gélatine oxydés.

V. Détermination des amino-groupes libres

La teneur des groupements amines libres dans la gélatine avant et apres
réticulation avec I’alginate selon la réaction de Maillard est estimee en employant la
méthode de titration du pH décrite par Hoffman et al., (2009) et Gomez et al., (
2014).

Les résultats sont montrés dans la figure 111.6. L’addition de NaOH augmente
les valeurs du pH. La premiere augmentation (entre les volumes de O mL et 10 mL de
NaOH a 0,1N) sur la courbe de la gélatine seule est due a un exces de HCI dans le
milieu réactionnel. Ici, nous sommes dans la forme protonée de la gélatine.

Dans l'intervalle des volumes de NaOH entre 10 mL et 13 mL, sur les courbes
de la gélatine et d’AG70-7, les amino libres sont estimés respectivement a 37,35% et
18,41%.

Apres addition a la gélatine de I’alginate, les différentes courbes (sous forme
d'un S), ne montrent aucun nouveau plateau ni déviation entre le premier palier aux
pHs faibles et le second palier aux pHs ¢élevés. C’est une indication que les amino-
libres de la gélatine ont réagi avec les groupes présents dans I’alginate. Des résultats

similaires sont obtenus par Hoffmann et al., (2009).
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Figure 111.6 : Dosage pH-métrique de la gélatine et alginate-gélatine réticulés par la
réaction de Maillard (A : T=70°C, B: T=80°C et C: T=90°C).

V1. Spectroscopie IR-TF :

La figure 111.8 montre les spectres IR de la gélatine, de I'alginate, des mélanges
alginate- gelatine (AG) traités a différentes température (70-90°C) et aux differents
pHs (7-11). Pour l'alginate seul, deux bandes d'absorption caractéristiques a 1595 et
1410 cm? sont observées et sont attribuées respectivement aux vibrations
asymétriques et symétriques des groupes carboxyles (Dong et al., 2006). Les bandes
caractéristiques de la gélatine a 1646, 1550 et 1237 cm! sont assignées a l'amide-I
(vibrations d’élongation C=0 et C-N), a lI'amide Il et a I'amide Il (vibration de
déformation principalement de N-H et vibration d’¢élongation de C-N), respectivement
(Carbonaro et al., 2010).

Des groupes fonctionnels comprenant NH2, en particulier issus de la lysine,
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peuvent étre perdus, tandis que la quantité de ceux associés aux produits de Maillard
tels que les composés d'’Amadori (C=0), la base de Schiff (C=N) et les pyrazines (C-
N) augmentent pendant la réaction de Maillard (Farhat et al., 1998). La région de
1800 a 800 cm-! est souvent utile pour lI'analyse de la matiére protéique, car les liaisons
actives qui forment le groupe amide (C-O, N-H et C-N) et liees aux MRP absorbent
I'énergie dans cette région de longueur d'onde (Liu et al., 2014).

La plage entre 900 a 750 cm dans le spectre de I’alginate (Figure 111.8)
correspond a la configuration anomerique des extrémités de ’acide mannuronique et
guluronique (Figure 111.7), et l'intensité dans cette gamme de nombres d'onde pour le
mélange alginate-gélatine est inférieure a celle d'alginate. Ce qui indique que la région
anomérique d'alginate est modifiée suite a I’ajout de la gélatine (Nooshkam et al.,
2016).

De plus, la nouvelle bande a 1517 cm* observée nous informe que la base de
Schiff (double liaison C=N, produits intermédiaires d’ Amadori) s’est formée entre les
groupes carbonyle de NaAlg et les amino-groupes de la gélatine (Kareb et al., 2017).
L'intensité de ce groupe augmente avec le pH a T = 80°C et 90°C.

Aprés la formation des bases de Schiff, une grande variété de réactions
subséquentes est impliquée dans la réticulation du matériau. 1l a été reporté par Kareb
et al., (2017) que la base de Schiff résultante est labile et peut subir un réarrangement
qui produit un aminokétose (Figure 111.9) stable qui s’appelle le produit d'Amadori
(Fayle et al., 2002).

Les produits d’Amadori (C=0) donnent lieu a des pics a 1660
et 1700 cm(Kareb et al., 2017). Dans notre cas, de nouveaux pics a 1743 cm?! et
1683 c¢cm? (Figure 111.8) correspondant au groupe carbonyle (C=0) du produit
d'Amadori sont observés dans les spectres des AG (70, 80 et 90).

On voit également que l'intensité des bandes a 1600-1400 cm* diminue lorsque
NaAlg est ajouté. Ces changements des bandes d'amide | et d'amide 1l refletent que les
groupes carbonyles dans I’alginate et les amino-groupes dans la gélatine sont
consommes pendant le processus de chauffage et dans les milieux alcalins.

Ces résultats confirment que l'alginate est réticulé avec de la gélatine suite a la

réaction de Maillard et sont en accord avec le travail établi par Liu et al., (2014).
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En ce qui concerne la formation d'éne-diol, les akénes (produits énolique)

absorbent dans la région entre 1620 et 1700 cm (Yaylayan et al., 2005).
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Figure 111.7 : Structure moléculaire de l'alginate et équilibre entre les formes
cycliques et les chaines ouvertes dans 1'acide a-L-guluronique et I'acide -D-

mannuronique.

La formation d'une nouvelle bande dans notre cas a 1620 cm indique que les
produits intermédiaires de la réaction de Maillard (enediol) sont formés. Cette bande
diminue jusqu'a sa disparition & pH = 11 pour AG- (70, 80 et 90 ° C). A T = 90°C, des
pics dans la gamme de 1460-1397 cm diminuent, soulignant un certain degré
d'interaction entre la gélatine et NaAlg (Garcia-Bermejo et al., 2012). Une
diminution a 1025 cm est observée en raison de la glycation de NaAlg et de sa
participation a la formation de composants de Maillard lorsque la température et le pH

de la réaction augmentent.
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Figure 111.8 : Spectres IR-TF de I’alginate, de la gélatine et des différents AG

préparés (voir la suite de la figure dans la page suivante).
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Figure 111.8 : Spectres IR-TF de I’alginate, de la gélatine et des différents

AG préparés.

Une représentation schématique simplifiée des étapes impliqués dans la

formation des principaux conjugués obtenus a partir des spectres alginate/gélatine au
cours de la réaction de Maillard est donnée dans la Figure 111.9.
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VI1I. Diffraction des rayons X

Comme il a été décrit dans la littérature (Tanioka et al., 1976), la gélatine
(Figure 111.10 a) présente deux pics : le premier, fin et faible, a 26 = 7,75°, et le
second, large et plus intense, a 20 = 20,08°. Ces pics sont attribués a la structure
cristalline de la macromoleécule.

Pour ce qui est de I’alginate, son diffractogramme est constitu¢ de trois pics
(14,3°; 21,3° et 37,1°) qui sont assignés a la structure cristalline de ce polysaccharide
(Kuila et al., 2014).

Aprés la réaction de l’alginate avec la gélatine, les pics de diffraction
initialement décrits disparaissent. Cela s’explique par la destruction de la disposition
ordonnée et compacte de la gélatine ainsi que celle de 1’alginate (Luo et al., 2013 ;
Dong et al, 2006).

De nouveaux pics de faibles intensités surgissent dans les diffractogrammes des
RX de AG70-11, de AG80-11 et de AG90-11 (Figure I11.10 c-e) et ils possedent
respectivement des angles 20° =15,80°, 31,06° et 41.8° pour AG70-11; 26° =13,34°,
16,46°, 31,09° et 41,88° pour AG80-11 et 26° =14,65°, 31,06° et 41,15° pour AG90-
11.
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Figure 111.10: Diffractogrammes des rayons X de : (a) la gélatine, (b) l'alginate,
(c) AG70-11, (d) AG80-11 et (e) AG90-11.
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poids résiduel(%)

VII1I. Analyse thermogravimétrique (ATG)

Les thermogrammes TG d'alginate-gélatine a différentes température (70°C,
80°C et 90°C) et aux pHs=7 et 11 sont donnes dans la Figure 111.11. Nous avons la
premiére étape de la perte en poids entre 40-85°C. Selon Sadeghi et al., (2011), cette
perte de poids est associée a I'évaporation de I'eau absorbée par les matériaux.

Une deuxieme decomposition est observée entre 220 a 280°C. Ceci est attribué
a la décomposition de la structure polysaccharidique de I’alginate (Srinivasan et al.,
2012). De plus, nous évoquons qu’une décomposition assez remarquable entre 140°C
et 190°C est observeée dans le cas d’AG70-7 et AG90-7.

Une troisieme décomposition débute a partir de 265°C jusqu'a 469°C. Nous
comptons ici plus de 60% de perte en poids. Cette étape est attribuée, comme il a été
décrit par Sadeghi et al., (2011), a la dégradation de la gélatine.

Pour le produit de la réticulation a pH=11, la vitesse de décomposition des films
a ce pH est inferieure a celle des films préparés a pH=7.

Par contre, les poids résiduels sont relativement éleveés. Cette stabilité thermique

est généralement attribuée a la réticulation des matériaux (Chen et al., 2012).
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Figure 111.11. Thermogrammes TG des films obtenus a T= 70°C, 80°C et 90°C et aux
pHs=11 (A), pH=7 (B).
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IX. Microscopie a force atomique (AFM)

La figure 111.12 montre les différentes images des différents films etudiés.
L’image de I’alginate révéle une surface différente de celle de la gélatine. Des agrégats
de petites tailles apparaissent sur l'alginate (0,5um) alors que, dans le cas de la
gélatine, ils sont beaucoup plus importants en volume (de I'ordre de 1um).

Pour les alginates additionnés a la gélatine a travers la réaction de Maillard,
nous remarquons que l’effet de la température utilisée lors de notre étude influe
fortement la taille des agrégats. Ces derniers diminuent quand la température
augmente. lls atteignent 375 nm pour AG70-11 et 124,60 nm pour AG90-11.

pum

Alginate

80

70

pm

60
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Figure 111.12 : AFM des différents films étudiés (voir la suite de la figure dans

la page suivante).
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Ces amas peuvent étre dus a des zones cristallines qui se sont formeées suite au
processus de réticulation. Ce qui est en accord avec les résultats obtenus par DRX ou

la cristallinité des films diminue lorsque la température augmente.

X. Activité antioxydante

X.1. Activité antioxydante par la méthode du DPPH

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, Iactivité
antioxydante par piégeage des différents radicaux. De point de vue méthodologique, le
test au radical libre DPPHe est recommandé pour des composés contenant les groupes
SH-, NH- et OH-. Ce test est largement utilisé car il s’effectue a température ambiante,
ceci permettant d’éliminer tout risque de dégradation thermique des molécules
thermolabiles (Popovici et al., 2009).

En présence d'un antioxydant donneur dhydrogéne, le radical libre DPPH:
initialement violet se réduit en un compose non radicalaire DPPH-H coloré en jaune
(Figure 111.14) (Redouan et al., 2011).

DPPH*+ AH — DPPH-H + A°

NO, NO,
H
02N N_ 02N N_
NO, NO,

2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle 2,2- diphényl-1-picrylhydrazine
(radical libre violet) (forme réduite jaune)

Figure 111.13 : Structures chimiques du radical libre, le 2,2-diphényl-1-

picrylhydrazyle, et de sa forme réduite.

Selon Liu et al., (2013), les produits de la réaction de Maillard (MRPS)

comprenant des intermédiaires ou des polyméres bruns peuvent agir comme donneurs

91



d'’hydrogene et manifestent par conséquent une activité antioxydante. De méme,
plusieurs auteurs ont prouve que les produits contenant des MRPs (formés ou ajoutés)
possédent une activité antioxydante (Vhangani et al., 2013 ; Chawla et al., 2007 &
Liu et al., 2013).

La concentration inhibitrice demi-maximale (ICso) est déterminée a partir des
courbes de la wvariation du pourcentage d’inhibition (I%) en fonction de Ila
concentration massique (mg/mL) (Figures V1.1, Annexes).

Les concentrations (ICso) de I'alginate en l'absence ou en présence de la gélatine
réticulée a 70, 80 et 90°C sont donnés dans la figure 111.14.

Lertittikul et al., (2007) ont trouvé, pour le systéeme protéine plasma-glucose,
que les pHs les plus elevés entrainent une activité antioxydante considerable,
comparée a celle aux pHs faibles utilisés.

Les MRPs préparés a pH=10, selon Lertittikul et al., (2007), présentent une
activité antioxydante supérieure a celle obtenue a pH=7. Pour maximiser l'effet
antioxydant des MRPs, un pH alcalin semble une bonne condition pour rendre les
MRPs avec une bonne activité antioxydante.

A partir de la figure 111.14, tous nos matériaux préparés ont une activité de

piégeage remarquable mais désormais elle reste inferieure a celle du BHT.

AG70-11 AG80-11 AG90-11 Alginate

[
o
|

IC 50 mg/ml

1 H\N\w\b\m\m\\m w

Figure 111.14 : ICso de l'alginate, d’AG70-11, d’AG80-11, d’AG90-11 et
du BHT.
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Quant a I’alginate, son ICso est la plus élevée (de ’ordre de 10 mg/mL) par
rapport a celles de nos formulations étudiées. Ces résultats nous révélent aussi que
I’effet scavenger évolue quand la température de la réaction augmente. Les ICso dans
le cas d’AG70-11, d’AG80-11 et d’AG90-11 sont respectivement de 7,8 mg/mL,
6,2 mg/mL et 3,4 mg/mL.

X.2. Pouvoir réducteur

Cette technique a été développée pour mesurer la capacité des échantillons a
réduire le fer ferrique (Fe®*) présent dans le complexe ferricyanure de potassium
KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe2*). En effet, le Fe3* participe a la formation du radical
hydroxyle par la réaction de Fenton.

La présence de réducteurs dans les échantillons entraine la réduction du
complexe Fe3*/ferricyanure a la forme ferreux. Par conséquent, des Fe?* peuvent étre
évalues en mesurant et en surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleue

dans le milieu réactionnel a A=700nm (Phisut et al., 2013).

Fe? + Fe(CN)® > Fe[Fe(CN)g
ou bien

Fe(CN)g> + antioxydant ————  Fe(CN)g* + antioxydant oxydé

Fe(CN)g* + Fe®* ——»  Fe[Fe(CN)g]

Pour les MRPs issus de nos échantillons, le pouvoir réducteur augmente avec la
concentration et la température comme on peut le voir sur la figure 111.16. Selon
Phisut et al., (2013), le pouvoir réducteur des MRPs augmente avec I'augmentation de
la température. Cela peut étre causé par la formation des produits d’Amadori qui
présentent un pouvoir réducteur élevé en raison de leur capacité a donner des atomes
d'’hydrogéne (Liu et al., 2013 ; Huang et al., 2012 & Amarowicz 2009).

Le pouvoir réducteur des échantillons dépend aussi de la concentration. A une

concentration de 0,3-2,3 mg/mL pour l'acide ascorbique, 2,3-12,3 mg/mL pour AG90-
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11, 2,3-21,3 mg/mL pour AG80-11, 4,6-26,3 mg/mL pour AG80-11, les pouvoirs
réducteurs respectifs sont 0,1-1, 0,15-1,05, 0,12-0,95, 0,11-0,68. Mais, le pouvoir
réducteur de l'acide ascorbique réside significativement plus élevé que ceux de AG90-
11, AG80-11, AG70-11.
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Figure 111.15 : Absorbances des composés testés a Amax = 700 nm en

fonction de la concentration (mg/mL).

XI. Activité anti inflammatoire

L'alginate ainsi que l'acide p-D-mannuronique montrent une efficacité en tant
gu'anti-inflammatoires lorsqu'ils sont testés dans diverses maladies inflammatoires
(Mirshafiey et al., 2009).

Kitts et al., (2012) ont découvert que les MRPs dérivés du systeme glucose-
lysine ont des activités anti-inflammatoires et peuvent potentiellement protéger contre
I'inflammation intestinale ou d'autres maladies inflammatoires.

Les résultats de lactivité anti-inflammatoire in vitro de nos échantillons a
différentes concentrations sont donnés dans le tableau I11.1. Ce dernier révéle que
tous les composes testés présentent une inhibition significative de la dénaturation de
I'albumine de I'ceuf en fonction du degré de chauffage et que AG90-11 présente le
pourcentage d’inhibition le plus élevé par rapport a ceux de AG70-11 et AG80-11.

Il est également noté que, comme mentionné dans le tableau I11.2, le
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pourcentage d'inhibition de la protéine observeée pour l'ibuproféne et le diclofénac

sodique (a 100 et 200 pg / mL) est beaucoup plus élevé que les valeurs obtenues pour
AG70-11, AG80-11 et AG90-11.

Tableau I11.1: Effets anti-inflammatoires des matériaux étudiés In-vitro par la
dénaturation de 1’albumine de 1’ceuf.

AG70-11 AG80-11 AG90-11
Concentration  Inhibition  Concentration Inhibition Concentration Inhibition
(mg/mL) (%) (mg/mL) (%) (mg/mL) (%)

25 19.05 20 18.67 7.5 17.8
30 19.47 25 19.59 10 55.6
35 19.31 30 20.11 15 65.7

40 20.27 35 21.49

Tableau I11.2: Effets anti-inflammatoires de I'lbuprofene et du Diclofénac de

sodium in vitro par la dénaturation de 1’albumine de I’ceuf.

Ibuprofen Diclofenac sodium
Concentration (ug/mL)  Inhibition  Concentration (ug/mL)  Inhibition (%)
(%)
100 98.02 100 63.31
200 125.25 200 76.51

XII. Activité antibactérienne

Au départ, nous devons mentionner que la gélatine est un nutriment et qu’elle
est complétement dépourvue d’activité antibactérienne (Bindu et al., 2010).

En revanche, concernant 1’alginate, Kamoun et al., (2013) ont trouvé que les
films & base d’alginate peuvent étre utilisés pour nettoyer de grande surfaces de lésions
sécretantes car les pansements d'alginate sont hautement absorbants. Ce qui limite les
sécretions des plaies et réduit la contamination bactérienne (Laurienzo, 2010).

De méme, les MRPs ayant différentes masses moléculaires issus des feves de

cacao inhibent la croissance de E. coli spp. et Enterobactercloaceae (Summa et al.,
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2008). Hiramoto et al., (2004) ont aussi trouvé une suppression de Helicobacter
pylori in vitro aussi bien qu'in vivo par des mélanoidines formées a partir du systeme

caséine-lactose.

Tableau 111.3 : Diamétres d'inhibition des croissances bactériennes (mm).

Bactérie
Escherichia coli Pseudo_monas Staphylococus
schantillon aeruginosa aureus
Alginate 10mm 10mm 10mm
AGT70-7 12mm 10mm 11mm
AG70-8 12mm 11mm 11mm
AG70-9 12mm 14mm 11mm
AG70-10 13mm 12mm 12mm
AG70-11 14mm 21mm -
AGB80-7 11mm 10mm 10mm
AG80-8 - 13mm 9mm
AGB80-9 10mm - 8mm
AGB80-10 18mm 13mm smm
AG80-11 - 14mm 6mm
AG90-7 - - -
AG90-8 12mm 10mm 7mm
AG90-9 15mm 15mm 2mm
AG90-10 - 19mm 5mm
AG90-11 17mm 20mm 7mm

- : Le diamétre d’inhibition non déterminé.

Dans notre cas, la réticulation de I’alginate par la gélatine selon la réaction de
Maillard a montré que nos films entrainent, en général, une inhibition de la croissance

bactérienne a gram positifs (Staphylococus aureus) et a gram négatifs (Escherichia
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coli, Pseudomonas aeruginosa). Les diameétres d'inhibition mesurés sont illustrés dans
le tableau I11.3. On note que I’inhibition maximale est observée sur la bactérie
Pseudomonas aeruginosa. Les diameétres d'inhibition par action de AG70-11 et AG90-
11 sont identiques et sont égaux a environ 20 a 21 mm.

Par contre, cette inhibition est relativement faible sur S. aureus et moyenne a
élevée sur E. coli.
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CONCLUSION.



Les travaux que nous avons abordés ont pour but d'étudier deux types de
modifications chimiques de [I’alginate de sodium. L'oxydation par
I’hypochlorite de sodium et la réticulation avec la gélatine a travers la réaction
de Maillard.

L’oxydation de l'alginate a été suivie par trois différentes méthodes de
dosage : La premiere permet de quantifier les groupements carbonyles, la
seconde les carboxyles et la troisieme les aldéhydes. Les résultats obtenus
montrent que les teneurs en carbonyles (%) et en carboxyles (%) augmentent
avec la concentration de 1’agent oxydant. Par contre, aux concentrations en
chlore actif allant de 0,25% a 1,5%, le taux en aldéhyde connait une évolution
puis diminue a la concentration en chlore actif de 3%. Ce qui traduit une
transformation oxydative des aldéhydes en carboxyles. Cependant, les titrations
par pHmétrie et par conductimétrie montrent que les quantités en —COO-
augmentent avec la concentration en Clacir et ils sont estimés respectivement
dans le cas de I’Alg, OAlgl et OAlg4 a 1,49 meq/g, 1,60 meq/g et 1,70 meq/g.

L'analyse par spectroscopie infrarouge dévoile, par ailleurs, sans
ambiguité que l'oxydation a bien eu lieu. Il y a des intensifications
remarquables des pics a 1620cm, 1414cm™ et 953cm? qui caractérisent les
groupements carboxyles.

La radiocristallographie par diffraction des rayons X élucide, en
revanche, que I’oxydation de I’alginate de sodium entraine une perte, d’une
maniére progressive, de la cristallinité qui se manifeste soit par une diminution
de certains pics, soit par leur disparition totale. Cela se confirme par la
microscopie a force atomique. Cette derniére exhibe que I’alginate oxydé
présente une surface homogene par rapport a I’alginate.

La spectroscopie UV montre bien I’augmentation des intensités du pic des
alginates oxydés a A=272 nm en fonction de la concentration de I’hypochlorite
de sodium par rapport a celui de I’alginate natif. Ce résultat s'explique surtout
par la formation des nouveaux groupements carbonyles au cours de la réaction

d’oxydation.
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Quand a la réaction de Maillard, I’étude de I’intensité de la formation de
la couleur brune dévoile que cette derniere progresse fortement avec le temps
de chauffage. De méme, le dosage des protéines par le TNBS nous informe
que le taux de la réticulation de la gélatine évolue avec le pH.

Le dosage pHmétrique indique, toutefois, une réaction quasi-compléete des
amino-groupes avec les groupements carbonyles. Ce qui est en accord avec les
résultats du dosage des protéines par la méthode du BCA. 1l s'avére dans ce cas
que la quantité des protéines liberées diminue lorsque le pH du milieu
réactionnel augmente.

La spectroscopie IRTF identifie, par conséquent, la formation de
nouveaux composes. Des pics caractéristiques des produits d’Amadori a
1743cm? et 1683cm authentifient la formation des MRPs.

L’analyse par diffraction des RX montre que la disparition des pics de
diffraction des matériaux de départ, de I’alginate et de la gélatine, et
’apparition de nouveaux pics de faible intensité. La cristallinité des nouveaux
matériaux se trouve réduite par rapport aux matrices de départ dont la
topographie observee par AFM devient avec la réaction de Maillard
relativement plane.

En outre, une stabilité thermique est observée par ATG. Elle est
probablement due a la réticulation du matériau.

Pour ce qui est des études biologiques réalisées, elles sont encourageantes
pour persévérer dans nos deux axes de recherche. Nos différents matériaux se
montrent pourvus d'action anti-inflammatoire remarquable comparée a celle de
I’alginate qui est déja connu pour ses vertus dans le domaine du génie
tissulaire. Les tests in vitro affirment également qu'ils sont tous
hémocompatibles et qu'ils sont dotés d'un pouvoir antioxydant. Enfin, Ils
manifestent tous, mais d'une maniere aléatoire, une activité antibactérienne a
I'égard des trois souches bactériennes étudiées, le S. aureus, I'E. coli et le P.

aeruginosa .
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Figure A.1: Pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration des différents films.
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Figure A.2: Pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration du BHT.
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Résumé:

Ce travail a pour but d'étudier la modification chimique de I’alginate de sodium par deux méthodes. La premiere
est consacrée a la réaction d’oxydation de ce polysaccharide en présence de I’hypochlorite de sodium comme
agent d’oxydation. La deuxiéme concerne la préparation de nouveaux films alginate/gélatine en faisant appel a la
réaction de Maillard. Des méthodes de dosage par I'nydroxylamine et acido-basique ont été utilisées pour
guantifiés respectivement les groupements aldéhydes et carboxyles aprés oxydation. Le suivi de la réaction de
Maillard a été établi : UV-Vis de I’intensité de brunissement, la détermination des amino-groupes libres, le
dosage des protéines par 1’acide Bicinchoninique (BCA), le calcul des nombres de moles des e-amino groupes et
I’évaluation du taux de réticulation par le TNBS. La caractérisation des nouveaux matériaux est faite par IR-TF
et DRX. La morphologie a été déterminée par I’AFM. Toutefois, les comportements biologiques des nouveaux
biomatériaux ont été investigués par différentes études comme la détermination de I’activité antioxydante qui a
montré que les matériaux testés possedent des pouvoirs anti-radicalaire. Le test d'hémocompatibité a révélé
quant & lui que les composés testés in vitro sont non hémolytiques. L’activité anti-inflammatoire a indiqué que
les matériaux possedent une aptitude & inhiber la dénaturation des protéines. Il s’est avéré aussi que les différents
composés manifestent une inhibition de la croissance des trois souches bactériennes différentes (Staphylococus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853).

Mots clés: alginate de sodium, oxydation, gélatine, propriétés physicochimiques, réaction de Maillard,
activitésbiologiques.

LR S CE A B R A I S

Abstract:

This work aims to study the chemical modification of sodium alginate by two different ways: Partial oxidation of
polysaccharide in the presence of sodium hypochlorite. The latter, is to prepare new alginate / gelatin films by
means of Millard reaction. Hydroxylamine and acid-base assay methods were used to quantify the aldehyde and
carboxyl groups of oxidized sodium alginate, respectively. Monitoring of the Millard reaction was established by
UV-Vis of the intensity of browning, determination of free amino-groups and protein (titration with BCA),
calculation the number of moles of g-amino groups and evaluation the rate of crosslinking are established. The
obtained hydrogels were characterized and identified by means of FT-IR, XRD and TGA. The morphology was
determined by SEM. All these materials showed an antiradical activity and reducing power. The
hemocompatibility test revealed that in vitro compounds are non-hemolytic. Also, these materials indicate an
anti-inflammatory activity by inhibition of the denaturation of protein. According to antibacterial test, the
hydrogels exhibit an inhibition of the growth of three different bacterial strains (Staphylococus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853).

Key words: sodium alginate, oxidation, gelatin, physicochemical properties, Maillard reaction, biological
activities.




