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Introduction génerale



L’utilisation croissante des biopolymeéres ces dernieres années s’explique par leur
caractere renouvelable, leur durabilité, ainsi que leur faible coGt. Parmi ces biopolyméres, les
polysaccharides suscitent un intérét particulier en raison de leur grande diversité structurale et
fonctionnelle (Ratner, 2019). Riches en groupes hydroxyles et constitués d’unités de
monosaccharides liées par des liaisons glycosidiques, ils possédent une variété d’activités
biologiques, antioxydantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes, hypoglycémiantes, entre
autres. Leur biocompatibilite, leur biodégradabilité, leur faible toxicité, ainsi que leur potentiel
de modification chimique font d’eux des candidats de choix pour le développement de
matériaux fonctionnels dans les industries pharmaceutique, agroalimentaire, textile et papetiére
(Jin et al., 2021).

Cependant, malgré leurs nombreuses qualités, les polysaccharides présentent certaines
limitations intrinséques, telles qu’une faible solubilité dans 1’eau ou dans les solvants
organiques, une sensibilit¢ aux variations de pH ou de température, et des propriétés
mécaniques parfois insuffisantes. Pour surmonter ces contraintes, diverses stratégies de
modification chimique ou physique ont été développées. Ces modifications, notamment la
greffe de chaines latérales, I’oxydation, la carboxyméthylation, la sulfonation ou la réticulation,
visent a améliorer la solubilité, la stabilité thermique, 1’affinité avec certains agents bioactifs,
et lactivit¢ biologique des polysaccharides. Ce faisant, elles permettent d’élargir
considérablement leur champ d'application, en particulier dans les domaines biomédical,
cosmétique, pharmaceutique et environnemental. Ainsi, la modification des polysaccharides ne
constitue pas seulement un moyen de compenser leurs limitations, mais aussi une approche
stratégique pour concevoir des matériaux bioactifs sur mesure, adaptés aux exigences des

applications modernes (Chen et al., 2024).

Parmi les polysaccharides les plus étudiés figurent le chitosane et 1’alginate. Le chitosane,
polysaccharide cationique dérivé de la chitine, est doté de groupes amines réactifs lui conférant
des propriétés intéressantes, notamment antimicrobiennes et antioxydantes. L’alginate, un
polysaccharide anionique extrait d’algues brunes, est reconnu pour sa capacité a former des gels
en présence d’ions divalents. Leur complémentarité ionique permet la formation de complexes
polyelectrolytiques aux propriétés physico-chimiques et biologiques améliorées (Mathur et al.,
1990).

Dans ce contexte, la réaction de Maillard offre une voie innovante de modification des
polysaccharides. Initialement décrite comme une réaction non enzymatique entre les groupes

amines d’acides aminés ou de protéines et les fonctions carbonyles des sucres réducteurs, cette



réaction aboutit a la formation de produits complexes, souvent bioactifs (Zhao et al., 2018).
Bien que généralement étudiée dans les systemes protéine-glucide, des travaux récents ont mis
en évidence la possibilité d'étendre cette réaction a certains polysaccharides, notamment ceux
porteurs de groupes amines primaires, comme le chitosane. Les produits issus de telles réactions
présentent des propriétés biologiques accrues, en particulier des activités antioxydantes et

antibactériennes renforcées.

La présente theése s’inscrit dans cette perspective, en explorant la valorisation de la
réaction de Maillard comme méthode de modification chimique pour améliorer les propriétés
fonctionnelles de complexes a base de chitosane et d’alginate. Pour cela, un mélange de ces
deux polysaccharides a été soumis a des conditions favorables a la réaction de Maillard
(température de 100 °C, pH acide de 4,5). Les produits formés ont été caractérisés d’un point
de vue physico-chimique (IR-TF, UV-Vis, diffraction des rayons X, ATG, DSC, potentiel zéta)
et biologique (activités antioxydante, anti-inflammatoire, antibactérienne, inhibition

enzymatique, indice de protection solaire - SPF).
Ce manuscrit est structuré en trois parties principales :

La premiére partie, divisée en deux chapitres, est consacrée a une revue de la littérature.
Le premier chapitre porte sur les biopolymeres en général, tandis que le deuxiéme chapitre met
I'accent sur les polysaccharides, en abordant leur structure, leurs propriétés physico-chimiques
ainsi que leurs applications dans les domaines biomédical, pharmaceutique et agroalimentaire.
Une attention particuliére est portée a la réaction de Maillard, considéréee comme une méthode
de modification non enzymatique ; ses mécanismes, ses effets et ses applications potentielles y

sont détaillés.

La deuxieme partie présente les matériaux, les réactifs et les méthodes expérimentales
utilisés. 11 décrit avec rigueur les conditions de préparation des produits, ainsi que les techniques

analytiques mises en ceuvre pour leur caractérisation.

La troisieme et la derniéere partie expose et discute les résultats expérimentaux. L’effet de
la réaction de Maillard sur les propriétés structurales et biologiques des produits obtenus est
analysé de maniére critique et mis en perspective avec les données issues de la littérature, afin
de démontrer la pertinence de cette stratégie de modification pour le développement de

matériaux bioactifs a haute valeur ajoutée.
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Chapitre 1 : Les biopolymeres

.1 Géneralités sur les Biopolymeres

Les biopolyméres sont des macromolécules organiques constituées d’unités monomériques
répétées, naturellement synthétisées par des organismes vivants a travers des processus
biologiques (Ezeoha et al., 2013 ; Alli et al., 2013). Contrairement aux polymeres synthétiques,
souvent amorphes et désordonnés, les biopolymeres présentent une structure moléculaire
réguliere, facilitant leur biodégradation naturelle sous I’effet de facteurs biologiques,
thermiques ou enzymatiques (Guzman et al., 2011). Leur nature hydrophile favorise cette
dégradation en milieu humide. Issus de sources variées, animales, végétales ou protéiques, a
I’exemple du chitosane, des gommes, des amidons ou de la gélatine, les biopolymeres
représentent une alternative durable face a la raréfaction des ressources fossiles et aux enjeux
environnementaux actuels (Leja et al., 2010).Leur biocompatibilité, leur biodégradabilité et
leur structure moléculaire réguliere justifie leur utilisation croissante dans les industries
agroalimentaire et pharmaceutique (Jenkins et al., 1996), notamment dans les systémes de
libération contrdlée de principes actifs, ou ils permettent d’améliorer I’efficacité thérapeutique

des molécules bioactives (Ruso et al., 2017).
I.1.1 Classification des biopolymeres

Les biopolymeres sont classés principalement en fonction de la nature chimique de leurs

monomeres de base. On distingue généralement trois grandes familles :
1.1.1.1 Les protéines (ou polypeptides)

Parmi les biopolymeéres, les protéines suscitent un intérét croissant en raison de leurs propriétés
antibactériennes, biocompatibles, immunogénes et biodégradables, ainsi que de leur faible
toxicité. Ces caractéristiques en font des candidates prometteuses pour de nombreuses
applications biotechnologiques, notamment en ingénierie tissulaire et dans la conception de

systemes de libération contrdlée de médicaments (Nagarajan et al., 2019).
On peut citer comme exemples :

1.1.1.1.1 Gélatine

La gélatine est une macromolécule protéique d’origine animale ou végétale, obtenue par
hydrolyse partielle du collagéne a I’aide de traitements acides ou alcalins. En raison de sa bonne
compatibilité avec les milieux biologiques et de sa capacité a se dégrader naturellement, elle

est largement utilisée dans le secteur pharmaceutique, médical et agroalimentaire. Elle constitue
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notamment un matériau de choix pour I’enrobage de formes galéniques telles que les capsules,
gélules ou comprimés, ainsi que pour la fabrication d’éponges hémostatiques. Sur le plan
structural, la gélatine est composée de chaines polypeptidiques riches en acides aminés,
adoptant une conformation hélicoidale, et se comporte comme un polymére amphotere, variant

de charge selon le pH du milieu. (Mansouri, 2019)
o
0 0 o
N N N
(o) (o) o)
(o)
N0

Figure.l.1 Représentation structural de la gélatine (Loucif, 2017).
.L1.1.1.2 Kératine

La kératine est une protéine fibreuse de nature structurale, extraite principalement de tissus
cornés tels que les cheveux, les griffes, les sabots ou les cornes. Elle se compose d’un ensemble
complexe de filaments kératinisés, associés a des protéines solubles et a diverses enzymes.
Produite par les couches superficielles de 1’épiderme, la kératine se distingue par ses
remarquables propriétés physico-chimiques, notamment sa résistance mécanique et sa stabilité.
Sa structure moléculaire repose sur une organisation en hélices a ou en feuillets B, formant des
réseaux réticulés stabilisés par des liaisons disulfures entre les chaines polypeptidiques riches

en cystéine (Rajabi et al., 2020).

Figure.l.2 Structure moléculaire de la kératine.
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1.1.1.2 Les acides nucléiques

Ce sont des biopolymeéres essentiels a la transmission de I’information génétique, composés de

nucléotides (Dols et al., 2020).

Exemple : I’ADN (Acide désoxyribonucléique) et I’ARN (Acide ribonucléique), jouent un role

fondamental dans le fonctionnement des organismes vivants.
1.1.1.3 Polysaccharides

Les polysaccharides sont des macromolécules constituées de I'enchainement de nombreux oses,
unis par des liaisons osidiques. Ces polymeres de haut poids moléculaire résultent de la
condensation d'oses, eux-mémes définis comme des aldéhydes ou des cétones polyhydroxylés,
hydrosolubles et réducteurs (comme le fructose) (Mokrani, 2013). La liaison osidique, typique
de ces structures, est formée par une réaction de condensation entre le groupement hydroxyle
hémiacétalique du carbone anomérique d’un ose et une fonction hydroxyle (ou parfois une

fonction amine ou thiol) d’une autre molécule osidique (Bruneton, 1999).

Les polysaccharides se distinguent par des propriétés rhéologiques variees telles que leur
capacité a gélifier, épaissir, émulsionner ou stabiliser qui les rendent particulierement utiles
dans des domaines industriels aussi divers que I’agroalimentaire, la cosmétique, la pétrochimie,
la peinture, les adhésifs ou encore les biomatériaux. Leur excellente biocompatibilite leur
confere un potentiel étendu, notamment dans les secteurs pharmaceutique et biomédical, ou les
polysaccharides multifonctionnels suscitent un intérét croissant. En outre, ces macromolécules
jouent un réle actif dans divers processus cellulaires tels que la prolifération, la différenciation,
I’adhésion et la migration. Leur aptitude a interagir avec les systémes biologiques en fait des

acteurs clés dans de nombreuses fonctions physiologiques (Delattre, 2005).
1.1.1.3.1 Classification des polysaccharides selon leur charge

A. Polysaccharides anioniques

e Acide hyaluronique

Présent dans divers tissus et liquides biologiques (humeur vitrée, liquide synovial...), ce
polymere est formé de disaccharides d’acide B-glucuronique et de N-acétylglucosamine, unis
par des liaisons f (1—3) (Audigie&Zonszain, 2002).



COOH CH,OH

o % 0
OH o—
HO
OH

NHCOCH,
Figure.l.3 Représentation de 1’unité disaccharidique de I’acide hyaluronique.

= Héparine
Sécrétée par les mastocytes, I’héparine est abondante dans les tissus comme le foie, les muscles

ou les poumons. Elle possede une activité anticoagulante et intervient dans le métabolisme
lipidique (Biserte et al., 1977).

COO CH,0S05"
o)
H
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oH H
O_——
—o0
H 0SO3 ! _
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Figure.l.4 Fragment structural de I’héparine mettant en évidence ses fonctions sulfatées.
e Carraghénanes

Polysaccharides extraits d’algues rouges (Rhodophyceae), les carraghénanes (A, k, T) sont
utilisés comme agents gélifiants et stabilisants dans les industries alimentaires, cosmétiques et

pharmaceutiques (Lafargue, 2007).

"O53SHO
@ |
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HO
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Figure.l.5 Unité répétitive du carraghénane «, montrant les groupements sulfatés caractéristiques.

e Pectine



Présente dans les parois cellulaires végétales, la pectine commerciale est extraite de fruits
comme les pommes ou les agrumes. Elle est utilisee comme agent gélifiant et vecteur de
principes actifs. Ses structures sont variees et classées en homogalacturonanes,

rhamnogalacturonanes-I et galacturonanes substitués (Zhang et al., 2015).

H,C
HO fe)
OH
o -0
o OJ\J"-’\
OH
(0]
0 o
(@]
HO
HO

Figure.l.6 Motif structural de la pectine soulignant la chaine principale de galacturonane et ses ramifi-

cations.
e Xanthane

Produit par fermentation via Xanthomonas campestris, le xanthane est un polysaccharide de

haut poids moléculaire, largement utilisé pour ses propriétés rhéologiques (Benchaita, 2014).

OH OH
oH » OH
[e) HO
HO o (@)
HO (o) (o)
HO o
OH OH OH
OH

Figure.l.7 Structure répétitive du xanthane produit par Xanthomonas campestris.

B. Polysaccharides neutres

o Glycogéne
Polymeére de réserve des animaux et bactéries, le glycogéne est composé exclusivement de D-
glucose, reliés majoritairement par des liaisons a (1—4) et ponctuellement par des liaisons o

(1—6), qui conférent a sa structure un caractére ramifié (Gerald, 1998 ; Audigie et al., 2002).
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Liaison Alpha-1,6
entre deux unités glucose

Liaison alpha-1,4 entre
deux unités glucose

Figure.l.8 Structure moléculaire du glycogéne, illustrant ses ramifications dues aux liaisons o (1—6).
e Cellulose

Polymere le plus abondant sur Terre, la cellulose est un homopolymeére de D-glucose relié par
des liaisons B (1—4). Elle est utilisée dans la fabrication de textiles, papiers et autres matériaux

a base végétale (Doublier et al., 2000).

CH,OH
H (@)
o H
\ OH
Glucose Glucose Glucose

Figure.l.9 Structure moléculaire de la cellulose montrant I'empilement linéaire et les liaisons hydro-

geneinterchaines.

e Amidon

Forme principale de réserve glucidique chez les plantes, ’amidon est constitué¢ d’amylose (15—
30 %) et d’amylopectine (70-85%). Il est insoluble & froid, mais forme une pate a chaud (Weil
et al., 2005).



%mmm

Figure.l.10 Organisation des chaines d’amylose et d’amylopectine dans la structure granulaire de

I’amidon.
e Pullulane

Issu de Aureobasidiumpullulans, le pullulane est un polymere hydrosoluble composé d’unités

de maltotriose, reliées par des liaisons o (1—6) (Covis, 2011).

CH,OH
_____ o@ @
CH,OH CH,OH OHCHZ
o Q ©
OH OH oH
1 o o o-}---
OH OH OH
L _In

Figure.l.11 Fragment de pullulane constitué¢ d’unités de maltotriose liées par des liaisons a (1—6).
e Dextrane

Polymeére de glucose formé majoritairement par des liaisons a (1—6), mais aussi ramifi¢ par
des liaisons o (1—2), a (1—3) ou a (1—4), le dextrane est produit par des bactéries ou levures

(Hames, 1999).



Figure.l.12 Représentation de la structure de dextrane.

C. Polysaccharides cationiques
e Chitine

Polymere structurel majeur, la chitine est présente dans les parois fongiques et I’exosquelette
des arthropodes. Composée de N-acétyl-D-glucosamine liées en B (1—4), clle forme des

structures rigides et résistantes (Karlson, 1971).

H

N

C

Figure.l.13 Structure linéaire de la chitine composée d’unités de N-acétyl-D-glucosamine reliées par
des liaisons P (1—4).
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Chapitre 2 : Chitosane, alginate et réaction de Maillard : concepts
théoriques et avancées scientifiques récentes

1.2 Polysaccharides d’intérét

Dans le cadre de cette étude, notre intérét s’est porté sur deux polysaccharides d’origine
naturelle, le chitosane et I’alginate, en raison de leurs propriétés complémentaires et de leur
potentiel de fonctionnalisation. Leur association ouvre des perspectives prometteuses pour le

développement de matériaux bioactifs a applications multiples.
1.2.1 Le chitosane

Le chitosane (Cs), principal dérivé de la chitine obtenu par désacétylation alcaline, est un
polysaccharide composé d’unités de D-glucosamine et de N-acétyl-D-glucosamine liées en [
(1—4) (Fan et al., 2018). Cette biopolymere présente un large eventail d'applications gréace a
ses proprietés bioactives (antimicrobienne, antioxydante, cicatrisante, immunostimulante, etc.)
(Khan et al., 2017)

9 CH3
o CH3 O CHs
Désacétylation
Oy CHs

on m "
o) HO HO
o)
o Chitosan
HO NH,

OH

Figure.l.14 Synthése du chitosane a partir de chitine issue de sources naturelles

(champignons, crabes, langoustes, algues vertes et insectes)

Sa non-toxicité, sa biocompatibilité, sa biodégradabilité et son faible colt (Shariatinia et al.,
2017) ont conduit a son utilisation croissante dans divers domaines, notamment la biomédecine
(systemes de délivrance de médicaments, ingénierie tissulaire, imagerie (Agrawal et al., 2010),

implants (Nawrotek et al., 2016), lentilles de contact (Anirudhan et al., 2016), cicatrisation
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(Zhang L et al., 2018), délivrance genique Cupino et al., 2018) ainsi que dans 1’industrie

alimentaire et textile (Crizel et al., 2018).

1.2.1.1 Profil physicochimique et bio-fonctionnel du chitosane
1.2.1.1.1 Propriétés physico-chimiques
A. Degré de Désacétylation

Constitue un paramétre structurel essentiel dans la caractérisation du chitosane,
influencant de maniere significative ses propriétés physico-chimiques, morphologique et
biologiques. Une valeur élevée du degré de désacétylation reflete généralement une meilleure
pureté du chitosane (Wenling et al., 2005 ; Jaworska et al., 2003).

B. Viscosité

La viscosité du chitosane constitue un parametre crucial pour ses applications pratiques,
notamment dans le domaine pharmaceutique et cosmétique. Elle dépend étroitement du poids
moléculaire ainsi que du degre de désacétylation du polymeére. Une diminution de la viscosité
peut réveler une dégradation de la structure macromoléculaire, ce qui en fait un indicateur

pertinent de la stabilité du chitosane au cours du stockage (Bonilla et al., 2019).
C. Solubilité

La solubilité du chitosane, indicatrice de sa pureté et de sa réactivité, dépend de la
protonation de ses groupes amine, favorisée en milieu acide (pH < 6,5). Il est genéralement
soluble dans I'acide acétique ou formique, tandis que des solutions neutres comme le glycérol-
2-phosphate offrent des alternatives récentes. En revanche, il reste insoluble dans des acides

forts tels que l'acide sulfurique et phosphorique (Rinaudc et al., 1999).
D. Cristallinité

Le chitosane est un polymeére a structure semi-cristalline, dont le degré de cristallinité
joue un réle déterminant dans ses propriétés fonctionnelles. Une cristallinité élevée tend a
restreindre l'accessibilité aux groupes fonctionnels internes, limitant ainsi la diffusion et la
réactivité chimique. A l'inverse, une cristallinité plus faible améliore la capacité de gonflement
et favorise les interactions avec les solutés, ce qui en fait un atout pour les systemes de libération

contrélée de substances actives (Dutta et al., 2004)
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E. Biodégradabilité, biocompatibilité et non-toxicité du chitosane

Le chitosane est un polymére biodégradable, un critere fondamental pour les systemes
d'administration de vaccins, car il doit étre éliminé de I'organisme aprés action. Sa dégradation
in vivo est assurée par des enzymes telles que le lysozyme et la chitinase(Kean et al., 2010).
La vitesse de biodégradation est inversement corrélée a la cristallinité, elle-méme dépendante
du degré de désacétylation (DD) (Zhang et al., 2002), et influencée également par la masse
moléculaire (MM) (Martau et al., 2019).

Sur le plan biologique, le chitosane présente une biocompatibilité élevée, caractérisée par
une faible réponse inflammatoire et une résorption progressive dans l'organisme (Shi et al.,
2006). Cette biocompatibilite est liée & sa source naturelle, sa méthode de préparation, son DD
et sa MM (Aranaz et al., 2009). De plus, de nombreuses études confirment sa faible toxicité,
ce qui justifie son utilisation dans diverses applications biomédicales (Yang et al., 2007).

1.2.1.1.2 Activités biologiques du chitosane

Le chitosane suscite un intérét croissant en biomeédecine en raison de ses nombreuses
activités biologiques, qui en font un candidat prometteur pour diverses applications

thérapeutiques et pharmacologiques.
A. Activité antitumorale

Le chitosane stimule le systéme immunitaire et inhibe la prolifération de cellules
tumorales, notamment par des conjugaisons innovantes comme le chitosane—thymine (Salah
et., 2013).

B. Contréle du cholestérol sanguin

Il piege les lipides dans le tractus digestif, réduisant leur absorption et favorisant leur

excrétion, avec des effets hypocholestérolémiants démontrés chez ’animal et I’homme (Luo et

al., 2013).
C. Activité anticoagulante

Les chitosanes sulfatés présentent une activité anticoagulante similaire a celle de

I’héparine, par un mécanisme d’action comparable (Vongchen et al 2002).
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D. Propriétés antimicrobiennes

Efficace contre un large spectre de micro-organismes (bactéries, levures, moisissures),
son activité dépend du poids moléculaire, du degré de désacétylation et des conditions
environnementales (Allan et al., 1997).

E. Activité antioxydante

Le chitosane et ses dérivés piegent les radicaux libres, inhibent le stress oxydatif et
protégent contre les dommages lipidiques (Anraku et al., 2011).

1.2.1.1.3 Application pharmaceutiques et biomédicales du chitosane

Le chitosane est largement étudié pour ses propriétés biocompatibles, biodégradables et
non toxiques, ce qui en fait un materiau de choix dans plusieurs domaines, notamment dans le
domaine biomédical et pour la conception de dispositifs médicaux. Parmi ses applications les

plus prometteuses, on peut citer :
A. Potentiel du chitosane dans la régénération tissulaire

Le chitosane favorise la régénération tissulaire grace a ses propriétés antimicrobiennes,
biostimulants et sa capacité a former des films perméables a I’air. Il est utilis¢ dans la fabrication
de peaux artificielles, de sutures chirurgicales et d’échafaudages pour I’ingénierie tissulaire
(Miranda et al., 2012; Drury et al., 2003). Sa structure, semblable a celle des
glycosaminoglycanes, le rend adapté aux substituts cutanés, et plusieurs pansements a base de

chitosane sont déja commercialisés.
B. Agents de cicatrisation et hémostatiques

Le chitosane est largement utilisé comme agent de cicatrisation en raison de ses propriétés
bactériostatiques, fongistatiques et hémostatiques (Elgadir et al.,2014). Il favorise la
régénération tissulaire lorsqu’il est implanté dans les tissus animaux et est incorporé dans divers
types de pansements, tels que les hydrogels, films, poudres, composites et xérogels(Gavhane
et al., 2013). Burkatovskaya et al., ont démontré que les pansements a base d’acétate de
chitosane réduisent significativement ’infiltration de cellules inflammatoires dans les plaies
chez la souris. L’efficacité hémostatique du chitosane, essentielle au processus de cicatrisation,

a eteé confirmée par plusieurs études (Klokkevoldet al., 1999).
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C. Systéemes de libération de principes actifs

Le chitosane est un polysaccharide prometteur dans 1’administration pharmaceutique
grace a sa nature cationique et a la présence de groupes aminés primaires sur sa structure
moléculaire (Okamoto et al., 2003). Ces propriétés lui conférent une forte affinité pour les
membranes biologiques et facilitent son interaction avec divers principes actifs. Il est utilisé
comme vecteur de libération contr6lée des substances actives, permettant un ciblage précis des
sites d'action au sein de l'organisme. Pour améliorer I’efficacit¢é de 1’administration
médicamenteuse, le chitosane est formulé sous différentes formes galéniques, notamment en
microsphéres, microparticules, nanoparticules, granules, gels et films. Parmi ces formes, les
microsphéres a base de chitosane se révelent particulierement adaptées a la libération contrélée
de divers agents thérapeutiques, tels que les anticorps, les antihypertenseurs, les anticancereux,
ainsi que les médicaments a base de protéines et de peptides, les vaccins et les composeés
nutraceutiques (Dash et al., 2011).

Tableau.l.1 Exemples des produits pharmaceutiques a base de Chitosane.

Produit Voie d’administration Indications
et forme

pharmaceutique

Chitosonic® Acid Intégré dans des Il est reconnu pour ses
formulations propriétés hydratantes,
cosmeétiques et antimicrobiennes et
médicales sous forme antioxydantes, ce qui le rend
de gels, crémes et idéal pour les soins de la
solutions topiques. peau et la cicatrisation des
plaies
ChitoClear® Disponible sous forme Il est employé pour ses
de poudre pure et peut propriétés antibactériennes,
étre utilisé dans des antifongiques et antivirales,
formulations topiques, ainsi que pour son role dans
orales ou en tant la régénération cellulaire et
gu'agent de la cicatrisation des plaies.
purification.
Celox™ Bandes de gaze Il est utilisé pour traiter les
imprégnées, appliqué hémorragies modérees a
directement sur la plaie séveres,
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Tableau.l.1 Autres domaines d’application du chitosane (Suyatma, 2006)

Domaines d'utilisation ~ Exemples d'applications

*Engrais a libération contrdlée
*Augmentation de la disponibilité¢ de I’eau chez les plantes
Agriculture
*Controle du stress thermique et de la sécheresse
*Prévention du stress abiotique chez les plantes
«Additifsalimentaires
*Prolongation de la durée de conservation des aliments
*Commeagentantimicrobien
Alimentaire *Commeémulsifiant
*Commefloculant
*Comme ingrédient alimentaire fonctionnel

* Emballage alimentaire

*Liaison des ions métalliques

) ~ eElimination des colorants
Traitement des eaux usées , o

*Elimination des pesticides

«Elimination des produits pharmaceutiques

1.2.2 Alginate

L’alginate est un polymeére anionique d’origine naturelle, généralement extrait des algues
brunes. I fait I’objet de nombreuses recherches et applications en biomédecine, en raison de sa
biocompatibilité, de sa faible toxicité, de son codt relativement modéré, ainsi que de sa capacité
a former des gels de maniere douce en présence de cations divalents tels que le calcium (Ca*")
(Gombotz et al., 1998). Sa structure contient de nombreux groupes hydroxyles (-OH) et
carboxyles (-COOH) libres, ce qui leur permet de former des liaisons hydrogene

intramoléculaires.
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Figure.l.14 Monomeres de la chaine alginate.

L’alginate désigne aujourd’hui une famille de copolymeres linéaires constitués de blocs

successifs de résidus d’acide B-D-mannuronique (M) et d’acide a-L-guluronique (G), reliés en

position (1—4). Ces blocs peuvent étre homogenes, formés uniquement de résidus G

(GGGGGG) ou M (MMMMMM), ou hétérogenes, composés d’une alternance réguliere de

résidus M et G (GMGMGM) (Fig. 1). La composition structurale des alginates varie selon leur

origine, en particulier en ce qui concerne les proportions relatives de résidus M, G et de

segments alternés (GMGM) (figure) (Tonnesen et al., 2002).
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Figure.1.15 Structures chimiques représentatives des différents blocs constitutifs de 1’alginate

(GG), (MM) et (MG).

L’alginate est un polysaccharide d’origine naturelle, présent dans les parois cellulaires

des algues brunes et produit également par certaines bactéries comme Pseudomonas et
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Azotobacter (Rehm et al., 1997). Sa production industrielle repose principalement sur des
espéces telles que Laminaria hyperborea, Macrocystis pyrifera et Sargassumspp (Draget et
al., 2005).
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Figure.l.17 Procédés d’extraction de I’alginate a partirdes algues brunes.
1.2.2.1 Profil physicochimique et bio-fonctionnel de I’alginate
1.2.2.1.1 Propriétés physico-chimiques
A. Poids moléculaire
L’alginate de sodium commercial présente un poids moléculaire élevé, compris entre 32
000 et 400 000 g/mol, et est constitué de longues chaines M et G, avec un indice de poly-
dispersion variant entre 1,5 et 3. Une augmentation du poids moléculaire de I'alginate améliore

le taux de gélification et les propriétés physiques des gels (résistance a la traction, élasticité,
viscosité) (Sellimi et al., 2015).

B. Solubilité

La solubilité de I’alginate ainsi que sa capacité de rétention d’eau dépendent du pH (il
précipite en dessous d’environ pH 3,5), de la masse moléculaire (les chaines d’alginate de
calcium de faible masse moléculaire, comportant moins de 500 résidus, présentent une capacité

de liaison a I’eau croissante avec I’augmentation de leur taille), de la force ionique, de la nature
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C. Viscosité

La viscosité d'alginate dépend du poids moléculaire et de la concentration du polymere,
tandis que la capacité de gélification (affinité pour les cations). Plus 1’alginate contient d’acide
glucuronique, plus sa solubilité dans I'eau et sa capacité de gélification augmentent, ce qui
aboutit a un gel plus résistant, visqueux et stable. Des études montrent que les solutions
d’alginate ne sont pas des fluides newtoniens, mais des fluides pseudoplastiques dont la
viscosité varie considérablement lors de la dissolution dans I’eau et de la dilution (Lee et al
2012).

D. Biodégradabilité, biocompatibilité et toxicité de I’alginate

L’alginate est largement reconnu pour sa biocompatibilité, sa faible toxicité et ses
propriétés biodegradables, faisant de lui un matériau de choix pour les applications
biomédicales. Bien que les alginates de calcium, sodium, ammonium ou potassium soient
considérés comme silirs (GRAS) pour I’administration orale par la FDA (George et Abraham,
2006), leur biodégradation dans 1’organisme est limitée en raison de I’absence d’alginase chez
les mammiferes, nécessitant parfois des modifications chimiques, telles que I’oxydation
partielle, pour améliorer leur dégradabilité (Szekalska et al., 2016). Sur le plan toxicologique,
les alginates sont considérés comme peu ou non toxiques, et apres administration intraveineuse,
seule la fraction de faible masse moléculaire est éliminée par voie urinaire, tandis que les
polymeres plus volumineux restent en circulation sans accumulation tissulaire (Liberski,
2016). De plus, grace a leurs capacités chélatantes, les alginates peuvent lier les toxines et les
métaux lourds dans I’intestin, contribuant ainsi a des effets protecteurs contre certains processus

cancérogenes (Maciel et al., 2013).
1.2.2.1.2 Activités biologiques de I’Alginate
A. Antitumorale

L’alginate, polymére naturel non toxique, présente un potentiel anticancéreux,
notamment contre le cancer colorectal, en inhibant la prolifération tumorale et en stimulant
I’immunité (Reig-Vano et al., 2021 ; Rahimivand et al., 2020). Il améliore l'efficacité des
traitements en réduisant la toxicité des chimiothérapies. Des études animales ont montré une

réduction des marqueurs inflammatoires et du stress oxydatif (Chen J et al., 2017).
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B. Antioxydant

L’acide alginique (SA) et ses dérivés présentent une activité antioxydante notable, ce qui
leur permet de neutraliser les espéces réactives de I’oxygene (ROS) et de protéger les cellules
contre le stress oxydatif (Lu X et al., 2022 ; Guo et al., 2016). lls montrent un potentiel
neuroprotecteur contre les dommages induits par le peroxyde d’hydrogéne et les protéines [3-
amyloides (Tusi et al., 2011), et peuvent également atténuer la toxicité des métaux lourds tels
que le chrome (Hentati et al., 2020) et le plomb (Gao et al., 2020).

C. Anti-inflammatoire

Des études menées in vitro et in vivo ont mis en évidence les propriétés anti-
inflammatoires de 1’alginate de sodium (SA), positionnant ce composé comme un candidat
prometteur pour le traitement des pathologies inflammatoires chroniques (Mirshafiey et al.,
2005 ; Yamamoto et al., 2013). Par ailleurs, l'acide guluronique, I’un des monosaccharides
dérivés de I’alginate, administré a raison de 500 mg deux fois par jour, a démontré une activité
anti-inflammatoire significative chez des patients souffrant de rhumatisme inflammatoire
chronique axial, avec une amélioration des symptdmes cliniques, des biomarqueurs de

I’inflammation et des capacités physiques apres 12 semaines de traitement (Nazeri et al., 2019).
D. Régulation glycémique

L’hyperglycémie, résultant d’un dysfonctionnement de la régulation du glucose
(sécrétion réduite d’insuline, utilisation altérée et production hépatique accrue), constitue un
facteur de risque majeur du diabete de type 2 (Gonzalez et al., 2023). Plusieurs études ont
montré que lalginate de sodium (SA), utilisé comme fibre alimentaire, peut réduire
I’absorption intestinale du glucose et du cholestérol chez I’animal, contribuant ainsi a la
régulation des taux glycémiques et lipidiques (Li et al., 2022). Ce r6le est notamment attribué

a la formation d’un gel visqueux limitant la diffusion du glucose (Harden et al., 2012).
E. Antihypertensive

Un nombre croissant d’études confirme les effets antihypertenseurs de I’alginate et de ses
oligosaccharides (AOS) (Terakado et al., 2012). Deux mécanismes principaux ont été
proposés pour expliquer cette action : (i) I’inhibition de I’absorption intestinale du sodium, et
(i) un effet vasodilatateur direct (Moriya et al., 2013), contribuant ainsi a la réduction de la
pression artérielle (Hiura et al., 2001).

Des travaux récents ont montré que 1’alginate de potassium de faible poids moléculaire (poids
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moléculaire moyen : 1800 Da), administré & des doses de 100 a 500 mg/kg, permet de réduire

la pression artérielle chez des rats spontanément hypertendus (Ji et al., 2009).
F. Propriétés immunomodulatrices

Plusieurs études ont mis en évidence l'un des rdles clés des alginates dans
I'immunorégulation, notamment en induisant la production de cytokines (Fang et al., 2017).
L'Alginate Oligosccharide, obtenu par dégradation enzymatique (degré de polymérisation de 3
a 6, concentration : 500 pg/mL), stimule la synthése de cytokines telles que TNF-a, GCSF
(Facteur de stimulation des granulocytes), MCP-1(Protéine chimiotactique des monocytes-1),
RANTES (Régulé lors de I'activation, exprimé et sécrété par les cellules T normales) et GM-
CSF (Facteur de stimulation des colonies granulocytes-macrophages) dans des macrophages
RAW?264.7, selon la structure de l'oligomére. Des niveaux faibles mais significatifs
d'interleukines (IL)-1a, IL-1B, IL-6, IL-9 et IL-13 sont également produits (Yamamoto et al.,
2007).

1.2.2.1.3 Application pharmaceutiques et biomédicales d’Alginate

L’alginate est un biopolymeére polyvalent largement utilisé en ingénierie tissulaire, en
médecine et en pharmacie, notamment pour la cicatrisation des plaies, la délivrance contrélée
de médicaments et 1’encapsulation cellulaire. De plus, il trouve des applications importantes
dans les industries textile, agroalimentaire et cosmétique. Parmi les applications les plus

prometteuses dans le domaine pharmaceutique, les Alginates peuvent utiliser comme :
A. Systémes de libération de principes actifs

Les alginates suscitent un vif intérét comme matrices pour la libération contrélée de
médicaments hydrophiles et hydrophobes, ainsi que pour ’encapsulation de biomolécules
actives telles que les protéines et facteurs de croissance (Ayala et al., 2008 ; Liberski, 2016).
Leur capacité a protéger les principes actifs, a améliorer leur efficacité, a contrdler leur
libération et a réduire la toxicité orale en fait des excipients pharmaceutiques majeurs
(Abdellatif et al., 2016). Ils sont utilisés sous forme de comprimés, microcapsules, implants et
systemes topiques, permettant de moduler les profils de diffusion des médicaments et de cibler

des délivrances spécifiques (Ching et al., 2017 ; Szekalska et al., 2016).
B. Pansements

Les pansements a base d’alginate sont largement utilisés pour traiter les plaies aigués et

chroniques, grace a leur capacité a maintenir ’humidité, absorber les exsudats et favoriser la
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cicatrisation. Ils réduisent le risque d’infection bactérienne et stimulent la prolifération
cellulaire. Disponibles sous différentes formes (gels, mousses, fibres), ils permettent aussi la
libération controlée d’agents thérapeutiques. Plusieurs produits commerciaux, comme
Algicell™ et Kaltostat™, sont déja utilisés en pratique clinique (Coskun et al., 2014 ; Nahar
et al., 2017).

C. Biomatériau dans I’ingénierie tissulaire

Les biomatériaux a base d’alginate sont utilisés pour la régénération osseuse et
cartilagineuse en tant que vecteurs de facteurs ostéoinducteurs, de médicaments ou de cellules
osseuses. lls présentent des avantages comme I’injection peu invasive, la capacité a combler
des défauts complexes et le contr6le de la libération de biomolécules. Leur faiblesse mécanique
peut étre compensée par des composites avec 1’hydroxyapatite ou le chitosane. Des gels
alginate/chitosane enrichis en cellules souches et facteurs de croissance ont montré un fort

potentiel pour la formation osseuse et cartilagineuse chez ’animal (Nahar et al. 2017).
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Tableau.l.2 Exemples de produits pharmaceutiques a base d’Alginate.

Produit

Gastrotuss® sirop pour
bébé

Algicid®
suspension/comprimés
Gaviscon Double Action
Liquide®

Flaminal Forte® gel

Saf-Gel®

Tromboguard®

Progenix plus®

Natalsid® suppositoires

Guardix-SG5

Type d’administration

Administration orale

Administration orale

Administration orale

Application dermique

Application dermique

Pansement transdermique

Application parodontale

Administration rectale

Application dermique

Forme

un

23

gel

Indications

Traitement du reflux chez les
enfants et nourrissons des les
premiers jours de vie
Traitement du reflux chez
I’adulte

Traitement du reflux chez
I’adulte

Ulceres de  jambe et
diabétiques, escarres, brilures,
plaies complexes, dermatologie
chirurgicale |

Plaies exsudatives variées
ulcéres de jambe, escarres,
plaies diabétiques ischémiques,

zones difficiles a traiter

Activité ~ hémostatiqgue et
antibactérienne sur les Plaies
traumatiques et postopératoires
hémorragiques

Régénération,  compensation
des pertes osseuses, maladies
parodontales | Défauts osseux
ou lacunes du systeme
squelettique

Hémorroides chroniques,
rectosigmoidites, fissures
anales apres chirurgie
Chirurgie de la colonne

vertébrale et thyroidienne pour



thermosensible a prévenir les  adhérences
température  corporelle, postopératoires
agit comme  barriére

mécanique

1.2.3 Modifications chimiques des polysaccharides

Les polysaccharides présentent une grande diversité d’activités biologiques, notamment
des propriétés antioxydantes (Tang et al., 2018), antitumorales (Wang J et al., 2018 ; Yang et
al., 2012), anticoagulantes (Wang X et al., 2013), hypoglycémiantes (Wang S et al., 2017) et
immunomodulatrices (Jiang et al., 2014). Toutefois, nombre d’entre eux n’expriment qu’une
activité biologique limitée a 1’état natif. Ainsi, diverses modifications chimiques sont mises en
ccuvre pour améliorer leurs propriétés fonctionnelles. Ces modifications qu’il s’agisse
d’oxydation (Chetouani, 2017) , de réduction ou de clivage fonctionnel (sulfatation,
phosphorylation, carboxyméthylation, acétylation), de greffage de molécules de faible poids
moléculaire (la thiolation), ou encore de réticulation avec d’autres polymeres, (Loucif, 2018 ,
Mansouri, 2019), constituent des approches cruciales pour améliorer leurs propriétés
biologiques en modifiant leur structure, leur solubilité ainsi que leur réactivité des chaines
polysaccharidiques ce qui accroit l'utilisation biomédicale des polysaccharides dans divers

domaines.
1.2.4 Effets de la modification des polysaccharides sur leur activités biologiques
1.2.4.1 Activité antioxydante

Les polysaccharides modifiés, notamment par sulfatation et phosphorylation, présentent
une amélioration notable de leur activité antioxydante. L’introduction de groupements sulfate
ou phosphate favorise la neutralisation des radicaux libres tels que DPPH, les radicaux
hydroxyles et les anions superoxydes (Xie et al., 2015 ; Zhang X et al., 2022 ; Chen J et al.,
2019). Ces groupes électroattracteurs augmentent la capacité de donation d’hydrogéne,

améliorant ainsi I’efficacité du piégeage des especes réactives de I’oxygene.
1.2.4.2 Activité antitumorale

Certains polysaccharides sulfatés, phosphorylés ou acétylés peuvent induire I'apoptose,
bloguer le cycle cellulaire ou inhiber la prolifération de cellules tumorales (Kokoulin et al.,

2016 ; Wu et al., 2011). L’ajout de groupes phosphate, chargés négativement, favorise
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I’interaction avec les récepteurs membranaires des cellules immunitaires, amplifiant la réponse

antitumorale.
1.2.4.3 Activité antivirale

Les polysaccharides modifiés peuvent inhiber différents stades du cycle viral, notamment
I’adsorption, la pénétration ou la réplication virale. Par exemple, les polysaccharides
phosphorylés d’ Achyranthes forment des complexes avec les virions, empéchant leur fixation

aux cellules hétes (Feng et al., 2017).
1.2.4.4  Activité immunomodulatrice

La modification chimique des polysaccharides, en particulier par sulfatation, acétylation
ou seléniation, peut renforcer leur capacité a moduler le systéme immunitaire. Ces composeés
stimulent 1’activité des macrophages, favorisent la production de cytokines (IL-1p, IL-6, TNF-
a), de monoxyde d’azote (NO) et d’espéces réactives de ’oxygene (Hou et al.,2016 ; Li etal.,
2019). La séléniation, en particulier, semble jouer un role dose-dépendant dans I’amplification

de la réponse immunitaire.
1.2.45 Activité antibactérienne

Les polysaccharides modifiés présentent des proprietés antibactériennes et anti-biofilm
notables, en agissant sur 1’adhésion bactérienne et en bloquant 1’apport nutritif nécessaire a la
croissance des bactéries (Feng et al., 2010). Les polysaccharides sulfatés montrent une activité
antibactérienne renforcée, probablement en raison de la présence des groupements sulfo. Les
polysaccharides carboxyméthylés, en particulier ceux extraits des macroalgues, inhibent plus
efficacement les bactéries a Gram positif que les bactéries a Gram négatif. La modification par
carboxymeéthylation permet également la chélation de métaux rares, comme les terres rares,

renforgant 1’activité antifongique contre les champignons phytopathogénes (Sun et al., 2014).
1.2.4.6 Activité anticoagulante

Les polysaccharides sulfatés possedent une activité anticoagulante et antithrombotique
intéressante, sans toxicité pour les cellules normales (Wang et al., 2018 ; Kujipers et al.,
2022). lls agissent principalement par interaction électrostatique entre les groupes sulfate
chargés négativement et les résidus d’acides aminés positivement chargés des facteurs de
coagulation. Cette activité est proportionnelle a la teneur en sulfate. A I’inverse, Iactivité
anticoagulante des polysaccharides phosphorylés semble étre liée a ’augmentation de leur

poids moléculaire, mais inversement proportionnelle a la teneur en phosphate (Dace et al.,
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1997). L’héparine, un polysaccharide sulfaté, constitue 1’exemple clinique le plus connu

d’anticoagulant efficace.

1.3 La réaction de Maillard : une voie spécifique de modification des polysaccharides

1.3.1 Historique et découverte

La réaction de Maillard, également désignée sous le nom de brunissement non
enzymatique, se produit naturellement entre les groupes aminés des protéines ou peptides et les
groupes carbonyles des sucres réducteurs, sans ajout d’agents chimiques externes (Zhao et al.,
2018).

La réaction de Maillard a été initialement pressentie en 1908 par Arthur Robert Ling,
chimiste britannique, qui observa la formation d’ardomes et de composés colorés issus des
interactions entre protéines et sucres. Cependant, ¢’est Louis Camille Maillard qui, en 1912, en
détailla le mécanisme chimique, décrivant la formation de pigments azotés (mélanoidines)
provenant des interactions entre sucres réducteurs et acides amines (Maillard, 1912). Les
travaux ultérieurs d’Amadori, puis ceux de Kuhn, Dansi et Weygand, ont permis de préciser
que la formation des bases de Schiff (ou imines) ne constitue que la premiere €tape, suivie d’un
réarrangement aboutissant aux 1-amino-1-désoxy-2-cétoses, connus sous le nom de produits
d’Amadori (Kuhn, R. 1937). Lorsque les réactifs impliqués sont des cétoses, la réaction conduit
plutdt a la formation de produits de Heyns (2-amino-2-désoxy-aldoses), comme décrit par
Heyns et Meinecke (Heyns &Meinecke, 1953). En 1953, Hodge publia un article fondamental
sur la formation des produits d’Amadori et leur dégradation dans la réaction de Maillard,

détaillant des réactions complexes menant aux mélanoidines.

Les recherches sur la réaction de Maillard se poursuivent activement jusqu'a ce jour, et
de nombreux résultats prometteurs ont été obtenus concernant les produits de cette réaction.
Des études récentes ont montré que ces produits, notamment les mélanoidines, possedent des
propriétés biologigues intéressantes, telles que des activités antioxydantes et antimicrobiennes.
De plus, des améliorations des propriétés physico-chimiques, comme la stabilité thermique et
la solubilité, ont été rapportées, ouvrant la voie a des applications dans divers domaines, tels
que l'alimentaire et la pharmaceutique. Ces avancées témoignent de I'importance continue de
cette réaction dans les recherches actuelles (Chung et al., 2011 ; Zhang et al., 2015 ; Li, X. et
al., 2013)
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1.3.2 Meécanisme réactionnel de la réaction de Maillard

La réaction de Maillard comprend une série complexe de réactions chimiques entre les
groupes carbonyles (dans les sucres réducteurs) et les groupes amines libres dans les protéines,
les peptides ou les acides aminés qui conduisent a un brunissement non enzymatique. Elle se

compose de trois étapes appelées : initiale, intermédiaire et finale.
A. L’étape initiale
Dans cette étape, des réactions de condensation se produisent entre les groupes carbonyles
et les groupes amine libres (principalement les groupes e-amine), conduisant a la formation de
composés instables appelés bases de Schiff. Ces dernieres subissent une cyclisation pour former
des glycosylamines N-substituées réversibles. Lorsque ces glycosylamines proviennent

d’aldoses, elles donnent naissance aux composés d’ Amadori (1-amino-1-désoxycetoses), tandis

que celles issues de cétoses génerent des composés de Heyns (2-amino-2-désoxyaldoses).

OH OH
0 OH OH OH OH
= OH
HO™ RNH, HO™ ™ -H,0 HO
OH OH —_— o NHR : N
D-glucos on on OH OH NR
glu e Base de Schif
(imine)
W Cyclisation
0
HO NHR

HO" “'OH

OH
glucosyl-amine

Figure.l.18. Addition nucléophile d’une fonction amine sur la fonction carbonyle d’un sucre réducteur

(D-glucose) lors de la premiére étape de la réaction de Maillard.
B. L’étape intermédiaire

Débute avec la dégradation des composés d’Amadori et de Heyns par différentes voies.
En milieu acide, ces composes subissent une énolisation 1,2 menant a la formation de furfural
ou d’hydroxyméthylfurfural (HMF), tandis qu’en milieu alcalin, une énolisation 2,3 génére des
réductones (par exemple, 4-hydroxy-5-méthyl-2,3-dihydrofuran-3-one, HMFone) ainsi que des

produits de fission tels que 1’acétol, le glyoxal et le méthylglyoxal.
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Figure.1.19 Dégradation des produits d’Amadori et la formation des composés a—dicarbonylés

Les composés dicarbonylés ainsi formés peuvent réagir avec des acides aminés pour

produire des aldéhydes et des aminocétones par dégradation de Strecker. A ce stade, on observe

I’apparition d’une coloration jaunatre, la formation d’arOmes caractéristiques ainsi qu’une

augmentation du pouvoir réducteur (Nooshkam et al., 2019).
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Figure.l.20 Dégradation de STRECKER ou décarboxylation et désamination des acides

aminés
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C. L’étape finale

Au stade final, les composés réactifs issus de I’étape intermédiaire subissent diverses
transformations (rétro-aldolisation, isomérisation, réarrangement, condensation), conduisant a
la formation de polymeres azotés de haut poids moléculaire, appelés mélanoidines,
responsables de la couleur brune. La structure chimique et les mécanismes exacts de formation
de ces composés restent encore partiellement élucides. Cette derniere phase est principalement
responsable de la couleur et des arbmes caractéristiques des aliments soumis a des traitements
thermiques. Selon le stade atteint de la réaction, divers produits de la réaction de Maillard
(PRM) aux propriétés distinctes peuvent étre générés, bien qu’il reste intrins€quement
complexe de controler cette réaction. Certaines recherches sont intéressées aux activités
antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires des mélanoidines, explorant leur
potentiel comme ingrédients fonctionnels dans I’alimentation (Martinez-Gomez et al.,2020 ;
Mesias et al., 2017).
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Figure. 1.16 Formation des mélanoidines a partir de réductones et de résidus d’arginine
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Figure 1.22. Schéma des étapes de la réaction de Maillard (Hodge et al., 1953).
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1.3.3 Facteurs influencant la réaction de Maillard
La réaction de Maillard est influencée par plusieurs parametres, les plus importants sont :
A. pH

Le pH du milieu réactionnel joue un r6le déterminant dans la progression de la réaction
de Maillard, en influencant a la fois la proportion des sucres sous forme ouverte et la réactivité
des groupes amines. Un pH alcalin favorise notamment le réarrangement des sucres et la
formation de produits d’addition par nucléophilie (Hrynets et al., 2019). A pH 8, les composés
d’ Amadori subissent préférentiellement une €nolisation en position 1,2, tandis qu’a pH (9,7),
la voie 2,3 devient majoritaire, modifiant ainsi la trajectoire réactionnelle et la nature des
composes aromatiques formés. Des travaux antérieurs ont montré que la formation des furanes
est favorisée a pH acide, tandis que celle des pyrazines prédomine a pH basique (Wei et al.,
2018 ; Lotfy et al.,2021). Toutefois, certains auteurs n‘'ont pas observé d'effet significatif du
pH sur la formation des composés volatils issus de la reaction de Maillard, notant une

production similaire de furfural quel que soit le pH initial du systéme (Li X et al., 2021).
B. Température

La température influence fortement la cinétique et les voies de la réaction de Maillard.
Une élévation de 10 °C peut multiplier la vitesse de réaction par 3 a 5 (Zhang H et al., 2020).
A des températures inférieures a 110 °C, les réactions de réticulation sont favorisées dans les
systemes polypeptides—xylose, tandis qu’au-dela de ce seuil, des composés volatils comme les
pyrazines, furanes et dérivés soufrés se forment (Wei et al., 2018). Le chauffage a 80 - 140 °C
intensifie la production de composés a saveur savoureuse et grillée (Liu et al., 2015). Toutefois,
des températures trop élevées entrainent la formation de composés indésirables, tels que

I’acrylamide et les AGEs, réduisant la valeur nutritionnelle (Han et al., 2021).
C. Réactivité de I’eau (ax)

Bien que la réaction de Maillard génére de I’eau, I’activité de I’eau (ax) constitue un
facteur clé pour la cinétique de cette réaction. En régle générale, la réaction est favorisée a des
niveaux intermédiaires d’ax, bien que la valeur optimale varie selon le systeme étudié.
L’influence de I’activité de ’eau dépend également de la température : un léger pic de réactivité

est observé autour de a, =~ 0,3 a 60 °C et 75 °C, tandis qu'a 90 °C, la vitesse de réaction tend a
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augmenter a mesure que 1’ax diminue. En revanche, a 95 °C, la formation maximale de

pyrazines a été observée pour ax = 0,75 (Leahy et al., 1989).
D. Effet des réactants : sucres réducteurs et acides aminés

Les études sur la réaction de Maillard révelent I'influence cruciale des sucres réducteurs
et des acides aminés sur le développement de composes de saveur et d'autres propriétés
biochimiques. Les pentoses, par exemple, générent une intensité de couleur plus forte que les
hexoses, qui sont plus réactifs que les disaccharides réducteurs (Ames, 1986). La variation des
effets selon les acides aminés est également notable, la lysine et la glycine étant des producteurs
de couleurs intenses, tandis que la cystéine l'est beaucoup moins. Par ailleurs, les produits de
Maillard, notamment les composés volatils de saveur, dépendent largement des réactants, et
leur formation peut avoir des effets antioxydants et antimicrobiens marques, comme l'ont

montré plusieurs études (Fors et al., 1988 ; Danehy et al., 1986).
1.3.4 Activités biologiques des produits de la réaction de Maillard (PRM)
A. Activité antioxydante

Les produits de réaction de Maillard, tels que les composants derivés d'’Amadori, les
réductones et les mélanoidines, ont des propriétés antioxydantes identifiées dans divers
systéemes modeles et produits alimentaires transformés. Ces propriétés sont influencées par des
facteurs comme la concentration des réactants, la température et I’activité de I’eau (Nooshkam
et al., 2019). L'activité antioxydante est attribuée a la capacité de transfert d'électrons des
groupes hydroxyles et pyrroles, ainsi qu’au potentiel de don d'hydrogeéne des réductones, qui
terminent les réactions radicalaires (Wang et al., 2013). Les mélanoidines, en particulier,
montrent des capacités de chélation métallique et de piégeage des especes réactives de
l'oxygeéne, ce qui en fait des antioxydants efficaces dans de nombreux produits alimentaires
(Nooshkam et al., 2016).

B. Activité antimicrobienne

Les mélanoidines dérivées de systemes modeles et d'aliments réels tels que la saumure
sucrée, et le café ont montré des propriétés antimicrobiennes, particulierement contre les micro-
organismes a Gram-positifs comme Staphylococcus aureus. Ces PRM présentent des activités
bactériostatiques et bactéricides qui dépendent de leur concentration et de leur mode d'action,
notamment la chélation des ions métalliques et la perturbation des membranes cellulaires

(Rufidn-Henares et al., 2009). Leur ajout dans des produits alimentaires comme les viandes et

32



les crevettes a amélioré la sécurité microbiologique et la durée de conservation (Chang et al.,
2011).

C. Activité anti-brunissement

Les PRM ont montré qu'ils pouvaient inhiber l'activité des polyphénol oxydases (PPO)
dans les fruits et légumes, offrant ainsi une alternative aux sulfites couramment utilises, mais
nuisibles pour certaines populations (Billaud et al., 2005). Les propriétés de chélation des
métaux des PRM, qui chélatent les ions cuivre dans les oxydoréductases, sont responsables de
leurs capacités anti-brunissement (Xu et al., 2016).

D. Activité antihypertensive

Des études ont révéle que les mélanoidines ont un effet inhibiteur significatif sur I'enzyme
de conversion de langiotensine (ACE), suggerant leur potentiel comme agents
antihypertenseurs. Les mélanoidines provenant du café et des conjuguas glucose-acides amines
montrent des effets inhibiteurs de I'ACE, ce qui pourrait contribuer au développement

d’aliments fonctionnels pour la gestion de I'hypertension (Rufian-Henares et al., 2007).
E. Activité prébiotique

Les PRM, bien que leurs effets prébiotiques soient encore controversés, ont montré des
capacites a promouvoir la croissance de bactéries intestinales bénéfiques telles que
Bifidobacteria (Borrelli et al., 2005). Certaines études ont suggéré que les PRM peuvent
influencer le microbiote intestinal, favorisant la croissance de probiotiques et soutenant la santé
intestinale (Seifert et al., 2019).

1.3.5 Domaines d’application de la réaction de Maillard

La réaction de Maillard trouve ses principales applications dans deux secteurs clés : le

domaine biomédical et I'industrie agroalimentaire
A. Application de la réaction de Maillard dans I'industrie biomédicale

e Délivrance des principes actif

Les complexes protéines-polysaccharides issus de la réaction de Maillard offrent une
meilleure stabilité que les protéines seules pour la délivrance de nutraceutiques, en raison de
leur résistance aux variations de pH, de température et d’enzymes digestives (Li Z et al., 2014).
Ils améliorent la protection et la biodisponibilité des composés bioactifs, comme le béta-
caroténe (Xu et al., 2012) ou la curcumine (Wang C et al., 2016), et sont ainsi largement

utilisés dans les secteurs alimentaire et pharmaceutique.
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e L es produits de Maillard en biomédecine

Gréace a leurs propriétés antioxydantes (Rufian et al., 2006) et antimicrobiennes
(Ramalho et al., 2016), les produits issus de la réaction de Maillard suscitent un intérét
croissant pour des applications biomédicales. Par exemple, un complexe mélanine-Fe**, obtenu
a partir de glycine et glucose, présente une bonne biocompatibilité et améliore la performance
des agents de contraste pour I'|RM, surpassant les sondes au gadolinium en termes de détection
tumorale (Lee et al., 2018). Par ailleurs, des films nanofibreux a base de complexes arginine-
sucre intégrés au PCL (polycaprolactone) ont montré une activité antibactérienne efficace
contre S. aureus et P. aeruginosa, tout en favorisant la cicatrisation sans cytotoxicité (Simes et
al 2018). Ces résultats positionnent les complexes Maillard comme des candidats prometteurs

pour des applications diagnostiques et thérapeutiques.
B. Application de la réaction de Maillard dans I'industrie agroalimentaire

e Coloration des aliments

La réaction de Maillard est responsable de I’apparition de pigments bruns a noirs dans
divers produits alimentaires tels que le pain, le café, le thé noir, les patisseries et la sauce soja
(Genj etal., 2019). Bien que ces composes contribuent aux propriétés sensorielles des aliments,
leur formation résulte de la degradation de nutriments essentiels comme les glucides, les
proteines, les lipides, les acides nucléiques et certaines vitamines, ce qui peut altérer la qualité
nutritionnelle globale des produits (Bosch et al., 2007). Par ailleurs, ce brunissement non
enzymatique peut engendrer des modifications indésirables de la couleur, notamment dans les
produits laitiers ou les aliments a coloration claire, compromettant ainsi leur acceptabilité
sensorielle (Zhao et al., 2019)

¢ Développement des ardmes

Outre son impact sur la couleur, la réaction de Maillard joue un rdle central dans la
formation de I’ardme et du gott des aliments (Shen et al., 2008). Les précurseurs impliqués
dans ces transformations comprennent des lipides, des sucres, des acides aminés, des peptides,
la thiamine et divers composés soufrés. Bien que ces précurseurs soient eux-mémes dépourvus
d’odeur ou de saveur, ils générent par oxydation ou par caramélisation des aldéhydes, cétones,
alcools, acides, lactones, ainsi que des composés hétérocycliques tels que les furanes, pyridines,

pyrazines, thiazoles, imidazoles et thiophénes (Wang et al., 2001 ; Gao et al., 2004).

¢ Applications dans les emballages et films comestibles
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Les protéines modifiées via la réaction de Maillard trouvent des applications
prometteuses dans le développement de films comestibles. Par exemple, la modification de la
protéine d'ceuf par le xylitol améliore sa résistance a I’eau, ce qui est avantageux pour
I’emballage de produits sensibles a I’humidité comme les fruits secs (Zhang et al., 2011). De
méme, la glycosylation de la protéine de lactosérum par le xylitol, sous conditions de chaleur
et d’humidité, renforce ses propriétés mécaniques et diminue sa perméabilité a la vapeur d’eau

(Umemura et al., 2008).

D’autres biopolymeres, comme le chitosane modifié avec des xylanes, du mannose ou de
I’acide glucuronique, voient leur résistance a la traction significativement accrue (Su et al.,
2010). Des films a base de protéines de soja ou de caséine modifiées respectivement par la
carboxymeéthylcellulose ou la maltodextrine présentent également des proprietés mecaniques et

d’absorption améliorées (Cardoso et al., 2011)

Enfin, les produits de Maillard peuvent également générer du peroxyde d’hydrogéne
(H203), aux propriétés antimicrobiennes reconnues. Par exemple, un complexe lysine—ribose a
démontré une activité inhibitrice contre E. coli lorsqu’il est intégré dans un film polymere,
réduisant la charge bactérienne de maniére significative (Hauser et al., 2014). Ces approches
innovantes offrent ainsi de nouvelles perspectives pour la conservation des aliments frais et

amélioration des matériaux d’emballage.
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Il Partie Expérimentale



1.1 Matériels et méthodes expérimentales

11.1.1 Produits chimiques et réactifs

Le chitosane (degré de désacétylation : 65 %) et ’alginate de sodium (poids moléculaire
: 12-40 kDa) ont été fournis par la société Sigma-Aldrich (Etats-Unis). Divers autres réactifs
ont été utilisés au cours de cette étude, notamment : I’acide acétique (CH:COOH), I’acide
chlorhydrique (HCI), I’hydroxyde de sodium (NaOH), le peroxyde d’hydrogéne (H20-), I’acide
ascorbique (CsHsOg), le chlorure ferrique (FeCls), le dihydrogénophosphate de sodium
(NaH2PO,), le ferricyanure de potassium (Ks[Fe(CN)s]), le bicarbonate de sodium (NaHCO3),
et I’hydrogénophosphate disodique (NazHPO4). D’autres réactifs tels que ’amidon, I’ABTS
(2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)), le TNBS (acide 2,4,6-trinitrobenzene
sulfonique), le pyrocatechol, le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) et ’iodure/potassium
iodé (IKI) ont également été acquis aupres de Sigma-Aldrich.

Tous les produits chimiques ont été utilisés sans purification préalable. Les solutions ont
été préparées a I’aide d’eau distillée. Les solutions tampons (PBS, 0,1 M), aux pH de 6,4 et 6,6,
ont été obtenues a 27 °C a partir de mélanges NaH2PO4/Na,HPO, respectivement dans les
proportions volumiques 73,5 mL/26,5 mL et 51 mL/49 mL, les concentrations initiales des deux

composés étant de 0,2 M. Les volumes finaux ont été ajustés a 200 mL avec de 1’eau distillée.
I11.1.2 Préparation des produits de la réaction de Maillard (Cs/Alg)

Les produits de la réaction de Maillard (PRM) ont été obtenus selon la méthode décrite
par Rao et al. (Rao et al., 2011), avec quelques modifications. Des solutions meres a 1 % de
chitosane (Cs) et d’alginate (Alg) ont été préparées séparément. Le chitosane a été dissous dans
de I’acide acétique a 1 % a 60 °C pendant 4 heures, tandis que I’alginate a été solubilisé
directement dans de 1’eau distillée a température ambiante (27 °C) durant 2 heures. La solution
de chitosane a ensuite été ajoutée a celle d’alginate sous agitation douce, dans un rapport

volumique de (1:1).

Le pH du mélange réactionnel a été ajusté a 4,5 a I’aide d’acide acétique, la température
a été fixée a 100 °C, et la réaction maintenue durant 6 heures. Des aliquotes ont été prélevees
chaque heure, puis centrifugées a 3000 tr/min pendant 3 minutes. Le solide obtenu a été séché
a l’air libre pendant 24 heures, broyé a 1’aide d’un mortier afin d’obtenir une poudre fine,
constituant le produit de la réaction de Maillard (PRM). Les poudres ont ensuite été stockées a

température ambiante (27 °C) dans des boites fermées.

36



11.1.3 Identification et caractérisation
11.1.3.1 Intensité du brunissement

L’intensité du brunissement des produits de réaction de Maillard (PRM) a été déterminée
par spectrophotométrie UV-Vis, selon les méthodes décrites dans la littérature (Laroque et al.,
2008). Les mesures ont éte effectuées a partir de solutions préparées a une concentration de 2,5
mg/mL, en utilisant un spectrophotométre UNICAM-UV-VIS 300 (Etats-Unis). Les spectres

ont été enregistrés a différents temps au cours de la réaction.
11.1.3.2 Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IR-TF)

Les spectres infrarouges ont été enregistrés a 1’aide d’un spectrophotomeétre IR-TF
SHIMADZU 84005 (Etats-Unis), en mode transmission, dans une gamme de longueurs d’onde

comprise entre 4000 et 500 cm™'. Le nombre total de scans a été fixé a 25.
11.1.3.3 Diffraction des rayons X (DRX)

Les diffractogrammes des différents échantillons ont été obtenus a I’aide d’un
diffractometre Briiker D8 Advance (Allemagne), équipé d’une lampe a rayonnement Cu-Ka (A
= 1,5418 A). La tension appliquée était de 40 kV, et I’intensité du courant était de 40 mA.

L’intervalle angulaire analysé (20) allait de 5° a 90°, avec une vitesse de balayage de 0,02°/min.
11.1.3.4 Degré de substitution (DS)

Le degré de substitution (DS) du chitosane et des complexes Cs/Alg a été evalué par le
test au TNBS, en suivant une méthode adaptée de Hardiansyah et al. (Hardiansyah et al.,
2015). En bref, des solutions de Cs, Cs/Alg (0 h), Cs/Alg (3 h) et Cs/Alg (6 h), a une
concentration de 1 mg/mL, ont été mélangées a une solution contenante 0,25 mL de NaHCO3
a4 % et 0,25 mL de TNBS a 0,01 %. Le mélange réactionnel a été incubé a 37 °C pendant 2
heures. La réaction a été arrétée par addition de 0,25 mL de HCI 1 N, puis ’absorbance a été
mesurée a 344 nm a ’aide d’un spectrophotométre UV-Vis. Le degré de substitution a été
calculé selon I’équation suivante :

DS (%) = U-A0=19) 4 100 Eq. (1)
Ou:
A et Ai représentent les absorbances du Cs, Cs/Alg (0h), Cs/Alg (3h) et Cs/Alg (6h),

respectivement.
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11.1.3.5 Potentiel zéta

La détermination du potentiel z&ta a été réalisée par électrophorése a effet Doppler laser,
a ’aide d’un appareil Malvern Zetasizer ZEN 2600 (Royaume-Uni). La température des
¢chantillons a été maintenue a 25 °C. Les dispersions ont été diluées dans de 1’eau distillée a

une concentration de 0,05 mg/mL avant les mesures
11.1.3.6 Dosages conductimétriques et pH métriques

La teneur en -NH> dans les échantillons Cs, Cs/Alg (3h) et Cs/Alg (6h) sont déterminées
selon la procédure établie par Zamani et al., (Zamani et al., 2010).0,2 g de chaque échantillon
ont été dissous dans HCI (0.5mol L™, 40 mL) et titrés avec de NaOH (0,1mol L™) pendant un
intervalle de 20 secondes. Les valeurs de la conductibilité (ms.cm™), du pH avec les volumes
correspondants de la solution titrant ont été tracées dans un graphique pour trouver la variation
linéaire avant et apres le point d’équivalence. Le nombre de groupes ammonium (-NHs")
présents dans le chitosane et dans le complexe Cs/Alg (3 et 6h), susceptibles de réagir avec les

ions hydroxyles (-OH") du NaOH, a été calculé a I’aide de la formule suivante :

[NH3 +] (meq> _ [Myaon (V)] Eq.(2)

m
M (NaOH) : La molarité de la solution de NaOH.

V : le volume nécessaire pour neutralisation de 1'excés d” HCl et la protonation de groupes

amine.

m : La masse de I'échantillon a I'état sec avant le titrage.
11.1.3.7 Analyses thermiques
11.1.3.7.1 Analyse thermogravimétrique (ATG)

L’analyse thermogravimétrique a été réalisée sur les échantillons de Cs, Alg, Cs/Alg (3
h) et Cs/Alg (6 h), avec des masses comprises entre 3 et 12 mg, dans une atmosphere
oxygene/azote. L’appareil utilisé était le modele SDT Q600 V20.9 Build 20 TG Analyzer
(Allemagne). L’analyse thermique a été effectuée jusqu’a une température de 600 °C avec un

taux de chauffage de 10 °C/min.
11.1.3.7.2 Analyse déférentiel calorimétrique (DSC)

L’analyse thermique des échantillons a été effectuée par calorimétrie différentielle a

balayage (DSC) a I’aide d’un appareil (DSC 131, SETARAM Instrumentation, France). Pour
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chaque analyse, une masse de 10,3 mg d’échantillon a été pesée avec précision et placée dans
une capsule en aluminium hermétiquement fermée. Le balayage thermique a été réalisé de 20
°C 2450 °C a une vitesse de 10 °C/min, sous atmosphére d’argon pour éviter toute oxydation

thermique.

Les courbes thermogrammes obtenus ont été analysées pour déterminer les transitions
thermiques caractéristiques. L’objectif principal était de comparer les profils thermiques des
échantillons natifs et des produits issus de la réaction de Maillard afin de mettre en évidence
d’éventuelles modifications thermiques induites par la glycation.

11.1.3.8 Etudes biologiques
11.1.3.8.1 Biocompatibilité avec le sang humain

Le potentiel hémolytique correspond a I’évaluation de I’ampleur de ’hémolyse pouvant
étre induite par un matériau lorsqu’il entre en contact avec le sang. Le potentiel hémolytique du
Cs, Alg, Cs/Alg (3h) et Cs/Alg (6h), a été déterminé selon la méthode décrite par Lihong et al.
(Lihong et al., 2012). A cet effet, 0,1 mL de sang humain anticoagulé au citrate a été ajouté a
7,5 mL de PBS contenant 0,15 g de I’échantillon, dans différents tubes a essai. Un témoin positif
(100 % d’hémolyse, obtenu par remplacement du PBS par 7,5 mL d’une solution de Na>COs a
0,1 %) et un témoin négatif (0 % d’hémolyse, PBS sans échantillon) ont également été préparés.
Chaque série d’expériences a été réalisée en triplicata. Tous les tubes, échantillons et témoins,
ont été incubés pendant 1 heure a 37 °C. Aprés incubation, les tubes ont été centrifugés a 300
tr/min pendant 5 minutes. Le pourcentage d’hémolyse a été déterminé par mesure de la densité
optique (DO) du surnageant a 545 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre UV/Vis-1700, et calculé

selon la formule suivante :

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

Hémolyse (%) = *100 Eq.(3)

11.1.3.8.2 Test de coagulation sanguine

La coagulation sanguine in vitro des échantillons (Cs, Alg, Cs/Alg (3h) et (Cs, Alg,
Cs/Alg (6h) a été déterminée par la méthode cinétique (en utilisant le sang frais humain prélevé

d’une poche sanguine de collecte contenant un anticoagulant ACD) (Archanaa et al., 2013).

Au départ, 50 mg de chaque échantillon ont été placés dans tubes a essais préchauffés a
37°C. Ensuite, le sang humain (0,25 mL) a été placé en méme temps sur la surface de poudres.

La réaction debute par addition de CaClz (0,2M ; 0,025mL) sur chaque échantillon de sang.
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Aprés 5 min, 10 min, 20 min, 30 min et 50 min, 10 mL d'eau ont été soigneusement
ajoutées dans la paroi interne du tube sans perturber le sang coagulé. Par la suite, 10 mL de
solution ont été préleveés et centrifugées a 500 tours pendant 3 min. Le surnageant a été décanté
dans un tube avec 40 mL d'eau distillée supplémentaire et maintenu a 37°C pendant 60 minutes.

Le test de coagulation sanguine a été effectué par mesure spectrophotométrique de
I'absorbance relative des échantillons de sang qui ont été dilués a 50 mL a 542 nm. L’absorbance
de 0,25 mL d'ACD-sang total dans 50 mL d'eau distillée a 542 nm est supposée comme valeur
de référence. L'indice de coagulation du sang (BCI) de nos échantillons peut étre quantifié par

I'équation suivante :

BCI(%) _ Abs de sang qui était en contact avec I'échantillon a 542 nm 100 Ea.(4
° h Abs de sang ACD dans I'eau 3 542 nm X q-(4)

11.1.3.8.3 Activité anti-inflammatoire

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire des produits de la réaction de Maillard
(PRM) ainsi que nos produits de départ, a été réalisée selon la méthode décrite par Karthik et
al. (Karthik et al., 2013). Les échantillons ont été préparés a des concentrations de 0,25, 0,5, 1
et 1,5 mg/mL dans de I’eau distillée, tandis que la BSA a été tamponnée a 2 % dans une solution
de Tris-HCI (pH 6,6). Un volume de 1 mL de solution contenant I’échantillon ou le diclofénac
sodique (standard de référence) a été ajouté a 1 mL de BSA. L’incubation a été réalisée a 37 °C
pendant 15 minutes, suivie d’un chauffage a 72 °C pendant 5 minutes. Apres refroidissement
et retour a 37 °C, la turbidité a ét€¢ mesurée a I’aide d’une cellule spectrophotométrique a 660
nm. Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines (BSA) a été calculé selon

I’équation (5) :
Inhibition (%) = 100 — [(A, — A,)/A,] x 100 Eq.(5)
Ou:
Ap et As représentent respectivement 1’absorbance du blanc et de I’échantillon.
11.1.3.8.4 Activité antioxydante
A. Activité antiradicalaire par méthode d’ABTS*

La méthode employée est celle de Re et al. (Re et al., 1999). Une solution aqueuse
d’ABTS* (7 mM) et de persulfate de potassium (2,45 mM) a été préparée pour générer les
radicaux libres. Le mélange a été agité a I’obscurité pendant au moins 16 heures a environ 20

°C. La solution a ensuite été diluée avec de 1’éthanol jusqu’a obtention d’une densité optique
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de 0,7 £ 0,02 & 734 nm. Un volume de 160 pL de cette solution a été ajouté a 40 pL de solution
d’échantillon (concentrations allant de 0,125 a 4 mg/mL). Aprés 10 minutes d’incubation a 20
°C, la lecture spectrophotométrique a été effectuée a 734 nm. Le témoin était constitué
uniquement de la solution d’ABTS, tandis que les standards utilisés étaient le BHA et le BHT.

Le pouvoir antiradicalaire a été calculé a I’aide de 1’équation (6) :
ABTS* (%) = [(A. — As)/A:] x100 Eq.(6)
Ou:
A et As sont les absorbances du témoin et de I’échantillon, respectivement.
B. Activité antiradicalaire par méthode de DPPH

L’inhibition des radicaux libres DPPH a été mesurée selon la méthode de Blois (Blois,
1958), avec quelques ajustements. Un volume de 40 pL d’échantillon (0,215 a 4 mg/mL) a été
ajouté a 160 pL de solution de DPPH (0,045 mmol/L). Le mélange a été maintenu a 1’obscurité
pendant 30 minutes a 25 °C. L’absorbance a ensuite €té mesurée a 517 nm. Le test a été réalisé
sur des microplaques de 96 puits. Les standards utilisés ¢taient le BHA, le BHT et I'a-

tocophérol. Le pourcentage d’inhibition a été calculé selon 1’équation (7) :
DPPH (%) = 100 — [A;/A, x 100] Eq. (7)
Ou:
A et As désignent respectivement les absorbances du témoin et de 1’échantillon.
C. Pouvoir réducteur (tests FRAP et o-phénanthroline)

» Test FRAP
Le pouvoir réducteur a été évalué selon la méthode d’Oyaizu (Oyaizu, 1986), légérement
modifiée. Un mélange réactionnel comprenant 10 pL d’échantillon (0,125 a 4 mg/mL), 40 pL
de PBS (pH = 6,6) et 50 puL de KzFe(CN)es (1 %) a été chauffé a 50 °C pendant 20 minutes.
Ensuite, 50 pL d’acide trichloroacétique (10 %), 40 uL d’eau distillée et 10 pL de FeCls (10
%) ont été ajoutés. L’absorbance a été mesurée a 700 nm.
> Test a ’o-phénanthroline
Le test a I’o-phénanthroline a été réalisé selon la méthode de Szydlowska-Czerniaka et
al., (Szydlowska-Czerniak et al., 2008). En bref, un volume de 10 uL d’échantillon (0,125 a
4 mg/mL), 50 pL de FeClz (0,2 %), 30 uL de solution d’o-phénanthroline (0,5 %) et 110 pL de
solvant (acétone ou méthanol) ont été successivement ajoutés. L’incubation a été conduite a 30

°C pendant 20 minutes a ’obscurité. La lecture spectrophotométrique a été effectuée a 510 nm.
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D. Capacité de piégeage du peroxyde d’hydrogeéne (H20,)

La capacite des échantillons a neutraliser le H202 a été estimée selon la méthode de He et
al. (He et al., 2018), avec quelques modifications. Un volume de 1 mL d’échantillon
(concentrations de 0,05 a 5 mg/mL) a été mélangé a 2,4 mL de PBS (pH 7,4) et 0,6 mL de H20>
(40 mmol/L). Apres incubation a 37 °C pendant 30 minutes, I’absorbance a été mesurée a 230

nm. L’inhibition a été calculée selon I’équation (8) :

H;0,(%) = [ (Ag — Ay + A3)/A¢] X 100] Eq. (8)

Ou:
Ag est I’absorbance du témoin positif (acide ascorbique), A1 celle de 1’échantillon avec

H.0,, et A celle de I’échantillon sans H205.
11.1.3.8.5 Facteur de protection solaire in vitro (SPF)

La méthode décrite par Mansur et al. (Mansur et al., 1986) a été utilisée pour évaluer les
propriétés photoprotectrices du chitosane (Cs), de I’alginate (Alg), ainsi que de produits issus
de la réaction de Maillard (Cs/Alg (3 h) et Cs/Alg (6 h)). Pour ce faire, 200 uL de chaque
échantillon, préparé a une concentration de 0,2 mg-mL™, ont été déposés dans une micro plaque
a 96 puits. L’absorbance a été mesurée a ’aide d’un lecteur multimode a des longueurs d’onde
comprises entre 290 et 320 nm, par paliers de 5 nm. Une créme solaire commerciale a été
utilisee comme référence afin de comparer I’efficacité photoprotectrice. Le facteur de

protection solaire (SPF) de chaque échantillon a été calculé selon 1’équation (9) :

320
SPF = CF x Z EE(A) x 1(2) x Abs(3) Eq.(9)
290

Dans cette équation, CF représente le facteur de correction (valeur fixée a 10), EE(A) et
I(A) correspondent respectivement au spectre d’action érythémale et au spectre d’intensité

solaire, tandis que Abs(A) désigne I’absorbance de 1’échantillon a chaque longueur d’onde.

Selon les travaux de Sayre et al. (Sayre et al., 1979), le produit EE(X) % I(A) est constant

et est indiqué dans le Tableau I1.1 La classification des catégories de protection solaire, fondée
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sur les valeurs de SPF mesurées, suit les recommandations de la Commission européenne

(2006), comme indiqué dans le Tableau I1.2.

Tableau.ll.1 Spectre d’action érythémale normalisé et intensité solaire utilisée pour le

calcul du SPF (Sayre et al., 1979).

Longueur d’onde A (nm)

EE (1) x 1())

290
295
300
305
310
320

0.015
0.0817
0.2874
0.3278
0.1864
0.018

Tableau.l1.2 Classification des produits solaires selon les recommandations de la Commission

européenne (2006) (Osterwalder et al., 2009).

Protection SPF indiqué SPF mesuré

6 6-99
Faible protection

10 10 -14.9

15 15-19.9
Protection 20 20— 24.9
moyenne

25 25-29.9

30 30-49.9
Haute protection

50 50 -59.9
Tres haute 507 60 <

protection

11.1.3.8.6 Evaluation de I'activité antibactérienne

L'activité antibactérienne du Cs, Alg, Cs/Alg (3h) et Cs/Alg(6h) a été évaluée par la

méthode de diffusion sur disque, en se basant sur les travaux réalisés par Bindu et al., (Bindu

et al., 2010).

a) Souches bactériennes

Trois souches bactériennes ont été utilisées :

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Escherichia coli ATCC 25922.
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b) Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture utilisé est la gélose Mueller—Hinton, préparée en suspendant 38 g de
poudre déshydratée dans 1 litre d'eau distillée, suivie d'une stérilisation a l'autoclave a 121°C
pendant 15 minutes. Le milieu stérile a ensuite été versé dans des boites de Pétri pour obtenir

une épaisseur uniforme de 4 mm.
C) Inoculation et application des échantillons

Les souches bactériennes ont été cultivées et ajustées a une concentration approximative
de 10¢ UFC/mL. Chaque boite de Pétri a été¢ ensemencée uniformément avec la suspension
bactérienne correspondante. Des disques de papier stériles ont été imprégnés avec les extraits
de nos échantillons et placés sur la surface de la gélose ensemencée. Des disques imprégnés
d'amoxicilline ont été utilisés comme contrdle positif, tandis que des disques imprégnés d’eau

physiologique ont servi de contrdle negatif.
d) Incubation et lecture des résultats

Les boites de Pétri ont été incubées a 37°C pendant 24 heures. Aprés incubation, les
diametres des zones d'inhibition autour des disques ont été mesurés en millimétres a l'aide d'une
regle graduée. Ces mesures ont permis d'évaluer I'efficacité antibactérienne de nos produits en

comparaison avec les controles.
11.1.3.9 Etudes d'inhibitions enzymatiques
11.1.3.9.1 Activité anti-brunissement par inhibition de la PPO

L’évaluation spectrophotométrique de I’inhibition du polyphénol oxydase (PPO) a été
réalisée en s’inspirant de la méthode décrite par Lee et al. (Lee et al., 2005), avec quelques
modifications. L’extraction de la PPO a été effectuée en homogénéisant 30 g de pommes de
terre avec 100 mL d’eau distillée a 4 °C, suivie d’une filtration sous vide dans un bain de glace.
L’homogénat obtenu a ensuite été¢ centrifugé pendant 15 minutes a 10 000 tours'min'. Le
surnageant a été conservé a -20 °C pour une utilisation ultérieure.
Pour évaluer I'effet inhibiteur des échantillons sur Iactivité de la PPO, 40 pL de D’extrait
enzymatique ont été mélangés a 60 uL de tampon PBS (pH 6,8), puis a 100 uL de chaque
¢chantillon, préparé a des concentrations de 0,125; 0,5 ; 1 ;2 et 4 mg-mL"'. Apres incubation
pendant 5 minutes & 25 °C, 100 puL d’une solution de pyrocatechol a 0,2 M (préparée en
dissolvant 0,11 g dans 5 mL d’eau) ont été ajoutés. L’absorbance a ét¢ mesurée a 420 nm pour

déterminer ’activité de la PPO.
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Le pourcentage d’inhibition de I’activité PPO a été calculé selon I’équation (10) :

(%)d'inhibition = [(A; — A,)/A;] X 100 Eq. (10)

Ou Ai correspond a I’absorbance initiale (avant ajout de I’échantillon) et Ara I’absorbance

résiduelle aprés ajout de 1’échantillon.
11.1.3.9.2 Activité anti-diabétique par inhibition d’Alpha-amylase

Le potentiel inhibiteur vis-a-vis de I’a-amylase a été déterminé selon la méthode
améliorée décrite par Zengin et al. (Zengin et al., 2014). Dans cet essai, 25 pL de chaque
échantillon (aux concentrations de 0,125 ; 0,5 ; 1 ; 2 et 4 mg-mL™") ont ét¢ mélangés avec 50
uL de solution d’a-amylase (1 U) et 125 pL de PBS (pH 6,9). Le mélange a été incubé pendant
10 minutes a 37 °C. Ensuite, 50 UL d’une solution d’amidon a 0,1 % ont été ajoutés, suivis
d’une incubation supplémentaire de 10 minutes. La réaction a été arrétée par I’ajout de 25 pL
d’acide chlorhydrique (1 M), puis de 100 puL de solution d’iodure iodé¢ (IKI) a 181 mM.
L’absorbance a ¢été mesurée a 630 nm afin d’évaluer [Iinhibition enzymatique.

Le pourcentage d’inhibition de I’a-amylase a été calculé a I’aide de I’équation (11) :
(%)d’inhibition = [1 — [(A. — A.) — (A; —Ap)/ (Ac— A.)] X100 Eq. (11)
Ou:
A est I’absorbance du mélange contenant tous les réactifs sauf I’enzyme et 1’échantillon
(contréle positif).
Apest ’absorbance du blanc (sans enzyme).
Ae est ’absorbance du mélange sans échantillon (contrdle négatif).
As est I’absorbance du mélange contenant a la fois I’échantillon et ’enzyme.
11.1.3.10 Analyses statistiques

Toutes les analyses ont été réalisées en triplicata pour chaque groupe expérimental. La
signification statistique des données ainsi que les différences entre les groupes ont été évalués
par une analyse de variance a un facteur (ANOVA) suivie du test post-hoc de Dunnett, a I’aide
du logiciel GraphPadPrism version 8.0.2. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne

+ écart-type (SD). Une valeur de p < 0,05 a été considérée comme statistiquement significative.
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I11. Résultats et discussions



I11.1 Etudes structurales

111.1.1 Intensité du brunissement

Les valeurs d'absorbance mesurées a 294 nm dans [’ultraviolet sont généralement
considérées comme indicatives de I’étape initiale de la réaction de Maillard, et plus précisément
de la formation des PRA (produits de réarrangement d’ Amadori), qui représentent des produits
intermédiaires. En paralléle, les absorbances enregistrées a 420 nm sont souvent associées a la
phase finale de la réaction, traduisant la formation des PRM (produits finaux de la réaction de
Maillard), notamment des composes fortement colorés comme les melanoidines.
L’augmentation progressive de I’absorbance a 294 nm témoigne de la génération de composés
Iégérement colorés. Ces composés peuvent étre considérés comme des précurseurs a la
formation de pigments bruns qui résultent des mécanismes de la réaction de Maillard ou de la

caramélisation (Zhang G et al., 2011).

Ce phénoméne est également observable visuellement, car la couleur des PRM évolue de
maniere notable avec le temps. Elle passe progressivement d’un état incolore a des teintes
orangeées, puis a un brun plus intense, comme illustré dans la Figure 111.1(a). Ces modifications
optiques accompagnent la progression chimique de la réaction. L’absorbance UV et I’intensité
du brunissement des PRM, ainsi que celles des produits de départ, ont €té mesurées et sont

présentées dans la Figure I11.1(b).

Notons qu'initialement il n'y avait pas de différences évidentes entre les spectres Cs/Alg
(Oh), Cs/Alg (1h), et Cs/Alg (2h), ni entre Cs/Alg (3h), Cs/Alg (4h), et Cs/Alg (5h), nous avons
donc choisi de n'étudier que les échantillons Cs/Alg (3h) et Cs/Alg (6h).

Au début de la réaction, notre meélange présente un aspect incolore. Lorsque la réaction
progresse vers la phase intermédiaire, on observe une ¢lévation continue de I’absorbance a 294
nm en fonction du temps de chauffage. Cette évolution s'accompagne d’un changement de
couleur des échantillons qui tendent vers le jaune, ce qui traduit la condensation de la
carbonylamine et la survenue du réarrangement d’ Amadori. D’apres les travaux de Laroque et
al., (Laroque et al., 2008) ainsi que ceux de Riquelme et al., (Riquelme et al., 2015), cette
bande d’absorbance a 294 nm est représentative de la formation des produits intermédiaires

dans la réaction de Maillard, qui sont des composeés colorés de nature variée.

Dans la phase finale de la réaction, une nouvelle bande d’absorbance apparait a 420 nm,
caractérisée par une intensité croissante. Cela reflete la formation de composés fortement

colorés issus de réactions telles que la condensation aldolique, la polymérisation entre
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aldéhydes et amines, ainsi que la synthése de structures hétérocycliques (Wu et al., 2014). Ces
observations sont cohérentes avec la formation de mélanoidines, comme le rapportent
Ramonaityt¢ et al., (Ramonaityté et al., 2009).

a)

Alg/Cs Alg/Cs AlgCs  AlglCs
Oh 1h 3h 5h

Centrifugation
(A 3000 rpm pour 3min)

Poudre fine des PRMs
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b)

7] Cs
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Figure.lll. 1 Effet du temps de chauffage sur Il'intensité du brunissement de Cs, Alg, Cs/Alg (3h) et
Cs/Alg (6h) (photos des differents échantillons étudiés (a) et leurs spectres UV-Vis (b).

Par ailleurs, Tran et al., ont indiqué que le rapport Azea/Aazo est un indicateur utile pour
situer I’avancement de la réaction : une valeur ¢élevée de ce rapport indique une prédominance
des produits intermédiaires, tandis qu’une valeur plus faible refléte la prédominance des
produits finaux (Tran et al., 2019). En cohérence avec cette analyse, nous avons constaté que
la valeur du rapport Azea/As20 pour tous les échantillons Cs/Alg atteignait un maximum apres 3
heures de chauffage, suivi d’une diminution aprés 6 heures. Ainsi, la valeur obtenue pour
Cs/Alg (3h) était plus élevée que celle de Cs/Alg (6h), comme illustré dans le Tableau I11.1.
Ces résultats confirment que le chauffage du mélange chitosane/alginate a un pH de 4,5 pendant
3 heures favorise I’étape intermédiaire de la réaction de Maillard avec la formation des produits
d’Amadori. En revanche, un prolongement du temps de chauffage jusqu’a 6 heures entraine

I’évolution vers la phase finale de la réaction, avec la formation effective des mélanoidines.

Tableau.l11.1 Valeurs de Azo4/Asz0 pour Cs/Alg (3h) et Cs/Alg (6h)
Echantillons | Azoea/Aszo
Cs/Alg (3h) | 3,85
Cs/Alg (6h) | 2,09
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111.1.2 Spectrophotométrie infrarouge (IR-TF)

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IR-TF) a été utilisée afin
d’examiner les modifications des liaisons chimiques résultant des interactions entre les divers
groupes fonctionnels du chitosane (Cs) et de 1’alginate (Alg) lors de la réaction de Maillard.
Les spectres IR-TF des échantillons Cs, Alg, Cs/Alg (3 h) et Cs/Alg (6 h) sont présentés dans
la Figure I11.2.

Dans le spectre du chitosane pur, une large bande d’absorption centrée a 3370 cm™ est
attribuée aux vibrations d’¢longation des groupes hydroxyles et a la présence de liaisons
hydrogéne intramoléculaires. Les vibrations d’élongation des liaisons C-H sont localisées aux
environs de 2900 cm™'. Des bandes caractéristiques apparaissent ¢galement vers 1650 cm™,
1550 cm™ et 1310 cm™, correspondant respectivement aux bandes amide I, amide II et amide
[11. Les pics situés a environ 1157 cm™ et 897 cm ™ sont associés respectivement aux vibrations

d’élongation C-O et a la configuration f-D du polymere (Loucifetal., 2017).

Dans le spectre IR-TF de l’alginate, deux pics bien définis a 1620 et 1410 cm™
correspondent aux vibrations d’élongation symétrique et asymétrique des groupes carboxyle
(Badano et al., 2019). De plus, un pic a 819 cm™ est caractéristique de la liaison Na—O dans

I’alginate de sodium (Kianpour et al., 2024).

Lors de la combinaison du chitosane et de 1’alginate, des modifications spectrales
notables ont été observées, notamment la disparition de certains groupes fonctionnels, tels que
les groupes amine (NH2) du chitosane, qui réagissent au cours de la réaction de Maillard. De
nouveaux pics correspondant aux produits de la réaction de Maillard (PRM), notamment les
substances d’ Amadori (C=0), les pyrazines (C—N) et les bases de Schiff (C=N), ont été détectés
(Ferhat et al., 1998). En particulier, selon des travaux antérieurs (Kareb et al., 2017), le groupe
carbonyle (C=0) des produits d’Amadori se¢ manifeste entre 1660 et 1700 cm™. Dans les
spectres des complexes Cs/Alg (3 h) et Cs/Alg (6 h), des picsa 1770 cm™ et 1608 cm™* indiquent
la formation de ces composés d’Amadori. Un nouveau pic a 1566 cm™, apparu apres 3 heures
de chauffage, suggere la formation d’une base de Schiff (C=N), traduisant une réaction entre
les groupes carbonyle de I’alginate et les groupes amine du chitosane (voir Figure I11.2) (Sun

T etal., 2017).

La réduction ou la disparition des pics a 1414, 1157, 1087 et 1025 cm™ dans les spectres
des composés Cs/Alg (3 h) et Cs/Alg (6 h) témoigne probablement de la glycation de 1’alginate

et de sa participation a la formation des PRM lors du traitement thermique. Par ailleurs, une
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large bande observée entre 3300 et 3600 cm™! dans les spectres Cs/Alg (3 h) et Cs/Alg (6 h) est
attribuée aux vibrations des groupes O-H et N-H, caractéristiques des mélanoidines. Cette
bande peut également provenir des vibrations N—H des aldimines ou des cétimines. Enfin, une
bande modérément intense autour de 1500-1600 cm™ peut étre associée aux vibrations

aromatiques de certaines mélanoidines, notamment dans le spectre du composé Cs/Alg (6 h).

Les principales réactions chimiques intervenant entre I’alginate et le chitosane au cours

du processus de Maillard sont illustrées a la Figure 111.3.
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Figure.l11.2 Spectre infrarouge du a) Cs, Alg et b) Cs/Alg (3h), Cs/Alg (6h).
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1. Premiére étape : Conversion du chitosane et de l'alginate de la projection de
Haworth a celle de Fischer.

Polysaccharide Cationique: Chitosan Polysaccharide Anionique: Alginate
+A-
H (0] H— [0} -0
OHO 0
OHO HO H
NH COO'Na N
o=<CH m
3 _ : : Bloc B-D-mannuronic acid
bloc N-acetylglucosamine  bloc glucosamine bloc o~L-guluronic acid p
CHO CHO CHO CHO
H———NHCOCH, H———NH, HO———H HO H
HO——H HO———H HO——H HO—1—H
H——0Cs H——O0Cs H——OAlg Alg0O——H
H——x—OH H——F—OH H——Tx—OH H——F—OH
CH,OH CH,0OH COOH COOH
2. Deuxiéme étape : Réaction de Maillard entre chitosane et alginate
NH-Cs ou Alg
_ 0\ Réaction de Maillard ¢ n—c— Alg ou Cs Réarrangement 0
Cs—NH, + c—AlgouCs — 5 H _
e T=100°C . &
pH=45 base de schiff Produits d’Amadori

-3 H20 Enolisation 1,2

Rétro-aldolisation, Cs ou Alg H 7
isomérisation N 0 décarboxylation NH-Cs ou Alg
IS —CHO Dégradation de P
réarrangement R NH Strecker ou désamination
I condensation L+ 2 — 0 I OH
Mélanoidines + Cs-NH2
— 0
; R Cs
0, s
R

Figure.l11.3 Schéma simplifié de la réaction de Maillard entre le chitosane et l'alginate.

111.1.3 Diffraction des rayons X (DRX)

L’analyse par diffraction des rayons X (DRX) a été réalisée afin d’évaluer 1’évolution de

la cristallinité et les modifications structurales induites par la réaction de Maillard entre le
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chitosane et I’alginate. Les diffractogrammes obtenus pour le chitosane (Cs), I’alginate (Alg),
ainsi que pour les complexes Cs/Alg apres 3 heures (3h) et 6 heures (6h) de réaction sont
présentés dans la Figure 111.4.

Le diffractogramme chitosane montre deux pics typiques sont observés a 20 = 9,8° et
19,5°, le second présentant une intensité plus élevée. Ces signaux sont caractéristiques de la
forme cristalline du chitosane, souvent liée a la régularité de la distribution des groupes amines
et hydroxyles le long de la chaine polymérique (Affes et al., 2021).

L’alginate montre trois pics caractéristiques a 20 = 13,78°, 21,7° et 38,56°, attribués a sa
structure semi-cristalline, en accord avec les observations de Loucif et al. (Loucif et al., 2017).
Ces pics traduisent I’organisation partielle des chaines polysaccharidiques dans des zones

ordonnées.

Cependant, apres 3 heures de reaction, la plupart des pics initiaux disparaissent, a
I’exception du pic de I’alginate a 13,78°, qui subsiste avec une tres faible intensité. Cette
atténuation des signaux cristallins indique une désorganisation progressive de la structure
ordonneée initiale, probablement due a la formation de liaisons intermoléculaires au cours de la

glycation, qui perturbe I’empilement régulier des chaines.

Pour le composé obtenu apres 6 heures de réaction, I’émergence de deux nouveaux pics
a20=19,46° et 40,56° est observée. Le pic a 19,46°, plus intense, suggere la formation d’une
nouvelle phase cristalline, résultant vraisemblablement de la reorganisation structurale induite
par ’avancement de la réaction de Maillard. Ce phénoméne pourrait étre associé a la formation

de produits de condensation tels que les composés d’ Amadori ou les mélanoidines.

Ces résultats confirment que la réaction de Maillard entre les groupes fonctionnels du
chitosane et de l’alginate ne se limite pas a des modifications chimiques, mais entraine
également des transformations profondes au niveau structural, affectant la cristallinité globale

du matériau.
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Figure.l11.4 Diffractogramme des rayons X de Cs, Alg, Cs/Alg (3h) et Cs/Alg (6h).
111.1.4 Degré de substitution déterminé par la méthode TNBS

Le degré de substitution (DS) est un paramétre clé qui renseigne sur la proportion de
groupes amines du chitosane (Cs) ayant reagi avec différents types de groupes fonctionnels,
notamment les groupes carbonyles, carboxyliques, et autres. Un DS élevée correspond a une

diminution du nombre d'amines libres disponibles sur la chaine du Cs.

Selon les résultats présentés (Figure 111.5), la matrice Cs/Alg présente un DS d’environ
19 % a 0 heure, en l'absence de tout traitement thermique. Cette valeur relativement élevée
s'explique par la formation d'interactions électrostatiques entre les groupes carboxyles de I’ Alg
et les amines libres du Cs, favorisant ainsi la constitution de complexes polyélectrolytes (PEC)

denses et stables (Baysal et al., 2013).

Apreés un chauffage du mélange a 100 °C pendant une durée de 3 heures, une chute notable
du DS est observeée, atteignant une valeur aussi basse que 4 %. Cette diminution traduit une
libération accrue de groupes amines libres, probablement due a des phénoménes de
dépolymérisation du chitosane en oligochitosane ou en unités de glucosamine. Par ailleurs, le
chauffage a haute température, combiné aux conditions de pH spécifiques, peut également
déclencher des réactions de désacétylation, contribuant ainsi a I’augmentation du nombre

d’amines disponibles (Karaskouski et al., 2022).

Cependant, en prolongeant le chauffage a 6 heures, une remontée du DS est constatée,

avec une valeur atteignant environ 14 %. Ce phénomeéne peut étre expliqué par l'implication
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des amines nouvellement formées dans des réactions secondaires, notamment les réactions de
Maillard, qui se développent de maniere plus marquée avec 1’élévation de la température et la

durée du traitement thermique.

20—- 19
18
16
14

12

Ds%

, :
Cs/Alg (0h) Cs/Alg (3h) Cs/Alg (6h)

Figure.l11.5 Degré de substitution (%) des matrices Chitosane/Alginate (0, 3 et 6 heures).
111.1.5 Potentiel Zéta

La stabilité colloidale des solutions de polysaccharides, un facteur déterminant pour leurs
applications et leur comportement en milieu biologique, est intrinsequement liée a leur charge
de surface, laquelle se reflete directement dans la valeur de leur potentiel zéta (Zp). Ce
parametre électrocinétique quantifie la charge électrique nette au sein de la couche de diffusion
ionique entourant les macromolécules en solution. Des valeurs de potentiel zéta élevées
(supérieures a |£30 mV|) induisent de fortes répulsions électrostatiques inter-particulaires,
favorisant ainsi la stabilité de la dispersion. Inversement, des valeurs faibles (< |£30 mV|)
indiquent une prédominance des forces d'attraction, susceptibles d'entrainer l'agrégation des
particules (Zielinska et al., 2020). Dans le cadre de notre étude sur la réaction de Maillard entre
le chitosane, initialement doté d'un potentiel zéta positif de +33.1 mV en raison de la
protonation de ses groupes amine, et l'alginate, présentant un potentiel z&ta négatif de -23.7

mV, l'évolution de ce parametre en fonction du temps de réaction s'avere cruciale pour
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comprendre les changements interfaciaux induits par la formation de nouveaux composes et les
interactions entre les deux polysaccharides (Tableau.ll1.2). La consommation progressive des
groupes amine réactifs du chitosane au cours de la réaction de Maillard (Figure I11.5) est
susceptible de modifier significativement la charge globale du systéme et, par conséquent, sa
stabilité colloidale

Tableau.l11.2 Valeurs du potentiel Zeta de Cs, Alg, Cs/Alg (3h) et Cs/Alg (6h).
Echantillons CS | Alg | Cs/Alg (3h) | Cs/Alg (6h)
Potentiel zéta (mV) | +33.1 | -23.7 | -12.9 -6.2

111.1.6 Dosage potentiométrique et conductimétrique

Le titrage potentiométrique et conductimétrique constitue une méthode analytique
quantitative et cinétique permettant de quantifier les ions présents dans un systéme étudié, ainsi
que de suivre la cinétique de la réaction. Leur grande précision les rend particulierement adaptés

a l’analyse des polysaccharides multifonctionnels.

Les courbes de pH et de conductivité obtenues ont mis en évidence plusieurs points de
transition. Ces transitions ont été identifiées par I'observation des variations de pente sur les
courbes de conductivité et par l'intersection des lignes verticales projetées sur les courbes de
pH (Dhar et al., 2012).

L’objectif de cette étude était de quantifier la teneur en groupes amines protoneés (—NHs")
du chitosane avant et aprés sa complexation avec 1’alginate, afin d’évaluer indirectement
I’intensité des interactions électrostatiques entre les deux biopolymeéres. Les dosages ont été
réalisés par titration acido-basique en suivant simultanément I’évolution du pH et de la

conductivité électrique de la solution.

D’apres la Figure I11.6, toutes les courbes de titrage présentent trois régions distinctes. La
premiére zone (a partir de la gauche) correspond a la neutralisation de 1’excés d’HCL La
deuxiéme région est assignée a la déprotonation des groupes -NH** en NH; Enfin, la troisieme

région représente l'excés du NaOH en solution (Figure 111.6).

Le chitosane (Cs) seul présente une teneur en groupes -NHs* libres de 3,28 meg/g, en
accord avec la littérature (Benghanem, 2017 ; Mansouri, 2019). Aprés 3 heures de réaction
avec I’alginate, cette teneur chute a 1,39 meq/g et reste stable a 6 heures, traduisant une
diminution de plus de 57 %, ce qui indique une forte consommation des groupes amines par

interactions ioniques avec les groupes carboxylates (-COO") de I’alginate (Mokrani, 2013).
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Cette stabilité aprés 3 heures suggere que I'équilibre de complexation est rapidement
atteint, rendant un prolongement de la durée de réaction peu influent sur le taux de

complexation.

Parallelement, la diminution du potentiel zéta, discuté précédemment, de *33,1 mV
(chitosane pur) a -12,9 mV apres 3 heures, puis a -6,2 mV apres 6 heures, confirme la perte de

charges positives et ’apparition d’une prédominance de charges négatives.

Les modifications observées du potentiel zéta et la diminution des groupes -NH- apres la
réaction de Maillard entre le chitosane et l'alginate suggérent des changements significatifs dans
la stabilité colloidale des matériaux, ainsi que dans leur capacité a interagir avec les milieux
biologiques. Ces résultats ouvrent la voie a la formulation de nanoparticules pharmaceutiques
pour une libération contrblee des médicaments, a des systéemes d'encapsulation de principes
actifs plus stables et mieux protégés, ainsi qu’a des systemes de délivrance ciblée via des
membranes muqueuses. Une augmentation de la charge négative dans le mélange peut favoriser
des interactions avec des cibles biologiques specifiques, telles que les récepteurs muqueux, ou
améliorer l'adhésion des films ou gels sur les surfaces biologiques, ce qui permettrait une
libération ciblée des meédicaments dans des applications telles que la délivrance transmuqueuse

(buccale, nasale, intestinale) (Mansouri et al., 2019).
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I11.1.7 Analyses thermiques
111.1.7.1 Analyse thermogravimétrique (ATG)

L’analyse thermogravimétrique (ATG) a été réalisée afin d’évaluer la stabilité thermique
des échantillons a travers la perte de masse en fonction de la température. Le Tableau 111.3
présente les principaux parametres thermiques extraits des courbes ATG illustrées dans la

Figure 111.7.

Tableau.111.3 Paramétres de stabilité thermique des matériaux Cs, Alg, Cs/Alg (3h) et Cs/Alg

(6h)

5 ) Perte de masse Masse résiduelle
Echantillons . . Tmax(°C)
totale (%) a 600 °C (%) a 600 °C
Cs 63.9 36.1 314
Alg 64.3 35.7 251
Cs/Alg (3h) 69.33 30.67 292
Cs/Alg (6h) 71.27 28.73 251

Toutes les courbes présentent une premiere étape de perte de masse entre 30 °C et 100 °C,
correspondant a I’évaporation de 1’eau physiquement adsorbée et des solvants volatils (Kulig
et al., 2016). Cette étape représente une perte de masse de 10,42 % pour le chitosane (Cs),
8,49 % pour I’alginate (Alg), 14,28 % pour le complexe Cs/Alg (3h) et 12,59 % pour Cs/Alg
(6h).

Au-dela de cette étape, le chitosane présente une seule phase de dégradation thermique
significative, entre 200 °C et 400 °C, avec une perte de masse de 43,58 % et une température
de dégradation maximale (Tmax) de 314 °C. Cette décomposition est généralement attribuée a
la rupture des liaisons glycosidiques, a la dépolymeérisation du polymére et a la dégradation des

cycles pyranoses (Karaskouski et al., 2022 ; Beyazit et al., 2020).

En ce qui concerne I’alginate, deux étapes successives de dégradation ont été observées,
I’une entre 200 °C et 250 °C (perte de masse : 33,56 %, Tmax =229 °C), est associée a la rupture
des groupes hydroxyles et carboxyles, ainsi qu'a la décomposition partielle de la chaine
polymérique de I’alginate de sodium (Elo et al., 2024) et I’autre, entre 250 °C et 550 °C (perte

de masse =22,25 %, Tmax = 251 °C), résulte de la décomposition de fragments intermédiaires
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en carbonate de sodium, comme le confirment des travaux antérieurs (Flores-Hernandez et
al., 2021).

Les complexes Cs/Alg (3h) et Cs/Alg (6h), issus de la réaction de Maillard, présentent
une stabilité thermique globalement réduite par rapport aux polymeres initiaux. Deux étapes de
dégradation ont été identifiées. Une premiére phase entre 150 °C et 250 °C, avec une perte de

masse de 45,2 % et une Tmax de 240 °C.

Une seconde phase, plus modérée, entre 250 °C et 350 °C, montrant une perte de masse

de 9,93 % et une Tmax de 292 °C.

La masse résiduelle a 600 °C illustre également cette diminution de stabilité thermique :
36,1 % pour le Cs, 35,7 % pour I’Alg, 30,67 % pour Cs/Alg (3h) et 28,73 % pour Cs/Alg (6h).
La Tmax plus élevée du Cs par rapport aux complexes Cs/Alg confirme que la réaction de
Maillard a modifié la structure thermique du matériau.

La diminution de la stabilité thermique des produits issus de la réaction de Maillard (PRM
s) est vraisemblablement due a la modification chimique des groupes amines du chitosane, qui
compromet la cohésion de la matrice polymerique (Zhan H et al., 2015). Cette perte de stabilité
thermique est un indicateur indirect de 1’occurrence de la réaction, comme le suggérent
également les transitions thermiques multiples observées pour Cs/Alg (3h) et Cs/Alg (6h),
révélant une dégradation progressive de structures intermédiaires issues de la glycation (Heli
et al., 2023).
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Figure.ll11.7 Thermogrammes de a) Cs, b) Alg, ¢) Cs/Alg (3h) and d) Cs/Alg (6h).
111.1.7.2 Analyse calorimétrique différentielle a balayage (DSC)

L’analyse calorimétrique différentielle a balayage (DSC) est une autre technique utile

pour décrire le comportement thermique des matériaux, qui est lié a leur structure, a leurs
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propriétés hydrophiles et a leurs états d'association. Elle peut également confirmer la présence

d'une interaction entre les biopolymeéres.

Les courbes DSC présente plusieurs phénomenes thermiques caractéristiques, associés a
des transitions endothermiques (fusion) ou exothermiques (cristallisation,réactions de

polymérisation et oxydation, réticulation).

Les thermogrammes DSC du chitosane, de I’alginate et de leurs mélanges présentent
quatre pics endothermiques entre 50 °C et 100 °C. Ces pics résultent de 1I’évaporation de I’eau

résiduelle. Tls sont suivis par d’autres pics caractéristiques.

Dans le cas du chitosane pur (Cs), on observe des pics exothermiques entre 250 °C et
350 °C. Un premier pic, situé¢ vers 280 °C, correspond a un réarrangement structurel li¢ a la
phase cristalline du chitosane. Cette interprétation est appuyeée par les résultats de diffraction
des rayons X (DRX), qui confirment la présence d’une organisation cristalline. Les
températures caractéristiques de ce phénomene sont de 280 °C (T° de début), 298 °C (T° de pic)
et 315 °C (T? de fin). Un second pic plus marqué apparait vers 340-350 °C, témoignant de la

dégradation thermique du polymere.

Pour I’alginate (Alg), on observe une transition thermique se traduisant par un pic
exothermique vers 240 °C. Ce pic est probablement lié a la structure semi-cristalline de

I’alginate, a la réorganisation de la chaine ou a une dégradation partielle.

Les thermogrammes DSC des mélanges Cs/Alg (3h) et Cs/Alg (6h) présentent des profils
thermiques différents de ceux des polymeéres purs. On note une diminution et/ou un léger
déplacement des pics thermiques initiaux, ce qui suggeére une modification de la structure
interne des polymeéres, probablement liée a la formation de nouvelles interactions
intermoléculaires. Celles-ci incluent notamment des liaisons covalentes issues de la réaction de

Maillard entre les groupes amines du chitosane et les groupes carbonyles de 1’alginate.

La diminution de I’intensité des pics pourrait indiquer une réduction de la cristallinité ou
une homogeénéisation plus poussée des phases polymériques. Ces résultats sont en accord avec
les données obtenues par diffraction des rayons X (DRX) et par analyse thermogravimétrique
(ATG), confirmant la formation de nouveaux réseaux polymériques présentant des propriétes

thermiques modifiées.

Les quatre thermogrammes exhibent 4 pics endothermiques entre 50°C et 100°C qui sont
dus a I’évaporation de I’eau liée aux chaines macromoléculaires des deux biopolymeéres et de

leur mélange, suivre par d’autres pics caractéristiques.
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Pour le chitosane pur (Cs), des pics exothermiques apparaissent entre 250 °C et 350 °C.
Un premier pic, observé autour de 280 °C, est associé¢ a un réarrangement structural li¢ a la
phase cristalline du chitosane. Cette interprétation s'accorde avec les résultats obtenus par
diffraction des rayons X (DRX), qui confirment la présence d'une organisation cristalline. Les
températures caractéristiques de ce phénomeéne sont respectivement de 280 °C (début), 298 °C
(pic maximal) et 315 °C (fin). Un second pic, plus marqué, apparait autour de 340-350 °C et
correspond & la dégradation thermique du polymére.

Concernant I’alginate (Alg), une transition thermique a été détectée. Un pic exothermique a 240
°C est apparait, potentiellement lié a sa forme semi cristalline, a la réorganisation de la chaine
Ou & une réaction de dégradation partielle.

Les courbes DSC des composés Cs/Alg (3h) et Cs/Alg (6h) montrent des profils thermiques
distincts de ceux des polymeres de départ. Une diminution ou un déplacement des pics
thermiques initiaux a été observe, suggérant une modification de la structure interne des
polymeéres apres la réaction. Cela pourrait étre attribué a la formation de nouvelles interactions
intermoléculaires, notamment des liaisons covalentes issues de la réaction de Maillard entre les
groupes amines du chitosane et les groupes carbonyles de 1’alginate. Par ailleurs, une
diminution de I’intensité des pics exothermiques dans les composés pourrait indiquer une
réduction de la cristallinité ou une meilleure homogénéisation des phases polymériques. Ces
résultats sont en accord avec les donnéees obtenues par DRX et ATG, confirmant la formation

de nouveaux réseaux polymeriques thermiquement modifiés.
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Figure.l11.8 Thermogrammes DSC du a) (Cs), b) (Alg), c) Cs/Alg (3h) et
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Tableau.l11.4 Paramétres thermiques obtenus a partir des profils DSC du (Cs), (Alg), Cs/Alg
(3h) et Cs/Alg (6h).

5 ) Température de Température du pic Température
Echantillons ) :
début (°C) (°C) de fin (°C)
Cs 280 Tp1=298°C, Tp2=315°C 340
Alg 172 240 269
Cs/Alg (3h) 200 [260-280] 400
Cs/Alg (6h) 200 238 309

I11.2 Etudes biologiques

111.2.1 Evaluation de la compatibilité avec le sang

Avant d’évaluer les activités biologiques des matériaux, il est essentiel de s’assurer de
leur biocompatibilité, notamment vis-a-vis du sang, afin de garantir leur innocuité pour des
applications biomédicales. Le test d’hémolyse permet ainsi de vérifier la compatibilité
hématique des échantillons en mesurant leur potentiel hémolytique. D’apres les résultats
présentés dans la Figure II1.9, tous les échantillons testés présentent un taux d’hémolyse
inférieur a 5 %, seuil généeralement admis pour classer un matériau comme non hémolytique
(Lihong et al., 2012) et peuvent potentiellement étre envisagés pour des applications
biomédicales impliquant un contact avec le systéme sanguin. Plus précisément, le chitosane pur
(Cs) présente un taux d’hémolyse de 4,25 %, proche de la limite, tandis que ’alginate (Alg)

montre une hémolyse bien plus faible (1,9 %), traduisant une bonne compatibilité avec le sang.

Les composites Cs/Alg préparés a différents temps de réaction (3h et 6h) présentent des
taux d’hémolyse encore plus faibles, allant de 0,69 % pour Cs/Alg (3h) a 0,48 % pour Cs/Alg
(6h). Cette diminution significative du potentiel hémolytique par rapport au chitosane pur
suggere que I’incorporation de 1’alginate et les modifications induites par la réaction entre les
deux biopolyméres améliorent I’hémocompatibilité du matériau. Ce comportement pourrait étre
attribué a une réduction des interactions électrostatiques directes entre les charges positives du
chitosane et la membrane des érythrocytes, par formation de liaisons entre les groupes amines

du chitosane et les carbonyles de I’alginate (réaction de Maillard)

Ces résultats confirment les données de la littérature selon lesquelles le chitosane possede

une bonne hémocompatibilité, notamment grace a son caractére anti-thrombogéne (Crini et al.,
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2007). De telles propriétés le rendent pertinent pour des applications biomédicales, notamment
comme matériau de revétement pour dispositifs en contact avec le sang (protheses vasculaires,

valves cardiaques, etc.).

4,25%
5 -
4 .
4 -
3 -
0
3 - 1,9%
2 .
2 - 0,87%
L 0,69% 0,48%
O T T T T 1
Cs Alg Cs/Alg (Oh) Cs/Alg (3h) Cs/Alg (6h)

Figure.l11.9 Taux d’hémolyse du Cs, Alg, Cs/Alg (3h) et Cs/Alg(6h).
111.2.2 Test de coagulation sanguine in vitro

L'étude de la coagulation sanguine permet de tester in vitro la réponse du sang a la
coagulation en présence de biomatériaux. L'indice de coagulation sanguine (BCI %) refléte la
quantité d'hémoglobine libre présente dans le surnageant apres incubation ; une valeur faible
indique une formation rapide et efficace du caillot reflétant une bonne activité coagulante du
matériau (Zhao et al., 2008 ; Tranquilan-Aranilla et al., 2016). La Figure 111.9 montre la

capacité de coagulation des différents matériaux étudiés : Cs, Cs/Alg (3 h) et Cs/Alg (6 h).

Les résultats révelent que Cs/Alg (6h) présente la plus faible performance hémostatique,
avec des valeurs de BCI qui restent élevées tout au long de 1’essai. Ce comportement peut étre
attribué a la faible densité du réseau de polymeres, qui limite I'absorption du sang et le captage
des caillots, réduisant ainsi I'efficacité du processus de coagulation. A l'inverse, le chitosane pur
(Cs) a montré une bonne capacité a induire la coagulation, avec une diminution rapide du BCI
entre 5 et 20 minutes. L'alginate a également montré une activité coagulante satisfaisante, bien

que légerement inférieure a celle du Cs, comme le montre un temps de coagulation plus long.

Le composé Cs/Alg (3h) a montré un comportement intermédiaire. Son BCI diminue
significativement aprés 20 minutes, ce qui suggere la formation progressive d’un caillot stable.
La réaction de Maillard entre les groupes amine du chitosane et les groupes carbonyle de

l'alginate peut ralentir la cinétique de coagulation par rapport aux polymeres seuls, mais elle
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semble contribuer positivement a I’activité hémostatique en favorisant la formation de réseaux

polymériques plus homogeénes et bioactifs.
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Figure.111.10 Evolution de I’activité de coagulation sanguine en fonction du temps pour les Cs,
Alg, Cs/Alg (3h) et Cs/Alg (6h).

111.2.3 Activité anti-inflammatoire

L’inflammation constitue une caractéristique majeure de nombreuses maladies
chroniques et représente une réponse naturelle de défense de I’organisme face aux lésions
cellulaires (Alhakmani et al., 2013). Le chitosane et I’alginate de sodium ont fait I’objet de
nombreuses études en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires. Le potentiel anti-
inflammatoire de 1’alginate est principalement attribué a sa structure chimique, en particulier a
la présence de ’acide B-D-mannuronique, dont certains dérivés ont été développés en tant
qu’agents thérapeutiques (Mirshafiey et al., 2009). Par ailleurs, les produits de la réaction de
Maillard (PRM) suscitent un intérét croissant pour leurs effets anti-inflammatoires (Jin et al.,
2013).

Le Tableau I11.5 présente les effets de différents échantillons, a savoir le chitosane (Cs),
’alginate (Alg), le mélange Cs/Alg traité pendant 3 h et 6 h, ainsi que celui du médicament de

référence, le diclofénac sodique, sur l'inhibition de la dénaturation de la BSA.

I1 ressort tout d’abord de ces résultats que I’activité anti-inflammatoire des échantillons

est dose-dépendante. On observe que le Cs, I’Alg, le Cs/Alg (3 h) et le Cs/Alg (6 h) présentent
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une activité anti-inflammatoire comparable a celle du standard, avec une inhibition maximale
de la dénaturation de la BSA atteignant respectivement (70,75 £ 0,053) %, (91,55 + 0,086) %,
(89,16 £ 0,02) % et (91,68 £ 0,073) % a une concentration de 1,5 mg/mL, contre (90,18 £ 0,013)
% pour le diclofénac sodique. Les valeurs d’ICso correspondantes sont de 0,34 + 2,29, 0,75 +
4,16, 0,352 + 2,30 et 0,496 + 0,78 mg/mL, comparées a 0,131 + 0,43 mg/mL pour le

médicament de référence.

Ces résultats suggerent que le Cs, I’Alg, ainsi que les complexes Cs/Alg (3 h) et Cs/Alg
(6 h) exercent un effet anti-inflammatoire significatif. Cette activité pourrait étre attribuée a la
capacité du chitosane a inhiber la production de cytokines pro-inflammatoires, a réduire
I’expression des molécules d’adhésion cellulaire impliquées dans le recrutement des cellules
immunitaires vers les sites inflammatoires, et a moduler I’activité des cellules immunitaires
telles que les macrophages (Akagi et al., 2012). Par ailleurs, I’alginate pourrait diminuer la
production de médiateurs inflammatoires tels que les prostaglandines et les leucotriénes par les
cellules immunitaires, renforcant ainsi son potentiel anti-inflammatoire (Sarithakumari et al.,
2013).

Il est également plausible que certains groupes fonctionnels, comme les groupes
carboxyle, ainsi que les produits d’Amadori et certaines mélanoidines (furannes, pyrroles,
pyridines et imidazoles) présents dans les PRM, contribuent a renforcer cette activité anti-
inflammatoire (Oh J et al., 2017). En outre, comme cela sera abordé dans la section suivante,
les PRM possedent également des propriétés antioxydantes, susceptibles de limiter les

dommages oxydatifs associes aux processus inflammatoires.

L'analyse statistique réalisée a l'aide d'une ANOVA a sens unique suivie du test post-hoc
de Dunnett n'a révélé aucune différence significative entre tous les échantillons par rapport au

diclofénac sodique (Figure dans 1’annexe).
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Tableau.ll1.5 Effets anti-inflammatoires des échantillons testés in vitro.

Inhibition %
Cs Alg Cs/Alg Cs/Alg Diclofé
chantillon (3h) (6h) nac sodique
(%)
[C](mg/mL)

0.25 48.15+0.083 20.93+0.032 46.80+0.06 22.11+0.046 53.75+0.03
0.5 62.8+0.017 49.7940.03 70.08+0.091 50.54+0.095 61.49+0.08

1 64.17+0.04 67.28+0.022 76.30+0.076 67.77+0.098 78.08+0.01
1.5 70.75+0.053 91.55+0.086 89.16+0.02 91.68+0.073 90.18+0.013
I1Cso 0.3442.29 0.75+4.16 0.352+2.30 0.496+0.78 0.131+0.43

(mg/mL)

111.2.4 Activité antioxydante

L’activité antioxydante des produits de la réaction de Maillard (PRM s) issus de la
combinaison du chitosane et de I’alginate a ¢été explorée a travers plusieurs essais
complémentaires : les tests ABTS, DPPH, FRAP, phénanthroline ainsi que le test de piégeage
du peroxyde d’hydrogene. Ces tests ont permis d’évaluer non seulement la capacité de chélation
des radicaux libres, mais également le pouvoir réducteur et la capacité de chélation des métaux

des échantillons étudiés.
111.2.4.1 Activité de piégeage du radical ABTS"

Le test ABTS* repose sur la mesure de la capacité d’ un échantillon a neutraliser le radical
cationique ABTS*, un indicateur sensible et pertinent de I’activité antioxydante globale. Nos
résultats ont révélé que le chitosane pur présente une activité antiradicalaire notable, atteignant
un taux d’inhibition de (29,56 + 0,04) % a une concentration de 800 pg/mL, ce qui est en accord
avec les résultats précédemment rapportés par Badano et al. (Badano et al., 2019). En revanche,

I’alginate pur n’a manifesté aucune activité antioxydante détectable.

Suite a la réaction de Maillard entre le chitosane et I’alginate, une amélioration
significative de la capacité de piégeage du radical ABTS* a été observée. Les échantillons
Cs/Alg (3 h) et Cs/Alg (6 h) ont montré des taux d’inhibition de (80,65 = 0,93) % et (83,24 +
0,14) %, respectivement, a la méme concentration, soit pres de trois fois I’activité du chitosane
pur. Cependant, ces valeurs demeurent inférieures a celles obtenues pour les antioxydants de
référence, BHA et BHT.
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L'analyse statistique a l'aide d'une ANOVA a sens unique suivie du test post-hoc de

Dunnett a montré des différences significatives entre Cs, Cs/Alg (3 h) et Cs/Alg (6 h) par
rapport au BHT (p < 0,01). En outre, les valeurs IC50 de Cs/Alg (3 h) et Cs/Alg (6 h) étaient

significativement différentes de celles du contréle (p < 0,001 et p < 0,01, respectivement),
tandis que Cs n'atteignait pas une activité de piégeage de 50 % (Figure annexe).

Cette activité renforcée peut étre attribuée a la consommation des groupements réactifs

hydroxyles (-OH) et amines (-NH:), qui participent a la formation de structures brunes

complexes, capables de stabiliser les radicaux libres en générant des macromolécules plus
stables (Kraskouski et al., 2022). Par ailleurs, selon Habinshuti et al. (Habinshuti et al., 2019),

les intermédiaires et produits bruns formés durant la réaction de Maillard sont capables de

donner des atomes d’hydrogeéne, ce qui constitue un mécanisme clé de leur activité

antioxydante. Pati et al., (Pati et al., 2020), soulignent également le réle des fonctions -OH, -

NH: et -NH3* présentes sur les polysaccharides dans la stabilisation des radicaux libres.

Tableau.ll1.6 Activité antioxydante du Cs, de I'Alg et des PRM s Cs/Alg mesurée par le test ABTS".

Echantillons % Inhibition dans le test ABTS*
12.5 25 (pg/mL) | 50 (pg/mL) | 100 200 400 800 ICs0 (ng/mL)
(Hg/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (Hg/mL)
CS 2.65+0.08 | 11.09+0.01 | 18.97+0.08 | 24.09+0.05 | 27.29+0.06 | 27.88+0.05 | 29.56+0.04 NI
Alg NA NA NA NA NA NA NA
Cs/Alg (3h) 47.44+0.83 | 49.87+0.31 | 55.48+1.00 | 56.20+0.14 | 63.09+0.26 | 74.20+0.73 | 80.65+0.93 | 27.27+0.96
Cs/Alg (6h) 44.73+0.42 | 46.04+1.63 | 58.55+1.14 | 66.83+0.59 | 81.48+1.04 | 82.80+0.48 | 83.24+0.14 | 29.85+0.57
BHT 69.21+0.40 | 78.23+1.34 | 88.12+1.28 | 88.76+3.07 | 90.85+1.74 | 90.95+0.51 | 96.68+0.39 <125
BHA 92.83+1.42 | 94.68+0.42 | 94.95+0.90 | 95.32+0.25 | 95.59+0.47 | 95.83+0.15 | 95.86+0.10 <125

NA : Aucune activité antioxydante n'a été observée.

NI : L'inhibition maximale est inférieure a 50 %

111.2.4.2 Test DPPH

Le test DPPH, bien que basé sur un principe similaire a celui du test ABTS", cible un

radical différent (DPPHe), et permet donc de mettre en évidence d'autres mécanismes de

neutralisation des radicaux (Gulcin et al., 2023). D’aprés les résultats rapportés dans le Tableau
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I11.7, le produit Cs/Alg (6 h) a montré une capacité importante a piéger les radicaux DPPH,
atteignant 73,03 % £ 0,057 avec une 1C50 de 484,73 + 0,078 pg/mL. Cette valeur est toutefois
nettement supérieure (donc moins efficace) que celles des antioxydants standards tels que le
BHA, BHT et I’a-tocophérol.

En comparaison, Cs/Alg (3 h) n’a présenté qu’une faible activité¢, avec un taux
d’inhibition de 13,35 % =+ 0,024, mettant en évidence l'importance du temps de chauffage dans
la formation des structures antioxydantes efficaces. Le chitosane et I’alginate purs, quant a eux,

n‘ont montré aucune activité de piégeage du DPPH.

Ces résultats confirment les observations de Chen et al., (Chen et al., 2019) et Loucif et
al., (Loucif et al., 2017), qui indiquent que les phases avancées de la réaction de Maillard sont
plus favorables a I’apparition de I’activité antioxydante. Cela est probablement di a la
formation de mélanoidines, polymeéres bruns aux propriétés antioxydantes reconnues, capables
de donner des atomes d’hydrogene et de stabiliser efficacement les radicaux (Slougui et al.,

2023).

Tableau.ll1.7 Activité antioxydante du Cs, Alg, Cs/Alg (3h) et Cs/Alg (6h) mesurée par le test DPPH

; % Inhibition dans le test DPPH
Echantillons
12.5 ug/mL | 25 pg/mL 50 pg/mL | 100 pg/mL | 200 pg/mL | 400 pg/mL | 800 pg/mL | 1Cso pug/mL

Cs NA NA NA NA NA NA NA -

Alg NA NA NA NA NA NA NA )
Cs/Alg (3h) 1.4+0.034 | 4.53+0.028 | 6.04+0.032 | 7.50+0.067 | 8.20+0.03 | 9.49+0.036 | 13.35+0.024 NI
Cs/Alg (6h) 7.174#0.034 | 9.44+0.05 | 14.56x0.09 | 20.87+0.086 | 26.97+0.046 | 50.43+0.08 | 73.03+0.057 | 484.73+0.078

BHA 76.55+0.48 | 79.89+0.26 | 81.73%0.10 | 84.18+0.10 | 87.13+0.17 | 89.36+0.19 | 90.14+0.00 | 6.14+0.41

BHT 49.09+0.76 | 72.63+2.06 | 88.73+0.89 | 94.00+0.31 | 94.97+0.08 | 95.38+0.41 | 95.0240.23 | 12.99+0.41

a-Tocopherol | 3721+1.82 | 81.53+1.51 | 89.23+0.12 | 89.38+0.19 | 89.45+0.22 | 89.99+0.23 | 89.52+0.33 | 13.0245.17

NA : Aucune activité antioxydante n'a été observée.
NI : L'inhibition maximale est inférieure a 50 %.

111.2.4.3 Pouvoir réducteur (tests FRAP et phénanthroline)

Le pouvoir réducteur des échantillons a été évalué a l’aide de deux méthodes
complémentaires. Le premier test, le FRAP, repose sur la réduction du fer ferrique (Fe*"),

contenu dans le complexe KsFe (CN)s, en fer ferreux (Fe®") en présence d’un antioxydant,
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réaction qui s’accompagne d’un changement de couleur du jaune vers le bleu-vert. Le second
test, basé¢ sur I'utilisation de phénanthroline, repose sur la capacité de ce ligand a former un
complexe coloré de teinte orange avec le fer ferreux (Fe?*), dont I’intensité est proportionnelle
a la concentration en Fe?* généré. Ces essais permettent de compléter les résultats obtenus par
les tests antiradicalaires en analysant la capacité des échantillons a agir comme réducteurs

d’électrons.

Dans le test FRAP, le chitosane pur a révélé une forte capacité de réduction, avec une
IC50 de 38,21 + 3,49 png/mL, tandis que 1’alginate pur a montré une activité tres limitée (Amax=
0,3 a 200 pg/mL). Dans le test a la phénanthroline, seul le chitosane a présenté une activité

détectable, mais relativement modeste.

Apres la réaction de Maillard, les PRM s ont vu leur pouvoir réducteur s'améliorer.
L’échantillon Cs/Alg (3 h) a présenté une activité comparable a celle du chitosane dans le test
FRAP (IC50 = 38,39 *+ 4,53 pug/mL), mais une activité modérée dans le test a la phénanthroline
(IC50 = 147,33 £ 2,01 pug/mL). L’échantillon Cs/Alg (6 h) a montré un comportement
différencié : activité FRAP légerement diminuée (IC50 = 69,17 + 7,28 pg/mL) mais activité de
chélation améliorée (ICso = 92,47 £ 2,38 ug/mL).

Ces resultats traduisent une modification structurale des PRM s au cours du temps,
conférant une meilleure aptitude a la chélation des ions métalliques, probablement grace a la
formation de groupements carboxyliques et d’enchainements aromatiques capables de

complexer les ions Fe?*.
L'ordre d'efficacité antioxydante comparé aux standards est le suivant :
* FRAP : Acide ascorbique > Chitosane = Cs/Alg (3 h) > Cs/Alg (6 h) > Alginate
* Phénanthroline : BHT > Cs/Alg (6 h) > Cs/Alg (3 h) > Chitosane > Alginate

L’analyse statistique (ANOVA suivie du test post-hoc de Dunnett) a révélé des
différences significatives entre les échantillons et les témoins standards pour les deux tests (p <

0,05 pour FRAP, p > 0,05 pour phénanthroline uniquement entre les PRM s et le BHT).

Ces résultats valident les travaux de Gu et al., (Gu et al., 2010), selon lesquels les PRM
s issus des stades avancés de la réaction de Maillard possedent un meilleur pouvoir chélateur.
D'autres études (Gu et al., 2010 : Zhang H et al., 2016) confirment que les PRM s présentent
généralement un pouvoir réducteur supérieur a celui des polysaccharides initiaux, ce qui est en

parfaite cohérence avec nos observations expérimentales.
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Tableau.l11.8 Activité antioxydante de Cs, Alg, et Cs/Alg PRM s évaluée par les tests
FRAP (a) et phénanthroline (b).

(a)
Echantillons Absorbance dans le test FRAP
3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 ICso
(Mg/mL) (Mg/mL) | (pg/mL) | (ng/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (pg/mL) | (pg/mL)
Cs 0,22+1,24 | 0,24+0,04 | 0,39+2,7 | 0,4745,11 | 0,62+0,85 | 0,63+0,2 | 0,71+0,4 | 38,21+3,49
Alg 0,1+0,02 | 0,11+0,3 | 0,15+0,1 | 0,13+0,0 | 0,19+0,07 | 0,22+0, | 0,30+0,15 NI
4 67
Cs/Alg (3h) 0,12+0,06 | 0,18+0,02 | 0,23+0,02 | 0,36+0,07 | 0,56%0,15 | 0,70+0,5 | 0,73+0,9 | 38,39+4,53
5
Cs/Alg (6h) 0,20£0,15 | 0,23+0,15 | 0,28+0,15 | 0,44+0,15 | 0,47+0,15 | 0,81+0,15 | 0,95+0,15 | 69,17+7,28
Acide ascorbique | 0,35+0,05 | 0,46+0,03 | 0,84+0,12 | 0,93+0,30 | 1,18+0,34 | 1,37+0,20 | 1,44+0,21 | 6.77+1.15

(b)

Absorbance dans le test phénanthroline

Echantillons | 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 ICso
(Mg/mL) | (pg/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ng/mL) | (ug/mL) (Mg/mL)
Cs NA NA NA NA NA NA NA -
Alg NA NA NA NA NA NA NA -

Cs/Alg (3h) | 0,28+0,05 | 0,29+0,03 | 0,29+0,12 | 0,31+0,3 | 0,37+0,34 | 0,48+0,2 | 0,52+0,21 | 147,33+2,01

Cs/Alg (6h) | 0,28+0,02 | 0,29+0,013 | 0,3+0,02 | 0,34+0,02 | 0,39+0,05 | 0,51+0,02 | 0,96+0,04 | 92,47+2,38

BHT 0,47+0,01 | 0,47+0,01 | 0,53+0,038 | 1,23+0,02 | 1,84+0,01 | 3,48+0,03 | 4,84+0,01 | 6,61+0,17

NA: Aucune activité antioxydante n'a été observée
NI: Pinhibition maximale est inférieure a 50 %.

111.2.4.4 Test de piégeage du H2O»

Le peroxyde d’hydrogéne (H20>) est une espéce réactive de ’oxygene (ROS) faiblement
oxydante, mais capable de générer des radicaux hydroxyles hautement réactifs (*OH) via des
réactions de type Fenton en présence de métaux de transition comme le fer ou le cuivre. In vivo,

sa petite taille et sa relative stabilité lui permettent de traverser librement les membranes
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cellulaires. Une fois a I’intérieur des cellules, il peut provoquer des altérations de la structure
des protéines, la peroxydation des lipides, et des dommages a I’ADN, contribuant ainsi a la
détérioration cellulaire et au développement de pathologies degénératives (Yildirum et al.,
2001).

Dans ce contexte, 1’élimination efficace du H>0:. par des composés antioxydants
représente un mécanisme clé dans la défense biologique contre le stress oxydatif. Le test de
pi¢geage du H20: repose sur la capacité d’un composé antioxydant a réduire le H20O2 en eau,

selon la réaction simplifiée suivante :
H202+ 26 + 2H* — 2 H,0
Ou les électrons sont fournis par I’antioxydant sous forme réduite (AH?).

Dans notre étude, l'activité de pi¢geage du H20: a été évaluée pour le chitosane (Cs),
l'alginate (Alg), et les produits de la réaction de Maillard obtenus aprés 3 heures (Cs/Alg 3 h)
et 6 heures (Cs/Alg 6 h), en les comparant a 1’acide ascorbique utilisé comme standard de
référence. Comme illustré dans le Tableau I11.9, le Cs pur a présenté la capacité antioxydante
la plus ¢élevée, avec un taux de piégeage maximal de 85,82 + 0,06 %, proche de celui de I’acide
ascorbique. L’Alg a montré une activité intermédiaire (56,43 + 0,04 %), tandis que les produits
Maillard Cs/Alg (6 h) et Cs/Alg (3 h) ont révelé des activités moindres, respectivement 43,43
+ 0,08 % et 34,23 + 0,5 %.

Ces reésultats suggerent que le chitosane conserve des fonctions chimiques actives
favorables a la neutralisation du H20-, probablement en raison de la présence de groupes amino
libres susceptibles de réagir avec le peroxyde. L’alginate, bien que moins efficace, a ¢galement
montré une activité significative. Les produits issus de la réaction de Maillard ont vu leur
capacité de piégeage réduite, ce qui pourrait s’expliquer par la consommation partielle des

groupes amino réactifs durant la réaction, affectant leur pouvoir réducteur global.

L’analyse statistique réalisée par ANOVA a un facteur suivi du test de Dunnett a mis en
¢vidence des différences significatives entre tous les échantillons et ’acide ascorbique (p <
0,05). Par ailleurs, les valeurs d’ICso pour le Cs et 1’Alg ont également été significativement
différentes de celle du témoin positif (p < 0,05 et p < 0,01 respectivement), alors que Cs/Alg (3
h) et Cs/Alg (6 h) n’ont pas atteint 50 % d’inhibition dans les conditions expérimentales (Figure

annexe).
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Tableau.ll1.9 Activité antioxydante de Cs, Alg, et Cs/Alg PRM s évaluée par les tests H.O>.

Acid
Cs Alg Cs/Alg (3h) | Cs/Alg (6h) Ascorbique
[C] (mg/mL) % inhibition

0.05 14+0.24 5.72+0.7 6.08+0.65 12.49+1.07 34.22+0.09

0.2 15.25+0.78 9.64+0.12 10.46+0.49 15.98+0.99 30.53+0.04

0.8 19.95+0.53 11.93+0.24 15.43+0.23 23.33+£0.83 49.62+0.34

1.6 37.61+0.02 18.37+0.06 22.72+0.92 23.91+0.07 62.95+£0.97

3 42.87+0.47 27.62+0.94 30.67+0.37 29.82+0.3 88.75+0.42

5 85.82+0.07 56.43+0.04 34.23+0.5 43.43+0.08 96.4+0.05

111.2.5 Facteur de Protection Solaire In Vitro

Selon les recommandations de la Commission européenne (2006), 1’évaluation de
I’efficacité d’un produit photo-protecteur repose sur la valeur du Facteur de Protection Solaire
(SPF), qui permet de classer les produits en quatre categories : faible protection pour un SPF
compris entre 6 et 14,9 ; protection moyenne entre 15 et 29,9 ; protection élevée entre 30 et 50

; et tres haute protection pour un SPF supérieur a 50 (Osterwalder et al., 2009).

Dans le cadre de cette étude, I’activité photo-protectrice des différents échantillons a été
évaluée in vitro, par le calcul de leur valeur de SPF. Les données obtenues, récapitulées dans le
Tableau II1.10, révélent que le chitosane seul (Cs) ne présente qu’une tres faible capacité a
filtrer les rayons UV, traduisant une absence notable de protection solaire. L’alginate pur (Alg),
quant a lui, a montré une légere activité photo-protectrice, correspondant a une protection faible

selon la classification établie.

En revanche, les produits résultant de la réaction de Maillard entre le chitosane et
I’alginate ont démontré une amélioration significative de cette propriété. En effet, I’échantillon
Cs/Alg traité thermiquement pendant 3 heures a présenté un SPF de 22,82 + 0,063, classé
comme protection moyenne. Cette activité photoprotectrice s’est encore accrue apres 6 heures
de traitement, atteignant un SPF de 44,89 * 0,08, soit une protection élevée, proche de celle

d’un écran solaire commercial de référence a SPF 50, dont la valeur mesurée était de 45,25 +
0,02.
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Cette amélioration remarquable de I’efficacité photo-protectrice aprés la réaction de
Maillard pourrait s’expliquer par la formation de mélanoidines. Ces composés bruns, issus de
la réaction entre les groupes aminés du chitosane et les groupes carbonylés de I’alginate, sont
bien connus pour leur capacité a absorber la lumiére UV. Leur présence accrue aprés un
chauffage prolongé justifie I’élévation des valeurs de SPF observées, soulignant ainsi I’ intérét
potentiel de ces matériaux comme agents photo-protecteurs dans les formulations cosmétiques,

notamment pour la conception de crémes solaires naturelles et innovantes.

Tableau.l11.10 Potentiel photo-protecteur des matériaux testés

Echantillons Cs Alg Cs/Alg (3h) Cs/Alg (6h) Standard
(Creme solaire
commerciale SPF

50)
SPF ,61+0,019 5,830,017 22,82+0,063 44,89+0,08 45,25+ 0,02
Protection Faible Faible Moyenne Elevée Elevée

111.2.6 Activité antibactérienne

De nombreuses études ont démontré que les produits issus de la réaction de Maillard
(PRM), en particulier ceux dérivés du chitosane, présentent une activité antimicrobienne accrue
(Mu et al., 2016).Par ailleurs, il est bien etabli que le chitosane et l'alginate possédent

intrinséquement des propriétés antibactériennes (Li et al., 2020 ; Benavides et al., 2012).

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne des différents échantillons a été réalisée par la
méthode de diffusion sur disque. Les résultats montrent que le chitosane (Cs) seul présente une
activité modérée contre Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli,
avec des diametres de zones d’inhibition variant entre 10 et 12 mm. L’alginate (Alg), quant a
lui, affiche une activité¢ plus faible, avec des zones d’inhibition de 10 mm pour toutes les
souches, c’est ce qui est en accord avec d’autre résultats obtenus (Loucif, 2018 ; Benghanem,
2017 et Chetouani, 2015). Notamment, la combinaison Cs/Alg (3h) a révélé une nette
amélioration de I’effet antibactérien, avec des zones d’inhibition atteignant 19 mm sur
Klebsiella et 20 mm sur E. coli, traduisant un effet synergique entre les deux polymeres. En
revanche, aucune activité n’a été observée sur P. aeruginosa pour les composites Cs/Alg,
probablement en raison de la résistance intrinseque de cette souche. La comparaison avec

I’antibiotique de référence, I’amoxicilline, montre que le composite Cs/Alg (3h) présente une
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efficacité comparable, voire supérieure sur Klebsiella, mais reste moins efficace sur E. coli. Ces
résultats soulignent le potentiel prometteur des composés a base de chitosane et d’alginate

comme agents antimicrobiens naturels.

Tableau.111.10 Inhibition des composés aprés 24 h.

Cs Alg Cs/Alg 3h Cs/Alg 6h Amoxicilline
Klebsiella 7mm
. 10mm 10mm 19mm -
pneumoniae
Pseudomonas omm
) 12mm 10mm - -
aeruginosa
Escherichia 30mm
i 11mm 10mm 20mm 19mm
coli

; A Echerichia colis
Klebsiella Pseudomonas aeruginosa

Figure.ll11.11 Activités antibactériennes aprés t=24 h du (a) chitosane, (b) Alginate, (c) Cs/Alg
(3h), (d) Cs/Alg (6h) et (e) control positif (Amoxicilline).
111.3 Etudes d’inhibitions enzymatiques

111.3.1 Activité anti-brunissement par inhibition de la PPO

La polyphénol oxydase (PPO) est une enzyme clé responsable du brunissement
enzymatique observé dans de nombreux fruits, Ilégumes et produits alimentaires. Ce phénomene
entraine une détérioration de l'apparence visuelle, une perte de qualité nutritionnelle ainsi
gu'une altération des propriétés organoleptiques, ce qui réduit considérablement l'acceptabilité
des produits par les consommateurs. Par conséquent, l'inhibition de l'activité de la PPO
constitue une approche essentielle pour préserver la fraicheur et la qualité des aliments tout au

long de leur stockage et de leur commercialisation.

Actuellement, plusieurs inhibiteurs chimiques tels que l'acide ascorbique, les sulfites ou

encore les composés soufrés (SH) sont employés pour limiter cette activité enzymatique.
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Toutefois, ces composés presentent certains inconvénients, notamment des effets secondaires
pour la santé, en particulier chez les populations sensibles comme les asthmatiques (Mogol et
al., 2010). Dans ce contexte, I'exploration de nouvelles alternatives naturelles plus slres est
devenue indispensable. Parmi elles, les produits de la réaction de Maillard (PRM s) apparaissent
comme une solution prometteuse, offrant un moyen naturel de prévenir efficacement le

brunissement.

Plusieurs recherches ont mis en évidence la capacité des PRM s a inhiber I'activité de la
PPO. Billaud et al., (Billaud et al., 2003), ont montré que les PRMs exercent un fort pouvoir
inhibiteur sur cette enzyme, tandis que Nicoli et al., (Nicoli et al., 1991), ont rapporté que leur
action pouvait aller jusqu'a une suppression quasi-totale de I'activité enzymatique. Par ailleurs,
Lee et Park (Lee & Park, 2005) ont mis en évidence que les conjugués glucose-glycine agissent
comme inhibiteurs non compétitifs, se liant a I'enzyme indépendamment du substrat et
perturbant ainsi son fonctionnement. De plus, Xu et al., (Xu H et al., 2016) ont propose un
mécanisme d'inhibition irréversible basé sur la chélation des ions cuivre du site actif de la PPO
par les PRM s, empéchant l'oxydation des composés phénoliques et donc le brunissement

enzymatique.

Ces observations soulignent I'intérét croissant pour les PRMs comme agents
multifonctionnels. Contrairement aux inhibiteurs synthétiques classiques a action unique, les
PRMs agissent simultanément sur plusieurs cibles, combinant des effets antioxydants, anti-
brunissement et bactériostatiques. En inhibant la PPO, ils limitent la conversion des composes
phénoliques en quinones, réduisant ainsi la génération d'especes réactives de I'oxygene (ROS)
(Tomas-Barberan et al., 2001). Cela contribue non seulement a maintenir l'intégrité des
antioxydants naturels, tels que les flavonoides, capables de neutraliser les ROS par un transfert
d'électrons, mais aussi a préserver la valeur nutritionnelle des aliments. Cette approche est en
parfait accord avec les résultats de Maillard et al., (Maillard et al., 2007), qui ont montré que
les PRMs stabilisent les composés phénoliques en chélatant le cuivre du site actif de la PPO,
freinant ainsi efficacement le brunissement. De plus, il a été démontré que les PRMs avancés
(les mélanoidines) présentent une forte capacité de chélation des métaux (Queiroz et al., 2008),
ajoutant une barriére supplémentaire au fonctionnement de I'enzyme en limitant l'acces de son

substrat.

Outre leur effet d’inhibition de la PPO, les PRMs possedent egalement des propriétés
antimicrobiennes notables : en raison de leurs charges cationiques, ils peuvent perturber les

membranes bactériennes, empécher la formation de biofilms et induire la production de ROS
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toxiques pour les cellules microbiennes (Chen X et al., 2021). L'inhibition de la PPO réduit
également la formation de quinones, qui sont souvent utilisées par certaines bactéries comme
précurseurs de métabolites nécessaires a leur croissance, renforgant ainsi indirectement l'effet
antimicrobien. Cette combinaison d'effets rend les PRMs particulierement attractifs comme
alternative naturelle aux inhibiteurs chimiques controversés tels que les sulfites. Cela nous a
donc conduits a évaluer, dans un premier temps, leur activité antibactérienne, avant d'examiner

leur potentiel anti-brunissement via 1’inhibition de la polyphénol oxydase

Dans cette étude, l'activité inhibitrice de la PPO par les PRMs issus du systeme Cs/Alg a
été soigneusement évaluée et comparée a celle de l'acide citrique, reconnu comme un puissant
inhibiteur de cette enzyme. Les résultats, illustrés dans la Figure 111.12, ont révélé que ni le
chitosane (Cs) ni l'alginate (Alg) purs ne présentaient d'effet inhibiteur significatif sur la PPO.
En revanche, les produits issus de la réaction de Maillard entre Cs et Alg apres 3h et 6h de
traitement thermique ont montré une activité inhibitrice remarquable, atteignant respectivement
(33,40 % =+ 3.69) et (58,64 % + 0,42) a une concentration de 800 pg/mL. A titre comparatif,
I'acide citrique a affiché un taux d'inhibition beaucoup plus éeleveé, atteignant (90,97 % + 0,05)

a la méme concentration.

L'analyse statistique, réalisée a l'aide d'une ANOVA a un facteur suivi d'un test post-hoc
de Dunnett, a permis de confirmer des différences significatives entre les PRMs Cs/Alg (3h) et
Cs/Alg (6h) par rapport au témoin Acarbose (p < 0,05). Il a également été démontré que I'lC50
du systeme Cs/Alg (6h) différait significativement de celui de I'acide citrique (p < 0,05), tandis
que Cs/Alg (3h) n'atteignait pas une inhibition de 50 % (Figure Annexe).
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Figure.111.12 Inhibition (%) de la PPO en fonction de la concentration de Cs/Alg PRMs.
111.3.2 Activité anti-diabétique par inhibition d’Alpha-amylase

De nombreuses recherches ont démontré que les produits de la réaction de Maillard
(PRMs) possédent la capacité d'inhiber efficacement l'activité de 1'a-amylase, une enzyme clé
impliguée dans la digestion des glucides complexes (Van Quan et al., 2019). Cette capacité
remarquable nous a incités a explorer dans cette étude le potentiel inhibiteur des PRMs obtenus

par I’interaction entre le chitosane et l'alginate.

L'a-amylase est abondamment présente dans divers fluides corporels, notamment la
salive et les sécrétions pancréatiques, ou elle catalyse I'nydrolyse des polysaccharides comme
I'amidon en unités plus petites telles que les oligosaccharides et les disaccharides. L'inhibition
de cette enzyme a des implications thérapeutiques majeures, car elle ralentit la dégradation et
I'absorption des glucides, contribuant ainsi a un meilleur contréle de la glycémie postprandiale,

un facteur essentiel dans la prévention et la gestion du diabete de type 2 (Liu et al., 2013).

L'évaluation de l'effet inhibiteur des PRMs a révélé une inhibition dose-dépendante de
l'activité de l'a-amylase. En revanche, ni le chitosane pur (Cs) ni l'alginate pur (Alg) n'ont
montré d'effet inhibiteur notable, soulignant le réle crucial de la réaction de Maillard dans
l'acquisition de cette bio-activité. Comme illustré dans la Figure 111.13, I'échantillon Cs/Alg
chauffé pendant 3 heures (Cs/Alg (3h)) a atteint un taux maximal d'inhibition de 58,23 % +
2,00 a une concentration de 800 pg/mL, avec une valeur d'IC50 de 259,32 + 6,17 pug/mL. De

maniére notable, I'échantillon Cs/Alg (6h) a démontré une activité inhibitrice significativement
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supérieure, atteignant 85,95 % + 0,44 a la méme concentration, avec une 1C50 réduite a 139,17
+ 1,47 pg/mL.

A titre de référence, l'acarbose, un inhibiteur commercialement utilisé pour I'a-amylase,
a affiché une efficacité encore plus marquée, avec un taux d'inhibition de 92,6 % * 2,85 a une
concentration beaucoup plus faible de 50 pug/mL. Cette comparaison souligne la puissance de
I'acarbose, mais révele également le potentiel prometteur des PRMs issus de la réaction Cs/Alg,

notamment aprés un traitement thermique prolongé.

L'analyse statistique, réalisée par ANOVA a un facteur suivi d'un test post-hoc de
Dunnett, a mis en évidence des différences hautement significatives entre les 1C50 des
échantillons Cs/Alg (3h) et Cs/Alg (6h) par rapport a celle de l'acarbose (p < 0,01 pour Cs/Alg
(3h) et p < 0,001 pour Cs/Alg (6h)) (Figure Annexe).

La différence observée entre les deux temps de réaction, Cs/Alg (3h) et Cs/Alg (6h), peut
étre attribuée a I'évolution progressive de la réaction de Maillard, qui génére une diversité
croissante de composés bioactifs au fil du temps. En particulier, des intermédiaires tels que les
produits d’Amadori et des structures plus complexes comme les mélanoidines se forment au
cours de la réaction prolongée. Ces composés sont connus pour interagir avec 1'a-amylase, soit
par liaison directe au site actif, soit par altération de la conformation enzymatique, conduisant
a une inhibition de son activité catalytique (Hwang et al., 2011). La formation accrue de
groupes fonctionnels réactifs et d'intermédiaires structuraux au bout de 6 heures de chauffage
semble donc jouer un réle déterminant dans I'amélioration du potentiel anti-diabétique des
PRMs étudiés.
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Conclusion



L’ensemble des résultats obtenus dans le cadre de cette étude met clairement en
¢évidence que la réaction de Maillard entre le chitosane et I’alginate, deux polysaccharides
naturellement dotés de propriétés fonctionnelles intéressantes, conduit a la formation de
nouveaux complexes possédant des caractéristiques physico-chimiques et bio-fonctionnelles
améliorées, dépendantes du temps de chauffage.

Les analyses spectrophotométriques UV-vis et infrarouges (IR-TF) ont permis de suivre
I’évolution structurale progressive des produits de la réaction. A 3 h de chauffage, ’apparition
d’un pic d’absorbance a 294 nm traduit la formation majoritaire de produits d’ Amadori, alors
qu’un chauffage prolongé a 6 h induit la production de mélanoidines, identifiées par une
absorbance accrue a 420 nm. Cette transformation est confirmée par 1’évolution du rapport
Az04/As20, ainsi que par les spectres IR-TF montrant la disparition de bandes caractéristiques
des polymeres de départ et I’apparition de nouvelles bandes associ¢es a des groupements

fonctionnels issus de la glycation (bases de Schiff, carbonyles).

Sur le plan structural, la diffraction des rayons X (DRX) a mis en évidence une perte de
cristallinité apres 3 h de chauffage, suivie de la formation d’une nouvelle phase cristalline aprés
6 h, confirmant un réarrangement profond des chaines polymériques. Cette désorganisation est
également reflétée dans les donnees thermiques (ATG/DSC), qui montrent une baisse des
températures de dégradation et une modification des transitions thermiques, signe d’une matrice

polymérique plus amorphe mais plus réactive.

Le suivi du degré de substitution (DS) par la méthode TNBS et I’évolution du potentiel
z€ta ont permis d’approfondir la compréhension des interactions chimiques. Le DS chute
drastiquement a 3 h, avant de remonter a 6 h, ce qui suggére I’implication des amines dans
plusieurs étapes de la réaction. Parallelement, le potentiel zéta reflete une évolution de la
stabilité colloidale en lien avec la neutralisation progressive des charges des polymeres, preuve

de la formation d’un réseau plus dense.

Les résultats de potentiométrie confirment la forte interaction ionique entre les groupes
fonctionnels du chitosane et de I’alginate, avec une diminution marquée des groupes —NHs*

disponibles. Cela soutient la formation de nouvelles structures moléculaire.

Sur le plan biologique, les composés Cs/Alg montrent des performances renforcées. Leur
hémocompatibilite est excellente, avec des taux d’hémolyse largement inférieurs au seuil
admissible (< 5%), et leur activité coagulante apres 3 h, bien que réduite par rapport a celle du

chitosane seul, permettent d’envisager leur utilisation potentielle en applications internes.
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L’activité anti-inflammatoire est notable, en particulier pour ’échantillon Cs/Alg (6h), qui
atteint des niveaux comparables, voire supérieurs, a ceux du diclofénac. Cette propriété est
essentielle pour des applications biomédicales ou dermo-cosmétiques.

Du point de vue antioxydant, les produits issus de la réaction de Maillard présentent une
nette amélioration de la capacité de piégeage des radicaux libres (ABTS, DPPH) et du pouvoir
réducteur (FRAP, phénanthroline), particulierement marquée apres 6 h de réaction. Toutefois,
la réactivité vis-a-vis du H>O, diminue, probablement en raison de la consommation des

groupes amino libres.

Concernant les propriétés photoprotectrices, les composés Cs/Alg montrent une capacité
accrue d’absorption des UV, avec un SPF atteignant des niveaux ¢levés pour 1’échantillon
Cs/Alg (6 h). Cette propriété, probablement due a la présence accrue de mélanoidines,

positionne ces composés comme agents photoprotecteurs d’origine naturelle.

En termes d’activité antimicrobienne, les PRMs présentent une activité antibactérienne
renforcée, notamment contre Klebsiella et E. coli, tandis qu’aucune inhibition n’a été observée
contre P. aeruginosa. Cette activite synergique démontre lintérét de la combinaison
chitosane/alginate via la réaction de Maillard comme alternative naturelle aux antimicrobiens

classiques.

Enfin, les composés Cs/Alg montrent une efficacité remarquable dans I’inhibition de la
polyphénol oxydase (PPO), confirmant leur potentiel comme agents anti-brunissement naturels,
ainsi qu’une capacité d’inhibition de I’a-amylase modulée par la durée de la réaction. Cette
derniére propriété ouvre des perspectives d’utilisation dans la gestion glycémique et la

prévention du diabéte de type 2.
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Figure A. 1 Activité anti-inflammatoire de Cs, Alg, Cs/Alg (3h) et Cs/Alg (6h). Les
données sont présen-tées sous forme de moyennes IC50£SD (n=3) (ns : non significatif,
*:P<0.05, **;P <0.01, ***;P<0.001,****;P<0.0001) par rapport au diclofénac sodique en tant que

standard.
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Figure A. 2 Activité de piégeage des radicaux libres (ABTS) de Cs/Alg (3h) et Cs/Alg
(6h) (pour Cs et Alg, ils n'ont pas atteint I'inhibition de 50%). Les données sont présentées sous
forme de moyennes IC50+SD (n=3) (ns : non significatif, *;P<0.05, **;P <0.01,
**%P<0.001,****;P<0.0001) vs BHT et BHA comme standard.
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Figure A. 3 Activité de piégeage des radicaux libres (DPPH) de Cs/Alg (6h) )( pour Cs,
Alg et Cs/Alg (3h), ils n'ont pas atteint I'inhibition de 50%. Les données sont présentées sous
forme de moyennes IC50+SD (n=3) (ns : non significatif, *;P<0.05, **;P <0.01,
*#% P<0.001,****;P<0.0001) vs BHT, BHA, et a-Tocophérol en tant que standard.
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Figure A. 4 Pouvoir réducteur de FeCI3 et phénanthroline de Cs/Alg (6h)) (pour Cs et Alg,
ils n'ont pas atteint les 50% d'inhibition. Les données sont présentées sous forme de moyennes
IC50+SD (n=3) (ns : non significatif, *; P<0.05, **; P <0.01, ***; P<0.001, ****; P<0.0001) par

rapport au BHT et a I'acide ascorbique en tant que standard.
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Figure A. 5Activité de piégeage de H202 de Cs et Alg (Cs/Alg (3h) et Cs/Alg (6h) ils
n'ont pas atteint I'inhibition de 50%). Les données sont présentées sous forme de moyennes
IC50+SD (n=3) (ns : non significatif, *;P<0.05, **;P <0.01, ***;P<0.001,****;P<0.0001) par

rapport a I'acide ascorbique en tant que standard.
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Figure A. 6 Activité anti-brunissement de Cs/Alg (6h), (Cs, Alg et Cs/Alg (3h) n'ont pas
atteint les 50% d'inhibition enzymatique). Les données ont été présentées en tant que moyennes
IC50£SD (n=3) (ns : non significatif, *;P<0.05, **;P <0.01, ***;P<0.001,****;P<0.0001) par

rapport a l'acide citrique en tant que standard.
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Figure A. 7 Activité antidiabétique de Cs/Alg (6h) et Cs/Alg (3h), (pour Cs et Alg, ils
n'ont pas atteint les 50% d'inhibition enzymatique). Les données ont été présentées en tant que
moyennes IC50£SD (n=3) (ns : non significatif, *;P<0.05, **;P <0.01,

*#% P<0.001,****;P<0.0001) par rapport a l'acarbose en tant que standard.
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Résumé

Cette étude explore la formation et la bioactivité des produits de la réaction de Maillard entre
le chitosane et I'alginate, en mettant I'accent sur leurs propriétés structurelles et fonctionnelles.
Une solution de chitosane et d'alginate (1:1, v/v) est chauffée a 100 °C, a pH 4,5, pendant 3 et
6 heures afin de former les produits Cs/Alg (3h) et Cs/Alg (6h). Les modifications structurelles
sont confirmées par spectroscopie IR-TF, UV-Vis, diffraction des rayons X (XRD), analyse
thermogravimeétrique (TGA) et mesure du potentiel zéta.

Les propriétés biologiques des composes formes, ainsi que des polymeres de départ, sont
évaluées, incluant les activités antioxydante, anti-inflammatoire et antibactérienne, avec des
améliorations notables, notamment apres 6 heures de réaction. Les résultats des tests
d’hémocompatibilité¢ et d’activité coagulante confirment la sécurité¢ potentielle des produits
pour une utilisation interne.

En outre, ces produits présentent une activité inhibitrice marquée vis-a-vis des enzymes,
notamment la polyphénol oxydase (PPO) et I’a-amylase, Cs/Alg (6h) se distinguant par la plus
forte inhibition de cette derniére. Une amélioration du facteur de protection solaire (SPF) est
également constatée.

Mots clés : Réaction de Maillard, Chitosane, Alginate, Activité antioxydante, Inhibition
enzymatique, Biocompatibilité, Potentiel zéta

Abstract

This study explores the formation and bioactivity of Maillard reaction products (MRPS)
between chitosan and alginate, focusing on their structural and functional properties. Chitosan
and alginate solutions (1:1, v/v) are heated at 100 °C and pH 4.5 for 3 and 6 hours to form
Cs/Alg (3h) and Cs/Alg (6h) MRPs. Structural modifications are confirmed by FTIR, UV-Vis
spectroscopy, X-ray diffraction (XRD), thermogravimetric analysis (TGA), and zeta potential
measurements.

The biological properties of both the Synthesized compounds and the initial polymers are
assessed, including antioxidant, anti-inflammatory, and antimicrobial activities, with
significant improvements observed, particularly after 6 hours of reaction. Blood compatibility
and coagulation analysis results suggest their safety for internal use. The MRPs also exhibit
significant enzymatic inhibitory activities, particularly against polyphenol oxidase (PPO) and
a-amylase, with Cs/Alg (6h) showing the highest a-amylase inhibition. An increase in the sun
protection factor (SPF) is also observed.

Keywords: Maillard reaction, Chitosan, Alginate, Antioxidant activity, Enzyme inhibition,
Biocompatibility, Zeta potential
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