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Liste des Abréviations



ADNsb
ATD
ATG

CsHs04Ca

CsHsNa3z07

CaCl,
CDA
CMC (ou
NaCMCO)
CS
CuSOq4

DMSO
DO
DP

DS
DSC

FePcS
FRX
FSCH

Gel
GG

HBPM
HCl
HCMC

H:0:
HEC
HPC
HPMC

ICS
1074
IR-TF

KBr
KCl
KH>PO4

MgCl,
MnOy4

N204
NaxCO3
Na;HPOq4
Na,S04

ADN simple brin ;
Analyse thermogravimétrique différentielle ;
Analyse thermogravimétrique ;

Acétate de Calcium ;
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Introduction Geéneérale



Les biopolymeres sont issus de sources renouvelables. Il sont biodégradables, biocompatibles
et de faibles cotts. Par contre, ils doivent généralement étre modifiés chimiquement par des
agents de réticulation pour améliorer leurs propriétés mécaniques. Cependant, 1'application de
réactifs de réticulation a été extrémement limitée ces derniers temps en raison de leur toxicité
¢levée et de leur faible biocompatibilité. Cependant, la polyvalence des structures chimiques de
ces biopolymeres a permis le développement de nouveaux matériaux portant des fonctions
organiques intéressantes.

Notre stratégie de recherche dans 1'¢laboration de notre thése de Doctorat LMD entre dans la
thématique de I'¢lucidation des comportements chimiques et biologiques d'un polysaccharide
de nature polyélectrolytique, la carboxyméthylcellulose (CMC ou NaCMC), avant et apres sa
modification chimique selon de nouvelles voies de syntheése, son couplage a d'autres
biomatériaux d'origine naturelle tels que le chitosane (CS) ou la gélatine (Gel), ou d'origine
synthétique comme I'alcool polyvinylique (PVA).

La CMC est un sel de sodium partiel d'un éther carboxyméthylique d'une macromolécule a

longue chaine, la cellulose. Il est anionique, linéaire, hydrosoluble et de structure générale :
OR

0 Avec :R=Hou CH,COO Na*

HO OH 0

Carboxyméthylcellulose

Il a récemment suscité un intérét croissant dans tous les domaines industriels en raison de sa
bonne solubilité, de son faible cott, de sa non toxicité, de ses propri€¢tés modifiables et de sa
biodégradabilité.

Le chitosane (CS) constitue le deuxieme biopolymere abondant apres la cellulose provenant
d'une source naturelle renouvelable. C'est un polysaccharide contenant un groupe cationique. I1

est obtenu par désacétylation de la chitine.



OH

0 Avec :R =H ouCOCH,

0
HO \

NHR

Chitosane

Il est considéré comme I'un des polymeres les plus précieux pour ses applications biomédicales
et pharmaceutiques en raison de ses propri¢tés de biodégradabilité, de biocompatibilité,
d’antimicrobien, de non toxicité et de ses propriétés antitumorales (Kumar, 2000).

La gélatine est un polymere amphotére. Elle présente des propriétés cationiques en milieu acide

et des propriétés anioniques dans un environnement alcalin. Elle est de structure générale :

O CH
i I I
C—NHCHC—N—COHC-NH+—O+C—N
| | o 4
H T H I b H H |
N—CHC-N—CHC-N | C—N—OHC—N
Il b CHy
NN R
Il\H © ) |(|:q’11
| (lj o
(|)=N—|
N

Gélatine

C'est une protéine largement utilisée dans I’industrie agroalimentaire, pharmaceutique et
médicale en raison de sa biodégradabilité et de sa biocompatibilité aux milieux physiologiques.
Elle constitue le produit du premier choix dans la production des enrobages de nombreux
médicaments (capsules molles et dures, gélules, comprimés...) ainsi que des éponges
hémostatiques (Potiron, 2010).

L’alcool polyvinylique (PVA) est un copolymére synthétique ayant une structure constituée

essentiellement de monomeres d’alcool vinylique et d’acétate de vinyle (voir ci-apres).

n Avec:R=H ou COCH34

OR
PVA



Le PVA est utilisé dans de nombreuses applications biomédicales et pharmaceutiques : lentilles
de contacts, gastro-protection de médicaments, orthopédie et comme polymere de pelliculage
des comprimés de suppléments pharmaceutiques et diététiques nécessitant une protection ou il
agit comme une barriere contre 1'humidité. Il est biocompatible. Il présente de propriétés
mécaniques intéressantes. Ce qui fait de lui un bon candidat dans 1’ingénierie tissulaire (Atlan,
2018).

Notre these est alors agencée de la maniere suivante. Elle se compose de trois chapitres
principaux distincts et d'une conclusion générale. Chacun de ces chapitres comporte une
recherche bibliographique, une partie expérimentale ou nous trouvons les matériels utilisés et
les méthodes suivies dans I'élaboration de notre these, les résultats que nous avons obtenus et
la discussion qui fait appel a chaque fois a un support de références bibliographiques antérieur,
et une conclusion.

Dans le premier Chapitre, nous avons étudi¢ ’effet de I’acidification de la CMC sur les
propriétés biologiques de cette dernicre.

Au second chapitre, nous nous sommes consacrés a la modification chimique par oxydation
sélective de la CMC par le systtme TEMPO/NaOCl/NaBr, ensuite a la réticulation de cette
nouvelle macromolécule obtenue au chitosane et enfin aux comportements biologiques de tous
les matériaux sollicités.

Pour ce qui est du troisiéme chapitre, nous nous sommes intéressés a la conception de nouveaux
patchs qui se composent de la CMC ou de la CMC oxydée, de la gélatine, du PVA et/ou du
glycérol. Nous avons investigué l'inclusion et la libération de deux principes actifs, la
Doxycycline Hyclate et le chlorhydrate de Lévomépromazine, et élucidé les comportements de

ces films dans les milieux biologiques.



Chapitre I :

Acidification de la CMC et ses Propriétés Biologiques.



I. Rappels bibliographiques



L.1. Généralités sur les polysaccharides

Les polysaccharides sont une classe majeure de biomacromolécules. Ils sont produits par une
grande variété d’especes qu’elles soient végétales (amidon, cellulose, pectines, gommes,...),
animales (héparine, chitine, acide hyaloronique), ou microbiennes (dextrane, xanthane,...). Ils
sont aussi appelés polyosides ou glycanes. Ce sont des polymeres constitués d’enchainements
lin€aires ou ramifiés d’unités saccharides. Ils sont de haut poids moléculaire qui résulte d'une
condensation d’un grand nombre d’oses liés entre eux par des liaisons glycosidiques de
configurations o ou § (Benghanem et al., 2017).

Les polysaccharides sont largement utilisés dans I’industrie comme agents de suspension,
€paississants, stabilisants, émulsifiants, gélifiants, filmogenes, liants, lubrifiants, floculants,
agents d'aération, de texture et de structuration (Chetouani, 2015).

Selon leur composition, ils peuvent étre divisés en homopolysaccharides formés d’un seul type
de monosaccharide et en hétéropolysaccharides constitués de plusieurs unités d’oses différents.
Sur le plan biologique, on trouve les polysaccharides de structure comme la cellulose et la
chitine et ceux de réserve comme I’amidon et le glycogeéne. Les polysaccharides peuvent
¢galement étre classés selon la nature des molécules li¢es au glycane comme les protéoglycanes,
les glycoprotéines et les glycolipides (Aspinall, 1998).

On distingue alors trois types essentiels de polysaccharides : les polysaccharides anioniques,
les polysaccharides cationiques, et les polysaccharides neutres. Les figures 1.1-2 résument
respectivement la classification générale des polysaccharides et les structures des unités de ces

derniers.
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a) polysaccharides anioniques.
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b) Les polysaccharides cationiques
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Fig.1.2.Structures chimiques de quelques polysaccharides.




1.2. Modifications chimiques des polysaccharides par des réactions de

substitution

La bioactivité des polysaccharides dépend de leurs structures chimiques, de leurs compositions
en monosaccharides, des liaisons entre les résidus du sucre et de la conformation en solution(Xu
et al.,, 2019). Beaucoup de chercheurs ont signalé que les modifications chimiques des
polysaccharides entrainent des changements significatifs au niveau de l'ossature de la
macromolécule et favorisent l'apparition de nouvelles activités biologiques : activité
antioxydante, antitumorale, antivirale, antibactérienne, anticoagulante et immunorégulatrice
(Xu et al., 2019).

Parmi les modifications chimiques les plus ciblées au cours de ces dernicres années, nous

avons :
1.2.1. Sulfatation

Les polysaccharides sulfatés sont des polyanions porteurs de groupes sulfo formés par
sulfatation du polysaccharide (Wang et al., 2017). Ces groupements sont généralement
introduits sur les hydroxyles ou amines libres du sucre. Ce qui conduit a des améliorations
considérables des propriétés biologiques (Liu et al., 2018). Il existe plusieurs méthodes de
sulfatation des polysaccharides qui utilisent par exemple de ’acide chlorosulfonique/pyridine,

de l'acide sulfurique ou trioxyde de soufre/pyridine...(Figure 1.3)(Xu et al., 2019).

OH = R —_
H H
H
- O
i C o QSOHPyridine i Q

—>

13 N ou HSOy/Pyricine
NH,
H H H

Ry=00CH; SOH Rye=Hau SOH

Fig.1.3.Réaction de sulfatation du chitosane (Xu ez al., 2019).

Jayakumar et al., (2007) ont procédé a la sulfatation du chitosane (Fig.I.4.) sans que le

squelette fondamental de ce dernier ne soit modifi¢ et en passant par la base de schiff formée



avec l'amine libre du chitosane. Le matériau ainsi obtenu est appliqué dans diverses domaines,
c'est unadsorbant d’ions métalliques, une matrice dans les systémes d’administration de

médicaments, il présente une hémocompatibilité et un large spectre antibactérien.

1) Adide 5-formy-2-firansul forique

O Ol > A O O

NH, 2) Na(CNBH;y

Fig.1.4. Greffage d'un composé sulfaté au chitosane (Jayakumar et al., 2007).

1.2.2. Phosphorylation

Le groupe hydroxyle des polysaccharides est remplacé par un groupe phosphate dans une
réaction appelée phosphorylation. Cette derniere améliore la solubilit¢ dans l'eau et la
conformation de la chaine du polysaccharide en raison de la charge résultante a partir des
groupes phosphate (Chen et al., 2009). L acide phosphorique et son anhydride, oxychlorure de
phosphore, phosphate et pentoxyde de phosphore sont couramment utilisés pour Ia
phosphorylation de polysaccharides (Xu et al., 2019).

Huang & Zhang (2011) ont préparé des dérivés de glucane phosphorylés hydrosolubles a partir
du D-glucane insoluble dans I'eau. L’acide phosphorique H3PO4 a été utilisé comme agent de
phosphorylation et le LiCl/Me>SO contenant de I'urée comme solvant. Ces dérivés phosphatés
ont présenté des activités antitumorales significatives in vivo et in vitro contre les cellules

tumorales du sarcome.
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H3PO,

CO(NH,),

R=H ou PO3H NH4

Fig.I.5.Réaction de phosphorylation du D-glucane par ’acide phosphorique (Huang &
Zhang, 2011).

1.2.3. Carboxyméthylation

Ce type de réaction implique I’introduction de groupes carboxyméthyle dans la structure du
polysaccharide. Ce qui va permettre d'augmenter 1'hydrosolubilité, changer la conformation et
améliorer les bioactivités du polysaccharide (exemple 'activité antioxydante) surtout quand le
degré de substitution (DS) augmente (Xu et al., 2019 ; Liu et al., 2017).

Cette réaction se fait dans l'isopropanol comme solvant en présence d'acide chloroacétique en

milieu basique NaOH a 20% (Wang et al.,2018).

CH,0H
CH,0R

0 OH o
1)NaOH OR
HO >
RO
0 2)CICH,COOH
OH o
ono OR !
RO
OR /
0

OH /

0

R=Hou CH,CO O Na*

Fig.1.6. Carboxyméthylation de I’amidon (Kamel & Jahangir, 2007).

1.3. Modifications chimiques des polysaccharides par des réactions d'élongation

de chaines.
1.3.1. Copolymérisation par greffage

La copolymérisation par greffage est une technique prometteuse utilisée pour modifier ou
introduire de nouvelles propriétés physiques et/ou chimiques aux polymeres naturellement
disponibles avec un minimum de perte de leurs caractéristiques d'origine. Elle permet d’ajouter

au squelette du matériau ciblé des propriétés hybrides comme la longueur, la densité et la
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structure chimique induites par les chaines polymériques greffées. Les nouveaux matériaux
obtenus ont diverses applications dans différents domaines importants tels le domaine
pharmaceutique, industrie du plastique, traitement des eaux usées, traitement des effluents de

tannerie, industrie textile, secteur de I'agriculture (Kumar et al., 2017).
1.3.1.1. Greffage initié par les radicaux libres

Ce type de greffage est en général initi€¢ par la formation de centres de radicaux libres sur le
squelette du polymere ainsi que sur le monomere qui est le plus souvent vinylique.

Citons par exemple la réaction d'oxydoréduction en présence du réactif de Fenton (Fe?"/H,0»).
Cette réaction permet suite a la formation de macroradicaux libres le long du polysaccharide de

se propager a travers le monomere vinylique choisi (Figure 1.7.)(Chopin et al., 2014).

H,0, + Fe¥' 9 oW + OH +Fe;
‘OH 4+ Fe* 5  OH + Fey

‘OH + H,0, » H,0 + HOO
HOO + H,0, — 3 H,0 + OH + 0,

‘OH + Polysaccharide-H — H,0 +Polysaccharide'
Polysaccharide” + Monomére —> Polysaccharide-g-polymeére
Fig.1.7.Mécanisme de la réaction redox impliquant le réactif de Fenton (Chopin ez al., 2014).

1.3.1.2. Greffage initié par rayonnements

Pour générer les radicaux libres, la réaction de copolymérisation du monomere vinylique peut
se faire en soumettant aux rayonnements (UV, v, ou microondes) les initiateurs de radicaux
libres comme I'AIBN (azobisisobutyronitrile), H>2O: (peroxyde d'hydrogene)... , ou le
polysaccharide a modifier (Magat, 1960).

1.3.1.3. Greffage par polycondensation a T élevée

La copolymérisation par la réaction de condensation est trés peu étudi€e sur les carbohydrates
a cause de l'instabilité¢ de ces derniers aux hautes températures qui sont nécessaires au

déroulement de ce type de réactions (Zohuriaan-Mehr, 2005)
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1.3.1.4. Greffage par polycondensation par ouverture du cycle

En plus des monomeres les N-carboxyanhydrides qui sont les plus étudiés dans la
polycondensation par ouverture du cycle des polysaccharides (figure 1.9.), on trouve également
les lactones, les 2-alkyloxazolines et les époxydes (Jenkins & Hudson, 2001).

Le mécanisme réactionnel fait appel a une attaque nucléophile du groupe amine ou hydroxyle
portés par le polysaccharide sur le carbonyle du cycle monomére. Ce qui va provoquer une

ouverture de ce dernier et propagation de la chaine polymérique jusqu'a sa terminaison.

0
OH C ) NCA OH
: o8 :
o o a m(NCA) _ o o
HO v o \ HO
, NH
' n
n A R -mCO, 0
0
N}H
R H
m

Fig.1.8. Mécanisme de polymérisation par ouverture du cycle du monomere

N-carboxyanhydride (NCA) (Jenkins & Hudson, 2001).

1.3.2. Réticulation polysaccharide-polysaccharide ou polysaccharide-protéine

Différents couplages polysaccharide-polysaccharide ou polysaccharide-protéine ont été étudiés
et ont été menés avec succes.

Nous illustrons dans la figure suivante le couplage de la NaCMC avec le chitosane en présence
du DCC (dicyclocarbodiimide) ou le EDC (chlorhydrate de 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide) (Benghanem, 2017).
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Fig.1.9. Etapes de la N-acylation du chitosane par la CMC(Benghanem, 2017).

1.3.3. Hydrogels

Définis par Peppas & Sahlin (1996), «es hydrogels sont des réseaux tridimensionnels
hydrophiles, capables d’absorber de grandes quantités d’eau ou de fluides biologiques tout en

ressemblant a un tissu biologique».

Ils sont insolubles dans tous les solvants du fait que leurs chaines polymériques sont réticulées
soit par des liaisons covalentes ou soit par des interactions physiques (Matanovic ef al., 2014).
Les hydrogels peuvent largement gonfler dans les milieux aqueux et ont donc le potentiel d’étre
utilisés comme biocapteurs, vecteurs de libération de médicaments et supports ou matrices en
ingénierie tissulaire(Chai et al., 2017).

Les hydrogels constituent alors une alternative potentielle des tissus naturels. Puisque 1’eau est
la plus grande composante du corps humain, un hydrogel, qui absorbe de grandes quantités
d’eau, est considéré comme ayant un grand potentiel lorsqu’il est utilisé a des fins biomédicales
(Daniele et al., 2014).

En effet, les hydrogels comparés aux autres biomatériaux ont les avantages d'étre

biocompatibles, biodégradables et poreux. Cependant, la faible résistance mécanique et la
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nature fragile des hydrogels limitent actuellement leurs applications. Ce qui incite les
chercheurs a persévérer dans ce domaine de recherche (Chai et al., 2017).

Actuellement, les hydrogels naturels sont progressivement remplacés par des hydrogels
synthétiques dans le but d'atteindre une durée de vie plus longue, une capacité d'absorption
d'eau plus ¢élevée et une bonne résistance au gel (Billiet ez al, 2012). Heureusement, avec
diverses stratégies synthétiques développées, des hydrogels avec des structures de réseau
définies, des compositions chimiques ciblées et une résistance mécanique réglable ont été
congues. Les hydrogels ont été préparés a partir de composants synthétiques et ont fait preuve
d'une stabilité remarquable méme dans des conditions extrémes de température élevée ou dans
un environnement acide ou basique.

De plus, les propriétés de I’hydrogel changent quand les chaines polymériques sont modifi¢es
par d'autres groupes fonctionnels sensibles aux stimuli (stimuli physique comprenant la chaleur,
la lumiere et les champs magnétiques et stimuli chimique comprenant les agents chimiques et

le pH) (Zhu et al., 2014 ; Tokarev & Minko, 2009).

1.3.3.1. Hydrogels thermosensibles

L’équilibre entre les segments hydrophobes et hydrophiles est la clé pour controler les
propriétés d'un hydrogel thermosensible. Plus précisément, la température a un effet
remarquable sur les interactions hydrophobes entre les segments hydrophobes des polymeres,
et les interactions hydrophiles entre les composantes hydrophiles des polymeéres et les
molécules d'eau. Ainsi, un léger changement de la température peut interrompre I’équilibre
initial et induire une transition sol-gel (Bajpai et al., 2008).

Les hydrogels sensibles a la température sont les plus couramment étudiés a cause de leur
sensibilité a I'environnement. Ces hydrogels sont capables de gonfler ou se dégonfler suite a un
changement de température du fluide environnant. Les hydrogels thermosensibles sont alors
classés en gels négativement thermosensibles, positivement thermosensibles et thermiquement

réversibles (Peppas et al., 2000).
a. Hydrogels thermosensibles négatifs

Les hydrogels thermosensibles négatifs ont une température de solution critique inférieure
(TSCI), qui peut étre définie comme la température critique au-dessous de laquelle le polymere
gonfle dans la solution alors qu'au-dessus de celle-ci, il se contracte.

En dessous de la TSCI, le terme d'enthalpie, li¢ a la liaison hydrogene entre le polymere et les

molécules d'eau, est responsable du gonflement du polymeére. Lorsque la température est
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supérieure a la TSCI, le terme entropie (interactions hydrophobes) prédomine, ce qui conduit a
la contraction du polymeére. En effet, l'efficacité d'établir des liaisons hydrogene a une
dépendance négative de la température; et au-dessus de la TSCI, les liaisons hydrogene entre
les groupes latéraux monomeres et les molécules d'eau seront de plus en plus perturbées par la
croissance de la température (Linden ef al., 2003). Les chaines principales du polymere, les
longues chaines de liaisons C—C auxquelles les chaines latérales sont attachées, sont
hydrophobes et ont tendance a réduire leur surface exposée aux molécules d’eau hautement
polaires. Ils peuvent le faire en formant des agrégats. Par contre, lorsque des liaisons hydrogéne
entre les groupes latéraux et l'eau sont présentes, I’agrégation du squelette principal est
empéchée car les interactions des liaisons hydrogéne avec les molécules d’eau sont plus fortes
que les interactions du squelette principal. Des que les liaisons hydrogene sont rompues en
augmentant l'agitation thermique, une agrégation se produit, ce qui entraine un rétrécissement
de I'hydrogel thermosensible avec l'augmentation de la température (Bajpai et al., 2008).

Un polymere bien connu avec TSCI a 32 ° C est le poly (nisopropyle acrylamide) qui a été
abondamment utilis¢€ comme hydrogel thermosensible négatif. Ces hydrogels montrent une
libération de médicament par intermittence avec “ON” a basse température et “OFF” a haute

température (Soppimath et al., 2002).
b. Hydrogels thermosensibles positifs

Un hydrogel thermosensible positif & une température de solution critique supérieure (TSCS).
Ilse contracte lors du refroidissement en dessous de la TSCS et change de volume brutalement
a cette derniere (Gil & Hudson, 2004). L'hydrogel présente une réponse thermique positive, ce
qui signifie qu’en dessus de son TSCS, les chaines du polymeére s’hydratent pour former une
structure avec un grand maillage permettant la diffusion et au-dessous de sa TSCS, ces chaines
se déshydratent pour former une structure rétrécie avec un petit maillage (Ankareddi & Brazel,

2007).
c. Hydrogels thermoréversibles

La méthylcellulose, dérivée de la cellulose soluble dans l'eau, est capable de former des
hydrogels thermoréactifs et forme un hydrogel thermoréversible a une température comprise
entre 60 et 80 ° C (Klouda & Mikos, 2008). La gélification de cette macromolécule implique
une association hydrophobe de molécules du polymere puis une séparation de phase pour

former un gel (Takahashi et al., 2000).
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Pour ce qui est des autres hydrogels, la solution de polymeére est un liquide (fluide) a la
température ambiante mais gélifie a la température du corps. Un tel systeme serait facile a
administrer dans une cavité corporelle souhaitée.

Au cours de ces deux derniéres décennies, des séries de copolymeres triblocs biodégradables
ont été congues. Ils sont constitués de poly(éthyléne glycol)-poly(acide d,l-lactique-co-
glycolique)-poly(éthyléne glycol) ou poly(acide d,l-lactique-co-glycolique)-poly(éthyléne
glycol)-poly(acide d,l-lactique-co-glycolique). Ils composent les systémes de libération
prolongée de principes actifs injectables. D'autres polyméres naturels comme le xyloglucane

forment ¢galement des gels thermo réversibles (Bajpai et al., 2008).

1.3.3.2. Hydrogels pH-sensibles

Les hydrogels sensibles au pH présentent un comportement de gonflement ou de retrait en
réponse a une modification du pH environnemental (Gupta et al, 2002). Ce type d'hydrogels
présente un intérét particulier pour les applications biomédicales en raison de la nature
changeante du pH observées dans divers organes ou localisations dans le corps, tel que le tube
digestif, les vaisseaux sanguins, les vésicules intracellulaires et ’appareil génital féminin ou
encore les anomalies fonctionnelles, y compris l'environnement tumoral et inflammatoire. Les
systemes hydrogels sensibles au pH ont été largement utilisés pour développer une grande
variété de systémes d'administration de médicaments (Chatterjee & Hui, 2018).

Quelques polymeres naturels comme le chitosane, la gélatine, I’alginate et I’albumine ont des
comportements sensibles au pH (Chan & Neufeld, 2009).

Les polymeres les plus couramment utilisés pour développer ce type d'hydrogels comprennent
soit des groupes acides (carboxyliques)ou des groupes basiques (amines) (Li ez al., 2015). Ce
sont des donneurs ou des accepteurs de protons en réponse au changement de pH dans un
environnement donné (Yoshida ez al., 2013). Les groupes ionisables portés par les hydrogels
anioniques s'ionisent dans des solutions a un pH supérieur a leur pKa contrairement aux réseaux
d'hydrogels cationiques qui gonflent a un pH inférieur a leur pKa ou leurs groupes ionisables
se protonent. Le gonflement et le rétrécissement des hydrogels sensibles au pH dépendent donc
de la charge du polymeére. Le changement rapide de la charge nette des ions provoque une
alternance du volume hydrodynamique des chaines des polymeres. La transition de 1’état rétréci
a I’état gonflé s’explique par la pression osmotique exercée par les contre-ions mobiles

neutralisant les charges du réseau (Gil & Hudson, 2004).
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1.3.3.3. Hydrogels électro-sensibles

Les hydrogels électro-sensibles sont constitués de polyélectrolytes qui induisent des
changements de volume lorsqu’ils sont soumis a des champs électriques. Ce comportement peut
conduire a la déformation de I’hydrogel par des changements de volume locaux(Rahimi ez al.
2012). Ces matériaux possédent €galement de nombreuses applications dans le domaine
biomédical (Chatterjee & Hui, 2018).

Des polymeres naturels ou synthétiques, seuls ou en association, sont utilisés cas de 1’acide
hyaluronique, le sulfate de chondroitine, 1’agarose, la gomme de xanthane, 1’alginate de
calcium, les dérivés d'acrylate et de méthacrylate comme le polyacrylamide partiellement

hydrolysé, le polydiméthylaminopropylacrylamide, etc. (Bajpai et al., 2008).
1.3.3.4. Hydrogels sensibles a la lumiére et aux produits chimiques

Les hydrogels sensibles a la lumiere et aux produits chimiques sont utilisés comme
microlentilles, capteurs, dans la libération de médicaments et des genes... (Chai et al., 2017).
Sous I'action d'une photo-irradiation a la lumiere (exemple de 355 nm, cas de la cyclodextrine),
I'hydrogel se convertit de la phase gel a la phase solide, puis par photo-irradiation a la lumiere
de 450 nm, cet hydrogel était capable de récupérer la phase gel (Zhao & Stoddart, 2009).

En revanche, les travaux effectués par Murakami & Maeda (2005) ont montré que suite a

l'addition de I'ADNsb (simple brin) les volumes des hydrogels ont été affectés et ont diminué.
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II. Partie expérimentale



I1.1. Produits utilisés

La NaCMC (poids moléculaire = 250kDa, viscosité moyenne de 400 a 800 cps a T=25°C),
I'HCI (a 37%), le CaCly et I'é¢thanol absolu ont été achetés aupres de Sigma-Aldrich (Chine).
Les réactifs sollicités lors de nos études sont de qualité analytique (Sigma-Aldrich, Chine).Ils
ont ¢été utilisés sans purification supplémentaire.

Les solutions aqueuses ont été faites dans de 'eau distillée. Le sang humain anticoagulé par le
CDA a ¢été fourni par la banque de sang (Centre Hospitalo-universitaire de Sétif). Le fluide
simulé au corps humain (FSCH), dont les concentrations en ions sont presque égales a celles
du plasma sanguin humain a été préparé¢ a pH=7,40 et a 37°C en utilisant 6,5456g de NaCl,
2,2862g de NaHCO:;3, 0,373g de KCl, 0,1419g de NaxHPO4, 0,3049g de MgCl-6H20, 0,3675¢g
de CaCl-2H»0, 0,071g de Na>S04, 6,057 g de Tris[=(CH2OH);CNH] dans 1L d'eau distillée
et du HCI (1M). La solution PBS (0,1M) a été faite a T = 27°C et a pH=6,8 dans 200mL d'eau
distillée par addition de SImL de NaH2PO4 (0,2M) et 49mL de Na,HPO4 (0,2M).

11.2. Méthodes opératoires suivies

I1.2.1. Acidification de la NaCMC

L’acidification de la NaCMC (Figure II.1) a été réalisée selon Roshan e al., (2012).

Dans un bécher de 500mL, 1g de NaCMC a été versé dans 100mL de solution aqueuse d'alcool
¢thylique (a2 80%) et 10mL d'HCI concentré (2 37%). Le contenu du bécher a été laissé sous
faible agitation pendant 30min a température ambiante (27°C). Ensuite, le mélange réactionnel
est filtré et lavé avec de 1'é¢thanol afin de neutraliser la solution. Le précipité ainsi formé est

laissé¢ sécher a température ambiante pour obtenir la poudre blanche de HCMC de masse

m=0,87g.
0-CH;- ccu::- Na 0-CH,-COOH

EtDHJ‘H 1

TTa.m]J

NaCMC HCMC

Figure II.1. Acidification de la NaCMC.
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11.2.2. Préparation des films

Les films ont ¢été préparés en solubilisant 1g de NaCMC ou de HCMC dans 100mL d'eau
distillée a 80°C sous faible agitation. Ensuite, la solution obtenue est versée dans des boites de
Pétri en polystyrene (9,5 cm de diametre), le séchage se fait a I’air libre a température ambiante

pendant 3 a 4 jours.

11.3. Identifications et caractérisations

I1.3.1.Etudes structurales
I1.3.1.1. Spectrophotométrie infrarouge a transformée de Fourier (IR-FT)

Les spectres IR-TF ont été enregistrés a I’aide d’un spectrophotometre a transformée de Fourier
a double faisceau de type SHIMADZU 84005 (Japon) a partir des poudres dissoutes a 3% (p/

p) dans le KBr. Le balayage s'est fait de 400 a 4000cm™avec une résolution de 4cm™.
I1.3.1.2. Spectroscopie de fluorescence des rayons X (FRX)

La NaCMC et THCMC ont été analysées a I’aide d’un spectrométre a fluorescence des rayons
X a dispersion de longueur d’onde de type RIGAKU ZSX Primus II (Japon). Le systeme utilisé
est équipé d’un tube a rayons X en rhodium fonctionnant a 60kV et a 4kW a une vitesse de
rotation de 30trs/min et muni d’un filtre a rayons X All125. Les poudres solubilisées dans 1’acide
borique (3%, p/p) ont été comprimées en pastilles de 2cm de diamétre et de 3mm d'épaisseur.

L'élément étudié est le sodium.
I1.3.2. Analyses thermiques

L'ATG, I'ATD et la DSC ont été réalisées avec un analyseur thermique de type Artisan SDT Q
600 (USA). L'analyse des échantillons a été effectuée de la température ambiante jusqu'a 600°C

sous atmosphére d'azote a une vitesse de chauffage constante de 10°C/min.
I1.3.3. Opacité

L'opacité a été déterminée a 'aide d'un spectrophotometre UV-Vis a double faisceau de type
UNICAN UV 300 (USA). L’enregistrement des spectres par rapport a I’air comme référence
s'est fait directement a partir des films de 0,40mm d'épaisseur. L’opacité est calculée en utilisant

I’équation suivante : (Tung et al., 2010)
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Opacité = Absggo/ X (1)

Avec : Abseoo est la valeur de l'absorbance a 600nm et X est 1'épaisseur du film (mm).
11.4. Etudes biologiques

I1.4.1.Test dynamique de coagulation du sang humain

Les temps de coagulation ont été étudi¢s selon Wang et al., (Zhao et al., 2008). Les poudres
de 50mg de NaCMC ou de HCMC ont été posées dans des béchers de 30mL. Le tout est placé
dans un bain marie fix¢ a 37°C pendant Smin. Une goutte de sang total CDA (0,25mL) a été
ensuite versée a la surface des poudres. Puis, 0,02 mL de la solution de CaCL (0,2 mol .L") a
¢té ajoutée. Le test de coagulation sanguine a été suivi par la mesure spectrophotométrique UV-
VIS a l’aide d’un appareil de type UNICAN UV 300 (USA). La longueur d’onde a été fixée a
540nm et les absorbances sont enregistrées apres 0, 5, 10, 20, 30 et S0min. L'absorbance relative
de 0,25mL du sang total CDA dilu¢ dans 50mL d'eau distillée a été supposée étre égale a 100.
L'indice de coagulation sanguine (ICS) du biomatériau est calculé selon 1'équation suivante

(Zhao et al., 2008).

Absorbance du sang contenant lrtéchantillon

ICS (%) =

x 100 2)

Absorbance de la solution de l' eau distillée avec le sang ACD
11.4.2. Mucoadhésion

La mucoadhésivité a été effectuée en suivant le mode opératoire de lavage in vitro décrit par
Agarwal et al., (2015). Pour ce faire, les tissus frais de I'estomac et du colon du mouton ont été
fournis par 1’abattoir communal de la wilaya de Sétif et nettoyés avec une solution d'eau froide.
Les tissus (1,5cm de longueur x lcm de largeur) ont été fixés sur une lame de verre (S5cm x
Icm) a l'aide d'une colle adhésive de type cyanoacrylate en maintenant la surface muqueuse
vers le haut. Ensuite, 0,5g de poudre de NaCMC ou de HCMC ont été déposés sur la muqueuse
et une charge de S5g a ¢été appliquée au-dessus du dispositif mis en place pendant 15min pour
assurer une adhérence uniforme de la poudre sur la muqueuse.

Puis, les muqueuses du colon et de I'estomac chargées de poudres ont été placées dans la
solution aqueuse de I’HCI 0,1N (pH ajusté a 1,2 spécifique de I'estomac) et du PBS (pH 6,8

spécifique du codlon) respectivement sur les paniers de l'appareil de désintégration de type
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COPLEY (Royaume-Uni). L'appareil a en effet été utilisé de manicre a assurer le mouvement

de haut en bas du spécimen de tissu dans 1L de tampon a 37°C.
11.4.3. Biodégradation in vitro

Le test de biodégradation des films a été réalisé dans le FSCH selon le mode opératoire décrit
par Barbeck et al., (2017). Le principe de cet essai est la mesure de la perte de poids des
¢chantillons durant les périodes d’incubation spécifiées. Chaque hydrogel a été immergé dans
25mL de FSCH a 37°C pendant 0 (témoin), 3, 7 jours et 2, 4, 6, 8, 9 semaines. Apres retrait du
FSCH, les hydrogels sont ensuite rincés a I'eau distillée et séchés a I'é¢tuve a T = 40°C pendant
24 h.

Le pourcentage de perte de poids (% en poids) a été calculé selon I'équation suivante :

o/ — (Wt-Wo)
wt % = o X 100 3)
Avec :
Wo est le poids sec a t = 0 de I'échantillon,

Wt est le poids sec de 1'échantillon aprés son immersion dans le FSCH au temps t.

Le test a été repris trois fois.

22



II. Resultats et discussion



I11. 1. Identifications et caractérisations

II1.1.1. Etudes structurales
II1.1.1.1. Spectrophotométrie IR-TF

La figure II1.1.a illustre le spectre IR-TF de la NaCMC. Il existe une large bande d’absorption
a 3441cm™! correspondant aux vibrations d’élongation des OH, un pic de moyenne intensité a
2928cm™ résultant de la vibration d’élongation asymétrique des CH aliphatiques (Muzzarelli
et al., 1982), et une forte bande d’absorption a 1615cm™ attribuée aux vibrations d'élongation
asymétriques des groupes carboxylates (-COQO") de la NaCMC (Roshan et al., 2012).

Le pic correspondant a 1423cm™ est assigné a la vibration d'élongation symétrique des COO
alors qu'a 1068cm™, différents auteurs font correspondre cette absorption aux vibrations de
déformation des groupes latéraux éther glycosidiques (COC) (Ren et al., 2008 ; Liuyun et al.,
2009).

Pour ce qui est de la HCMC (Fig. I11.1.b), nous observons 1’apparition d’un nouveau pic a
1715cm™ qui est attribué au CO de I’acide carboxylique (Silverstein, 2005) et la diminution

accrue des bandes a 1615, 1423 et 1068cm™.
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Fig. IIL.1. Spectres IR-TF dans le KBr de la NaCMC (a) et 'THCMC (b).
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II1.1.1.2. Spectroscopie FRX

A partir de la figure IIL2, nous observons que le pourcentage massique du sodium de la
NaCMC (7,23%) a diminué apres son acidification pour atteindre un taux de 3,53% pour
I'THCMC. Cela implique que l'acidification de la NaCMC a eu lieu avec un pourcentage de
48,82%.

pourcentages massiques de Na(%)

7,23

NaCMC HCMC

Fig. II1.2. Pourcentages massiques de Na dans la NaCMC et ’'HCMC.

II1.1.2. Analyses thermiques

I11.1.2.1. Analyse thermogravimétrique

L'analyse thermogravimétrique est une méthode simple et précise. Elle permet I’é¢tude de la
décomposition et de la stabilité thermique des polymeéres (Zohuriaan et Shokrolahi, 2004).
D'apres les thermogrammes (Figures 3&4), les deux polymeres présentent une seule étape de
décomposition.

Nous précisons que, selon Casaburi et al., (2017), les pertes de masse de 11% et de 7% jusqu'a
120°C (Figures 3&4) sont dues a I'évaporation de I'eau dans les cas de la NaCMC et HCMC,
respectivement et que cette différence (de 11% et 7%) est due probablement au caractere
hydrophobe acquis apres acidification de la NaCMC (Regiani & Pawlicka, 2014).

La décomposition de la NaCMC commence entre 180°C et 220°C. Son poids diminue jusqu'a
60% vers 350°C (Tonset = 197,73°C et Tmax=286°C), indiquant la disparition de la structure du
polysaccharide (Duhoranimana ez al., 2017).

Pour la HCMC (Fig. 111.4), la dégradation de THCMC commence a partir de 218°C jusqu’a
455°C avec une perte de poids de 68% (Tonset = 230,73 °C et Tmax=310°C). Nous déduisons
alors que 'HCMC est thermiquement plus stable que la NaCMC.
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Fig. I11.4. Thermogrammes ATG/DTG de 'HCMC.
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I11.1.2.2. Analyse calorimétrique différentielle a balayage (DSC)

La DSC est utilisée pour étudier les transitions thermiques qui se produisent au cours du
chauffage sous une atmosphere inerte. La figure IIL.S illustre la courbe d'analyse
calorimétrique différentielle de la NaCMC. Cette derniere présente une transition vitreuse
endothermique relativement large a 76°C (El-sayed et al, 2011).

La décomposition et la dégradation du matériau conduit a un pic endothermique aux environs

de 290°C avec une enthalpie, AH, de 78,7J/g.
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Fig. I11.5. Thermogramme DSC de NaCMC.
En outre, selon la figure III.6, en plus du pic de décomposition de HCMC a 300°C

(AH=16,44J/g), nous observons d'autres étapes de décomposition secondaires a 380°C et a

480°C endothermiques (AH1= 4,26]/g et AH,= 5,62]/g).
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Fig. I11.6. Thermogramme DSC de la HCMC.
I11.1.3. Mesure de l'opacité

A partir de la Fig. I11.7, la NaCMC, préalablement transparente avec une faible valeur d'opacité
(~0,2), est devenue blanche et opaque apres son acidification. La valeur de 'opacité augmente

jusqu'a 0,87.

Opacité

0,87

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4

0,3
0,2
0,2

Oll -
0

NaCMC HCMC

HCMC

Fig. I11.7. Opacité des films de NaCMC et HCMC.
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I11.2. Etudes biologiques

I1L.2.1. Test dynamique de la coagulation du sang humain

Le test de la coagulation sanguine simule le processus naturel de coagulation et détermine si le
caillot de sang présente une résistance considérable et ne peut étre facilement hémolysé par
I’addition de I’eau (Tranquilan-aranilla ef al., 2016). Une diminution rapide de la capacité
d’absorption indique un temps de coagulation plus rapide qui se traduit par un bon effet
hémostatique du biomatériau. Le temps auquel 1'absorbance est égale a 0,01 est généralement
défini comme le temps de coagulation (Taaca, 2017). Plus la valeur de I’'ICS diminue avec le
temps, plus le temps de coagulation est long (Zhao et al., 2008). La figure I11.8 montre la
capacité de la coagulation du sang de NaCMC et de HCMC. Le temps de coagulation pour la
HCMC est alors de 5 minutes, comparé a 20 minutes pour la NaCMC, indiquant que les deux
¢chantillons présentent une capacité¢ de coagulation du sang ; et par conséquent, une bonne
propriété hémostatique.

La rapidité de la capacité¢ hémostatique est probablement due a la densité de charge négative
portée par le groupe carboxyméthyle. Une surface chargée négativement est connue pour
activer le facteur XII et le facteur plaquettaire 3, déclenchant une série de réactions
protéolytiques conduisant a la coagulation sanguine intrinséque (Tranquilan-aranilla et al.,
2016), d'une part. Et d'autre part, I’hydrogel, avec sa bonne hydrophilie, peut absorber une
grande quantité du sang de la plaie. Il adhére donc a la surface de celle-ci et bloque la rupture
des vaisseaux sanguins, ce qui conduit a I’agrégation plaquettaire, au dépot de fibrinogéne et a

la formation de thrombus (Fan et al., 2016).
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Fig. II1.8. Coagulation sanguine de NaCMC et HCMC mesurée a 4=540 nm.
I11.2.2. Mucoadhésion

La bioadhésion aux muqueuses dans le tractus gastro-intestinal peut étre décrite en termes de
mucoadhésion. Etant donné que la mucoadhésion peut prolonger le temps de résidence des
vecteurs de médicament aux sites d'absorption, on s'attend a une meilleure absorption du
médicament grace a une combinaison de mucoadhésivité et de libération contrélée du
médicament a partir des dispositifs utilisés (Cerchiara et al., 2016 ; Takeuchi ez al.,2001). La
mucoadhésion comprend deux étapes. Une premicre étape au cours de laquelle un contact
interfacial intime est établie entre 'adhésif et la surface de la muqueuse, au moyen d'un
mouillage adéquat de la muqueuse superficielle. La deuxiéme é&tape représente
l'interpénétration ou l'interdiffusion de chaines polymeéres adhésives avec du mucus, ou leur
simple pénétration dans les pores et les fissures du tissu muqueux. Cette étape finit par
I’¢établissement de liaisons chimiques entre les groupes hydroxyles, sulfatés ou carboxyliques
de la mucine et du polymere mucoadhésif. Ensuite, une "synergie rhéologique" est provoquée,
autrement dit, un renforcement des modules viscoélastiques est produit dans la région
interfaciales entre la surface de la formulation mucoadhesive et la surface de la muqueuse
(Caramella, 1999).

Les éthers de cellulose se caractérisent pour les dérivés non ioniques par de bonnes propriétés
mucoadhésives, dues en particulier a l'interpénétration des chaines de polymeres et des

molécules de mucine, ainsi qu'a la formation de liaisons hydrogene (Michael ez al., 2015).
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La figure III.9 montre une augmentation significative des temps d'adhésion de 'HCMC
(~2heures) sur la muqueuse intestinale par rapport a la NaCMC qui ne réside que 45 minutes.
La méme observation a été notée dans l'environnement gastrique avec un temps d'adhésion
d'environ 3,5 heures pour la HCMC comparé a une solubilisation totale pour la NaCMC des

son contact avec la surface muqueuse.

Mucoadhesivité

250
200

150 1
solubilisation
100

4 C Environnement gastrique
50
Environnement intestinal

NaCMC HCMC

Temps (min)

B Environnement intestinal B Environnement gastrique

Fig. I11.9. Mucoadhésivité des poudres de NaCMC et de HCMC.

Cette nette amélioration de la nature mucoadhesive de la NaCMC soit dans l'environnement
gastrique ou intestinal apres son acidification est provoquée par le grand nombre de groupes
COOH induisant par la suite une adhésion aux substrats biologiques par la formation de liaisons
hydrogene. En effet, comme il a été rapporté dans la littérature (Pritchard et al., 1996), la
présence de groupes dé-ionisés favorise la mucoadhésion, ce qui explique le temps de séjour
plus long de la HCMC dans les deux milieux.

De plus, les travaux de Madsen et al., (1998) ont suggéré qu’a pH bas, la NaCMC existe en
conformation de spirale en raison de la liaison hydrogene interne et limite donc la création d’un
réseau de polymeres expansés, ce qui explique I'incapacité de la NaCMC a adhérer a la

muqueuse gastrique.
I11.2.3. Biodégradation in vitro
La décomposition moléculaire d'un biomatériau peut étre causée par des microorganismes ou

par des éléments chimiques existants dans un milieu biologique. Ce phénomene s'appelle la
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biodégradation. Le test réalisé dans notre étude consiste a surveiller la perte de masse dans le
FSCH au fil du temps. Les résultats obtenus montrent que la NaCMC et 'HCMC sont
facilement dégradables dans le FSCH et atteignent un pourcentage de 100% au bout de 3
semaines pour la NaCMC, contrairement a 2 semaines pour 'HCMC. Ces résultats prouvent
que la carboxyméthylcellulose acidifiée peut étre éliminée du corps humain sur une période

plus courte que la NaCMC.

—m— NaCMC
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Fig. I11.10. Biodégradation de la NaCMC et de la HCMC dans le FSCH au fil du temps.
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1V. Conclusion



Les travaux de cette partie concernent l'étude des modifications de l'effet biologique de la
carboxyméthylcellulose sodique (NaCMC) apres son acidification par l'acide chlorhydrique.
Premiérement, la caractérisation par spectroscopie infrarouge révele que la NaCMC a ¢été bien
acidifiée. Ces résultats sont confirmés par la diminution du pourcentage en masse de sodium
¢tablie par ’analyse ¢lémentaire FRX.

L'analyse thermique indique la différence de structure moléculaire entre la NaCMC et la
carboxyméthylcellulose acidifi¢e (HCMC). De plus, le test d'opacité montre une augmentation
significative du facteur de transmission de la lumiere apres acidification de la NaCMC.

Un test dynamique de coagulation du sang humain révele que ’'HCMC possede une capacité
hémostatique maximale contrairement a la NaCMC, ce qui en fait un bon matériau pour son
utilisation en tant que pansement.

L'é¢tude de mucoadhésion démontre une augmentation marquée des temps d'adhésion de
I’HCMC sur la muqueuse gastrique et intestinale par rapport a la NaCMC qui est compleétement
soluble dans l'environnement gastrique. Cela donne a "THCMC I’occasion d’étre utilisée comme
un excellent excipient dans le domaine des formulations médicamenteuses a libération
controlée, tant dans I’environnement gastrique qu’intestinal.

Enfin, les résultats des essais de biodégradation dévoilent une meilleure capacité de
biodégradation de la poudre de HCMC qui peut étre éliminée des fluides humains sur une

période courte par rapport a la CMC.
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Chapitre II :

Comportements Chimiques et Biologiques Des Hydrogels a
Base de Carboxyméthylcellulose Oxydée Couplée au

Chitosane



I. Rappels bibliographiques



L. 1. Géneéralites

Les polysaccharides représentent une plate-forme idéale pour une vaste gamme de
modifications chimiques. Ils posseédent dans leur structure des groupes nucléophiles hautement
réactifs allant des alcools primaires, secondaires, hémiacétals aux amines ainsi que des fractions
acides carboxyliques. Ces différents hydroxyles sont identifiés dans la figure 1.1 en prenant

comme exemple type le glucopyranose.

Alcool primaire

ﬂ Alcool hémiacétal

Alcool secondaire
Fig.1.1. Les différents groupes hydroxyles du glucopyranose.

Chacun de ces groupes OH peut étre transformé et notamment oxydé conduisant ainsi a un
nouveau dérivé du polysaccharide (Fig.1.2). Des acides aldoniques peuvent étre générés par

oxydation du carbone C1 bien que les formes lactones sont les plus plausibles.
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HOH H.0 H HO HoH OH
OH ) OH O

Alcool hémiacétal ﬂ

Acide aldonique

HOH

H.0
HOY,

OH OH 0

Forme lactone

Fig.1.2. Transformation par oxydation du carbone C1 d'un saccharide en acide aldonique et en

lactone (Danneels et al., 2017).

Les alcools secondaires portés par C, C3 et C4 quant a eux peuvent étre oxydés en céto forme
alors que l'alcool primaire peut subir des réactions soit de O-alkylation comme dans le cas de
la production de la carboxyméthylcellulose soit d'oxydation pour former des aldehydo-

carbohydrates qui seront transformés en carboxylo-carbohydrates (Fig.1.3).
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Fig.1.3. transformations oxydatives des différents alcools en C2, C3 et C4 en céto-forme et du

C6 en aldéhyde puis en carboxylo-formes.

Cependant, comme il est déja connu pour les sucres en général, certains inconvénients doivent
étre pris en compte pour la modification chimique des polysaccharides. Premi¢rement, les
polysaccharides ont intrinsequement une faible solubilité dans les solvants organiques et, par
conséquent, ils doivent étre traités, au moins initialement, dans des solvants hautement polaires
ou dans de 'eau. Deuxiemement, la présence d'une multitude de fractions nucléophiles rend

assez difficile le controle de I’ampleur de la modification, ¢’est-a-dire du degré de substitution.
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Troisiémement, les polysaccharides sont sensibles a I'hydrolyse, bien que relativement
résistants. Quatriémement, les réactions chimiques notamment les oxydations entrainent des
diminutions des poids moléculaires lorsque le degré d'oxydation devient €levé et par conséquent
une baisse de la viscosité et une augmentation accrue de I'hydrosolubilité, ce qui traduit le plus
souvent la dégradation du matériau.

Mais, toutefois les modifications chimiques des polysaccharides restent jusqu'a ce jour un
centre d'intérét des chercheurs du monde entier des différents domaines (biologie, chimie,
pharmacie, environnement, biomatériaux, génie tissulaire....). La bioactivité peut étre améliorée
suite aux différentes nouvelles structures chimiques obtenues, aux compositions en
monosaccharides, aux liaisons entre les résidus du sucre et aux changements conformationnels
en solution. Il a aussi été signalé¢ que ces changements structurels favorisent l'apparition de
nouvelles activités biologiques (immobilisation des enzymes, propriétés antioxydante, anti-
tumorale, antivirale, antibactérienne, anticoagulante, immunorégulatrices...) (Xu et al., 2019),
des propriétés de complexation et d'adsorption de molécules polluantes et de chélation des
métaux lourds (Crini, 2005).

Malgré la complexité et la perplexité de la chimie des polysaccharides, les intéréts que
présentent ces matériaux sont considérables. Nous avons voulu dans ce contexte mener une
¢tude bibliographique sur les réactions d'oxydation qui combinent l'oxygene seulement et qui

ont été étudi€es jusqu'a ce jour.
L.2. Oxydation par le bioxyde d’azote, le N2Oy

L'oxydation avec le bioxyde d'azote (N204) permet de convertir sélectivement l'alcool primaire
de la cellulose en acide carboxylique. Cependant, les réactions secondaires sont inévitables
pendant cette oxydation. En effet, le clivage de la liaison C;-C3 du cycle cellulosique permet la
formation des aldéhydes et provoque la fragilisation des fibres de cellulose (Painter, 1976).
L'oxydation poussée de l'aldéhyde provoque une dépolymérisation de la chaine. Ce qui traduit
une diminution plus au moins importante du degré de polymérisation et surtout de la longueur
des fibres. Ce procédé reste complexe pour des applications industrielles (Le Roux, 2003).

Aussi, parmi ses inconvénients, le N2Og est toxique. Il produit une grande quantité de déchets

tels que les sels de nitrate (Kulikowska et al., 2013).
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Fig.1.4. Oxydation de la cellulose par le N2O4 (Le Roux, 2003).
1.3. Oxydation par le peroxyde d'hydrogene, le H;0;

Cette réaction est tres ancienne. Haskins & Hogsed (1950) ont établi une étude approfondie de
la réaction entre le peroxyde d'hydrogene et la cellulose sous forme de fibres de coton purifié.
L'oxydation a formé principalement des groupes cétoniques en Cs qui sont quasiment inactifs
et ne provoquent pas de scission de chaine polysaccharidique.

Klein-koerkamp er al.,, (2009) ont procédé quant a eux a l’oxydation sélective des
polysaccharides par le peroxyde d'hydrogeéne en présence de tétrasulfophtalocyanine de fer
(FePcS) en milieu aqueux. L oxydation a été menée dans des conditions douces, le clivage de
la liaison C>—C3 des diols vicinaux des unités glycosidiques a pour résultat la formation de
carbonyle et de carboxyle. Des conditions expérimentales optimisées ont permis aussi
l'oxydation de 1'hydroxyéthylcellulose (HEC), carboxyméthylcellulose de sodium (NaCMC),
gomme de guar (GG) et inuline, les rapports de fonctions carbonyle/100 unités d'anydroglucose

ont été respectivement 19, 30, 53 et 23.

OH
OH
H,0,/FePcS$ H_o
H_o )
SAA0) > HO H
H - | | 0
0 0

OH M nn
OH

Fig.L.5. Oxydation de I'unité cellulosique par le systéme H>O»/FePcS
(Kulikowska et al., 2013).

D’apres Benghanem et al, (2017), le dosage apres oxydation de la CMC par le systéme
H>0,/CuSOs montre que les teneurs en carbonyles et carboxyles augmentent avec la
concentration de 1'agent oxydant, la quantité du catalyseur, le temps, la température (<75 °C) et

le pH (<11). Ils ont noté aussi que les taux en carbonyle générés lors de cette de réaction sont
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toujours inférieur a ceux des carboxyles, d'une part. Et d'autre part, une décarboxylation du Cs

a été également décelée (Figure 1.6).

NH
HOOC
OHC
—0\  H,0,/CuCl, -0 4 o— —0
H
" H i H OH
OH H OH
OH 0 OH o OH 0
HO
+ -0
—
H
H OH
Nu O

Fig.1.6. Oxydation de la CMC par le systeme H202/CuSO4 (Benghanem et al., 2017).
1.4. Oxydation par les ions Permanganates, les MnOs

L’ion permanganate est un oxydant puissant pour de nombreux composés organiques et
inorganiques mais il n'a pas regu beaucoup d'attention dans le cas de l'oxydation des
polysaccharides.

En revanche, Hassan et al., (1993, 2009) ont étudié les cinétiques d'oxydation des alginates,
des pectates, des polyalcools vinyliques et des macromolécules polyélectrolytes par les ions
permanganates dans des solutions alcalines (pH=12). Ils ont trouvé que l'oxydation passe par la
formation de complexes intermédiaires de manganate (VI) « I'espece transitoire», suivie d’ une
décomposition lente de ces produits intermédiaires pour aboutir aux dérivés oxydés.

D'aprés Abdel-Hamid et al., (2003), la phase initiale de 1'oxydation de la pectine par 1'ion
permanganate dans l'acide perchlorique comme catalyseur en solution aqueuse a été
relativement lente, puis a été suivie d'une augmentation du taux d'oxydation a des temps plus
longs. Au cours de cette réaction, il a été démontré qu'un complexe intermédiaire entre le

polysaccharide et l'oxydant se forme.
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Fig. I.7. Oxydation de la CMC par l'ion Permanganate (Hassan ez al, 2009).
L.5. Oxydation par l'hypochlorite de Na, le NaOCl

L'oxydation de 'amidon par 1'hypochlorite de sodium aqueux en milieu alcalin est un procédé
industriel important dans les industries du papier, du textile et de la nourriture. C'est une
réaction non régiosélective. Elle conduit a différents composés d'oxydation (Chetouani, 2015),
(Fig.1.8).
COOH COOH
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|
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COOH

COOH

H

COOH HOOC H
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Fig.1.8. Oxydation par I'hypochlorite de sodium de I’amidon (Floor ez al., 1989).

Il a ¢été reporté que I’effet principal de cette oxydation est la dégradation de la chaine
polymérique par l'intermédiaire de la P-élimination dans les résidus intermédiaires du
ketoglucose. En outre, les fonctions carbonyles et carboxyles sont introduites. L’amidon reste
en grande parties sous une forme granulaire (Floor et al., 1989).

Gu et al.,( 2013) ont constaté que les fibres de CMC oxydée ont été synthétisées avec succes

par le procédé d'oxydation-éthérification par le NaOCIl. Les résultats montrent que la viscosité
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de la solution aqueuse d’OCMC augmente avec les concentrations de ce dernier et diminue
avec l'augmentation de la température. Aussi, la vitesse de dissolution dans 1'eau des fibres
d'OCMC est plus rapide que celle des fibres de carboxyméthylcellulose.

Néanmoins, le NaOCI est toxique et produit lui aussi une grande quantité de déchets tels que

des produits chlorés (Kulikowska et al., 2013).
1.6. Oxydation par les ions periodate, 104

L’oxydation par le periodate appelé aussi métaperiodate est largement utilisée comme une
méthode pour 1'¢lucidation des structures complexes en glucides et ses premicres applications
ont aid¢ a interpréter les structures fondamentales de nombreux polysaccharides.

L’oxydation par le periodate clive spécifiquement les glycols vicinaux du polysaccharide pour
former leurs dérivés de dialdéhyde qui pourraient servir d'agent réticulant macromoléculaire
des polymeres portant des groupes amine libres pour former des hydrogels (Shen et al., 2016 ;
Kulikowska &Wasiak, 2014 ; Kulikowska et al., 2013 ; Teotia, 2012 ; Li et al., 2011),...
La réaction de l'alginate avec le métaperiodate de sodium active 1’oxydation des deux groupes
hydroxyles secondaires qui ont une faible réactivité en groupes aldéhydes mais ces derniers
possedent par contre une réactivité significativement plus élevée. Une réduction remarquable
de la viscosité a été enregistrée en raison de la dégradation du poids moléculaire et de 1'extension
de la conformation de la chaine par ouverture de cycle (Siddhesh et al., 2012).

Dans I’étude de Lu et al., (2010), 'OCMC a été obtenu en oxydant la CMC avec du periodate
de sodium (Fig. 1.9). Le degré d'oxydation d’OCMC a augmenté avec l'augmentation de la
quantité de periodate ajoutée. La détermination du poids moléculaire de 'OCMC a prouvé aussi
une dépolymérisation importante de la CMC, due a I'augmentation du degré de I'oxydation et
au clivage associ¢ du polymere.

Le principal verrou de l'utilisation de cette méthode a I'échelle industrielle est la difficulté de
récupérer 1'iode en fin de réaction. Ce qui va occasionner des opérations cotteuses (Gu et al.,

2013).

la N B! o
Fig. 1.9. Oxydation de la CMC par le periodate de sodium (Lii ez al., 2010).
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L.7. Oxydation par le TEMPO

Le 2,2,6,6-tétraméthylpipéridin-1-oxyle nommé aussi le 2,2,6,6-tétraméthyl-1-piperidinyloxy
ou encore communément connu sous le TEMPO ainsi que ses analogues appartiennent a une
classe de composés d'oxyde d'azote d'amines secondaires appelés radicaux nitroxyles ou

nitroxydes (Bowman et al., 1971).

Radical nitroxyle

Fig.1.10. Structure chimique du TEMPO.

Le TEMPO est un radical stable. Il peut étre oxyd¢ par plusieurs réactifs pour donner un ion

oxoammonium (ou nitosonium).

radical nitroxyle . .
ion oxoammonium

Oxydation
—_—

Fig.1.11. Conversion oxydative du radical nitroxyle en ion oxammonium du TEMPO
(Bragd et al., 2004).
Le radical nitroxyle cyclique (de la pipéridine ou de la pyrrolidine) est une des especes de la
série redox qui fait appel a des transferts de protons et/ou d'é¢lectrons. La réduction du radical
TEMPO par des agents réducteurs doux, par exemple I’hydrazine, I’acide ascorbique et les

thiols donne I’hydroxylamine tandis que des réducteurs plus forts, par exemple le nickel de
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Raney et I’hydrogéne ou le borohydrure de sodium, donnent I'amine (Figure 1.12) (Bragd et
al., 2004).

radical nitraxyle

Fig.I.12. Schéma réactionnel du TEMPO dans sa série redox (Bragd et al., 2004).

L’ion oxoammonium est un oxydant fort. Il montre une sélectivité envers les fonctions

hydroxyles primaires par rapport aux fonctions secondaires (de Nooy et al., 1995).
I.7.1. Oxydation des alcools

Dans la plupart des travaux publiés au cours de la derniere décennie, le TEMPO et ses analogues
ont été utilisés comme catalyseurs d'oxydation. L’ion nitrosonium est dans ce cas régénéré de
maniere continue in situ par un oxydant primaire, exemple I'hypochlorite de sodium. L'avantage
principal d'un tel processus est que les especes radicales peuvent étre ajoutées en quantités
catalytiques (~1% par rapport au substrat) (Bragd et al., 2004).

En 2003, Kato et al., (2003) ont suggéré un mécanisme d’oxydation des alcools primaires
(Fig.I.13). Ce mécanisme nécessite deux groupes oxoammonium en solution aqueuse alcaline.
Le produit réduit, le 2,2,6,6-piperidino-1-ol, est ré-oxydé¢ en sel d'oxoammonium par
I'hypobromite, le BrO™. Ce dernier s'est reformé suite a sa réaction avec I'hypochlorite. L’acide

carboxylique produit est titré enfin avec de I'hydroxyde de sodium.
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Etape 1.
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R COOH + NaOH ———® RCOONa"+ H,0

Bilan de la réaction.

RCH-OH +2NaOCI+NaOH RCOO Na* +2H-0 +2NacC|l

Fig. 1.13. Etapes de la réaction d’oxydation de 1'alcool primaire par le systéme

TEMPO/NaOCI/NaBr (Kato et al., 2003).

Un mécanisme d'oxydation des alcools primaires en acides carboxyliques par l'ion 2,2,6,6-
tétraméthyl-1-pipéridinoxammonium a aussi été proposé et détaillé par Chang & Robyt (1998)
(figure 1.14).

+ R—C—oOH
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=
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Fig. 1.14. Schéma du mécanisme réactionnel de I'oxydation des alcools primaires par le

TEMPO (Chang & Robyt, 1998).
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1.7.2. Oxydation des polysaccharides

Au fil des années, il s’est avéré nécessaire d’améliorer les propriétés notamment physico-
chimiques, mécaniques et biologiques des polysaccharides. Cette préoccupation a suscité les
chercheurs de trouver des moyens peu couteux et plus efficaces vis-a-vis aux problémes déja
posés. L’une des voies de modification des polysaccharides est I’oxydation partielle des
groupements latéraux favorisant ainsi la conservation des chaines polysaccharidiques et le gain
ou I’amélioration des propriétés liées aux nouveaux groupements carboxyles formés.

De ce fait, plusieurs travaux ont ¢ét¢ menés sur I’oxydation de ces macromolécules par
I’intermédiaire de différents agents oxydants tels que les permanganate, les periodate, les
chlorites, le peroxyde d'hydrogene, les hypochlorites, le cérium (IV), l'ozone... (Benghanem e?
al., 2017). Par ailleurs, 'usage de la majorité de ces oxydants est non ciblé et conduit parfois a
la dépolymérisation des chaines macromoléculaires.

Cependant, au cours de la derni¢re décennie, 1I’oxydation catalytique des glucides utilisant le
radical nitroxyle stable, le TEMPO, est devenue I'une des procédures les plus prometteuses
pour convertir les polysaccharides en acides polyuroniques correspondant. La méthode est
appropriée pour l'oxydation sélective des alcools primaires en aldéhyde et/ou en acide
carboxylique. Contrairement a l'oxydation aux catalyseurs enzymatiques ou métalliques,
I’oxydation par le TEMPO s'avere efficace dans la conversion de molécules de haut poids
moléculaire, cas des polysaccharides (Bragd et al., 2004).

Il a été¢ démontré également que I'optimisation des conditions opératoires de la réaction par le
TEMPO pouvait permettre le controle du degré d'oxydation avec un rendement voulu
(Rodrigue, 2008)

Quant au systeme TEMPO/NaBr/NaOCl, il a été utilisé efficacement par Dang et al., (2007)
pour convertir les hydroxyles primaires en Cs en carboxylates via 1'aldéhyde intermédiaire.
Isogai & Kato, (1998) ont désormais remarqué en présence du dernier systéme
(TEMPO/NaB1r/NaOCl) que le degré de polymérisation est fortement influencé par la quantité
de TEMPO ajouté, le temps et les températures des réactions. Dang et al., (2007) ont également
trouvé que la teneur en carboxyle estimée a partir de la pate kraft de bois résineux blanchie sans
chlore ¢était améliorée avec l'augmentation de NaOCl alors que le degré de polymérisation de
ces fibres se trouve considérablement diminué. La température de réaction optimale et le pH
pour la génération de groupes carboxyle se sont avérés étre respectivement de 23°C et pH=9,10.
Les fibres oxydées avaient en outre montré des valeurs de rétention d’eau de 62,9% plus €levées

que les fibres originales en raison de la teneur accrue en carboxyle et de I'indice de traction des
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fibres oxydées a partir des études de résistance physique supérieurs de 13,8% a ceux des fibres
d'origine. Cependant, Ding et al., (2008) ont trouvé que la réaction est tres sélective a pH 10,2
et a T=0°C. Le rendement est de prés de 100%. Ce procédé a été étudié sur plusieurs
polysaccharides substitués, en particulier pour une série d'hydroxypropyl de gomme de guar
avec différents degrés molaires de substitution.

Haoet et al,, (2016) ont explorés les profils d'oxydation par le TEMPO/NaBr/NaOCl de
I'amidon, il s'est avéré que des fortes quantités d'oxydant induisent la formation de résidus
oxydés de glucose en acides glucuroniques et une dégradation substantielle en oligosaccharides.
Des études sur la température n'ont pas pu surmonter le probléme de dégradation de I'amidon
méme aux basses températures. Par ailleurs, selon De Nooy et al., (1995), il a été démontré que
le pH optimal pour I’oxydation en présence du TEMPO des glucanes solubles dans 1’eau était
entre 10 et 11 et que dans le cas du pullulane, ce dernier subissait une dépolymérisation apres
oxydation. Mais, en contrélant le pH (entre 9,2 a 9,7), la dépolymérisation de ce dernier se
trouvait baissée. Quant a la cellulose, les conditions optimales pour conserver son poids
moléculaire était de diminuer la température de la réaction a 4°C (tout en conservant le pH a
10). En revanche, Hirota & Tamura, (2009) ont montré que les billes fabriquées a partir de la
cellulose oxydée par le TEMPO ont une capacité d'adsorption des ions métalliques ( surtout

ceux du plomb) plus importante que celle des billes de CMC.
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Fig. 1.15. Oxydation des hydroxyles primaires en C6 de la cellulose par le systeme
TEMPO/NaOCI/NaClO (Hirota & Tamura, 2009).

Pei et al., (2016) ont investigué le systeme TEMPO/laccase. 11 a été montré que 'oxydation des

alcools primaire en carboxyles est régiosélective et qu'elle a entrainé une nette amélioration de

l'absorption et de la rétention de 1'humidité ainsi que des capacités antioxydantes.
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L.8. Oxydation enzymatique

Parikka et al., (2010) ont exploré I’oxydation de plusieurs polysaccharides en utilisant La
galactose oxydase comme catalyseur pour oxyder sélectivement les hydroxyles en C-6 des
groupes terminaux galactose en carbonyle. Les polysaccharides étudi€és comprenaient le
galactoglucomannane d’épinette, le galactomannane de guar, 1’arabinogalactane de méleze,
I’arabinoxylane de fibres de mais et le xyloglucane de graines de tamarin. Les teneurs en
galactose terminal variaient de 6% a 40%. Un systéme multienzymatique, la catalase et la
peroxydase de raifort pour renforcer I'action de la galactose oxydase, a été utilisé. Les meilleurs
degrés d’oxydation des galactosyles terminaux étaient obtenu avec du xyloglucane (85% de
galactose) et du galactoglucomannane d’épicéa (65% de galactose). Le degré d’oxydation le
plus élevé, exprimé en glucides totaux, a ¢té atteint avec la gomme de guar (28%) qui avait la
plus haute teneur en galactose. L’oxydation a entrainé des modifications des propriétés physico-
chimiques des solutions de polysaccharides et ces changements observés variaient d'un

polysaccharide a un autre.

CH /O
. —0
O Galactose Oxydase
H > o
o— o—
H

OH

Fig.I.16. Oxydation des polysaccharides par la galactose oxydase (Parikka et al., 2010).
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II. Partie expérimentale



1. 1. Produits utilisés

En plus du chitosane (pKa=6,3, viscosité 800.000 cps a T=25°C) (Sigma-Aldrich, Chine), du
TEMPO (2,2,6,6-tétraméthyl-1-piperidinyloxy) (Sigma-Aldrich, Chine), du NaBr (Sigma-
Aldrich, Chine), du NaOH (Sigma-Aldrich, Chine), de NH,OH.HCI (Sigma-Aldrich, Chine),
de Na,COs (Sigma-Aldrich, Chine), de I’acétate de Ca (CsHgO4Ca) (Sigma-Aldrich, Chine), de
CsHsNazO7 (Sigma-Aldrich, Chine), de la phénolphtaléine (Sigma-Aldrich, Chine) et du NaOCl
(I'nypochlorite de sodium) (a 3,8% de chlore actif) (Usine Akbou-Bejaia), tout ce qui a été cité
en section Produits utilisés du chapitre précédent (pp19) a été employé pour la réalisation de
cette présente ¢tude, d'une part. Et d'autre part, les solutions aqueuses de PBS (200mL, a 0,1M)
ont ¢té faites a T = 27°C et aux deux différents pHs, a pH=6,4 en additionnant 73,5mL de
NaH>PO4 (0,2 M) et 26,5mL de Na;HPO4 (0,2 M), et a pH=7 en additionnant 39mL de
NaH;PO4 (0,2 M) et 61mL de Na;HPO4 (0,2 M).

11.2. Méthodes opératoires suivies

I1.2.1. Oxydation par le TEMPQO/NaBr/NaOCl de la NaCMC

L'oxydation de la NaCMC a été menée en se basant sur des travaux antérieurs réalisés par Hao
et al., (2016), Park et al.,(2015), Carlsson et al.,(2014), Dang et al.,(2007), Saito et al., (2005)
& Kato et al., (2004). Pour ce faire, dans un ballon de 250mL enveloppé dans du papier
d'aluminium, 1g de NaCMC est solubilis¢ a 75°C dans 50mL d'eau distillée. Apres
refroidissement et retour a la température ambiante (~27°C), 32 mg de TEMPO et 320 mg de
NaBr sont additionnés a la solution de départ. Le tout est maintenu sous faible agitation a 1'aide
d'un barreau magnétique. Le pH est ajusté ensuite a 10 avec du NaOH aqueux (a 20%). Puis,
l'addition de NaOCl a 27°C se fait d'une maniere progressive a l'aide d'une pipette graduée.
Les différents volumes utilisés de NaOCI lors de cette étude sont 4mL, 8mL et 12 mL.

Le pH du milieu réactionnel a ét€¢ maintenu a 10 par addition goutte a goutte d'une solution de
NaOH (a 20%). Les temps des réactions ont été fixés a 2h, 3h et 4h.

La réaction est arrétée par ajout immédiat au contenu du ballon de 10mL d'éthanol. Le pH de
la solution est par la suite amené a 6 avec du HCI (4M). L'addition de I'éthanol (trois fois le
volume de la solution) permet la précipitation d'une poudre blanche. L'isolement de ce produit

se fait par centrifugation (a 3000 trs/min) et lavage a I'é¢thanol (minimum x 3fois). Enfin, le
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séchage est mené a 40 °C dans une étuve sous vide pendant 24 h. Une poudre blanche de masse

m=0,85g est obtenue.
11.2.2. Préparation de films NaCMC/CS et OCMC/CS

Les différentes réactions ont été conduites selon la méthode décrite par Benghanem et al.,
(2017). Les solutions de NaCMC et de CS sont préparées séparément. Pour ce faire, La
solubilisation de NaCMC (a 1%) (m/m) se fait dans de I'eau distillée a 80°C sous faible agitation
alors que pour le CS, il est dissous a 1% (m/m) a T = 60°C dans I'eau distillée acidifiée par
I’HCI (0,1N) jusqu'a pH = 3,5.

Ensuite, apres obtention des deux solutions, 20 mL sont prélevés de chaque bécher et sont
mélangés dans un méme ballon de 100mL. Le pH est maintenu a 3,5 pendant 6h a 40°C. Puis,
la solution de NaCMC/CS est versée dans une boite de Pétri en polystyréne (9,5 cm de
diametre). Elle est laissée sécher a l'air libre pendant 3 a 4 jours.

La méme procédure est reprise pour les systemes OCMC/CS.
11.3. Identifications et caractérisations

I1.3.1. Dosages chimiques
I1.3.1.1. Détermination de la teneur en aldéhyde

La teneur en aldéhyde est déterminée en suivant le mode opératoire décrit par Li ez al, (2011).
Dans un bécher de 100 mL enveloppé dans du papier aluminium, on dissout 0,5g d’OCMC dans
25mL d’eau distillée. Le pH est ajusté a 5 avec du NaOH (1M). Ensuite, 20mL d'une solution
aqueuse de chlorhydrate d'hydroxylamine (0,72M) ajustée avec du NaOH (1,0M) a pH = 5 sont
ajoutés a la solution précédente d’OCMC. L'agitation est laissée 4h a T = 40°C. Le titrage de
l'acide chlorhydrique est controlé avec du NaOH (1,0 M) jusqu'a pH = 5. La consommation de
la solution de NaOH est enregistrée en tant que Vc. La méme procédure est reproduite sur la
NaCMC en tant que contrdle et la consommation de la solution alcaline est enregistrée sous Vb.

La teneur en aldéhydes (TA) portés par ’OCMC est calculée a 1'aide de 1'€quation suivante :

_[NaOH](Vc—-Vb)
m/211

TA (%) = x 100 (1

Avec :

[NaOH] : est 1M,
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m : est la masse a 1’état sec de la CMC oxydée (g),

211 : est la masse molaire moyenne de I'unité répétitive de 'OCMC (g).

I1.3.1.2. Détermination de la teneur en carboxyles

La teneur en carboxyles de la OCMC est déterminée selon le mode opératoire proposé par
Kumar & Yang (1999) en utilisant la phénolphtaléine comme indicateur de couleur. Dans un
bécher (100mL), 0,5g d’OCMC est solubilis¢ dans SO0mL d'acétate de calctum (a 2%) pendant
30 minutes. La solution est ensuite titrée avec du NaOH (0,IN). Les volumes de NaOH
consommes sont notés Vc. Un test & blanc de NaCMC pour déterminer le volume de NaOH
(V) est également effectué. L’équation suivante détermine la teneur en groupes carboxyliques

portés par PTOCMC :

N.(Ve=Vp)XMcooH

TC(%) = x 100 (2)

Avec,
N : est la normalité du NaOH,
Mcoon : 45g.mol’!

m : est la masse de I’échantillon a I’état sec avant titration (mg).
I1.3.1.3. Titrations potentiométriques et conductimétriques

Les teneurs en -OCH>COOH et -NH; dans les systémes CMC, CS, CMC/CS et OCMC/CS sont
déterminées selon la procédure établie par Zamani et al., (2010). Tout d'abord, 0,1g de chaque
¢chantillon est dissout dans 100mL d’HCI (0,05M). Le pH est ajusté a 2. Puis la solution est
titrée par addition goutte a goutte de NaOH (0,1M). Le pH et la conductivité électrique sont
mesurés simultanément jusqu'a ce que le pH de la solution atteigne 11,5. Les nombres
équivalents de groupes hydroxyle dérivés de NaOH qui réagissent avec les groupements
-COOH de la CMC et NH3" du CS sont calculés en utilisant la formule de Raymond et al.,
(1993).

[NH3 +](m) _ M xVautitrant
g

€)

m

Avec,
M : est la concentration de NaOH (mol/L),
V : est le volume du NaOH nécessaire pour déprotoner -OCH,COOH et NH3" (mL),

m : est la masse de I’échantillon (g).
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I1.3.2.Etudes structurales
I1.3.2.1. Spectrophotométrie UV-Vis

L'appareil utilisé est donné en page 19. Les spectres sont enregistrés en solubilisant 5 mg de
poudre de NaCMC ou d'OCMC dans 4 mL d'eau distillée. Les spectres UV-Vis ont été

enregistrés dans la gamme de 180nm a 800nm.
I1.3.2.2. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR)

L'appareillage utilisé est décrit en page 19. Les spectres ont été enregistrés dans une gamme de
balayage de 4000 a 400 cm™ avec une résolution de 4 cm™, soit directement sur les films par
rapport a l'air ou bien soit sur des pastilles congues a partir des poudres qui sont dissoutes a 3%

(m/m) dans le KBr.

I1.3.2.3. Spectroscopie de fluorescence des rayons X (FRX) :

(Voir supra,pp 20). Les ¢léments ¢tudiés dans le cas présent sont 'oxygene et le carbone.
I1.3.3. Analyse thermogravimétrique :

(Voir supra, pp 20).

I1.3.4. Opacité

(Voir supra, pp 20).

I1.3.5. Gonflement

Le test de gonflement est effectué dans des béchers en verre de 50 mL. 20 mL d’eau distillée
sont ajoutés a la masse initiale des films, soit 0,08 g. Les mesures des poids sont faites en
fonction du temps a température ambiante. Le degré de gonflement exprimé en pourcentage en

poids "G" est calculé a partir de I'expression suivante : (Benghanem et al., 2017)

G(%) = % x 100 (5)

Avec :
W.. : est la masse du film enflé¢ dans de I’eau distillée a temps t,

Wo : est la masse initiale du film sec (a t=0).

51



11.4. Etudes biologiques

11.4.1. Biocompatibilité avec le sang humain

Le test d’hémolyse in vitro évalue la libération d'hémoglobine dans le plasma (en tant
qu'indicateur de la lyse des globules rouges) apres I'exposition a l'agent testé. Le potentiel
hémolytique des échantillons est déterminé selon Fan et al., (2012). 0,1 mL de sang humain
anticoagulé avec du citrate de Na est ajouté a 7,5 mL de PBS (pH = 7) contenant 0,15 g de
I'hydrogel dans différents tubes a essai. Un témoin positif (hémolysé¢ a 100% induit par le
remplacement du PBS (pH 7) par 7,5 mL d'une solution a 0,1% de Na>CO3) et un autre négatif
(hémolyse a 0%, PBS a pH 7 sans hydrogel) ont également été placés. Tous les tubes a essai
contenant des échantillons et des controles sont protégés de la lumiere pendant 1 heure a 37 °C.
Ensuite, les tubes sont centrifugés a 300trs/min pendant 10 min. Le pourcentage d'hémolyse est
calculé en mesurant la densité optique (DO) du surnageant de la solution a 545nm selon la

formule suivante : (Fan et al., 2012)

DO de l'échantillon test—DO du control négatif

Hémolyse(%) = ( ) x 100 (6)

DO du control positif

11.4.2. Test dynamique de coagulation du sang humain

A T'exception de l'utilisation des films de lcm? de surface au lieu de poudres de 50mg de
NaCMC ou de HCMC, le mode opératoire que nous avons suivi pour la réalisation de cet essai

est identique a celui de la section précédente (voir supra, pp 21).
11.4.3. Activité anti-inflammatoire

Ce test est estimé par la méthode de dénaturation des protéines déja décrite par Alhakmani et
al., (2013). Le Diclofenac sodique, un anti-inflammatoire, est utilis¢ comme médicament de
contrdle. Dans les tubes a essai, 2 mL de composé a tester sont ajoutés a 2,8mL de PBS (pH
6,4) et a 2mL d'albumine d'ceuf (ceuf de poule frais). Les concentrations étudi€ées de nos
¢chantillons sont 0,25 ; 0,5 ; 1 ; 1,5 mg/mL. Le Diclofenac sodique (& concentration de
0,25 mg/L) subit le méme traitement. Tous les tubes contenant les échantillons et le controle
sont placés dans un bain-marie a 27°C pendant 15min a l'obscurité. Par la suite, la dénaturation
est induite en maintenant le mélange réactionnel a 70°C au bain-marie pendant 10min. Apres

refroidissement, 'absorbance est lue a 660nm avec un appareil de type UNICAN UV 300
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(USA) en utilisant de I'eau distillée comme test a blanc. 2mL de I'albumine d'ccuf mélangés a
2,8 mL de solution de PBS (pH 6,4) sont utilis€és comme test de controle. Le pourcentage
d'inhibition de la dénaturation de la protéine est calculé¢ a l'aide de la formule suivante :

(Alhakmani et al., 2013)

At—-Ac

Inhibition (%) = "

X 100 (8)

Avec :
At : est ’absorbance de 1’échantillon testé,

Ac : est I’absorbance du controle.
11.4.4. Mucoadhesion

Le mode opératoire que nous avons suivi pour la réalisation de cet essai est identique a celui
décrit dans la section précédente (voir supra, pp 21), a I'exception de I'utilisation des films de

lem? de surface au lieu de poudres de 50mg de NaCMC ou de HCMC.
11.4.5. Biodégradation in vitro

(Voir section précédente, pp 22).
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III. Réesultats et Discussion



I11. 1. Identifications et caractérisations
I11.1.1. Dosages chimiques

I11.1.1.1. Détermination de la teneur des groupements aldéhydes et carboxyles de POCMC

L'oxydation de la CMC par le TEMPO dans un milieu aqueux a pH alcalin égal a 10 en présence
de NaOCl et NaBr favorise la conversion d'alcools primaires en aldéhyde puis en acide

carboxylique (Fig. IIL.1).

Alcool Primaire
0CH,C00 Na" OH

TEMPO
0 0
A
Lk 0 0 s
N HO HO 0
"0 OH OH

Oxydation

Ton Nitrosonium

NaOCl NaOBr
hypochlorité Bromide

oxydant co-catalyseu 0CH,C00 Na* Aldéhyde
2, 0 0
V:J;K . 0 0 s
N HO HO 0
NaCl 0 0H 0H
NaBr lon Nitrosonium
Ton Nitrosonuim /
NaOCI/NaBr
%N 0CH,C00" Na* Catboxylat
0H 1 0 0
Hyd lami 0 0 "
ydroxylamine HO HO 0
OH OH
HCI
Acide
OCH,COOH Carboxylique

" 0 0
0 0 S8
HO HO 0
OH OH

Fig. III.1. Réaction d'oxydation catalytique de la CMC par le systtme TEMPO/NaBr/NaOCl
a pH=10 en milieu aqueux.
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Cette réaction d'oxydation a été étudiée en faisant varier le temps de la réaction et la
concentration en NaOCI (Tableau I1L.1). I1 s'avere que les teneurs en aldéhyde diminuent tandis
que les teneurs en carboxyle augmentent avec le temps de la réaction et les volumes de NaOCl
a l'exception ou nous avons 8mL de NaOC], nous remarquons une baisse du ratio aussi bien en
aldéhyde qu'en groupe acide carboxylique par rapport a la réaction ou nous avons 4mL de
NaOCl. Ces ratios baissent respectivement de 25,32% et 0,45% pour le systeme a 4mL de
NaOCl jusqu'a 16,88% et 0,3% pour celui a 8mL de NaOCL

Tableau III.1. Teneurs en aldéhyde et en carboxyle de la CMC oxydée par le systeme
Tempo/NaOCI/NaBr a T =27°C et a pH = 10.

Taux en aldéhyde et carboxyle (%)

VNaoct mry | 4 mL 8 mL 12mL
Temps CHO(%) COOH(%) | CHO(%) COOH(%) CHO(%) (COOH(%)
2h 25,32 0,45 16,88 0,3 25,32 2,7
3h 8,44 0,9 12,66 1,8 16,88 5,4
4h 4,22 1,8 8,44 2,7 8,44 8,1

I11.1.1.2. Titrations potentiométriques et conductimétriques

Le terme conductimétrie fait référence a un procédé de mesure de la conductivité électrique
d'une solution au cours d'une réaction chimique. Ceci permet de déterminer la concentration en
ions contenus dans la solution étudiée. La conductivité peut donc étre utilisée pour le dosage

ou la détermination de la cinétique des réactions.

Pour le CS, il existe trois régions distinctes. A partir du pH = 2, la premiére zone correspond &
la neutralisation de l'exces d'HCL La deuxieme région entre pHs 4 et 8,1 correspond a la
déprotonation des groupes -NH3" de CS en NH; et la quantité de -NH: est estimée a

4,188 meq/g. Enfin, la troisiéme région représente I'exces du NaOH en solution (Fig. 111.2)
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Fig .II1.2. Variations de la conductivité électrique et du pH du chitosane.

Les variations du pH et de la conductivité ¢lectrique dans le cas de la CMC sont représentées
dans la figure IIL.3. On observe I’existence de trois régions distinctes : a partir de pH = 2, la
premiére zone correspond a la neutralisation de l'exceés de HCI. La deuxieme région entre pHs
4,1 et 6 correspond a la déprotonation des groupes -COOH en -COO™ de la CMC et la quantité
de -COOH est estimée a 0,464 meq/g. Enfin, la troisieme région représente I'excés de NaOH

en solution.
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Fig. II1.3. Variations de la conductivité électrique et du pH de la CMC.

D’apres la figure II1.4, la courbe obtenue de I'OCMC présente €galement trois régions

distinctes. La quantit¢ de NaOH ayant réagi avec les groupes -COOH calculée a partir de la

deuxieéme région est de 1,488 meq/g.

Conductivité(mS/cm)

-12

—10

pH

Conductivité
pH

T T T T T T T
30 40 50

V. (mL)

NaOH

Fig. II1.4. Variations de la conductivité ¢lectrique et du pH de ’TOCMC.
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La courbe obtenue (Fig.II1.5) présente quatre régions distinctes : La premiere aux pHs compris
entre 2 et 3,1 correspond a la neutralisation de l'exces d'HCL La deuxieme zone aux pHs
compris entre 3,1 et 4,8 est attribuée a la déprotonation des groupes -COOH de la CMC en
-COQ:'. La troisiéme région aux pHs compris entre 4,8 et 9,2 est attribuée a la déprotonation
des groupes NH3" en NH; appartenant au CS. Enfin, la derniére région aux pHs compris entre
9,2 et 11,5 représente I'excés de NaOH. La quantité des hydroxyles de NaOH ayant réagi avec
les groupes -COOH calculée a partir de la deuxieme région est de 0,616 meq/g, tandis que la

quantité d'hydroxyles ayant réagi avec le chitosane NH3", calculée a partir de la troisiéme

région, est de 0,392 meq/g.
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Fig. IIL.5. Variations de la conductivité électrique et du pH de CS/CMC.

Enfin, la courbe tracée pour CS/OCMC montre quatre régions distinctes. La quantit¢ de COOH
(déprotonés par NaOH) calculée a partir de la deuxieme région est de 0,652 meq/g alors que

celle de -NH3"calculée a partir de la troisiéme région est de 1,696 meq/g.
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Fig. II1.6. Variations de la conductivité électrique et du pH du CS/OCMC.

La figure II1.7 montre que la teneur en -COOH augmente aprés 1’oxydation de la CMC et que

celle du NH3" du chitosane diminue aprés I’ajout des différentes CMC.

Teneurs en NH3+ et COOH (meq/g)

5 4,188
4
3 1,488
2 0,464 0616 g 0,652
1 - 0,392 COOH
0 . NH3+
CS CcMC ocMmC CS/CMC | CS/ocMC
ENH3+ 4,188 0,392 1,696
B COOH 0,464 1,488 0,616 0,652

ENH3+ ®COOH

Fig. IIL.7. Teneurs en groupes NH3'et -COOH dans les différents matériaux déterminées par

titrations potentiometriques et conductimétriques.
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I11.1.2. Etude structurale
I11.1.2.1. Spectrophotométrie UV-Vis

La spectroscopie UV-Vis peut étre une méthode intéressante pour ’analyse qualitative et le
suivi des réactions chimiques. La figure II1.8 montre que la CMC n'indique aucune bande
d'absorption dans le spectre UV-Vis. Apres oxydation, l'apparition d'une nouvelle bande a
251nm correspondant a la transition de n-n* du groupe C=0O de I'aldéhyde ou de la cétone
(Silverstein, 2005). On constate également que l'intensité de cette nouvelle bande diminue avec
le temps au cours de l'oxydation. A partir de 13, on peut dire que les groupes aldéhyde formés

au cours de la réaction sont transformés en groupes acides.

2,54
2,0+ —CMC
—— OCMC 8mL, 2h
OCMC 8mL, 3h
—— OCMC 8mL, 4h
1,5
a
@© 1,0
0,5+
0,0+
-0,5

T T T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800
A (nm)

Fig. I11.8. Spectres UV-Vis de CMC et des OCMCs dans 1'eau distillée.

I11.1.2.2. Spectrophotométrie IR-TF

a. Spectroscopie IR-TF de la CMC et des OCMCs

La figure I11.9 illustre les spectres IR-TF de la CMC et des OCMC:s. Initialement et bien que
l'interprétation du spectre IR-TF de la CMC a été déja établie dans le premier chapitre, il nous
a semblé judicieux de 1'évoquer afin de mettre au point les différences qui ont surgi apres
oxydation de la CMC.

Cette derniere manifeste (Figure I11.9) une bande forte et large a 3431cm™ qui correspond aux

vibrations d’¢longation des O-H, un pic moyen a 2917cm™ due aux vibrations d’élongation
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asymétrique des C-H aliphatiques et une forte absorption a 1610cm™ attribuée directement aux
vibrations d'élongation asymétriques des groupements carboxylates de la CMC (Muzzarelli ef
al., 1982). Quant au 1418cm™, le pic correspondant est assigné a la vibration d'élongation
symétrique de COO"(Liuyun et al., 2009) ; alors qu'a 1042cm™!, différents auteurs (Ren et al.,
2008) font correspondre cette absorption aux vibrations de déformation des groupements
latéraux glycosidique d'éther (C-O-C).

Aprés oxydation de la CMC par le systtme TEMPO/NaOCl/NaBr, nous observons
I'amplification de tous les pics par rapport au spectre du composé non oxydé. Le pic a
1610cm™ est déplacé avec une augmentation d'intensité jusqu'a environ 1618cm™. De plus,
nous avons constaté que le sommet de la bande a 3431cm™ (vibrations d’élongation OH) était
décalé a environ 3405cm™. Le pic d'absorption a 2917cmattribué aux vibrations d'élongation

des CH aliphatiques s’est déplacé également autour de 2925¢cm™ pour ’OCMC.
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Fig. I11.9. Spectres IR des OCMCs dans le KBr.

La figure IIL.10 illustre les spectres IR-TF du CS en l'absence de CMC. La large bande
a 3221cm?! est attribuée aux vibrations d'élongation de NH et OH, la bande a 1383cm’
correspond aux CH aliphatiques, le pic a 1636cm™ est attribué aux carbonyles d'amides
secondaires, la bande a 1522cm™ est due a la vibration NH des amines primaires désacétylés.
De plus, le pic 4 1077cm™ correspond a la vibration d'élongation C-O de CS. La bande C-N

apparait vers 895cm™.
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Fig. I11.10. Spectre IR-TF du film de Chitosane.

L'ajout de la CMC au CS conduit a I’apparition d’une nouvelle bande a 1626cm™ correspondant
a la déformation angulaire asymétrique des groupes -NH3" accompagnée de la déformation
angulaire symétrique a 1522cm™ (Silverstein, 2005). L'oscillation de torsion de N-H apparait
d'aprés la bibliographie a 500cm™. 11 est dans notre cas visible a 557cm™.

Il existe une possibilité de formation d'un complexe intermoléculaire en raison des interactions
électrostatiques entre les groupes cationiques du CS (-NH3") et les groupes anioniques de la

CMC (-COO). La réaction est schématisée ci-dessous (Fig. 1I1.11).

HO
OCH,CO0'Na* OH OH HO o™
2 0 O ,+0 5 , —> 0CH,C00° NHz* OH
%o %o 0 HO 0
OH OH Y. Anng 0 . 0. HCl
3 HO HO Qwvv
OH OH
cMe cs csicMC

Fig. I11.11. Interactions physiques entre le chitosane et la carboxyméthylcellulose.
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La figure II1.12 illustre également I’interaction entre 'OCMC et le CS. Le spectre du mélange
OCMC/CS ne montre pas de pic a 1724cm™ attribué aux groupes carboxyle libres et qui était
présent dans le spectre CMC/CS. La diminution de I’intensité des bandes a 1630 et 1526cm’
correspondant respectivement aux déformations angulaires asymétriques et symétriques des
groupes -NH3" laisse penser qu’il existe une possibilité de formation de nouveaux groupes tels

que I'imine, ’amide ou un réseau physique de type carboxylate/ammonium.

\ 141

\JMLJ1 1042
2917 2419 610
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transmittance%

B 2
4 ) 2017 N .
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1900 1850 1800 1750 1700 1650 1600 15650 1500

nombre d'ondes (cm")
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Fig. I11.12. Spectres IR-TF des films CMC ; CS ; CMC/CS et OCMC/CS.

Les réactions possibles entre le chitosane et la CMC oxydée peuvent étre schématisées comme suit
(Fig. I11.13) :
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Fig. II1.13. Réactions les plus probables entre le CS et ’OCMC.
II1.1.2.3. Spectroscopie FRX

Il ressort de la figure I11.14 que le pourcentage massique du carbone porté par 'OCMC, en
comparaison avec la CMC, diminue légerement (de 36,4% a 30,53%, respectivement), alors
que le pourcentage d'oxygene augmente (de 55,5% a 56,11%, respectivement). Ce phénomene
est di selon Bragd et al., (2004) aux deux conversions majeures (avec une sélectivité de plus
de 98%), du groupe primaire Cs et de I'hnémiacétal Ci, d'une part ; et d'autre, part, au cours de

l'oxydation, une décarboxylation de l'unité terminale dicarboxylique conduit a différents
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produits de dégradation (Fig. II1.15). Par ailleurs, nous ne devons pas oublier d'évoquer la
nature cassante de 'OCMC, ce qui traduit que le matériau, la CMC, a subi une dégradation.

Ceci appuie les résultats obtenus dans la FRX.

Pourcentages massiques de C et d'O (%)

56,11

TIF

OCMC CMC/CS  OCMC/CS

EC O

Fig. II1.14. Pourcentages massiques des éléments O et C contenus dans les différents hydrogels.

§ algool primaire- carboxylate
OCHZCOONa- ()H 6 OH OCH’COONa' carboxylate
" 0 0 0 ~00C
0 ) O TEMPO 0 0 DK
o 0 ’ — | Yo 0 :
OH 0f O 1 NaBeNaoCl OH 0l 0 e
L a H-] n-1 carboxylate
Decarboxylation
0CH,C00 N2’ 7
CO0'Na COONa'
’L,O 0 0 0 ) OH
10 0 0 00 Na*
OH OH
Tl

Fig. II1.15. Oxydation de 1'alcool primaire de la CMC en acide carboxylique par le
TEMPO/NaOCI/NaBr et transformation de I'unité réductrice en groupe dicarboxylique qui est
ensuite décarboxylé.
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I11.1.3. Analyse thermogravimétrique

I11.1.3.1. Analyse thermogravimétrique des CMC et OCMC

Les Thermogrammes de la CMC et de la CMC oxydée par le systtme TEMPO/NaOCI/NaBr sont
présentés dans la figure I11.16. Le premier point de perte de masse de 10 % de la CMC peut étre
déterminé aux environs de 120°C, cette perte est due a I'évaporation de 1'eau li¢e a la chaine du
polysaccharide. Alors que pour ’OCMC, cette perte est de 12%, ce qui est en analogie avec les
travaux reportés par Casaburi ef al.,(2017). La dégradation de ces poudres commence entre
180°C et 220°C, le poids résiduel diminue jusqu'a 60%vers 350°C pour la CMC (Tonset =
197,73°C et Tmax=286°C), contrairement a ’OCMC qui présente une perte de poids de 55%
vers 350°C (Tonset = 171,53°C et Tmax=266°C) accompagnée de deux autres décompositions
secondaires : I'une a Tmax= 337°C et ’autre a Tmax= 547°C.

La vitesse de dégradation de la CMC oxydée s'avere plus rapide que celle de la CMC avec un poids
résiduel inférieur a celui de la CMC. La CMC est donc jugée possédant une stabilité¢ thermique

meilleure que celle ’'OCMC (Benghanem et al., 2017).
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Fig. I11.16. Thermogrammes ATG/ATD de la CMC et 'TOCMC.
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I11.1.3.2. L'analyse thermogravimétrique des CS/CMC et CS/OCMC

Les thermogrammes du CS, CMC/CS et de ’OCMC/CS sont représentés dans les figures I11.17-

18. Trois pertes de masse sont observées dans la courbe TG du chitosane. La premicre se situe entre

30°C et 115°C avec environ 9 % de la perte de poids ; ce qui est du a I’évaporation de I'eau. La

deuxieme perte de masse est €gale a 45%, elle est observée entre 198°C et 350°C avec un Ty de

289°C ; cette perte est attribuée a la décomposition des groupements amines du chitosane. La

troisieme perte de masse se situe entre 350°C et 600°C avec un Ty, de 494°C et une perte de 94 %,

cette dernicre est attribuée a la décomposition des groupements —CH,OH (Martinez-camacho et

al., 2010).

Quand on ajoute la CMC ou 'OCMC au chitosane, les thermogrammes montrent les propriétés

suivantes résumées dans le tableau I11.2.

Tableau II1.2. Valeurs des pertes de masse a partir des thermogrammes ATG/DTG des films

de CS ; CMC/CS et OCMC/CS.

Entre 30 et 180 °C Entre 198 et 350 °C Entre 350 et 600 °C
Tmax (°C) Perte de Tmax (°C) Perte de | Tmax (°C) | Perte de
masse % masse % masse %
CS 55 9 289 45 494 94
CMC/CS 46 13 215 57 509 90
OCMC/CS 79 10 209 51 502 85

D’apres les résultats illustrés dans ce tableau et les thermogrammes de la figure I11.17, on peut

conclure que les hydrogels OCMC/CS présentent les structures les plus stables.
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Fig. I11.17. Thermogrammes ATG des hydrogels CS, CMC/CS et OCMC/CS.
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I11.1.4. Opacité

A partir de la Fig. IT1.19, nous remarquons que les hydrogels les plus opaques sont CMC/CS
et OCMC/CS et qui atteignent des valeurs d'opacit¢ de 1,415 et 2,0925, respectivement,
contrairement aux produits natifs qui sont relativement transparents (~ 0,2 pour la CMC et 0,12
pour le CS). Ceci s'explique par les natures différentes des deux biopolymeres, le CS et la CMC
(non modifiée et/ou oxydée). Le premier est cationique (présence des NH3" sur son ossature)
alors que les CMCs sont anioniques (présence de COO"). Ce qui va favoriser les interactions
chimique et notamment électrostatiques entre ces groupements fonctionnels. Nous devons
signaler qu'aussitot les deux biopolymeres sont mis en contact apres leur hydrosolubilisation,
des agrégats blancs de nature filamenteuse précipitent.

Cela est également observé lorsque 'OCMC est utilisée. D'une part, du fait que ce matériau
comporte un nombre plus ¢levé en acide carboxylique, l'interaction dans ce cas se fait a travers

plusieurs sites de NH3 "portés par le CS.

Opacité
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(&) cMC OCMC CcMmc/cs OCMC/CS

Fig. I11.19. Opacit¢ des films : CS, CMC, OCMC, CMC/CS, OCMC/CS.

1I1.1.5. Gonflement

Tous les résultats obtenus a partir des taux de gonflement a I’équilibre dans I’eau pendant 3
heures a T = 27°C sont indiqués dans le tableau II1.3 et la figure II1.20. Nous observons que
le CS est le plus gonflant et atteint un Gmax égal a 9525%.

Apres addition au CS de la CMC ou ’'OCMC, les Gmax diminuent; ces résultats indiquent que
la réticulation a bien eu lieu et ce qui affecte leur hydrophilie en surface (Cao ef al, 2005 ; Lu

et al., 2007). L'ajout d'anions carboxyliques de CMC ou d'OCMC dans le réseau de polymeres
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entraine le développement de forces €lectrostatiques importantes contribuant a la formation d'un

réseau plus dense (Andreopoulos, 1989).

Tableau II1.3. Valeurs des Gmax des films CS, CMC, CMC/CS, OCMC/CS a Tamb dans

I'eau distillée.

Taux de gonflement (%)
composition

CS CMC CS/CMC CS/0CMC

Gmax (%0) 9525 925 1887,5 1412,5
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Fig. II1.20. Variation des taux de gonflement (G%) en fonction du temps des films CS, CMC,
CMC/CS et OCMC/CS dans l'eau distillée a Tamp.
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I11.2. Etudes biologiques

I11.2.1. Biocompatibilité avec le sang humain

Le potentiel hémolytique est défini en mesurant le degré d'hémolyse pouvant étre provoqué par
le matériau au contact du sang (Chetouani et al., 2017). La figure I11.21 montre le pourcentage
d'hémolyse du sang en contact avec les différents échantillons a 37°C pendant une heure.
Cependant, I'activit¢é hémolytique observée est inférieure a 10%. Ceci exprime la marge de
biocompatibilité¢ avec le sang (Lee et al, 2004). La CMC présente un effet hémolytique
négligeable (moins de 3%), ceci est probablement dii & sa charge négative (portée par les

groupes -COQ) ; cette charge évite 'interaction avec la membrane des globules rouges.

Hémolyse %

ocMC cMmc/cs OCMC/CS

»

w

N

[ERN

Fig. I11.21. Potentiels hémolytiques de CS, CMC, OCMC, CMC/CS et OCMC/CS.
I11.2.2. Test dynamique de la coagulation du sang humain

La figure II1.22 montre la capacité de coagulation du sang sur les hydrogels CS, CMC, OCMC,
CMC/CS et de POCMC/CS. La premicre observation nous indique que L’OCMC est incapable
de coaguler complétement le volume donné du sang, ce qui est expliqué par sa mauvaise
absorption et ¢galement son faible piégeage du caillot sanguin.

On peut aussi noter que le CS a pris plus de temps pour la formation du caillot en comparant

avec la CMC ; et par conséquent, il a légerement influé 'ICS des hydrogels CMC/CS et
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OCMC/CS. Les temps de coagulation des hydrogels CS, CMC, CMC/CS et OCMC/CS sont
entre 20 et 30min, ce qui nous permet de déduire que ces hydrogels présentent une capacité de
coagulation du sang démontrant une bonne propriété hémostatique.

Toutes les déductions émises dans le chapitre précédent traitant la CMC et '[HCMC peuvent
étre proposées dans ces cas-1a. La rapidité de la capacité hémostatique a été évoquée dans le

chapitre précédent pp 29.
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Fig. II1.22. Coagulation sanguine sur CS, CMC, OCMC, CMC/CS, OCMC/CS mesurée a
A=540 nm.

1I1.2.3. Activité anti-inflammatoire

La dénaturation des protéines est un processus dans lequel les protéines perdent leurs structures
secondaire et tertiaire par l'application de contraintes externes de composés tels que des acides
ou des bases forts, des sels inorganiques ou de la chaleur. La plupart des protéines perdent leur
fonction biologique lorsqu'elles sont dénaturées. La dénaturation des protéines est un parametre
important du processus inflammatoire. Le mécanisme de dénaturation implique probablement
une altération des liaisons hydrogene, ¢lectrostatiques et hydrophobes.

La figure II1.23 montre le pourcentage d'inhibition de la dénaturation de I'albumine de I’ceuf
par les matériaux testés. Le pourcentage d'inhibition est variable avec la concentration. Le
Diclofenac sodique a un pourcentage d'inhibition de 86% pour une concentration de

0,25 mg/mL.
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Nous notons que l'activité la plus €¢levée est obtenue par le CS qui est une biomacromolécule a
un potentiel distinctif en conjugaison avec les protéines (He et al., 2012). En outre, Kim et al.,
(2004) ont montré que le CS peut bloquer les cytokines pro-inflammatoires (TNF-a et IL-8),
agents précurseurs de l'inflammation. Cependant, l'activité anti-inflammatoire obtenue par les
CMCs s'explique par la nature anionique de ces polysaccharides.

En se basant sur ces résultats, on peut prédire que nos matériaux peuvent présenter une activité
anti-inflammatoire intéressante lorsqu'ils sont utilisés par voie topique ou systémique sur le

tissu vivant lésé.
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Fig. I11.23. Pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration des hydrogels CS, CMC,
OCMC, CMC/CS et OCMC/CS.

111.2.4. Mucoadhésion

Les résultats obtenus au cours de cette ¢tude (Fig. II1.24) nous ont montré une nette
augmentation des temps d’adhésion des hydrogels CMC/CS (3 heures) et OCMC/CS (45 min)
sur la muqueuse intestinale par rapport au chitosane qui ne réside que 28 min et a la CMC qui
est soluble dans le milieu intestinal. Ceci permet de conclure que nous pouvons utiliser nos
hydrogels en tant qu’excipients pour les formes médicamenteuses a libération prolongée dans
le milieu intestinal. Il est a noter que les hydrogels OCMC/CS ne sont pas solubles dans
l'environnement gastrique contrairement aux hydrogels CMC/CS qui se désintégrent apres 6

minutes de contact avec la muqueuse gastrique, ce qui peut étre considéré comme une faveur
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pour les hydrogels OCMC/CS contrairement aux hydrogels CMC/CS qui nécessitent un

enrobage gastro-résistant pour pouvoir aboutir au site d’action intestinal.

Temps de mucoadhesion
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: ) [
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- C - @ milieu gastrique
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solubilisation apres 6
min

W milieu gastrique M milieu intestinal

Fig. I11.24. Temps de mucoadhésion des hydrogels CS, CMC, CMC/CS et OCMC/CS.

I11.2.5. Biodégradation in vitro

Le test réalisé lors de notre étude consiste a surveiller la perte de masse dans le FSCH au fil du
temps. Les résultats obtenus montrent que la CMC est facilement dégradable dans le FSCH et
atteint un pourcentage de 100% a 3 semaines, contrairement au CS qui résiste a la dégradation
et atteint un taux de perte de masse de 15% aprés 9 semaines. Nous remarquons €galement une
légere différence entre la biodégradation des films CMC/CS et OCMC/CS, qui atteint une
valeur de 42% a 2 mois. Il est constaté que 'OCMC est completement soluble dans le FSCH.

Ces résultats prouvent que nos hydrogels sont biodégradables et peuvent étre éliminés du corps
humain sur une période relativement courte. La figure IIL.25 illustre les différents résultats

obtenus au cours d’une période de deux mois.
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Fig. II1.25. Pertes de poids au cours de la biodégradation des hydrogels CS, CMC, OCMC,
CMC/CS et OCMC/CS.
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1V. Conclusion



Le travail que nous avons effectu¢ concerne, au départ, I’é¢tude de 1’oxydation de la
carboxyméthylcellulose (CMC) par le systeme TEMPO/NaOCI/NaBr, puis le couplage par
réticulation avec le chitosane (CS).

Il a été trouvé a partir des méthodes utilisées de quantification des groupes aldéhydes et
carboxyles que ces derniers connaissent des augmentations avec la concentration de NaOCl,
d'une part. Et d'autre part, il a été décelé que les ratios en aldéhyde diminuent avec le temps de
la réaction alors que ceux en carboxyle connaissent des augmentations. Ce qui indique que cette
réaction d'oxydation dans les conditions choisies est évolutive avec la concentration en agent
oxydant et dans le temps.

Cependant, les titrations de pHmétrie et de conductimétrie nous informent aussi que les teneurs
en groupements -COOH portés par la CMC évoluent aprés oxydation (ils passent de 0,464
meq/g pour la CMC vers 1,488 meq/g pour 'OCMC), et qu'apres réticulation par le CS, les
amines portées par ce dernier diminuent (une baisse de 4,1 meq/g d'amine pour le Cs vers 0,392
et 0,695méq/g d'amine pour la CMC et I'OCMC respectivement). Ce qui traduit que les
interactions physico-chimiques entre les macromolécules existent.

L'analyse par spectroscopie UV-Vis montre l'apparition d'une nouvelle bande apres oxydation
de la CMC a 251 nm correspondant aux groupements carbonyles. Cette bande diminue en
intensité avec le temps expliquant la conversion des aldéhydes en carboxyle.

De plus, les résultats obtenus par spectroscopie IR-TF démontrent que la CMC a été bien
oxydée. En outre, I'addition du CS a la CMC avant et apres oxydation indique la formation de
nouvelles matrices polymériques ; ce qui est confirmé par I’analyse €lémentaire qui nous a
permis de conclure que le polysaccharide natif a subi deux conversions majeures du groupe
primaire C¢ en COOH et de I'hémiacétal C; apres un clivage oxydatif en COOH également qui
est suivi par une décarboxylation de cette unité terminale dicarboxylique.

Les thermogrammes obtenus par ATG révelent que l'oxydation réduit la stabilité thermique de
la CMC et que I'ajout des CMC au CS améliore les propri¢tés thermiques du CS. En outre, il a
¢été décelé que ’OCMC/CS posseéde une stabilité supérieure a celle de son analogue non oxydé,
le CMC/CS.

L’analyse de l'opacité des hydrogels montre une augmentation importante l'opacité surtout
aprés mélange de la CMC ou de ’OCMC avec le CS reflétant ainsi les interactions importantes
entre les matériaux mis en contact.

En outre, le test de gonflement indique que les degrés de gonflement Gmax des différentes

formulations sont inférieurs a ceux du CS seul. Ce résultat appuie celui trouvé précedemment
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dans le test de l'apacité. Des liaisons notamment de nature physique se sont établies entre le CS
et les CMC formant ainsi un réseau réticulé.

La biocompatibilité avec le sang humain a €té testée ; tous nos composés sont non hémolytiques.
Leur future application est prometteuse pour des utilisations surtout internes.

Le test dynamique de coagulation sanguine révele que nos hydrogels (CS, CMC, CMC/CS et
OCMC/CS) ont de bonnes propriétés hémostatiques. Ils peuvent par conséquent étre de bons
candidats pour des applications topiques.

L'activité anti-inflammatoire réalisée par un test préliminaire sur I'albumine de 1'ceuf indique
également que nos hydrogels possédent une capacité inhibitrice de la dénaturation des
protéines.

L'étude de la mucoadhésion démontre quant a elle une nette augmentation des temps d’adhésion
des hydrogels (CMC/CS et OCMC/CS) sur la muqueuse intestinale par rapport a ceux des CS
et CMC. Ce résultat nous donne la possibilité d'utiliser nos hydrogels comme excipients pour
la libération prolongée de médicaments dans I'environnement intestinal.

Enfin, le test de biodégradation montre que nos hydrogels sont biodégradables et peuvent étre

¢liminés des fluides humains au cours d’une courte période.
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Chapitre 111 :

Formulation des films oraux et patchs transdermiques a

base d’OCMC



I. Rappels bibliographiques



L. 1. Géneéralites

1.1.1. Introduction

Les scientifiques du secteur pharmaceutique du monde entier tentent d'explorer les films minces
en tant que nouvel outil d'administration de médicaments. Les films minces ont été identifiés
comme une approche alternative aux formes de dosage conventionnelles. Ils sont considérés
comme €tant pratiques a avaler, auto-administrables et a dissolution rapide, ce qui en fait une
plateforme polyvalente pour I'administration de médicaments. Ce systeme d'administration a
¢té utilisé a la fois pour une action systémique et locale via plusieurs voies, telles que les voies
orale, buccale, sublinguale, oculaire et transdermique (Karki et al., 2016).

En général, les films minces peuvent étre qualifiés de couches minces et flexibles de polymere
avec ou sans plastifiant. Comme ils sont minces et flexibles par nature, ils peuvent étre percus
comme moins importuns et plus acceptables par le patient (Maniruzzaman et al., 2012).

Le film mince est constitué de matrices polymeres qui répondent a de nombreuses exigences
pour étre utilisées efficacement en tant que plate-forme de libération de médicament.
Fondamentalement, les films minces sont d'excellents candidats pour cibler des sites sensibles,
ce qui peut ne pas étre possible avec des comprimés ou des formulations liquides. I1s ont montré
la capacité de réduire la fréquence des doses et d’améliorer I’efficacité¢ du médicament (Borges
et al, 2015). De méme, ils peuvent étre utiles pour éliminer les effets secondaires d'un
médicament et réduire le métabolisme important causé par les enzymes protéolytiques (Castro

et al., 2015).

I.1.2. Avantages des films minces en tant que forme posologique émergente

Les patients ont une préférence pour le films mince en raison de sa forme attirante et de sa
facilit¢ d'administration (Dixit & Puthli, 2009). En outre, le film a dissolution orale est
extrémement utile pour les patients pédiatriques, gériatriques et psychiatriques car il est facile
a administrer et évite le risque d'étouffement ou de suffocation, garantissant ainsi la sécurité du
patient. Un film mince est utile dans les cas ou un début d'action rapide est requis, tel que le
mal des transports, €pisodes soudaines d'attaque allergique ou de toux, bronchite ou asthme
(Karki et al., 2016). On sait que les pellicules ophtalmiques améliorent le temps de rétention
d’un médicament et, de ce fait, ’absorption du médicament est fortement améliorée dans le

segment antérieur de I'ceil (Rawas-qalaji & Williams, 2012).
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Un film mince oral présente plusieurs avantages qui peuvent étre résumés comme suit (Karki

et al., 2016 ; Bilal et al., 2016) :

I1 se dissout rapidement par rapport aux autres formes de dosage classiques.

Les films minces sont moins friables et faciles a transporter que les formes
commerciales a désintégration rapide par voie orale.

Contrairement aux comprimés qui nécessitent un emballage spécial, une seule dose de
film peut étre transportée individuellement en un seul conteneur.

Eviter le probléme de la mauvaise stabilit¢ des formes posologiques liquides, en
particulier des formulations aqueuses.

Eviter les problémes de la mesure précise de la quantité et de secouer le flacon a chaque

fois avant l'administration.

Par ailleurs, les systémes d'administration transdermique de médicaments présentent eux aussi

de nombreux avantages (Prabhakar et al., 2013 ; Patel et al., 2012) :

Les médicaments évitent le métabolisme hépatique et pré-systémique, augmentant ainsi
la biodisponibilité.

Les risques et inconvénients de la thérapie intraveineuse sont €vités.

Il y a réduction de la fréquence des doses et de la durée d'action prolongée.

Cessation facile du traitement médicamenteux.

Il donne une plus grande tolérance du patient en raison de I'élimination des intervalles
de dosage multiples.

Amélioration de l'efficacité thérapeutique en évitant les pics et les creux des niveaux de
médicament systémiques associés a la délivrance conventionnelle.
L'auto-administration est possible.

Contrairement au timbre transdermique, le film transdermique est moins associ€ a une
irritation cutanée en raison de propriétés moins occlusives qui améliorent la perméation
de la vapeur d'eau a travers la peau et ne laissent pas de sensation collante sur le site

d'application (Guo et al., 2011).

1.1.3. Inconvénients des films minces

Les inconvénients reliés a 1’'usage ou la production des films minces peuvent étre résumés

comme suit :
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e [’utilisation de films minces est parfois limitée en grande partie a cause de la faible
capacité de chargement du médicament destiné a €tre administré a forte dose (Buanz et
al., 2014).

e Les films minces sont généralement de nature hygroscopique. Ainsi, des précautions
particulieres doivent étre prises pour leur conservation plus longue (Sharma et al,
2015).

e [a combinaison simultanée de plusieurs médicaments est une tache trés difficile dans
la formulation d'un film oral, car la vitesse de dissolution ainsi que le temps de
désintégration sont entravés par la co-administration d'un médicament dans les films
oraux (Karki et al,. 2016).

e La difficulté d'obtenir un degré ¢levé de précision en ce qui concerne la quantité de
médicament dans la dose unitaire individuelle du film peut entrainer un échec
thérapeutique, des effets non reproductibles et parfois des effets toxiques pour le patient
(Perumal & Govender, 2008).

e La préparation de la formulation des films minces considere les problemes liés au temps
de séchage excessif qui peuvent aller jusqu’a plusieurs jours pour le séchage complet a
température ambiante, ce qui diminue considérablement le taux de production des films.
Etant donné qu'il n'est pas recommandé d'utiliser un four a air chaud pour les
médicaments thermolabiles, un autre procédé de séchage devrait étre envisagé

( Prakruti et al., 2015).
I.1.4. Caractéristiques fondamentaux des films minces

Les films minces idéaux doivent présenter des caractéristiques souhaitables telles qu'une
capacité de chargement suffisante du médicament, une vitesse de dissolution rapide ou un temps
de séjour prolong¢ sur le site d'administration et une stabilité acceptable de la formulation. Ils
devraient également €tre non toxiques, biocompatibles et biodégradables (Karki et al., 2016).
Les critéres généraux de préparation des films minces peuvent étre résumés comme suit
(Feurtet, 2016 ; Sharma et al., 2015 ; Patel ez al., 2012 ; Hao & Heng, 2003) :

La résistance physique des films doit étre appropriée pour permettre au produit d’avoir des
propriétés mécaniques satisfaisantes qui facilitent sa production, sa conservation, son
emballage et sa manipulation sans ruptures. Par ailleurs, la stabilité du produit doit étre assurée
tout au long de la période de validité du médicament, les incompatibilités entre les différents

composants des films et entre les principes actifs et les films doivent étre examinées.
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D’autre part, ’apparence physique des films doit étre acceptable par le patient. La transparence
des patchs transdermiques est un parametre tres important qui rend 1’'usage de ces derniers
acceptable au niveau des différentes parties du corps et visage ; I’épaisseur du film et les
caractéristiques organoleptiques sont d’autres parametres importants pour I’amélioration du
confort, de la facilité d’application et de la durée du traitement.

La libération du principe actif est un autre critére prépondérant qui doit étre assuré. Les tests
préalables de désintégration et de libération in vitro doivent conduire a la libération de la dose
souhaitée du principe actif ; L’uniformité du contenu en principe actif doit également étre
vérifiée sur plusieurs échantillons. Cependant, le contenu résiduel en eau et la capacité
d’absorption d’humidité sont des parametres cruciaux qui peuvent affecter toutes les propriétés
décrites auparavant et donc doivent étre strictement définies.

Enfin, I’adhésion aux tissus biologiques (muqueuses et derme) est la condition la plus sollicitée
pour I'usage des films minces comme support ou réservoir de principe actif. La durée de
I’application des patchs peut atteindre les 72 heures pour quelques préparations
pharmaceutiques, ces patchs doivent €tre non- irritant et donc un pH voisin du neutre doit étre

assuré.

1.1.5. Les films oraux

Le film mince n’est pas une formulation récente. Il a été introduit pour la premiére fois a la fin
des années 1970 pour résoudre les difficultés de déglutition présentées par les comprimés et les
gélules (Jabeen & Khan, 2015). Les films oraux sont préférés aux comprimés adhésifs en
raison de leur souplesse et de leur confort. En outre, ils sont également approprié€s pour protéger
les surfaces des plaies, réduisant ainsi la douleur et augmentant l'efficacité du traitement
(Pradesh et al., 2012).

Ces formulations doivent étre suffisamment résistantes pour maintenir l'intégrité de
'administration du médicament lors du mouvement de la machoire et suffisamment souples
pour éviter toute interférence avec 1’activité orale normale (Hashemi ez al., 2017).

Différents noms de films minces sont donnés tels que film oral (ou film mince oral), film soluble
oral, plaquette, bandelette orale, film orodispersible (ODF), film buccal, film mucoadhésif et
film transmucosal.

Pour ce qui est des films orodispersibles, plusieurs films sont congus pour étre dissous

rapidement dans la cavité buccale pour l'absorption d'un médicament dans la cavité gastro-
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intestinale alors que certains sont préts a administrer un PA sur le site d'administration, il s'agit
par exemple des films minces buccaux et sublinguaux.
Les PA a haute perméabilité muqueuse ont été connus pour étre appropriés pour les livraisons

buccale et sublinguale a partir des films oraux (Hao & Heng, 2003).
I.1.6. Les patchs transdermiques

Les patchs transdermiques sont des dispositifs qui servent a administrer une dose de
médicaments, pour un effet local ou systémique, a travers la peau. Leur développement a vu le
jour au début des années 70 et le premier patch, approuvé par le FDA « Food And Drug
Administration » en 1979, traitait le mal du transport (Talbi, 2018).

Un patch ou film transdermique s’applique directement sur la peau et forme un film mince et
transparent in situ. Apres l'application de la formulation sur la peau, la composition du systeme
filmogéne change de manicre significative en raison de la perte des composants volatils du
véhicule (évaporation du solvant), ce qui entraine la formation d'un film résiduel a la surface
de la peau. Au cours de ce processus, la concentration de médicament augmente, atteignant le
niveau de saturation avec la possibilité d'atteindre le niveau de sursaturation a la surface de la
peau. La sursaturation entraine une augmentation du flux de médicament a travers la peau en
augmentant l'activité thermodynamique de la formulation sans affecter la barriere cutanée,

réduisant ainsi les effets secondaires ou les irritations (Kathe & Kathpalia, 2017).
L.2. Types de films minces

On distingue grossierement deux familles de patchs (de type réservoir ou de type matriciel),
chacune est subdivisée en deux sous-catégories, schématisées dans la figure I.1.

En régle générale, les patchs matriciels sont fins, souples et leur surface de contact a la peau est
€quivalente a la surface active (surface de passage du PA) (1). Dans certains cas, une couronne
adhésive périphérique permet de renforcer ’adhésion du dispositif (2). Dans le cas de patchs
réservoirs, ’épaisseur est généralement plus importante car il s’agit de poches contenant un gel
hydroalcoolique (3). Dans certains cas, le réservoir est dit solide (4) et le patch demeure épais

et peu souple (Sournac et al., 2005).
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| Patchs matriciels Patchs reservoirs
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[1 Protecteur Bl  Adhésif+ Prncipe actif
B Adhésif périphérique B  Membrane de controle
| ] Support | Gel + actif

[0 Polymére + Principe actf

Fig.I.1. Schémas explicatif des types de patchs (Sournac et al., 2005).

Pour les patchs oraux, le support imperméable est appliqué pour controler la direction de
l'administration du médicament, pour réduire la déformation et la désintégration des patchs dans

la bouche, et pour prévenir la perte du PA (Pradesh et al., 2012).
I.2.1. Les systémes a réservoir

Ces patchs sont composés d’une couche de support (Fig.1.1), un revétement pour une protection
externe imperméable a la substance active, d'une couche de protection a enlever avant
I’application du patch, d'un compartiment réservoir contenant le médicament et d’une
membrane perméable qui régule la diffusion a travers la peau (Swarbrick, 2002).

La matrice polymere ne controle pas la libération du médicament. Au lieu de cela, la membrane
de controle présente entre la matrice réservoir et la couche adhésive constitue la barriere limitant
la vitesse de libération du PA a partir du dispositif (Prabhakar et al., 2013). En effet, le principe
actif totalement ou partiellement encapsulé dans le réservoir (en solution ou suspension) dont
la surface de relargage est couverte par la membrane polymérique de contrdle est libéré par
passage continu et contrdlé de la membrane semi-perméable (Boccara, 2012).

Plusieurs formes de ce systeme ont été brevetées, les plus commercialisées sont les patchs a
réservoir fluide, a réservoir solide et les systémes multi-réservoirs qui sont constitués de
plusieurs réservoirs : 1’'un contient le solvant qui doit passer a travers une membrane de

régulation du flux avant d'étre en contact avec le principe actif se trouvant dans un autre
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réservoir constitu¢ par l'adhésif. Le flux de principe actif est donc contrdlé par la quantité de

véhicule qui passe au travers la membrane (Feurtet, 2016).
1.2.2. Les systémes matriciels

Ils sont composés des mémes couches supérieures et inférieures que le premier type, mais aussi
de médicaments dissous et dispersés dans un polymere. La diffusion dans ce type de patchs est
controlée essentiellement par les propriétés physico-chimiques des PA (Talbi, 2018).

Le patch a matrice est constitué¢ d’une masse polymérique dans laquelle est dissout le principe
actif avec un excipient liquide : la diffusion n’est pas linéaire et par conséquent la libération est
modifiée par le controle diffusion/résorption au cours du passage cutané. La majorité des
médicaments administrés par un patch transdermique utilisent un systéme matriciel, permettant
une diffusion continue et prolongée avec un dispositif plutdt souple et bien toléré par les
patients. Ces derniers patchs peuvent étre coupés, ce qui n’est pas le cas pour les patchs a

réservoir (Boccara, 2012).
1.3. Formulation des films minces

1.3.1. Les biopolymeres utilisés dans la formulation des patchs

Les polymeres sont la structure de base des formulations des films et beaucoup d’entre eux sont
capables de former de films fins. IIs peuvent étre utilisés seuls ou en association avec d’autres
polymeres pour atteindre les propriétés désirées (Misra & Shahiwala, 2014).

Les polymeres muco-adhésifs sont des polymeres hydrophiles (ou hydrogels). Les polymeres
hydrophiles les plus couramment utilisés dans les formes posologiques buccales séches ou
partiellement hydratées comprennent 1’alcool polyvinylique (PVA), carboxyméthylcellulose de
sodium (NaCMC), I’hydroxy-propyl-méthylcellulose (HPMC), I’hydroxy-éthylcellulose
(HEC), T'hydroxy-propyl-cellulose (HPC), le carbopol, les polyacrylates, les polymeres
cationiques comme le chitosane et les polymeres non ioniques comme les analogues d'eudragit
(Murthy, 2014).

Les recherches entreprises au cours des derniéres années ont impliqué plusieurs biopolymeres
dans les formulations de films oraux et patchs transdermiques. La disponibilité de divers
polymeéres permet d’attribuer des propriétés spécifiques aux films minces. Par exemple, les
gélatines sont disponibles dans différents poids moléculaires, et forment des films brillants. Le
pullulane est fréquemment utilis¢ pour la production d’un film mince offrant une grande

solubilité¢, une résistance mécanique ¢levée et une stabilité dans un large éventail de
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températures. Le mélange de chitosane et de la pectine offre une excellente résistance
mécanique. Les polymeres filmogenes tels que 'HPC, la méthylcellulose et la CMC produisent
un film mince avec une barriere anti-vapeur moins résistante a l'eau en raison de sa nature
hydrophile qui favorise la rétention d'eau (Jabeen & Khan, 2015).

L’¢laboration réussie d’un patch est fonction de la sélection justifiée et de la concentration des
polymeres, par exemple, la résistance mécanique des films est fortement associée a ces facteurs.
IIs peuvent étre utilisés seuls ou en combinaison avec d'autres polymeres pour modifier les
propriétés du film. La concentration en polymeres utilisée est également un facteur important
lors du développement d’un patch. L'intégrité des films oraux a dissolution rapide dépend de la
sélection minutieuse de la nature du polymeére et de sa concentration. En général, la
concentration en polymere utilisée dans la préparation des patchs est d’environ 45% (p/p) du
poids total du film mince seche, cependant, il peut atteindre jusqu'a 60-65% (p/p) pour aboutir

aux caractéristiques souhaités du film (Bilal ez al., 2016).
1.3.2. Les principes actifs

Les propriétés pharmacocinétiques du PA sont trés importantes et affectent sa diffusion a
travers le patch ainsi que la muqueuse buccale. Le choix d'un médicament adapté a la
conception d'un systeme d'administration mucoadhésif buccal doit étre fondé sur ces propriétés
qui sont résumés dans les points suivants (Hanif et al., 2015 ; Venkatalakshmi ez al., 2012) :

o Les PA destinés a la formulation des films oraux doivent avoir un gofit agréable.

e Le PA doit avoir un bas poids moléculaire ou moyen.

e Le PA doit avoir une bonne stabilité dans 1’eau et dans la salive.

e La dose unique conventionnelle du PA doit étre faible.

e Le PA doit étre partiellement dé-ionisés au pH de la cavité buccale

e Le PA doit étre perméable a travers les tissus des muqueuses buccales en cas de patchs.

e A travers la voie orale, le PA subit les effets du premier passage hépatique.

e Le PA ne doit pas affecter la flore microbienne naturelle de la cavité orale.

e Le PA doit étre non irritant, non allergisant, non décolorant ou érosif de 1I’émail dentaire.

Pour les patchs a application transdermique, les PA doivent avoir des propriétés adéquates. En
regle générale, les principes actifs applicables a ces systémes pénetrent rapidement dans la peau
et sont relativement stables aux enzymes présentes dans 1'épiderme. Il est a noter que le

coefficient de partage du PA est une autre propriété¢ qui commande la voie qu'un médicament
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suivra a travers la peau. Globalement, les propriétés requises pour ces PA sont résumés dans
les points suivants : (Kathe & Kathpalia, 2017 ; Prabhakar et al., 2013)

e Le PA doit avoir un poids moléculaire inférieur a environ 1000 Daltons.

e Le PA doit avoir une affinité pour les phases lipophiles et hydrophiles.

e Le PA devrait avoir un point de fusion bas.

e Le PA doit étre puissant avec une dose quotidienne de 'ordre de quelques mg / jour.

e La demi-vie (t"?) du PA doit étre courte.

e Le PA ne doit pas induire d’irritation cutanée ni de réaction allergique.

e Les PA qui se dégradent dans le tractus gastro-intestinal ou sont inactivés par I’effet du
premier passage hépatique sont des candidats appropriés pour I’administration
transdermique.

e Les PA qui doivent étre administrés pendant une longue période ou qui ont des effets
néfastes sur les tissus non cibles, peuvent également étre formulés pour la délivrance

transdermique.
1.3.3. Les polyméres utilisés pour la préparation de la membrane support

Les polymeres stables durant un long stockage, qui conservent leurs propriétés physiques
initiales et dont la solution peut étre coulée dans le film mince, sans porosité, avec une bonne
flexibilité, une résistance ¢élevée a la traction et une perméation a l'eau réduite, uniforme et
imperméable a I'eau, peut €tre utilis€é pour préparer la membrane support du patch. Ce dernier
parametre (qui est I'imperméabilité a I'eau) permet en effet de retenir I'humidité de la peau et
d'hydrater l'aire d'application, afin de guider le principe actif vers la peau. Ceci est nécessaire
quand le patch est relativement petit ou quand le principe actif est entouré par un adhésif
périphérique. Une certaine transmission de vapeur d'eau est nécessaire pour les patchs plus
larges et laissé€s pour des temps prolongés (Feurtet, 2016).

Quant aux patchs oraux, la fonction principale de la membrane support est de fournir un flux
de médicament unidirectionnel a la muqueuse buccale. Elle empéche le médicament d'étre
dissous dans la salive et donc avalé en évitant le contact entre le médicament et la salive. Le
matériau utilisé pour la membrane de support doit €tre inerte et imperméable aux PA et aux
autres composants du patch. L'épaisseur de la membrane support doit étre mince et se situer
autour de 75 a 100 micrometres. Les supports les plus couramment utilisés sont le papier laminé
polyester avec polyéthyléne. D'autres exemples incluent le cellophane-325, la feuille

multiphore et le papier polyglassine (Venkatalakshmi ez al., 2012).
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Par exemple, 1'acétate de cellulose a une concentration de 2,4% (p/v) dans 'acétone avec 10%
de plastifiant (PEG 4000 ou glycérol) du poids total du polymere lorsqu'il est séché a l'air
produit un film mince adapté a la membrane support. De méme, une solution d'éthyl-cellulose
a 2-4% (p/v) dans un mélange 1/4 d'alcool/ toluéne et d'un plastifiant approprié peut étre coulée

dans le film (Salamat-miller ef al., 2005).
1.3.4. Les plastifiants

Les plastifiants sont utilisés dans les systemes de films minces pour donner de la flexibilité au
film et améliorer la résistance a la traction du film formé. Le plastifiant utilis€ doit étre
compatible avec les polymeres utilisés et doit présenter une faible permeéabilité a travers la peau
(Giingor & Erdal, 2011). La concentration du plastifiant varie habituellement de 0 a 20% (p/p).
Les plastifiants couramment utilisés sont le glycérol, le sorbitol, le polyéthyléne glycol, le
propyléne glycol, le phtalate de dibutyle, le phtalate de diéthyle, le citrate de triéthyle, le citrate
de tributyle...(Bilal et al., 2016).

Cependant, une utilisation inappropriée de plastifiant peut entrainer la fissuration, le
fendillement et le pelage du film. Il est également rapporté que l'utilisation de certains

plastifiants peut également affecter le taux d'absorption du PA (Dixit & Puthli, 2009).
1.3.5. Les solvants

Les solvants forment un composant important dans la formulation des patchs. Le solvant utilisé
pour la formation du film aide a solubiliser les PA et a un impact sur sa pénétration a travers
les tissus. Les solvants couramment utilisés pour les traitements topique et transdermique sont
les propyleénes glycols, les polyéthylénes glycols, 1'éthanol, le butanol, 1'isopropanol, l'alcool
benzylique, les alcools de lanoline, les alcools gras, l'acétate d'éthyle, l'acide oléique, le
myristate d'isopropyle. Ces solvants étant largement utilis€s, la sécurité de ceux-ci a été établie

pour une utilisation a long terme (Kathe & Kathpalia, 2017).
1.3.6. Les édulcorants, les agents aromatisants et les agents masquant le goiit

La perception des saveurs change d'un individu a un autre. Il a été observé que 1'age joue un
role important dans le golit. L'acceptation de la désintégration orale ou la dissolution de la
formulation par un individu dépend en grande partie de la qualité de la saveur initiale qui est
observée dans les premieres secondes apres la consommation du produit et de 'arriere-gotut de

la formulation qui dure au moins environ 10 min (Siddiqui ez al., 2015).
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L'édulcorant est un composant important du film ; le Saccharose, le dextrose, le fructose, le
glucose, le glucose liquide et le maltose sont les exemples des édulcorants naturels tandis que
la saccharine, I'aspartam, le sucralose sont les exemples d'édulcorants artificiels (Hanif et al.,
2015).

Pour améliorer l'usage du film oral, il est important de masquer le golit amer du PA. Les agents
masquants le gotit agissent par la formation de complexes ou par relargage (Murthy, 2014).
Les agents aromatisants peuvent étre choisis parmi les huiles aromatisants synthétiques, les
résines, les extraits issus de différentes parties des plantes comme les feuilles, les fruits et les
fleurs. L’huile de menthe poivrée, huile de cannelle, huile de menthe verte, huile de noix de
muscade sont des exemples d’huiles qui peuvent étre utilisés seuls ou aromatisées a la vanille,
au cacao, au café, au chocolat et aux agrumes. De préférence jusqu'a 10% en p/p des aromes

sont ajoutés aux formulations des patchs (Hanif ez al., 2015).
1.4. Méthodes de préparation des films minces

1.4.1. La méthode de coulée et le séchage

Cette méthode présente les avantages suivants (Prakruti et al., 2015) :
e La coulée au solvant est idéale pour la fabrication de films contenant des PA sensibles
a la chaleur, car les températures requises pour ¢liminer les solvants sont relativement
basses comparées a celles nécessaires pour un procédé d'extrusion thermo-fusible.
e Meilleure uniformité d'épaisseur et clarté du film.
e Le film est tres brillant et ne présente pas de défauts tels que des lignes.

e Le film a plus de flexibilité et de meilleures propriétés physiques.
1.4.1.1. La méthode de coulée avec un solvant

Le film est préparé par solubilisation des différents ingrédients dans l'eau pour former une
solution visqueuse claire. L'élimination des bulles d'air pi€égés dans la solution obtenue est
nécessaire avant la coulée. Apres séchage, les films peuvent €tre soumis a des découpages en

morceaux selon la taille souhaitée (Madhavi ef al., 2014).
1.4.1.2. La méthode de coulée semi-solide

Dans cette méthode, les polymeres filmogeénes solubles dans I'eau sont mélangés a une solution

de polymeéres d'acides insolubles dans 1’eau pour former une solution visqueuse homogene.
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Tout d'abord, une solution de polymeére filmogeéne soluble dans I'eau est préparée par un procédé
de coulée. Ensuite, un polymeére insoluble tel que l'acétate butyrate de cellulose, l'acétate
phtalate de cellulose, etc., est préparé dans de I'hydroxyde de sodium ou d'ammonium. Ces deux
composants (non miscibles) sont mélangés ensemble avant d’ajouter une quantité précise de
plastifiant pour obtenir un gel.

Enfin, le gel est injecté dans des films ou des rubans non traités a I’aide de tambours a chaleur
controlée. Au séchage, 1'épaisseur du film est d'environ 0,381cm a 1,27cm. Le rapport du

polymére insoluble dans l'acide au polymeére filmogéne doit étre 1:4 (Siddiqui et al., 2015).
1.4.2. La technique d'extrusion

Les avantages de cette méthode sont énumérés si dessous (Prakruti ez al., 2015) :
e Pas besoin d'utiliser de solvant ou d'eau.
e Moins d'étapes de traitement.
e Les propriétés de compressibilité du PA peuvent ne pas avoir d'importance.
e Bon mécanisme de dispersion pour les médicaments peu solubles.
e Dispersion plus uniforme des particules fines en raison du mélange et de l'agitation
intenses.
e Moins d'énergie par rapport aux méthodes a fort cisaillement.
e Déchets minimum de produit.
e Possibilité de mise a grande échelle.

e Bon contrdle des parametres de fonctionnement.
1.4.2.1. L'extrusion thermo-fusible

Cette technique s'applique a la production de films. Lors de l'extrusion, les ingrédients secs
composants le film sont chauffés jusqu'au ramollissement ou bien jusqu'a la fusion et
homogénéisés dans une vis d'extrusion puis poussés vers la filiere a ailettes. Ce qui permet
l'obtention de film souhaité. L’épaisseur du film peut encore étre affectée par les rouleaux
d'allongement alors que le matériau est encore chaud et pliable. Le film extrudé est ensuite
refroidi, coupé et emballé (Niyaz et al., 2018).

Cette méthode présente de nombreux avantages. Le procédé implique une température plus
basse, des temps de séjour plus courts du mélange, 1'absence de solvants organiques et un

fonctionnement continu de I’opération (Madhavi et al., 2014).
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1.4.2.2. L'extrusion par dispersion solide

Cette méthode implique la dispersion d'un ou de plusieurs ingrédients actifs dans un support
inerte a I'état solide en présence de polymeéres hydrophiles amorphes. Le PA non miscible est
d'abord dissous dans un solvant liquide approprié, sinon un polymorphisme du médicament
apparait et entraine une possible précipitation dans la phase dispersée solide. Puis, cette solution
est incorporée par exemple dans une masse fondue a T<a 70°C de PEG. Et enfin, les mélanges

sont fabriqués sous forme de films (Sharma et al., 2015).
1.4.3. La méthode de laminage

Dans ce procédé, la formulation du patch commence par la préparation d’un pré-mélange, puis
I’ajout du PA et se termine par le fagonnement du film.

Le pré-mélange comprend un polymere filmogene, un solvant polaire et d'autres ingrédients, a
l'exception du PA qui sera ajouté ultérieurement dans un autre réservoir.

Ensuite, la quantit¢é programmée du pré-mélange est alimentée dans un mélangeur par la
premiére pompe doseuse et une vanne de régulation. La quantité désirée de PA est ajoutée dans
le mélangeur, puis mélangée pendant un temps suffisant pour former une matrice
homogénéisée. Une quantité spécifique de cette matrice est introduite dans le plateau par le
biais de la seconde pompe doseuse. Le rouleau de dosage détermine 1'épaisseur du film. Le film
est finalement formé sur le substrat et transporté par le rouleau de support. La préparation est

séchée en utilisant un séchage control¢ (Bilal et al., 2016).
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II. Partie expérimentale.



I1.1. Produits utilisés

Les produits cités précédemment (premicre et deuxiéme parties : ppl9 et pp 48) ; la gélatine
(sous forme de poudre, de qualité pharmaceutique et alimentaire, de type A, bloom = 300, point
isoélectrique = 9) (Sigma-Aldrich, Chine) ; I'alcool polyvinylique ((C4HO2)n, PM= 130 KDa)
(Sigma-Aldrich, Chine) ; le NaCl (Sigma-Aldrich, Chine) ; le DMSO (Sigma-Aldrich, Chine),
la Doxycycline Hyclate (Laboratoire Salem, Sétif) ; le chlorhydrate de Lévomépromazine
(Laboratoires Salem, Sétif) ; la chair de poule (Abattoir, Sétif) ; I’épithélium buccal du mouton
(Abattoir, Sétif) ; un lapin albinos (animalerie, Sétif) ont été utilisés pour la réalisation de cette
étude.

Pour ce qui est de la solution aqueuse de salive simulée, elle a été préparée a T = 27°C en
présence de 2,38 g de Na2HPOyq, 0,19 g KH>PO4, et 8 g de NaCl par litre d’eau distillée ajustée
avec du HCI jusqu'a pH = 6,8.

11.2. Méthodes opératoires suivies
I1.2.1. Préparation des patchs
I1.2.1.1. Préparation de films sans principe actif

Les films ont été congus par la technique d'évaporation du solvant. Différentes solutions de
biopolymeres de volume de 20mL ont été préparées selon les compositions indiquées dans le
tableau II.1. Pour ce faire, au départ, la CMC, I'0CMC, la gélatine (Gel), le PVA ont été
solubilisés séparément sous faible agitation a I'aide d'un barreau aimanté dans de I’eau distillée
a 80°C, 40°C, 35°C et 90°C, respectivement. Ensuite, afin d'éliminer les bulles d'air formées
lors des différentes solubilisations, les solutions ont été laissées reposer pendant une nuit.

Puis, au bout des 24heures, les ingrédients cités (tableau II.1) ont été additionnés
simultanément dans un ballon de 100mL et doucement agités pendant 30 minutes a température
ambiante. Les solutions ainsi obtenues ont été coulées dans des boites de Pétri en PS (9 cm de
diametre). Elles ont été laissées sécher sous vide a l'¢tuve a 40°C. Des films de surface

homogene se sont formés.

93



11.2.1.2. Préparation des films en présence de principe actif

La Doxycycline Hyclate (Figure II.1) de formule chimique CsH33CIN2O10 et de masse
moléculaire 545g/mol est un antibiotique de la classe des "tétracyclines". Elle est utilisée pour
traiter les infections bactériennes dans de nombreuses parties du corps. La demi-vie de la
Doxycycline est de 12h et son élimination est effectuée au cours du cycle entéro-hépatique. La

solubilité¢ maximale de ce principe actif est de 50 mg/L (Jantratid ez al., 2010).

Fig.I1.1. Structure chimique de la Doxycycline Hyclate.

Les patchs a base de cet antibiotique (a 3%) ont été préparés par la méthode de coulée (appelée
aussi méthode de casting) (Habib ez al., 2017) en solubilisant tout d’abord le principe actif dans
de I’eau distillée sous faible agitation a température ambiante a 1'aide d'un barreau aimanté
pendant 15 min pour aboutir & une solution de concentration de 50mg/L. Une fois la solution
est obtenue, elle a été additionnée a la solution initiale de 20mL (contenant les différents
biopolymeres). Le tout est laiss¢ sous faible agitation pendant une demi-heure a Tamp, puis versé
dans des boites de Pétri en PS (9,5cm de diamétre), et enfin laissé sécher a 1'air libre pendant

48h. Des films de surface homogene ont été isolés.

Le Chlorhydrate de Lévomépromazine (Fig. I1.2) de formule chimique Ci9H2sCIN2OS et de
masse molaire 364,9g/mol est un antipsychotique, neuroleptique, sédatif de la classe des
phénothiazines. Il est utilisé dans le traitement des psychoses. Sa demi-vie d’¢limination est de

20h et sa solubilité dans 1’eau est de 20 mg/L.
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Fig. I1.2. Structure chimique du Chlorhydrate de Lévomépromazine.

Pour ce qui est des patchs a base du chlorhydrate de la Lévomépromazine, ils ont été préparés
par la méthode d’absorption (ou appelée aussi méthode de gonflement) (Patel et al., 2009). Les
films secs a base d'hydrogels initialement préparés ont ét¢ déposés dans des boites de Pétri
contenant déja la solution de chlorhydrate de Lévomépromazine dissoute dans le DMSO. Les
films ont été laissés gonfler dans la solution contenant le principe actif (20mg/L) pendant 48h
a Tamb, puis séchés a 1'¢tuve a 40°C durant 72h.

Tous les échantillons ainsi obtenus ont été conservés a l'abri de la lumiere et de 'humidité a
Tamb dans des feuilles d'aluminium et placés dans un dessiccateur en verre muni du chlorure de
calcium anhydre.

Nous devons signaler dans le cas du Chlorhydrate de Levomépromazine et cela quel que soit le
pH, la préparation des films par la méthode de coulée n'a pas conduit aux films escomptés. Nous
avons des filaments blancs qui se forment et précipitent dans la solution des biopolymeres des
que nous additionnons le PA. Ceci est dii aux interactions ¢électrostatiques entre les cations

ammoniums du Chlorhydrate de Levomépromazine et les anions carboxylates des CMCs.

Tableau II.1. Les différentes formulations des patchs préparés.

Code de la Principe actif utilisé CMC | OCMC | Gel PVA | Glycérol P.A.
Formulation
Fl 5% 5% 2,5% 2,5%
F2 2,5% 7.5% | 2,5% 2,5%
F3 7,5% 2,5% | 2,5% 2,5%
F4 5% 5% 2,5% 2,5%
F5 2,5% | 1,5% | 2,5% 2,5%
F6 7,5% | 2,5% | 2,5% 2,5%
F7 Doxycycline Hyclate 5% 5% 2,5% 2,5% 3%
F8 Doxycycline 2,5% | 7,5% 2,5% 2,5% 3%
Hyclate
F9 Chlorhydrate de 5% 5% 2,5% 2,5% 3%
Lévomépromazine
F10 Chlorhydrate de 2,5% | 7,5% 2,5% 2,5% 3%
Lévomépromazine
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11.3. Identifications et caractérisations

I1.3.1. Etudes physico-chimique, mécanique et thermique
I1.3.1.1. Apparence physique

Tous les patchs ont fait I’objet d’une inspection visuelle et tactile de la couleur, de la souplesse,

de 'homogénéiteé, de ’aspect et de la douceur.
I1.3.1.2. Mesure de 1'épaisseur

L'épaisseur du patchs a été mesurée selon Prabhu ez al., (2011) a cinq endroits différents du
film (5cm x 1cm) (1 x L) en utilisant un pied a coulisse numérique (Ultra-Cal Mark III, Stanless

Hardned) et la valeur moyenne a été calculée.
I1.3.1.3. Mesure du pH de la surface des films

Le pH de la surface des films a été estimé d'apres les travaux de Habib et al., (2017) en déposant
I’¢électrode d’un pH-metre sur la surface du film qui a été mouillé avec 2 mL d’eau distillée
pendant 30 min dans une boite de Pétri. Le pH a été calculé sur 3 échantillons et la moyenne

des valeurs de pHs a été enregistrée.
11.3.1.4. Endurance au pliage

L’endurance au pliage a été déterminée selon Habib ef al., (2017) en pliant plusieurs fois et au
méme endroit le patch (2 cm x 2 cm) (1 x L) jusqu'a la fracture ou bien jusqu'a ce que le nombre
de plis atteigne 500 fois, c'est une condition permettant d'indiquer que le film posséde une bonne

endurance au pliage.
I1.3.1.5. Tests mécanique de traction

Ces essais ont ét¢ ¢étudiés selon le mode opératoire rapporté par El-kamel et al, (2007) en
utilisant une machine de traction universelle MTS (modéle E45 Universal Testing Machine,
Chine) équipée d’un capteur de force de SOkN. Des films de dimension (50mm % 10mm) (I x
L) ont été fixés entre les deux machoires de la machine de traction. L'épaisseur des films a été
mesurée a l'aide d'un pied a coulisse numérique (Ultra-Cal Mark II1, Stanless Hardned). Le test
est conduit jusqu'a la rupture du film. Les profils obtenus ont été analysés a 1’aide du logiciel

Instron série 1X, version 8.32.00. Les équations suivantes ont été utilisées pour calculer la
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contrainte a la rupture (crnp), ’allongement a la rupture (enp), €t le module d'élasticité appelé

aussi module de Young (E) des films :

N force alarupture
Grup (N/mm )_ section transversale du film (1)
Al 100
0) = 2
gruP( A)) 10 X section transversale du film (2)
E (N/mm?) = S 3)

I1.3.1.6. Test de gonflement :
(Voir mode opératoire décrit en supra, pp 51).
I1.3.1.7. Variation du poids

Ce test a été effectué selon Patel et al., (2009). Le film de 1cm de diameétre a été séché a 60°C
pendant 4 h. Il a été ensuite pesé¢ a I'aide d'une balance analytique de précision. L'essai a été

refait trois fois et la moyenne des trois valeurs obtenues a ¢té calculée.
11.3.1.8. Absorption d'humidité

L'essai a été mené selon Dangre ef al., (2019) sur des films de 1cm de diametre. La masse a été
mesurée a l'aide d'une balance analytique de pécision.

Au départ, les films ont été laissés pendant 24h a I'é¢tuve a 45°C. Puis, ils ont été pesés puis
placés a Tamb (24°C) pendant 3jours dans un dessicateur en verre hermetiquement fermé muni
d'une solution aqueuse saturée de NaCl permettant d'atteindre un taux d'humidité relative de

75%. Le pourcentage d'absorption d'humidité a été calculé a partir de I'équation suivante :

__ (mf —mo0) x 100

moO

Absorption d'humidité (%) 4)
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Avec :
my : est la masse finale du film aprés absorption de 'humidité ;

my : est la masse intiale du film sec.

Nous devons préciser que I'essai a été repris 3 fois et la valeur prise en compte a €té calculée a

partir de la moyenne des trois valeurs obtenues.
I1.3.1.9. Capacité d'absorption de la salive

Ce test a été réalis¢ en suivant les travaux décrits par Khairnar, (2014) sur des films secs
d’environ 1cm? de surface. Dans un bécher de 100mL, ces derniers ont été plongés dans une
solution aqueuse de salive simulée (40mL, pH=6,7). Le tout est ensuite maintenu a 37°C
pendant des temps variables (de 0,25h ; 0,5h ; 1h ; 2h ; 3h et 4 h).

Apres ¢limination de l'exces de la solution aqueuse de salive simulée en servant de papier
absorbant, les films ont été pesés et laissés sécher pendant 7 jours a température ambiante dans
une atmosphere anhydre contenant du CaClL anhydre.

Le pourcentage de I'absorption de la salive est calculé comme suit :

mh—mf

Absorption de salive %= —— X 100 (5)

Avec :

my, : est la masse du film apres absorption de la salive ;

my : est la masse finale du film aprés séchage.

Le test a été repris trois fois et la moyenne calculée a partir des résultats obtenus est prise en

considération dans la discussion de nos résultats.

11.3.1.10. Uniformité du contenu du patch en principe actif

Les courbes d’étalonnage ont été établies a partir des absorbances des solutions de Doxycycline
Hyclate et du chlorhydrate de Lévomépromazine (Figures II.2-3). Les solutions ont été
préparées par la méthode des dilutions d’une solution mere de concentration 50mg/L et 20
mg/mL respectivement, le solvant étant de I’eau distillée et eau distillée/DMSO (4 :1 (V:V))
respectivement. Les courbes d’étalonnage sont tracées en utilisant un spectrophotometre UV-
Vis a double faisceau de type UNICAN UV 300 (USA). Les longueurs d'onde respectives sont
349 nm et 253nm.
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b-Préparation des solutions

Cette étude a ¢té faite en se basant sur les travaux reportés par Dixit & Puthli, (2009). Une
surface de 1 cm? du film a été introduite dans un bécher de 250mL puis dissoute dans 100mL
de solution de PBS a pH 6,8 a Tamb. Au bout de 24h, le tout a été soumis a une forte agitation
pendant 15min. Puis, ImL a été prélevé de la solution, dilué¢ 10 fois par du PBS puis analysé
par spectrophotométrie UV-Vis. Les teneurs en principe actif ont été estimées a partir des

courbes d’étalonnage déja établies.
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Fig.I1.3. Courbe d’étalonnage de la Doxycycline Hyclate dans I’eau distillée a Amax= 349nm.
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Fig.I1.4. Courbe d’étalonnage du chlorhydrate de Lévomépromazine dans I’eau/DMSO a

Amax= 253nm.

I1.3.1.11. Opacité

(Voir supra, pp 20).
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I1.3.2 Etude structurale par spectroscopie IR-TF

Les spectres IR-TF ont été réalisés sur un appareillage déja décrit dans les deux chapitres

précédents. Ils ont été obtenus a partir des solutions solides dans le KBr (a 3%) ou des films.
I1.3.3. Analyse thermogravimétrique (ATG)

(Voir supra, pp 20).

11.4. Etudes biologiques

I1.4.1. Etude de la perméation du P.A. in vitro

Des études de perméation in vifro ont été menées en suivant le mode expérimental décrit par
Verma & Chattopadhyay, (2012). Les cellules de diffusion a deux chambres ont été montées
au niveau de notre laboratoire tout en mimant le dispositif de la cellule de Franz (Fig. IL.5). Le
compartiment inferieur est séparé du compartiment supérieur par des membranes biologiques
fraiches. L'épithélium buccal d’un mouton (barriére buccale) ou la chair de poule (barriére
transdermique) ont été soigneusement montés entre les deux compartiments de la cellule de
diffusion de Franz avec un diamétre interne de Icm et un volume de compartiment récepteur
de 20mL. Une solution de PBS (pH=6,8) a été placée dans le compartiment récepteur. Le
compartiment donneur contient 40mL d’une solution de principe actif (PA dissout dans du
tampon phosphate pH 6,8 pour la Doxycycline Hyclate (50mg/L) et PBS+DMSO pour les
chlorhydrates de Lévomépromazine (20mg/L)). L’ensemble du montage a été placé dans un
bain-marie, sous agitation magnétique a l'aide d'un barreau aimanté a 37°C.

Un échantillon (de ImL) a été recueilli a des intervalles de temps définis du compartiment
récepteur et remplacé par un volume égal de fluide récepteur frais (PBS a pH=6,8). L'expérience
a été reprise trois fois et les absorbances des échantillons extraits sont lues par

spectrophotométrie UV-Vis.
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Fig IL.5. Schéma du montage de la cellule de Franz (Talbi, 2018).

11.4.2. Temps d’adhésion sur les tissus biologiques

Cette expérience a €té accomplie en faisant appel au mode opératoire exprimé par Khairnar,
(2014). Des patchs de 1 cm? de surface ont été fixés aprés humidification avec de la solution de
PBS de pH 6,8 (quelques gouttes) et en appliquant une petite force avec le doigt pendant 30
secondes sur la surface de la muqueuse buccale du mouton, elle-méme fixée sur une lame en
verre. Ensuite, le montage est plongé dans un bécher rempli avec 100mL de PBS et maintenu a
37°C sous faible agitation.

La méme procédure a été suivie pour les tissus dermiques (la chair de poule) a la différence que
ces derniers ont été exposés a I’air libre a température ambiante.

Le temps d’adhésion sur les tissus biologiques a ét€¢ mentionné au détachement des films de ces
surfaces.

Ce test a aussi été effectué sur la surface externe de I’avant-bras d’un homme sain en appliquant
les films humidifiés avec de 1’eau potable. Ces films ont été retirés dans les 10 secondes qui

suivent 1’adhésion.
11.4.3 Test de libération in vitro

Le test de libération a été effectuée selon El-kamel et al., (2007) a 37°C et sous faible agitation
(50 trs/min). Les patchs contenant du principe actif (de lcm?) ont été fixés sur la paroi d’un

bécher de 250mL par un adhésif instantané (cyanoacrylate). Le milieu de dissolution était
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constitué¢ de 100mL de PBS (pH=6,8). Des échantillons de SmL ont été prélevés a des
intervalles de temps prédéterminés (jusqu'a 24 heures) et remplacés par du milieu frais. Ils ont
¢té analysés par spectroscopiec UV—-Vis a 349nm et 253nm pour la Doxycycline Hyclate et le

chlorhydrate de Lévomépromazine, respectivement.
I1.4.5. Test d'irritation cutanée

Ce test a ¢té réalisé en suivant les travaux de recherche de Prabhu ef al, (2011). Des patchs
ont été appliqués sur la peau rasée du dos d’un lapin Albinos et sécurisés avec du ruban adhésif.
Le patch témoin (sans principe actif) a été fixé de la méme facon. L'animal a été observé pour

tout signe d'irritation, d'érythéme ou d'cedéme, sur une période de 24 h.
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III. Réesultats Et Discussion



I11. 1. Identifications et caractérisations
II1.1.1. Essais mécaniques préliminaires pour le choix des formulations
IIL.1.1.1. Caractéristiques générales

Le choix de nos formulations a été basé sur les caractéristiques visuelles et tactiles (Tableau
I11.1), de la douceur, de la transparence, de I'adhésion, de l'endurance au pliage, de 'uniformité

de I'épaisseur et des pHs de la surface des films obtenus.

Tableau III.1. Propriétés visuelles et tactiles des films choisis.

Formulation | Douceur | transparence | adhésion | Endurance | Flexibilité | Epaisseur | pHala
au pliage (mm) surface
(Nombres
de plis)
F1 lisse transparent Non- > 500 Flexible | 0,24+0,005 7
collant
F2 lisse transparent Non- > 500 Flexible 0,28+0,01 7,01
collant
F3 lisse transparent Non- > 500 Flexible 0,24+0,03 7,02
collant
F4 lisse transparent Non- > 500 Flexible | 0,250,005 7,02
collant
F5 lisse transparent Non- > 500 Flexible | 0,27+0,016 | 6,96
collant
F6 lisse transparent Non- > 500 Flexible | 0,25+0,015 7,04
collant

En effet, les films préparés étaient lisses, transparents, non collants et homogenes (Fig. 111.1).
Les valeurs des épaisseurs moyennes n’ont pas montré de différences significatives. Les pHs
de leur surface sont tous proches des pHs des milieux biologiques (avec : le pH de la salive =
6,5-7,4 et le pH de la peau = 4-6). Ce qui traduit une potentielle biocompatibilité ; et par
conséquent, une non-irritabilité. Toutes les formulations (F1-F6) ont également présenté une
excellente endurance au pliage, c'est a dire une bonne flexibilité. Ils seront donc faciles a

utiliser.
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Figure I11.1. Exemple d'une photo prise sur un film a base d’OCMC/Gel.
II1.1.1.2. Propriétés mécaniques de traction

La figure I1IL2 illustre les courbes contrainte-déformation (6=f(€)) ; ces derniéres présentent le
comportement des films en traction jusqu’a la rupture. Le comportement global de ces films est
pratiquement semblable, il se divise en deux phases : la premicre linéaire (phase élastique) et
la deuxiéme non-linéaire (phase plastique).

La partie ¢€lastique présente une pente croissante avec des raideurs différentes confirmées par
les modules d’¢lasticité calculés et présentés dans le tableau I11.2 alors que la partie plastique
qui est également ascendante présente des allures semblables mais avec des valeurs différentes
de déformation et de résistance a la traction. Il en est déduit que 1’augmentation des raideurs
induit une augmentation des résistances a la traction. Ces différences sont expliquées par les
différents pourcentages des mati¢res premieres constituant nos films.

En effet, nous remarquons que les compositions F1 (5%CMC- 5% Gel) et F3 (7,5% CMC-2,5%
Gel) présentent des courbes presque superposable avec une dureté élevées par rapport aux
autres films. Les modules d’élasticité (144,46 et 197,55 N/mm? respectivement) montrent que
plus le pourcentage de la CMC est élevé, plus le matériau est élastique. La phase plastique de

ces deux films démontre que la composition F1 posséde la plus haute résistance a la traction

(6 =18,9 N/mm?).
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Les films F5 et F2 qui comportent des pourcentages €leveés en gélatine (7.5%) présentent une
raideur moyenne par rapport aux autres, et ce peut etre expliqué par la nature de la gélatine qui
confere un comportement ¢lastique important aux matériaux. Pour la phase plastique de ces
deux courbes, on constate que la F2 présente une augmentation rapide de la résistance avec une
ductilité faible par rapport a la F5 qui présente un comportement plastique ductile de grande
déformation.

Par ailleurs, les films composés de pourcentages élevés en OCMC : F4 (5% OCMC- 5% Gel)
et F6 (7,5% OCMC-2,5% Gel) ont démontré des raideurs négligeables (E=19,35 et 24,58
N/mm? respectivement). La composition F6 présente un comportement fragile a la rupture
d’une faible déformation alors que la F4 présente une déformation plus ou moins importante
mais qui reste faible par rapport aux autres films en termes de résistance et déformation. Cette
fragilité est expliquée par le pourcentage élevé en OCMC qui est elle-méme de nature fragile.
Ces résultats sont en accord avec ceux de Tabari et al., (2017) qui ont conclu que les longues
chaines macromoléculaires de CMC liées a la gélatine par réticulation augmentent la résistance
a la traction des films composites et que le pourcentage d’¢longation élevé des films pauvres

en CMC est dii au caractere élastique de la gélatine.

G(N/mmz)
il

€ (%)

Fig.II1.2. Courbes contrainte-déformation des films préparés a partir des

formulations (F1-F6).
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Tableau II1.2. Parametres Grup, E, €np des formulations (F1-F6).

Formulation Grup(N/mm?) E(N/mm?) Erup (%)
F1 18.9 144.46 46.93
F2 12.8 98.32 39.76
F3 17.5 197.55 43.99
F4 7.1 19.35 56.33
F5 15.1 114.54 64.55
F6 2.6 24.58 19.37

II1.1.1.2. Essais de gonflement

Les résultats obtenus lors des essais de gonflement montrent le comportement des films des
différentes formulations au contact de I’eau a température ambiante (Fig. I11.3).

Il est clair, a partir de cette figure, que la formulation F2 de la série CMC/Gel présente un
pseudo-plateau avec un Gmax qui atteint 547% apres 160 min (a I'équilibre) comparativement
aux formulations F1 et F3 qui se désintégrent apres 140min et 40min, respectivement.

Pour la série OCMC/Gel, les films s'averent plus résistants a la désintégration. Les plateaux
obtenus (qui représentent I'€quilibre de I'entrée et de la sortie du solvant, 1'eau, dans 1'hydrogel)
vont au-dela de 3heures. Par ailleurs, la formulation F4 a montré le Gmax le plus élevé aux
alentours de 1173% a 185 min.

Mais, on doit préciser que dans tous les cas (de F1-F6 sauf pour le F3 qui se désagrége
rapidement dans I'eau), les réseaux formés sont percolés. Ce qui est exprimé par la présence

d'un ou deux maximums sur chaque courbe.
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Fig. I11.3. Gonflements des films préparés (F1-F6) en fonction du temps a Tamb dans l'eau

distillée.
I11.1.2.1. Capacité d'absorption de la salive

Les profils d’absorption de la salive par les films des formulations CMC/Gel (F1) et OCMC/Gel
(F5) sont donnés dans la figure I11.4.

Le film F1 présente des Gmax allant de 631 % jusqu’a 439 % au fil du temps alors que le F5
présente un €quilibre hydrique avec un Gmax de 488 % qui est constant au cours du test.

En comparaison avec le test de gonflement dans I'eau a Tamb, les réseaux se montrent continus
et cela est exprimé par 1'absence du pic au début du gonflement.

Les pourcentages élevés des Gmax pour les formulations F1 et FS dans le milieu de salive
simulée (439 et 488% respectivement au bout de 190min) par rapport aux Gmax observés dans
de I’eau distillée (50,27 et 287,5% respectivement au bout de 160 min).

Des travaux menés par Peng ef al, (2018) ont montré que l'ajout de NaCl au systéme
PVA/glycerol conduit a la formation d'hydrogel ¢€lectrolyte flexible ne nécessitant pas de
réticulation chimique.

Aussi, Huang et al., (1988) ont pu prouver que I’absorption de I’eau par les hydrogels augmente
avec le groupe d'anions HPOjs présents dans le milieu de salive simulée et que le volume
hydrique d'équilibre de ces matériaux dans une solution saline est supérieur a celui de I’eau

distillée.
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Fig.II1.4. Courbes d’absorption de salive pour les formulations F1 et F5 a T=37°C.

I11.1.2.2. Variation du poids, de I'absorption de I'humidité et mesure de l'opacité

Les résultats obtenus sont résumés dans le Tableau IIL.3. Il est constaté que tous les films

¢tudiés possédaient des valeurs tres proches de poids, d’opacité et d’humidité relative.

Tableau II1.3. Variations du poids et de I'absorption de I'humidité et mesure de 1'opacité des

films Flet F5.

Formulation Variation de poids (mg) | Absorption d’humidité (%) Opacité %
CMC/Gel (F1) 71,1+0,055 25,04 0,572
OCMC/Gel (F5) 84,3+0,205 22,3 0,566

I11.1.2.3. Uniformité du contenu en principe actif

Aprées ajout du principe actif aux formulations choisies, on a étudié I’uniformité en principe

actif contenu dans F7-F10.

Le Tableau IIl.4 illustre les différents résultats obtenus. Les patchs contenant des

concentrations initiales de 50mg/LL de Doxycycline Hyclate ont libérés presque tout leur

contenu en principe actif pour la formulation F8 (47,69 mg/L). Le méme résultat est observé
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pour la formulation F7 (48,86 mg/L). La teneur en Doxycycline Hyclate était pratiquement
stable pour les trois échantillons de chaque formulation.

Les patchs de chlorhydrate de Lévomépromazine de concentrations initiales de 20 mg/L ont
libérés plus de la moitié du contenu en principe actif pour la formulation F10 (11,78 mg/L) et
plus du 1/3 pour la formulation F9 (8,51 mg/L).

Il est a noter que les patchs étudiés n’ont pas abouti completement a I’étape de désintégration

(méme apres 24h) qui permet la libération de tout leur contenu en P.A.

Tableau.IIl.4. Contenu des films F7-F10 en principe actif.

Contenu en principe actif (mg/L)
Film Concentration | Echantillon | Echantillon | Echantillon | Moyenne
initiale (mg/L) 1 2 3
CMC/Gel/D (F7) 50 48,69 49,7 48,2 48,86
OCMC/Gel/D (F8) 50 47,49 46,5 49,1 47,69
CMC/Gel/L (F9) 20 9,41 7,85 8,29 8,516
OCMC/Gel/L (F10) 20 12,40 11,02 11,93 11,78

I11.1.3 Etudes structurales par Spectrophotométrie IR-TF
I11.1.3.1. Gélatine

La figure IIL.5 représente le spectre IR-TF de la gélatine. Ce dernier présente plusieurs bandes
d’absorptions qui peuvent €tre résumés comme suit :

La bande d’absorption située a 3323cm’! est attribuée aux vibrations de valence des OH de ’eau
libre de la molécule alors que les bandes entre 3000 et 2800cm™ sont accordées aux vibrations
d’¢élongation des liaisons C—H (CH» et CH3) (Barreto et al., 2003).

Les bandes a 1654cm™ (amide I) et 1528cm™ (amide II) correspondent aux vibrations
d’¢élongation de la liaison CO, au couplage des vibrations de déformation de la liaison N-H et
des vibrations d'¢longation de la liaison C—N, respectivement (Seok et al., 2005).

Le pic qui apparait vers 1454cm™ correspond aux vibrations de déformation des liaisons C-H.
Un autre pic a 1234cm! est attribué aux vibrations d’élongation asymétriques des groupements
COC (Ghasemi et al., 2008).

La bande d’absorption vers 1067cm™ correspond aux vibrations d’élongation attribuées aux

groupements C-O (Muyonga, 2004).
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Figure IIL5. Spectre IR-TF du film de la gélatine.

II1.1.3.2. Alcool polyvinylique (PVA)

Le spectre IR-TF du PVA (Fig. I11.6) présente les bandes intenses suivantes : la premiere a
3331cm™ correspondant aux vibrations d’élongation des groupements hydroxyles OH du PVA.
La deuxiéme bande a 2928cm™ est attribuée aux vibrations d’élongation des liaisons C-H
aliphatiques du PVA (Pal et al., 2007) . La troisiéme bande a 1427cm™ assignée aux vibrations
de déformation des liaisons CH des groupements CH, alors que la bande observée a 1335cm’
est attribuée aux fréquences de combinaison de (CH-OH) (Taleb et al, 2009).

Et enfin, la bande a 1083cm™ est directement attribuée aux vibrations d’élongations des liaisons

C-0 des groupes acétyle du PVA (Kharazmi et al., 2015).
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Fig. I11.6. Spectre IR-TF du film de PVA.

I11.1.3.3. Films F1 et F5

A partir des spectres obtenus (Figures II1.7-8), aucune interprétation ne peut étre avancée du

fait de la présence intensives des OH portés par les macromolécules y compris ceux du glycérol.
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Fig. I11.7. Spectres IR-TF des composés Gel, CMC, PVA et F1.

112



Transmittance %

— Gel

4000

Fig. I11.8. Spectres IR-TF des composés Gel, OCMC, PVA et F5.

3500

3000

2500

2000

1500

Nombre d'ondes (cm'1)

113

1000



Les spectres IR-TF des films F7, F8 et de la Doxycycline Hyclate sont représentés dans la
figure II1.9 alors que ceux des films F9, F10 et du chlorhydrate de Lévomépromazine sont
tracés dans la figure IIL.10. A partir de ces figures, aucune interprétation ne peut étre émise ;
et ceci est causé par la présence de différents groupements hydroxyles portés par chacun des
biopolymeres, la CMC, ’'OCMC, la gélatine et le PVA. Ces hydroxyles ont l'aptitude de
masquer tout type d'interaction entre les différents groupements des différents matériaux utilisés

suite a leur forte absorption.
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Fig. II1.9. Spectres IR-TF des formulations F7, F8 et de la Doxycycline Hyclate (D).
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Fig. I11.10. Spectres IR-TF de F9, F10 et du Chlorhydrate de Lévomépromazine.
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I1.3.3. Analyse thermogravimétrique (ATG)

Les thermogrammes ATG/ATD (Fig. I11.11-16) nous permettent de conclure I’absence de toute
interaction entre les polymeres et les principes actifs. Les différents pics de I’ATD illustrés sur
les thermogrammes correspondent aux pertes de masses des composés étudiés ; il est noté que
les Tmax des films sans principes actifs et ceux des principes actifs sont tous observés dans les
thermogrammes des patchs a base de principes actifs, ce qui traduit leur non réactivité et donc
leur compatibilité parfaite.

Les Tmax qui ont subi parfois de légers déplacements sont résumés dans le tableau IIL.5.
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Fig.I11.12. Thermogrammes ATG-DTG des PA :
Doxycycline Hyclate (D) et chlorhydrate de Lévomépromazine (L).
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Fig.II1.13. Thermogrammes ATG des composés F1, F5, F7, F8
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Fig. I11.16. Thermogrammes ATG / DTG des composés a base de

chlorhydrate de Lévomépromazine : F9 et F10.
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Tableau IIL.5. Tmax déduits a partir des thermogrammes de la Doxycycline Hyclate, du

chlorhydrate de Lévomépromazine et des formulations F1, F5, F7-F10.

Trmax (°C)
Compose I ™176180 | 221-235 | 260-290 | 300-330 | 350-380 | 409-425 | 445-489

D 160 221 286 / / 409 /

L 110-141 | 222 / 309 370 / 464
F1 / 237 278 312 350 421 /

F5 / 217 / / 350 422 486
F7 174 221 / 310 351 419 449
F8 174 230 289 / 376 439 489
F9 131 232 268 329 371 / 476
F10 159 222 / 304 380 419 488

111.2. Etudes biologiques

I11.2.1. Etude de la perméation du P.A. in vitro

II1.2.1.1. Doxycycline Hyclate

La figure II1.17 illustre les valeurs des concentrations de la Doxycycline ayant traversé les

barrieres biologiques installées au niveau de la cellule de Franz.

La concentration du milieu du compartiment donneur est de 5S0mg/L ; les courbes de perméation

présentent des valeurs qui augmentent avec le temps et qui atteignent dans le compartiment

récepteur les 49mg/L pour la perméation a travers I’épithélium buccal et 36mg/L pour la

perméation a travers le derme.

Ces résultats prouvent que la Doxycycline Hyclate posseéde une capacité de perméation a travers

les barrieres biologiques des parois buccale et dermique avec un pourcentage qui dépasse 99%

et 80% respectivement de la concentration initiale pour les 9 premicres heures.
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Fig. II1.17. Perméation tissulaire de la Doxycycline ; (Dd) : a travers le derme, (Db) : a

travers 1’épithélium buccal.
I11.2.1.2. Chlorhydrate de Lévomépromazine

La figure 1II.18 illustre les valeurs des concentrations de la Lévomépromazine dans le
compartiment récepteur de la cellule de Franz.

La concentration du milieu du compartiment donneur est de 20 mg/L ; les courbes de
perméation présentent des valeurs qui augmentent avec le temps (les concentrations maximales
de 2,3mg/L pour la perméation a travers le derme et 1,5 mg/L a travers I’épithélium buccal ;

soit des pourcentages maximaux respectifs de 12,5% et 7,5%).

121



Perméation tissulaire de la Lévomépromazine

2,5

2
jary
S~
oo

£15
c
ke
s
o
=
c

e 1
c
o
O

0,5

0 L - —
0 2 4 6 8 10
Temps (H)
—eo—Lb Ld

Fig.II1.18. Perméation tissulaire de la Lévomépromazine ; (Ld) : a travers le derme,

(Lb) : a travers I’épithélium buccal.
I11.2.2. Temps d’adhésion sur les tissus biologiques

Les films F7-F10 ont montré une excellente adhésion au derme pendant une période d’essai
allant jusqu’a 48h (Fig.II1.19). Ce phénomene est expliqué selon Pritchard ez al., (1996) par
la présence des groupements -COOH responsables de ’adhésion des polymeéres aux cellules
biologiques par la formation de liaison hydrogene tandis que les patchs soumis aux conditions
du milieu buccal ont résidé tres peu de temps sur la muqueuse buccale (entre 7min et 9min).
Cette vitesse de détachement est attribuée a 1’influence de la composition ionique du milieu
PBS sur la surface des patchs inhibant ainsi la formation de liaisons polymeres-cellules
¢épithéliales (Pradesh et al., 2012).

En revanche, I’essai sur la peau humaine (Fig. I11.20) a démontré une parfaite adhésion des

films sur cette derniére.

122
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Fig.I11.19. Temps d’adhésion des films F7, F8, F9 et F10 sur les tissus biologiques.

Fig. I11.20. Adhésion des patchs sur le derme ; F5 : (a) : film collé et (b) : décollement du
film ; F8 : (c) : film collé et (d) : décollement du film.

111.2.3 Test de libération in vitro

I11.2.3.1. Doxycycline Hyclate

L’étude in vitro de la libération de la Doxycycline Hyclate (Fig. I11.21) a montré que la
libération a partir de la formulation F8 (OCMC/Gel) s’est avérée plus rapide (35%) que celle
obtenue avec la formulation F7 (CMC/Gel) (25%) au bout de 24h ; cela peut étre attribué a
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'augmentation de I'hydrophilie de la CMC aprés son oxydation, d'une part, et a la diminution
de la viscosité de ’OCMC apres son oxydation d’autre part (Chetouani et al., 2017). Ce qui
est en accord avec Habib et al., (2017) qui ont test¢ la libération de Lornoxicam avec différents
polysaccharides et ils ont conclu que la libération du principe actif était plus €élevée dans le cas

des polymeres de faible viscosité permettant ainsi la diffusion du principe actif.

35
30
25

— 20

PA (%

15

10

0 5 10 15 20 25 30
Temps (heures)

F7 F8

Figure II1.21. Libération de la Doxycycline hyclate a partir de F7 et F8.
I11.2.3.1. Chlorhydrate de Lévomépromazine

La libération a partir de F9 et F10 de la Lévomépromazine est présenté dans la Figure 111.22.
En effet, I’équilibre entre le milieu récepteur et le réseau macromoléculaire du patch est atteint
au bout d’une heure aux environs de 32 % pour la formulation OCMC/Gel (F10) ; alors que la
formulation CMC/Gel (F9) a libér¢ le principe actif d’une fagon ascendante tout au long des 24

heures pour atteindre un pourcentage de 29 % a la fin du test.
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Figure I11.22. Libération de la Lévomépromazine a partir des patchs F9 et F10.
I11.2.5. Etudes d'irritation cutanée

Les résultats obtenus a partir des films testés (F1, F5 et F7-F10) n'ont révélé aucun signe
d'inflammation, d’érythéme ou d’cedéme, sur la peau du lapin sur une période de 24h ; cette
observation est expliquée par la biocompatibilité des matériaux utilisés (Prabhu et al, 2011),
d'une part et surtout des pHs proches de ceux des milieux physiologiques, d'autre part. Les

patchs sont donc jugés dermocompatibles.

Fig. I11.23. Test d’irritation cutanée aprés I’application des patchs sur le dos d’un lapin au

bout de 24heures.
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Conclusion



Nous nous sommes consacrés au cours de la réalisation de ce chapitre, dans un premier temps,
a la mise au point de la préparation de films hydrogels a base de CMCs (CMC ou OCMC), de
gélatine, de PVA et du glycérol. Ces films vont servir, dans un deuxi¢me temps, de supports
pour deux principes actifs, la Doxycycline Hyclate et le chlorhydrate de Lévomépromazine.
Apres observation des parametres physiques, il ressort que les films que nous avons choisis
possedent une bonne apparence physique, des pHs neutres proches de ceux des milieux
physiologiques et une bonne flexibilité.

Le test gonflement de nos films montre que les réseaux filmogenes de la série OCMC/Gel sont
plus résistants et ne présentent aucune désintégration au fil du temps, la stabilité de ces systemes
permet la rétention de I’eau pendant plus de 3 heures. Par ailleurs, 1l est a noter que les valeurs
du taux de gonflement diminuent avec 1’augmentation de la concentration de CMCs pour les
deux séries.

En revanche, I’essai de traction nous a fourni des informations précieuses sur le comportement
mécanique de nos films. Il a montré que les compositions F1 et F3 possedent les plus hautes
résistances a la traction (or1 =18,9 N/mm?, or3 =17,5 N/mm?). Alors que F2 présente une
augmentation rapide de la résistance avec une ductilité faible par rapport a la F5 qui exhibe un
comportement plastique ductile de grande déformation, que F6 a un comportement fragile a la
rupture d’une faible déformation alors que la F4 manifeste une déformation plus ou moins
importante mais qui reste faible par rapport aux autres films en termes de résistance et
déformation.

Pour ce qui est des pourcentages ¢levés de Gmax obtenus a travers le test d’absorption de la
salive pour les formulations F1 et F5 (430 et 488% respectivement) par rapport aux Gmax
observés dans de I’eau distillée (50 et 287 % respectivement), ils sont dus a la nature ionique
du milieu de salive simulée qui est responsable de la formation d’un réseau continu entre les
différents composants des films.

Par ailleurs, I’homogénéité de ces derniers est prouvée par les valeurs proches de poids,
d’opacité, d’humidité relative et du contenu en principe actif.

La compatibilité entre les différents composants des films et les principes actifs est confirmée
par thermogrammes ATG/ATD correspondants.

Cependant, les études de la perméation, de la libération et du contenu en principes actifs ont
exprimés de bons résultats prouvant que la Doxycycline Hyclate et le chlorhydrate de

Lévomépromazine constituent des choix intéressants pour leur application par voie topique.
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En outre, le temps d'adhésion des patchs sur le derme est plus long (de 48h) par rapport a la
muqueuse buccale (moins de 10 min). Enfin, le test d’irritation in vivo atteste la

dermocompatibilité de nos patchs.
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Conclusion Geénerale
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Les travaux entrepris dans cette theése s’intéressent a la carboxymethylcellulose (NaCMC), un
des biopolymeres tres sollicité dans le domaine alimentaire et pharmaceutique.

Le but global de nos travaux est d'améliorer ou de d'apporter de nouvelles caractéristiques a cet
hydrogel par modifications chimiques non destructives et douces tout en respectant ¢galement
I’environnement en utilisant des solvants et des réactifs non toxiques et en quantités
catalytiques.

En premier lieu, une étude bibliographique approfondie nous a permis de s’intéresser aux
groupements carboxyles de la CMC jugés responsables de diverses propriétés intéressantes sur
les plans physico-chimiques et biologiques de ce biomatériau.

Pour cela, nous avons tout d'abord étudi¢ I’impact de I’acidification de la NaCMC par I’acide
chlorhydrique sur les propriétés biologiques. En effet, la réduction de la teneur en Na dans le
squelette polysaccharidique a permis d’apercevoir un réarrangement de la conformation
structurale de la NaCMC confirmé par les différentes analyses physico-chimiques effectuées
(FT-IR, FRX, UV-Vis), d'une part ; et d'autre part, nous avons observé a travers des études de
la capacité hémostatique, de la mucoadhésion et de la biodégradation de nettes améliorations
par rapport au composé de départ, la NaCMC.

Par ailleurs et dans un second volet de notre theése, en s’appuyant sur les résultats des travaux
de recherche antérieurs qui démontrent que les composés anioniques sont treés recherchés dans
le domaine du vivant, ces composés interagissent avec les ammoniums des milieux biologiques.
Nous nous sommes dans cette optique lancer dans I'augmentation du degré d’oxydation de la
CMC par transformation des hydroxyles en C6 en groupements carboxyles. La réaction
entreprise est régioselective dont le systeéme d'oxydation utilisé est le TEMPO/NaOCI/NaBr.
L'oxydation a été menée avec succes. Toutes les méthodes de caractérisation confirment que
les carboxyles se sont formés. Apres isolement de la OCMC, le couplage par réticulation avec
le chitosane (CS) a été investigué dans le but d'obtenir un nouveau matériau présentant des
caractéristiques exploitables dans le génie tissulaire surtout. La, une série d’analyses
qualitatives et quantitatives a €té alors lancée pour caractériser les nouvelles matrices obtenues
(dosages chimiques, analyses spectroscopiques, thermiques et mécaniques), les résultats
obtenus ont tous confirmé que les CMCs (NaCMC ou OCMC) ont formés de nouveaux réseaux
interpénétrés en présence de CS.

En outre, a travers les analyses biologiques effectuées (la biocompatibilité avec le sang humain,
le test dynamique de coagulation sanguine, l'activité anti-inflammatoire, 1'é¢tude de la

mucoadhésion et le test de biodégradation), il s'est révélé que nos matrices sont non
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hémolytiques, elles présentent de bonnes propriétés hémostatiques, ont une capacité inhibitrice
de la dénaturation des protéines, sont mucoadhésifs et biodégradables.

Enfin et dans un troisiéme et dernier volet de notre thése, nous avons congu de nouveaux films
ou patches a base de CMCs. Pour ce faire, nous avons choisi d’améliorer ses propriétés
mécaniques par I’ajout de la gélatine, du PVA et du glycérol. Nos films ont servir aussi ensuite
de supports pour deux principes actifs, la Doxycycline Hyclate et le chlorhydrate de
Lévomépromazine. Les différents tests effectués sur nos films (physiques, chimiques,
mécaniques, thermiques et biologiques) ont montré d’excellents résultats en matiere de qualité,
de stabilité et d’efficacité. Ils sont dermocompatibles, adhésifs a la couche dermique et libérent

les principes actifs choisis de facon continue dans le temps.

En perspective, il est nécessaire dans le futur de compléter ces ¢tudes pour pouvoir exploiter
ces matériaux (industriellement ou dans le domaine de la recherche) par :

- des études de morphologie plus approfondies qui doivent étre menées pour mieux comprendre
le lien avec les résultats biologiques. Prenons par exemple, les études microscopiques et
radiocristallographiques.

- des ¢tudes de toxicité en faisant appel aux cellules souches, aux organes ou aux animaux.

- des évaluations microbiologiques (bactériologiques ou fongiques).

- des modeles mathématiques pour mieux établir le type de libération médicamenteuse a partir

de nos matériaux.
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Annexe 1 : Dosages chimiques
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Fig .A1.1. Teneurs en aldéhyde et en carboxyle des CMC oxydées par le TEMPO et NaOCl
(4 mL)aT=27°C, pH= 10,5 en fonction du temps.
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Fig. A1.2. Teneurs en aldéhyde et en carboxyle des CMC oxydées par le TEMPO et NaOCl
(8 mL) a T =27°C, pH= 10,5 en fonction du temps.
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Fig. A1.3. Teneurs en aldéhyde et en carboxyle des CMC oxydées par le TEMPO et NaOCl
(12mL) a T =27°C, pH= 10,5 en fonction du temps.
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Fig. A1.4. Teneurs en aldéhyde et en carboxyle des CMC oxydées par le TEMPO a T =27°C,
t=4H, pH= 10,5 en fonction du volume de NaOCl (4mL, 8mL et 12mL).
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Fig. A2.5. Titration de pH du CS, CS/CMC et CS/CMCO.
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Annexe2 : Spectres UV-VIS.
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Fig. A2.1. Spectre UV-VIS/ opacité des films NaCMC et HCMC.
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Fig. A2.2. Spectres UV-Vis des films CS, CMC, CMC/CS et OCMC/CS.
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Fig.A2.3. Spectre UV-VIS de d’une solution de Doxycycline Hyclate de concentration
25ug/L scannée entre 200 et 500 nm.
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Fig.A2.4. Spectre UV-VIS de d’une solution de chlorhydrate de Lévomépromazine de

concentration 0.3mg/L scannée entre 200 et 500 nm.
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Annexe 3 : Spectres FT-IR.
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Fig. A3.1. Spectres IR de la poudre de la CMC et des OCMC ; NaOCl (4mL) a t=2h, 3h, 4h.
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Fig. A3.2. Spectres IR des films de CS, CMC et CMC/CS.
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Fig. A3.3. Spectres IR de CS, OCMC et OCMC/CS.
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Fig.A3.4. Spectres IR-TF des films F1, F5, F7, F§, F9 et F10
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Annexe 4 : Analyses Thermiques

—— NaCMC
— HCMC

Fig

Flux de chaleur (w/g)

Température (°C)

T T T T T T T T
0 100 200 300 400

T
500

T
600

. A4.1. Thermogrammes ATG de la NaCMC et HCMC.
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. A4.2. Thermogrammes DSC de la NaCMC et HCMC.
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Annexe 5 : Gonflement
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Fig. A5.1. Valeurs Gmax des films CS, CMC, CMC/CS et OCMC.
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Fig.A5.2. Les Gmax des formulations F1-F7 aprés 120min.
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Annexe 6 : Divers

Fig.A6.1. Montage des tissus pour le test de la mucoadhésion,

(a) : muqueuse gastrique, (b) : muqueuse intestinale.
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Fig. A6.2. Activité anti-inflammatoire- Pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration des composés CMC, OCMC, CS, CMC/CS et OCMC/CS.
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Résumé :
Le travail réalisé dans le cadre de notre thése de Doctorat LMD en Génie Pharmaceutique a pour but d'étudier la
modification chimique de la carboxymethylcellulose par deux méthodes. La premiére concerne ’acidification de
la CMC et la deuxiéme est consacrée a la réaction d’oxydation de ce polysaccharide en présence de 1’hypochlorite
de sodium comme agent oxydant et le TEMPO/NaBr comme catalyseur de réaction. Des méthodes de dosage par
I'hydroxylamine et acido-basique ont été utilisées pour quantifier respectivement les groupements aldéhydes et
carboxyles. Le chitosane a été ensuite couplé avec la CMC et la CMC oxydée. Les groupes amines libres portés
par le chitosane ont été estimés par potentiométrie et conductimétrie. La caractérisation et l'identification des
hydrogels ainsi obtenus sont faites par IR-TF, FRX et ATG/DSC. La morphologie a été examinée par le test de
I’opacité. Toutefois, les comportements biologiques des nouveaux biomatériaux ont été investigués par différentes
études tel que La biocompatibilité avec le sang humain ; tous nos composés sont non hémolytiques. L'activité anti-
inflammatoire effectuée par un test préliminaire sur 'albumine d'ceuf indique également que nos composants sont
des dispositifs ayant une capacité inhibitrice a dénaturer les protéines. Les tests de mucoadhésion démontrent une
nette augmentation des temps d’adhésion des composés HCMC, CMC/CS et OCMC/CS sur la muqueuse
intestinale par rapport aux CS et CMC. Enfin, les résultats des tests de biodégradation montrent que nos hydrogels
sont biodégradables et peuvent étre éliminés des fluides humains sur une période relativement courte.
La réussite a la préparation des patchs transdermiques de Doxycycline et de Lévomépromazine a base de
CMC/Gel/PVA ou OCMC/Gel/PVA a été confirmée par les différents essais mécaniques et biologiques entrepris
au cours de nos €tudes.
Mots clés : carboxyméthylcellulose, chitosane, gélatine, oxydation, activités biologiques, propriétés mécaniques,
propriétés physicochimiques, films oraux, patchs transdermiques.

Abstract :

The work done in the context of our LMD PhD thesis in Pharmaceutical Engineering aims to study the chemical
modification of carboxymethylcellulose by two methods. The first concerns the acidification of CMC and the
second is devoted to the oxidation reaction of this polysaccharide in presence of sodium hypochlorite as oxidizing
agent and TEMPO/NaBr as a reaction catalyst. Hydroxylamine and acid-base assay methods were used to quantify
the aldehyde and carboxyl groups, respectively. Chitosan was then coupled with CMC and oxidized CMC. Free
amine groups carried by chitosan were estimated by potentiometry and conductimetry. Characterization and
identification of hydrogels thus obtained are made by IR-TF, FRX and ATG / DSC. The morphology was examined
by opacity test. However, the biological behaviors of new biomaterials have been investigated by different studies
such as biocompatibility with human blood; all our compounds are non-hemolytic. The anti-inflammatory activity
performed by a preliminary test on egg albumin also indicates that our components are devices with inhibitory
ability to denature proteins. Mucoadhesive tests show a marked increase in the adhesion times of HCMC, CMC /
CS and OCMC / CS on the intestinal mucosa compared to CS and CMC. Finally, the results of the biodegradation
tests show that our hydrogels are biodegradable and can be removed from human fluids over a relatively short
period of time.

The success in the preparation of Doxycycline and Levomepromazine transdermal patches based on CMC / Gel /
PVA or OCMC / Gel / PVA was confirmed by the various mechanical and biological tests undertaken during our
studies.

Key words: carboxymethylcellulose, chitosan, gelatin, oxidation, biological activities, mechanical properties,
physicochemical properties, oral films, transdermal patches.



