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ABSTRACT

The aim of this work was to design polysaccharides combination of systems intended
for the prevention of obesity and the treatment of overweight by inducing satiety in the
subjects who administer them.

Therefore, two systems were formulated; the first one from the combination of
sodium alginate and chitosan in the form of granules for oral suspension for In-Situ gelation
and the second, based on sodium alginate and guar in the form of oral jelly encapsulating a
bioactive material. The In-Situ gelation mechanism is based on the ionization states of the
biopolymers and the hydrophobic properties depending on the pH of the medium.

The in vivo study showed that the gel formed from a suspension containing
4 g/ 100 mL of sodium alginate, 0.5 g / 100 mL of chitosan and 4 g / 100 mL of sodium
carboxymethylcellulose occupies the almost all of the stomachale volume for 3 hours,
reduced food consumption by 60 % and weight gain by 64 % in rats supplemented with this
formula compared with the control group of rats.

The most interesting gels for the second system were obtained with a sodium alginate
and guar ratio equal to (60 : 40) and the release kinetics of the bioactive substance are of the
gastro-resistant prolonged type.

In light of these results, we believe that both systems possess the properties
qualifying them as inducing a feeling of fullness and can therefore be used as a system for
the prevention of obesity and overweight.

Key words: obesity and overweight, In-Situ gelation, sodium alginate, chitosan, cationic

guar, rheology, design of experiments, sustained release.



RESUME

Le but de ce travail est de concevoir des systémes issus de I’association de
polysaccharides destinés a la prévention de 1’obésité et au traitement du surpoids par
induction de satiété chez les sujets qui les administrent.

De ce fait, nous avons formulé deux systémes ; le premier issu de 1’association
alginate de sodium et chitosane se présentant sous forme de granulés pour suspension
buvable pour gélification In-Situ et le deuxiéme a base d’alginate de sodium et de guar sous
forme de gelée orale associée a une matiére bioactive. Le mécanisme de gélification In-Situ
repose sur les états d’ionisation des biopolymeres et des propriétés d’hydrophobie en
fonction du pH du milieu.

L’étude in vivo a montré que le gel formé a partir d’une suspensiona 4 g / 100 mL
d’alginate de sodium, 0,5g/100mL de chitosane et 4 g /100 mL de
carboxymeéthylcellulose de sodium occupe la quasi-totalité du volume stomachale pendant
3heures, réduit de 60 % la consommation alimentaire et de 64 % le gain pondéral des rats
par rapport au groupe de rats témoin.

Les gels les plus intéressants pour le deuxiéme systeme sont obtenus a un rapport de
mélange alginate de sodium : gomme guar cationique égale a (60 : 40) avec une libération
de la substance bioactive est de type prolongée gastro-résistante.

A la lumiére de ces résultats, nous pensons que les deux systémes possédent les
propriétés les qualifiant comme induisant une sensation de satiété et pouvant donc étre

utilisés comme systéme de prévention de I'obésité et du surpoids.

Mots clés : obésité et surpoids, gélification In-Situ, alginate de sodium, chitosane, guar

cationique, rhéologie, plans d’expériences, libération prolongée.
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INTRODUCTION

L'obésité, est une maladie chronique, évolutive et complexe reconnue par
1I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) depuis 1997[1] ou I’accumulation de la
graisse corporelle anormale ou excessive augmente le risque de complications médicales
a long terme et réduit la durée de vie. Sa prévalence dans le monde est alarmante ainsi
que ses comorbidités qui ne cessent d’augmenter. Selon les rapports épidémiologiques
de I'OMS et de I'Organisation de coopération et de développement économiques, le
surpoids et I'obésité sont la cinquieme cause de déces dans le monde.

L’obésité et le surpoids sont considérés comme les conditions de la porte d'entrée
de diverses maladies chroniques tels que I'hypertension artérielle [2], le diabéte de type 2
[3], les maladies cardiovasculaires et de plusieurs types de cancer [4-6]. Elle contribue,
parfois, au développement de dépression a cause de son impact sur le statut social.

Outre les facteurs génétiques, environnementaux et psychosociaux le surpoids et
I'obésité se produisent lorsque la consommation d'énergie dépasse la dépense énergétique.
La nourriture a un réle crucial dans la gestion du poids.

La majorité des medicaments anti obésité soumis a une prescription médicale, ont
été retirés du marché et leurs autorisations de mise sur le marché suspendu les uns apres
les autres en raison des effets secondaires induits. De nombreux compléments
alimentaires pour perdre du poids existent également sur le marché mais leur efficacité
est mise en question.

L’Orlistat, est le seul principe actif approuvé par la Food and Drug
Administration. Son mécanisme d’action repose sur I’inhibition de la lipase pancréatique
responsable de I’hydrolyse des graisses, mais il ne reste pas sans effets secondaires a long
terme [7, 8].

En général, les autres stratégies actuelles comprennent l'intervention diététique,
I'activité physique et la chirurgie de I'estomac, seules ou en combinaison.
Malheureusement, il est difficile de les mettre en ceuvre vu que la modification du mode
de vie est difficile a persister et les régimes sont rarement poursuivis a cause des
contraintes qu’ils imposent, et les interventions chirurgicales sont fréquemment
accompagnées de nombreux types d'effets secondaires et de complications.

Par conséquent, il est absolument nécessaire de développer des entités sdres,

efficaces et économiques avec une disponibilité facile. Actuellement, I'un des principaux
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intéréts de recherche en science alimentaire est I'extraction et I'identification de composés
anti-obésité d'origine naturelle.

Le but de ce travail était de mettre en ceuvre des systémes issus de I’association
de polysaccharides destinés a la prévention de 1’obésité et au traitement du surpoids par
induction de satiété chez les sujets qui les administrent.  Le choix des polysaccharides
était fait, en se basant sur leurs vertus anti-obésité antérieurement prouveées ainsi que leur
mode d’action similaire a 1’Orlistat notamment le chitosane, 1’alginate de sodium, la
guar..., de plus leurs propriétés de générer des gels in-situ [9]. Ces systemes agissent
par trois mécanismes : la gélification In-Situ qui produit un gel susceptible de réduire la
vitesse de vidange gastrique, stimuler les récepteurs d'étirement gastrique et influencer la
réponse glycémique apres les repas. Un autre mécanisme de satiété est basé sur le
gonflement du gel qui permet d’inhiber la sécrétion d’une hormone digestive responsable
de la sensation de faim. La  troisieme voie consistait a intégrer dans ces systémes de
polysaccharides des suppresseurs d'appétit qui sont des bioactifs d’origine végétale et
dont I’activité d’inhibition des enzymes et des hormones responsables de la cessation de

faim et du stockage d’énergie (graisses alimentaires) a été démontrée.

Ce travail est scindé en trois parties :

La premiére représentée dans le chapitrel ou des généralités sur la médication
anti-obésité existante, les données littéraires sur la gélification in-situ, les polysaccharides
en question sont rapportés.

Le chapitre 2 ou les techniques et protocoles entrepris dans la réalisation de ce
travail sont décrits et détaillés.

Dans le troisieme et dernier chapitre les résultats obtenus pour les deux systéemes
sont présentés et discutés.

Et enfin une conclusion générale et des perspectives estimées pour ce travail sont

établies.
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CHAPITRE 1
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. L’obésité

L'obésité devient un probléme de santé croissant et est reconnue comme une
maladie chronique par I’OMS depuis 1997 [1]. Elle est maintenant si courante au sein de
la population mondiale qu'elle commence & remplacer la denutrition et les maladies
infectieuses. C'est un fardeau majeur pour ces codts de soins. Cette maladie touche si bien
les enfants et adolescents [10] ainsi que les adultes [11].

L’indice de masse corporelle, selon I’OMS, est une mesure simple de 1’obésité.
Il est défini comme étant le rapport du poids en (kg) sur le carré de la taille (cm?). Une
personne ayant un IMC égale & 30 kg m™ ou plus est considérée comme obése [12].
D’autres mesures de 1’obésité existent également comme le tour de taille qui permet de
déceler plus précisément un excés d’adiposité au niveau de 1’abdomen, ou le rapport «
tour de taille/tour de hanches » pour avoir une meilleure idée de la répartition de la masse
grasse corporelle.

L’obésité peut étre d’origine génétique, biologique (trouble de métabolisme),
psychologique (tel que le stress ou bien I’effet antidépresseur que possede la nourriture
sur I’individu), ou simplement la conséquence du comportement individuel telles que la
sédentarité ainsi que la consommation excessive de la nourriture qui est devenue a présent
pauvre en fibres et riche en graisses et acides gras avec une dominance d’aliments
transformés a haut index glycémique.

La prise de médicaments est également un facteur inducteur d’obésité, citons a
titre d’exemple les : antidépresseurs, neuroleptiques, contraceptifs, corticoides et certains
protocoles de chimiothérapie utilisée dans le traitement du cancer du sein.

Plusieurs maladies sont liées a 1’obésité (figure 1.1). L’augmentation de I'obésité du haut
du corps est accompagnée d'une augmentation de la réponse en insuline ce qui pourrait a
I'usure provoquer une résistance a l'insuline et donc un diabéte de type 2 [13].

Les effets de l'augmentation de la masse grasse corporelle sur le
fonctionnement cardiovasculaire sont prévisibles. La consommation totale d'oxygéne
corporel est augmentée a la suite d'une masse de tissu élargie ainsi que les demandes

oxydatives de tissu adipeux métaboliquement actif, ceci est accompagné d'une



13

augmentation absolue du débit cardiaque. La pression artérielle est en fonction du débit
cardiaque et de la résistance vasculaire contre laquelle le sang est pompé. Un débit
cardiaque élevé est fréquent avec une obeésité modérée, mais pas tous les patients obeses
ne sont hypertendus méme si ¢a augmente considérablement leur chance de I'étre et d'étre
touchés de divers types de maladies cardiovasculaires [14].

L’obésité cause également des troubles respiratoires du sommeil, I’effet direct de
la graisse présente dans la paroi thoracique et I'abdomen a un effet sur les propriétés
mécaniques de la poitrine et le diaphragme conduisant a une altération des fonctions
respiratoires, (pendant I'inspiration et I'expiration, et la réduction du volume pulmonaire)
et des apnées de sommeil.[15, 16]. L’exces de poids peut aussi développer une arthrose
des articulations porteuses (derniéres vertébres, hanches, genoux, pieds), une insuffisance
veineuse responsable de jambes lourdes, varices, ulceres a cause d’une mauvaise qualité
des tissus et d’un manque d’activité physique. De plus, des troubles psychologiques
risquent d’accompagner la prise de poids excessive comme la dépression, des complexes,

un rejet de son corps et de sa personne, un manque de confiance en soi ...

Probléemes pulmonaires
fonctionnement anormal, apnée
obstructive du sommeil, T AVC
spasmophilie

Hypertension intracranienne

Cataracte

Maladies

Stéatose hépatique du foie
cardio-vasculaires

stéatohépatite non alcoolique
cirrhose,

@ Diabéte
S > Dyslipidémie
vésiculaires | . r Hypertension

Troubles

Pancréatite aigué
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gynécologiques

menstruation anormales, \ Cancer
infertilité, syndrome ovarien Sein, utérus, col de I'utérus,
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= rein, prostate
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Figure 1.1 : Les maladies liées a I’obésité.

1.1.1. Prévalence de I’obésité

a) A I’échelle mondiale

D’apres les estimations récentes de I’OMS la prévalence de 1’obésité a 1’échelle

mondiale a presque triplé entre 1975 et 2016 (figure 1.2). Plus de 1,9 milliard d’adultes
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(18 ans et plus) étaient en surpoids en 2016. Sur ce total, plus de 650 millions étaient

obeses.

Globalement, environ 13% de la population adulte mondiale (11% des hommes et
15% des femmes) étaient obéses en 2016. 39% des adultes (39% des hommes et 40% des
femmes) étaient en surpoids.

En Afrique, le nombre d’enfants en surpoids ou obéses a augmenté de pres de 24%
depuis 2000. Prés de la moitié des enfants de moins de 5 ans en surpoids ou obéses
vivaient en Asie en 2019.

Plus de 340 millions d’enfants et d’adolescents agés de 5 a 19 ans étaient en
surpoids ou obéses en 2016. La prévalence du surpoids et de 1’obésité chez cette classe a
augmenté de facon spectaculaire, passant d’a peine 4% en 1975 a un peu plus de 18% en
2016. L’augmentation a été la méme chez les gargons que chez les filles: en 2016, 18%

des filles et 19% des gargons étaient en surpoids [17].

Indice de

masse corporelle”

en 2016
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Figure 1.2. : Planisphéres de I’Indice de Masse Corporelle (IMC) en 2016 et de la

variation 1976-2016 de la prévalence de 1’obésité des adultes en pourcentage [18] .

b) En Algérie

Les statistiques montrent une prévalence alarmante de 1’obésité. L’étude menée
par Marie et al., [19] en 2013 estime que le taux de personnes obéses et en surpoids, de

sexe masculin agées de 20 ans ou plus, était de 42 % et de 21,7 % chez les personnes
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agées de moins de 20 ans. Chez les sujets de sexe féminin, agés de 20 ans ou plus, le taux
était de 57,8 % et 30 % pour les filles de moins de 20 ans.

Une ¢étude descriptive et transversale d'un échantillon représentatif d’une population
du centre Algérien (Ain Taya, Alger) comptant 1511 individus, montre que 25,9 % de la
population était obése dont (32,8 % Femmes, 12,2 % Hommes)[20]. Une autre enquéte
transversale descriptive menée en 2020 chez 1143 personnes dans 1’est algérien a montré

une prévalence de 1’obésité de 30,9% ou les femmes sont les plus touchées [21].

1.1.2. Les médications anti-obésité

On peut diviser les agents anti-obésité en deux grandes classes selon leur
mécanisme d’action :

e Action centrale

La plupart des agents anti-obésité développés agissent sur les amines du systeme
nerveux central (noradrénaline, dopamine, sérotonine). Elle se traduit par une modulation
de P’appétit ; Malheureusement, tous ont entrainé des manifestations indésirables
cardiovasculaires, ce qui a conduit, plus ou moins rapidement, a leur retrait du marché.
Ce fut le cas des médicaments amphétaminiques (risque d’hypertension artérielle,
d’angor et de troubles du rythme cardiaque), des médicaments facilitant la libération de
sérotonine ou agissant comme agonistes sérotoninergiques comme la fenfluramine, la
dexfenfluramine et le benfluorex (risque d’hypertension artérielle pulmonaire et de
valvulopathies cardiaques), et de la sibutramine, agissant comme inhibiteur sélectif de la
recapture de la noradrénaline et de la sérotonine (augmentation des accidents
cardiovasculaires dans une population a risque éleve) [22, 23]. Ces médicaments ont tous
vu leur autorisation de mise sur le marché retirée a cause de leurs effets indésirables[24].

e Action périphérigue

Ce mode d’action se traduit par une altération dans 1’absorption des nutriments
en agissant tels que des ralentisseurs de la digestion de gras [7, 9], des substances
augmentant la dépense énergétique, des réducteurs de I’absorption des nutriments et
1’élargissement du tissu adipeux(figure 1.3) [25]. L’Orlistat, bien qu’il posséde des effets
secondaires a long terme [7, 8], est le seul principe actif approuvé par la FDA (Food and
Drug Administration) et wvendu sous les noms Xenical®(Roche), Alli
®(GlaxoSmithKline). C’est un dérivé hydrogéné synthétique de la lipstatine, qui agit
comme un inhibiteur réversible a action prolongée des lipases pancréatiques et gastriques

[26]. 1l existe aussi divers coupe- faim a base de polysaccharides et de fibres alimentaires,
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toutefois, ces produits ont fait I’objet de controverse quant a leur efficacité [27]. D’autres
approches étaient d’utiliser des systémes gastro-rétentifs a base de polyméres réticulés,

gonflables présentés sous forme de capsules induisant une sensation de plénitude [28, 29].

Bruleurs de
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) : Meédications Stimulateurs
'absorption — de la dépense
des graisses “ Anti-obésité énergétique
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Controle de I'absorption du
I'appétit

glucose

Figure 1.3 : Différents mécanismes de médication anti-obésité courante.

1.2. Substances naturelles et traitement de 1’obésité

Plusieurs produits naturels sont utilisés comme interventions nutritionnelles ou
peuvent étre exploités pour développer de nouveaux traitements contre I'obésité sans
autant causer les effets indésirables préalablement observés avec les précédents
médicaments.

1.2.1. Les polysaccharides

Les polysaccharides sont une classe de biopolymeéres constitués de monomeéres de
sucre simples, souvent isolés de plantes terrestres et marines ou sont principalement les
métabolites exogenes de certaines bacteries ; beaucoup sont modifiés par synthése
organique partielle.

Plusieurs études ont souligné I’effet de polysaccharides sur des sujets obéses par
plusieurs mécanismes.

Le microbiote intestinal change en fonction de divers facteurs, tels que la
géneétique, la physiologie de I'ndte (age, maladie ou stress) et le mode de vie ; il a été

démontré une relation entre la structure globale du microbiote intestinal et I’augmentation



17

des risques d'obésité et comorbidités [30]. Plusieurs auteurs ont conclu que les
polysaccharides alimentaires peuvent, par modulation du microbiote intestinal et
amélioration du syndrome métabolique, réduire la prise de poids, améliorer la

composition corporelle et inhiber I’accumulation de graisse induite par des régime riches

en gras [31-33].

Les polysaccharides impactent aussi la prise alimentaire en induisant la satiété de
facon mécanique, en diminuant la glycémie postprandiale et par réduction du taux de
cholestérol et triglycérides sanguins.

Ci-dessous sont cités, non exhaustivement, les polysaccharides ayant fait preuve
de vertus anti-obésiteé.
1.2.1.1. Les gommes

Les gommes possedent des bienfait anti-obésité en induisant principalement la
satiété, réduisant l'indice glycémique, et modifiant la motilité gastrique et les sécrétions
hormonales intestinales.

La gomme arabique est constituée d'exsudats gommeux naturels séchés,
transparents ou translucides, provenant de la tige et des branches de I'acacias. Sa teneur
en fibres solubles naturelles, non visqueuses, est la plus riche. C'est une fibre alimentaire
principalement utilisée dans les produits alimentaires et les formules pharmaceutiques
comme émulsifiant et/ou agent de conservation [34]. Les résultats de la supplémentation
en gomme arabique et huile de pépin ont montré un effet synergique sur la diminution
de I'appétit et suppression de I'absorption intestinale du glucose [35].

La gomme guar se compose de galactomannane qui est un polysaccharide de
galactose et de mannose. Riche en fibres hydrosoluble, I’ingestion de la gomme guar peut
diminuer les lipides plasmatiques et hépatiques en augmentant I'excrétion des acides
biliaires pour diminuer I'absorption des graisses [36]. L'un des mécanismes par lesquels
la gomme guar peut réduire la teneur en lipides dans le foie peut étre d0 a la promotion
de I'oxydation des acides gras dans le foie en augmentant les activités de la protéine kinase
activée par AMP, du récepteur alpha activé par les proliférateurs de peroxysomes et de
la protéine découplante mitochondriale UCP 2 dans le foie [37].

Une étude récente a montré également que la gomme guar partiellement
hydrolysée contribue a la modification du microbiote intestinal [38].

Le Glucomananne est un polysaccharide de glucose et de mannose, extrait de la
racine de konjac dont la structure est proche du galactomananne de la gomme guar. Il a

la propriété de gonfler avec I’eau et former un gel non assimilable et fait augmenter le
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volume du contenu de I’estomac sans pour autant augmenter 1’apport calorique et
glycémique. Il diminue les taux de cholestérol et de triacylglycérols dans le sang et
absorbe les nutriments (saccharides, protéines et cholestérol) empéchant ainsi leur
absorption dans le tractus gastro-intestinal. De plus, le konjac peut réduire le taux de
glucose plasmatique humain en inhibant les activités de 1'a-amylase et de la -glucosidase
[39, 40].

1.2.1.2. Les fucoidanes

Les fucoidanes sont un type de polysaccharides hautement sulfatés, constitués de
grandes quantités de fucose, principalement trouvée dans la matrice extracellulaire des
algues brunes mais également dans la gelée d'ceufs d'oursin et dans la paroi corporelle du
concombre de mer [41]. Les études ont été concentrées sur I’effet antitumoral de la
molécule [42]. Cependant, il a été trouvé que I’administration des fucoidanes pendant
trois mois par 25 sujets obéses ou en surpoids entraine une diminution de la pression
artérielle diastolique et des taux de cholestérol LDL et une augmentation de la sécrétion
d'insuline [43].

Des études ont apporté la preuve de I’activité anti-adipogénique des fucoidanes
par la régulation de I'expression du géne de 'ARNmM des marqueurs adipocytaires clés
(par exemple, la protéine adipocytaire 2) et I'expression des génes liés a I'inflammation
dans les adipocytes pendant I'adipogenese. Les fucoidanes diminuent I'accumulation de
lipides dans les adipocytes, inhibent I'accumulation de lipides dans les adipocytes
différenciés 3T3-L1let diminuent I'absorption de glucose 2-désoxy-D-[3H] induite par
I'insuline [44, 45].

1.2.1.3. Les fucoxanthines

Les fucoxanthines sont des caroténoides marines largement présents dans les
macroalgues et les microalgues[46]. La bioactivité de la fucoxanthine est attribuée a son
chromophore polyéne qui contient une liaison allénique et deux groupes hydroxyle
(figure 1.4) [47]. Des études ont suggeré que les fucoxanthines possedent des bienfaits
anti-obésité en stimulant principalement I'expression de la protéine de découplage-1 dans
le tissu adipeux blanc et I'inhibition de la différenciation adipocytaire [48, 49]. Un régime
riche en fucoxanthines entraine une suppression du gain de poids et une modulation des
taux de glucose sanguin et d'insuline chez des souris ayant recu un régime hyper gras
[50]. Les mémes auteurs ont constaté que I'alimentation des souris avec une combinaison
de fucoxanthine et d'huile de poisson réduit le gain de poids du tissu adipeux blanc par

rapport a celles nourries a la fucoxanthine seule.
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Figure 1.4 : Structure chimique des fucoxanthines [51].

1.2.1.4. Les B-glucanes

Les B-glucanes sont constitués de monomeres D-glucose liés par des liaisons -
glycosidiques, leur structure est constituée de 1-3,1-4-D-glucanes linéaires. les f3-
glucanes possédent une activité anti-obésité potentielle grace a leur nature de fibre
soluble, ce qui peut augmenter la satiété et le temps de transit gastro-intestinal total et
ralentir I'absorption du glucose [52].

Aucune conclusion n’a pu étre tirée concernant les effets de I'administration de -
glucane sur la satiété et/ou l'appétit [53, 54] car quelque essais ont utilisé des scores
subjectifs et d’autres n’ont montré des effets non significatifs sur la perte de poids avec
I’administration de quantités de B-glucanes de 3 a 10 g / jour pendant 4 a 12 semaines
[55, 56].
1.2.1.5. Les Alginates

La plupart des alginates utilisés sont extraites a partir d'algues brunes des genres
Laminaria, Macrocystis et Ascophyllum et Lessonia [57]. Les especes Laminaria et
Lessonia représentent 81% des récoltes d'algues. L’alginate de sodium est un biopolymeére
anionique linéaire contenant deux unités : la B-D-mannuronique (unité M) et la a-L-
guluronique (bloc G), associé par une liaison glycosidique (1—4). Les alginates exercent
leurs action anti-obésité par plusieurs mécanismes. La plupart des études humaines
montrent que la consommation d'alginate entraine un effet suppressif sur la prise
alimentaire et une réduction du poids corporel plus important que le placebo [58, 59].

L’alginate utilisé seul ou en combinaison avec le calcium entraine un retard de la
vidange gastrique favorisant la satiété postprandiale et réduisant I’apport alimentaire. Les
travaux antérieurs ont proposé deux mécanismes induisant ces effets rassasiants. En
premier lieu, une étude a suggéré que la gélification de I’alginate dans 1’estomac
provoquerait une distension accrue de ’antre gastrique [60]. Cela est ensuite confirmé

par une observation IRM chez des volontaires humains [61].
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La formation d’un gel d'alginate augmente la sensation de satiété en atténuant les
réponses glycémiques et insulinémiques [62]. Arshad et al., [63] ont rapporté que
I’administration de I’alginate rajouté a du lait, aprés un repas de pizza ad libitum, chez 30
femelles supprime le taux de glucose sanguin et 1’appétit moyen.

Les propriétés physiques de 1’alginate telles que la viscosité et la rigidité du gel
influencent également la satiété. Il a été conclu par observation IRM que les gels les plus
rigides entrainent plus de satiété chez des volontaires humains [64]. Solah et al.,[65] ont
montré qu'une boisson a base d'alginate a haute viscosité posséde un effet plus prononcé
sur la réduction de la faim des sujets par rapport a celle a faible viscosité.

Les alginates possédent également la propriété d’inhiber la lipase pancréatique qui
est I'une des principales cibles thérapeutiques des médicaments anti-obésité. Plusieurs
efforts ont été déployés afin de cribler des molécules naturelles ayant cette activité.
Comme déja cité, I'Orlistat, le seul médicament anti-obésité actuellement approuve sur le
marché, agit selon ce mécanisme [26].

Brievement, le métabolite des lipides dans le corps humain (figure 1.5) est décrit
comme suit: Les graisses peuvent étre dégradées par la lipase linguale mais trés
faiblement. Ensuite, il est hydrolysé en acides gras libres et en monoacylglycérol par la
lipase gastrique (décomposition de 10 a 30 %) et la lipase pancréatique (décomposition
de 50 a 70 %) dans le tractus gastro-intestinal et I'intestin gréle, puis le cholestérol et les
lipoprotéines sont formés dans le corps. Les particules mixtes de lipides, tel que I'acide
biliaire, sont absorbées par I'intestin gréle et la resynthese du triacylglycérol stocke de
I'énergie sous forme de tissu adipeux [66].
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Figure 1.5 : Voies métaboliques des lipides dans le corps humain [66].
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L’activité inhibitrice de 1’alginate contre la lipase pancréatique peut varier avec la
source et les formes chimiques du composé. 1l est souligné que les alginates de Laminaria
hyperborea, avec une teneur élevée en acide glucoronique, présentent une inhibition plus
élevée de la lipase pancréatique que les alginates de Lessonia nigrescens, avec un bloc
guluronique plus éelevé [67]. Cependant l'inhibition de la lipase pancréatique par les
alginates n’est pas affectée par le poids moléculaire de celles-ci. L'activité inhibitrice de
la lipase pancréatique, n’est pas également affectée lorsque les alginates ajoutés a un
support de pain ont été soumis a une cuisson a des températures allant jusqu'a 200 °C ou
a une digestion dans un intestin modele [68].

Les mécanismes d'action des alginates dans 1’inhibition de la lipase suggerent
I’implication d’interactions avec l'enzyme par liaison hydrogéne par le groupement
hydroxyle, des interactions charge-charge avec les groupes carboxyle et le groupe COO"
chargé négativement de l'alginate. L'utilisation des alginates comme inhibiteur de la
lipase pancréatique est brevetée et proposée comme agent anti-obésité [69]. Des études
récentes ont également souligné que 1’alginate aurait un effet anti-obésité en modulant le
microbiote intestinal [70, 71]. Bien qu’il existe de multitude de produits a base d’alginate
a différentes fin thérapeutiques mais aucun produit n’a été destiné pour application anti-
obésité.

A la lumiére de ses travaux, on peut conclure que 1’alginate regroupe 1’ensemble des
mécanismes offerts par les polysaccharides faisant de lui un candidat idéal pour une
médication anti obésite.

1.2.1.6. Le chitosane

Le chitosane est un polysaccharide linéaire composé d’unité de D-glucosamine
liée en B -(1-4) (unité désacétylée) et de N-acétyl-D-glucosamine (unité acétylée) produit
par une désacétylation de la chitine, conduisant a un produit final cationique soluble
dans un milieu acide [72].

Dans une étude menée chez des humains en surpoids, le chitosane a induit une
perte de poids corporel plus importante et un indice de composition corporelle amélioré
que le groupe témoin placebo [73]. Des compléments alimentaires a base de chitosane,
seul ou associé a d’autres substances bioactives, sont actuellement commercialisés (figure
1.6). Le chitosane empéche I'augmentation du taux de cholestérol sérique [74], aide a la
prévention du diabéte et équilibre les actions des cellules qui produisent de 1’insuline en
la rendant ainsi plus efficace pour réduire la glycémie [75, 76]. Ces propriétés ont été

attribuées a un mode d’action similaire a celui de I’Orlistat, le chitosane posséde la
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propriété d’adsorber les lipides et peut fixer environ 15 fois son propre poids de lipides.
Cette liaison ne pouvant étre métabolisée, les graisses ne seraient donc pas résorbées par
I'organisme et se retrouveraient éliminéees dans les selles [77].

Les études récentes suggerent un mode d'action plus complexe pour le chitosane,
via la diminution de la prise alimentaire chez les souris supplémentées en chitosane [78],
et montrent que I'exposition des pré-adipocytes au oligosaccharide de chitosane
(oligochitosane) module la sécrétion d'adipokine et inhibe, ainsi, I'adipogenése in vitro
[79].

Walsh et al., [80] ont mis en évidence un nouveau mode d'action endocrinien du
chitosane, avec une diminution du poids corporel et de I'apport alimentaire associé a une
augmentation des concentrations sériques de leptine et une diminution des concentrations

sériques de CRP et suggérent donc un mode d'action plus complexe.
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Figure 1.6: Quelgues produits disponibles sur le marché a base de chitosane.

L'oligosaccharide de chitosane améliore la stéatose hépatique non alcoolique et
améliore l'obésité induite par I’alimentation en réduisant le stress du réticulum
endoplasmique [81, 82]. D’autres chercheurs ont trouvé que le chitosane et
I’oligochitosane améliorent le métabolisme des lipides chez des souris nourrit avec un
régime hyper gras. L’étude a montré que le chitosane a un effet plus prononcé sur les
activités des enzymes antioxydantes du foie, la glutathion peroxydase et la superoxyde
dismutase, et réduit la peroxydation des lipides hépatiques. Par contre 1’oligochitosane

réduit I'absorption des lipides en réduisant I'expression des ARNm fabp 2 et fatp 4 [83].

1.2.2. Les polyphénols

1.2.2.1. Composés phénoliques dans le traitement de 1’obésité

Les composés phénoliques constituent I'un des principaux groupes de composants
alimentaires non essentiels produits par les plantes en tant que métabolites secondaires

dans des conditions normales et de stress. lls sont caractérisés par la présence d'un ou
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plusieurs cycles aromatiques avec un ou plusieurs groupes hydroxyle. Plus de 8000 types
de polyphénols possédant des structures chimiques tres diverses ont été identifies [84].

Les polyphénols ont récemment attiré I'attention en raison de leur activité
physiologique. Ceux qui suscitent plus d’intérét quant a leurs propriétés anti-obésité sont
I'épigallocatéchine gallate, le resvératrol, la catéchine, la quercétine, les procyanidines et
les anthocyanes [85-88].

Comme les polysaccharides, les polyphénols améliorent le métabolisme du
glucose en réduisant le glucose plasmatique et diminuent I'hyperlipidémie, en réduisant
les taux triglycérides et du cholestérol LDL plasmatique [88-91]. Des études réalisees sur
des modeéles animaux et volontaires humains ont montré que les polyphénols agissent
comme inhibiteurs des lipases pancréatiques et synthése d’acides gras [92, 93]. Le role
prébiotique des polyphénols et leur contribution & la modulation compositionnelle et
fonctionnelle du microbiote intestinal contrecarrant l'obésité est également mis en
évidence [94].

L’administration d’un extrait apportant 4 mg / jour de coumarine conduit a une
réduction significative du poids et du rapport taille : hanche chez 22 sujets obeses ou en
surpoids [95]. Les polyphénols extraits de cannelle font également objet d’évaluation de
leur effet anti-obésité et on a constaté leur efficacité de réduire la graisse corporelle et
augmenter la masse maigre de 0,7 et 1,1 % respectivement chez 22 participants atteints
de prédiabéte et du syndrome métabolique par rapport au groupe témoin [96-98].

Les agrumes sont reconnus également comme étant une bonne source de
polyphénols. C’est pour cette raison que leur extrait phénolique a fait I’objet d’étude
comme potentiel agent anti-obésité. En fait un composé d'un extrait polyphénolique
d'agrumes d'orange rouge, de pamplemousse et d'orange avec « 90 % de polyphénols,
» 20 % de flavanones et entre 1 et 3 % de caféine naturelle a permis de réduire le tour de
taille et de hanche et la graisse abdominale de volontaires en surpoids [99]. Toutefois
I’étude n'a pas réussi a étudier les composés phénoliques cibles responsables de cette
bioactivité.
1.2.2.2. Extraits de thé vert et traitement de I’obésité

Le thé vert et ses extraits représentent I’une des matrices riches en phénol les plus
étudiées impliquées dans I'effet anti-obésité et d'excellentes critiques se sont concentrées
sur I'explication de son mécanisme d'action possible [100, 101].

Le thé vert est un thé non fermenté (contrairement au thé noir fermenté et au thé

Oolong partiellement fermenté) qui est produit a partir du séchage direct de feuilles de la
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plante Camellia Sinensis. Au cours de ce processus, la polyphénol oxydase est inactivée
et les polyphénols sont conservés [102]. Le thé vert contient la plus grande quantité de
composés phytochimiques tels que les catéchines, les principaux polyphénols du thé vert
qui constituent environ 10 a 35 % de son poids sec total. L’activité anti-obésité du thé
vert est particulierement attribuée aux catéchines, principalement I'épigallocatéchine
gallate EGCG qui représente environ 50 & 70 % des catéchines du thé vert[103-105]. Les
autres principaux constituants sont (-) -épicatéchine (~ 6 %., (-) -épigallocatéchine (~ 20
%), (-) -épicatéchine-3-gallate (~ 14 %) (figure 1.7).

La consommation a long terme de boissons contenant des catéchines inhibe la
formation de lipides oxydés tels que le MDA-LDL, et c'est un facteur de risque de
développer une artériosclérose[106]. De plus, I'apport de catéchine diminue la graisse

corporelle.
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Figure 1.7 : Structure chimique des quatre principales catéchines présentes dans le thé

vert.

Les mécanismes par lesquels les catéchines extraites du thé vert influencent le
poids corporel et la composition corporelle restent un domaine d'investigation actif. Une
grande partie des travaux chez I'homme se sont concentrés sur les effets des catéchines
extraites de thé vert sur la thermogeneése et I'oxydation du substrat, qui sont tous les deux
médiés par l'activité du systéme nerveux sympathique.

Les études réalisées sur des cultures cellulaires et des modéles animaux d'obésite
ont démontré que les cateéchines peuvent réduire la différenciation et la prolifération des
adipocytes, la lipogenése, la masse grasse, le poids corporel, 1’absorption des nutriments,

I'absorption des graisses par regulation négative des enzymes appliquées dans le
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métabolisme des lipides hépatiques, les taux plasmatiques de triglycérides, les acides gras
libres, le cholestérol, le glucose , insuline et leptine et une modification du contréle de
I’appétit[107, 108].

1.3. Gels a base de polysaccharides

Les polysaccharides naturels et bactériens, chargés ou non, seuls ou combinés
forment des réseaux tridimensionnels dans des conditions spécifiques.

Le mécanisme de gélification des polysaccharides a longtemps été étudié par de
nombreux groupes de recherche non seulement pour un intérét scientifique mais aussi
pour l'importance de ce mécanisme dans les industries alimentaires, pharmaceutiques,
biomédicales, cosmétiques. La gélification est induite par des liaisons physiques ou
chimiques [109] faisant appel a des mécanismes de formation de réseaux interpénétrés /
semi-interpénétrés [110] ou polyélectrolytiques [111]. A noter que la réticulation
physique qui ne fait pas intervenir des agents de réticulation toxiques constitue une
approche plus sure et intéressante dans la pratique clinique [112, 113].

Dans cette partie nous allons aborder particulierement les mécanismes de
gélification par deux voies: celle produite in-situ et celle par complexation
polyélectrolytique.

1.3.1. Gélification In-Situ

La gélification In-Situ est définie comme une transition sol-gel que subissent les
solutions ou suspensions apres avoir atteint un site particulier en raison du contact avec
des fluides corporels ou de changements physico-chimiques (pH, température,
concentration ionique, rayonnement UV, présence de molécules ou d'ions spécifiques,
déclencheurs externes, etc. ) (figure 1.8) [114]. Les systemes de gélification congus a des
fins thérapeutiques sont administrés par voies buccale, intrapéritonéale, nasale, oculaire,

orale, parentérale, rectale, sous-cutanée, transdermique et vaginale [115].
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Ces systemes présentent des potentiels prometteurs pour des applications
cliniques telles que les implants injectables, I'ingénierie tissulaire et la libération
prolongée des médicaments. Le médicament ou cellule peut étre mélangé avec la solution
aqueuse pour une administration commode, ensuite le dépdt de gel encapsulant le
medicament ou cellules est formé In-Situ [116].
1.3.1.1. Caractéristiques ideales des polymeres pour la préparation de gel In-Situ

117

Selon leurs origines (naturelles ou synthétiques) les polymeres, en général,

doivent présenter des critéres appropriés :
v" Le polymere doit étre capable d'adhérer a la membrane muqueuse.
v 1l doit étre bien compatible et ne doit pas fournir des effets toxiques.
v 1l doit avoir une bonne tolérance et une clarté optique.
v

Le polymere doit étre capable de présenter un comportement rhéofluidifiant.

De plus les propriétés citées ci-dessus, I’utilisation polymeéres intelligents
modifient leurs propriétés physico-chimiques en réponse a un environnement altéré [118].
Les polysaccharides sont la classe de polymeres la plus fameuse possédant ces propriétés
faisant 1’objet de formulation des systémes de gélification In-Situ sont: 1’alginate,
carraghénane, chitosane et ses dérivés thiolate, gomme guar, gomme gellane, pectine le
xanthane, le xyloglucan, I’acide hyaluronique et hyaluronate de sodium, ...) [119].

L’alginate de sodium en raison de ses diverses propriétés a fait objet de plusieurs

formulations in-situ pour plusieurs applications.

1.3.1.2. Systémes gélifiants In-Situ a base d’alginate de sodium par voie orale

« Gélification In-Situ par présence de calcium

Les premiers systemes thérapeutiques gélifiants In-Situ étaient engendrés en
présence d’ions divalents, particulierement le calcium en raison de sa faible toxicité et de
sa grande disponibilité a bas prix comparés aux autres ions multivalents. Le mécanisme
de gélification In-Situ des chaines d'alginate, via la réticulation calcique, est a I’issue de
la méthode dite réglage interne ou la source d'ions est introduite dans la solution sous une
forme inactive (généralement le chlorure de calcium) afin d’éviter une gélification
prématurée de la préparation avant administration. Pour cette raison, le citrate de sodium
est souvent utilisé pour former un complexe de citrate de calcium. Par la suite un facteur

de déclenchement active les ions tel qu'un changement de la valeur du pH et/ou de la
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solubilité de la source d'ions, placera des ions calcium libres dans la solution conduisant
a la réticulation physique de I’alginate In-Situ [120].

Le taux de gélification est un facteur tres important dans la formulation des
systemes de gélification In-Situ destinés a administration orale. Ce parametre affecte
I'uniformité et la résistance des hydrogels formés dans 1’objectif de formulation gastro
rétentive. Ceci peut étre contrélé par une manipulation appropriée des conditions, telles
que le rapport entre les blocs constituant 1’alginate G / M, contrdler la valeur du pH du

liquide et la concentration de la source d'ions de calcium.

< Systéemes d’alginate gélifiants In-Situ, 8 administration orale sans calcium

Il convient de noter que le calcium peut induire une hypercalcémie pouvant avoir
des conséquences sur la santé humaine, notamment, des complications rénales (la
polyurie et la polydipsie) [121] et des troubles du mouvement ventriculaire (tachycardie,
fibrillation ventriculaire) [122]. Le calcium peut aussi causer des interactions
médicamenteuses chez les patients déja sous traitement [123].

Cela a conduit a I’alternative constituant 1’établissement de systémes s’abstenant
au calcium et de s’appuyer sur I’association de 1’alginate de sodium avec d’autres
biopolymeres.

L’alginate a ét¢ combiné avec le xyloglucane pour libération de paracétamol a
partir d'un liquide du mélange liquide contenant, respectivement, (0,5 % m/v) et (1,5 %
m / v) de chaque polymere. Cette formule a montré une libération plus soutenue sur 6 h
de cette association de polymeéres par rapport a la solution de xyloglucane (1,5 %) seule
[124]. L'alginate en association a la méthylcellulose modifie la libération du paracétamol
et a amélioré le profil de libération prolongée in-vitro par rapport a chague polymere seul
[125].

Plus tard d’autre travaux ont proposé le chitosane comme candidat idéal
remplacant le calcium gréce a son caractére cationique en milieu acide et & sa capacité de
former des gels forts en association avec les polyanions. EI Maghraby et al.,[126] ont
exploité la gélification In-Situ a base d’alginate et de chitosane en association avec le
calcium comme véhicule de libération prolongée du dextromethorphan. Dans un autre
travail, les mémes auteurs ont utilisé le chitosane comme source de charges positives, en
absence de Ca, pour la libération prolongée de Nateglinide [127] et Belhadji et al., [128]

pour la libération prolongeée de la Ranitidine.
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Malgré 1I’absence de calcium, les liquides sans calcium subissent une gélification

comparable a ceux contenant un complexe de calcium.

1.3.2. Les complexes polyélectrolytiques

Un polyécletrolyte est défini comme tout matériau macromoléculaire contenant
des unités répétitives et se dissocie en une molécule polymeére hautement chargee lors de
son placement dans un solvant ionisant (par exemple, H2O) formant une chaine polymeére
chargée positivement ou négativement [129]. Un complexe polyélectrolytique est formé
par des interactions électrostatiques coopératives, qui sont prédominantes, entre les
polycations et les polyanions lors du mélange de solutions aqueuses de polyélectrolytes
de charge opposée conduisant a la formation d’une phase dense qui est séparée du solvant
[130].

Les interactions inter-macromoléculaires sont impliquées, notamment la liaison
hydrogéne, les forces de van der Waals, les interactions hydrophobes et les interactions
dipolaires. Toute ces interactions conduisent a la formation de réseaux non permanents
sans nécessité de réticulants chimiques. En genéral, les complexes polyélectrolytiques
sont bien tolérés, biocompatibles et sensibles aux changements des conditions
environnementales et présentent ainsi des avantages pour 1’'usage pharmaceutique, par

exemple pour contrdler la libération de médicaments.

1.3.2.1. Facteurs influencant la complexation polyélectrolytiques

a) Présence de sel

Habituellement, les sels réduisent I’interaction entre les polyélectrolytes et
permettent le processus de réarrangement. La présence de sel lors de la formation des
complexes polyélectrolytiques conduit a une réduction drastique de 1’agrégation en raison
d’une structure moins rigide et plus enroulée. Une augmentation supplémentaire de la
concentration en sel (c’est-a-dire la force ionique) a provoqué une agrégation secondaire
conduisant a une floculation macroscopique [131].

b) Effet du pH sur la formation des complexes

La formation des complexes polyelectrolytiques et leur stabilité dépendent
principalement du pH des polyélectrolytes utilisés. Des changements de phase des
complexes polyélectrolytiques peuvent survenir en raison des changements de
concentration et du pH de la solution. La quantité d’anions carboxylates dissociés est
essentielle pour générer un complexe stable. Habituellement, a un pH extrémement bas

et a des concentrations élevées, les polyanions ne peuvent pas se dissocier et ne formeront
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pas de complexes en raison du manque d’anions carboxylates dissociés. Une
augmentation supplémentaire du pH ou une dilution, conduit a la formation d’un
complexe stable des polyanions avec les polycations en raison de la quantité de sites
anioniques de carboxylate dissociés dépasse la valeur critique. A ce stade, le complexe se
présente sous la forme d’un précipité caillé. Lors d’une augmentation supplémentaire du
pH (pH > 7,0) et lors de la dilution, un coacervat de complexe électrolytique équimolaire
est produit en raison de la dissociation totale des polyanions [132].

¢) Meéthodes d’incorporation de la substance active dans les complexes

polyélectrolytiques et de sa libération

La substance active peut étre incorporée dans les particules ou colloides de
complexes polyélectrolytiques de quatre manieres [133].

v" Incorporation par piégeage de la substance active, qui est présente en solution,
lors de la précipitation du complexe.

v" Incorporation par absorption de la substance active a partir d’une solution avec
laguelle le complexes polyélectrolytiques déja préparé entre en contact
(notamment dans le cas de matériaux poreux ou de gels a propriétés
spongieuses).

v' Précipitation du complexe polyélectrolytique, dans laquelle le composé actif est
chimiquement lié soit au polyanion, soit au polycation ou aux deux.

v"Incorporation en utilisant le composé actif comme partenaire dans la formation
du complexes polyélectrolytiques.

1.3.2.2. Détermination du rapport optimal entre les polyélectrolytes

Le rapport optimal entre les polyélectrolytes peut étre détecté par les méthodes
suivantes [134]:

» Rendement sec du complexe : dans ce procédé, le complexe a été préparé en
prenant différents rapports pondéraux des polymeres et le rendement a été
mesuré en tant que teneur en pourcentage du polysaccharide initial. A des
rapports pondéraux particuliers ou le rendement maximal est obtenu, est le point
de complexation.

» Viscosité intrinseque : le rapport optimal entre les polyméres peut étre obtenu
lorsque le surnageant de viscosité est proche de la viscosité du solvant.

> Titrages potentiométriques et conductimétriques: il peut y avoir une
neutralisation de la charge lorsque les polyélectrolytes de charge opposée se

mélangent et le mélange présente une conductivité et un profil de pH différents.
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» Meéthode turbidimétrique : la turbidité est proportionnelle a la concentration des
solutions de polyélectrolyte et également & leur poids moléculaire. Les
concentrations optimales de polymeres pour la formation de complexes
polyélectrolytiques peuvent étre déterminés pour la mesure de la turbidité a
différentes longueurs d'onde comprises entre 400 et 625 nm a température
constante [135].

1.4. Interactions polysaccharides ciblées dans I’étude pour application anti-obésité

1.4.1. Interaction Alginate de sodium - Chitosane

Rares sont les auteurs ayant travaillé sur les systemes de gélification in-situ dans
le cadre de la lutte contre 1’obésité. Dettmar et al.,[58] ont proposé un systeme gélifiant
in-situ a base d’alginate de sodium en présence du calcium, comme source de cations
divalents. La formule s’est avérée efficace pour limiter la prise de nourriture entre repas
et pour réduire le taux de cholestérol sanguin et du glucose. Des billes a base d’alginate
de sodium et de calcium ont aussi induit la satiété chez des volontaires humains, dans une
étude portee par Hoad et al., [64]. On se propose 1’exploitation du systéme alginate de
sodium/chitosane comme nouveau produit dans le cadre de la prévention de 1’obésité et
la lutte contre le surpoids.

1.4.2. Interaction Alginate de sodium - Guar cationique

La gomme guar cationique (GGC) est une gomme guar modifiée dans laquelle les
groupes hydroxyle sont remplacés par des groupes triméthylammonium (figure 1.9).
Cette substitution confére a la gomme une charge positive nette et peut étre facilement

réticulée avec d'autres anions.
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Figure 1.9 : Structure chimique de la gomme guar cationique.



31

Des travaux associant la guar avec des polyanions par complexation
polyélectrolytiques sont réalisés, tels que des systémes sensibles au pH [136], des
microsphéres a libération prolongée [137, 138]. L’interaction entre la guar cationique et
I’alginate de sodium a été étudiée, premiérement par Dong-Bao et al, [139] mais aucune
étude n’est realisée, dans le cadre de la gélification in-situ ainsi que dans le domaine de
la prévention du surpoids. On s’est donc proposé ce systéme comme un deuxiéme moyen
avec un potentiel anti-obésité dans ce travail par cessation de faim et de libération d’une

substance a action brlle-graisse prouvee.
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CHAPITRE 2
MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel

L’alginate de sodium a été fourni par Naturel SNAP Pvt. Limited (Mumbai, Inde).
Sa viscosité a 1 % en solution est 5,5 £ 2 mPa.s avec un rapport des groupes G / M égal
a1,5. Lagomme guar a été procurée aupres de Care Chemicals, son pH en solution de 1
% est de 9-10,5. La carboxyméthylcellulose de sodium (Ac-Di-Sol) et le stéarate de Mg
ont été gracieusement donnés par le groupe pharmaceutique algérien, GROUPE SANTE,
pour leur réle désintégrant et lubrifiant respectivement. Le polyéthylene glycol (PEG) a
été procuré par BIOCHEM Chemopharma grade 4000.

Le chitosane a été obtenu par extraction a partir de deux sources différentes : Les
carapaces de crevettes (C CHIT) et des os de sépia (S CHIT).

Les catéchines ont été extraites a partir des feuilles de thé vert séchées (Camellia

Sinensis) acheté chez un herboriste & Alger.

2.2. Extraction des matiéres actives

2.2.1. Extraction du chitosane

< Déminéralisation

La teneur en minéraux de I'exosquelette des crustacés n'est pas la méme pour chaque
espece, les ressources en chitine étudiées n'ont donc pas besoin des mémes traitements.

Les carapaces de crevettes ont été deminéralisées avec une solution d’HCL a IN et
les os de sépia avec une solution HCl 2 2 N. A un rapport (1:10) (m:v)a T = 20°C +
5°C en maintenant une agitation constante pendant 24 H pour les deux sources. La
suspension est ensuite rincée avec de 1’eau de robinet puis distillée jusqu’a atteindre la
neutralité. Le filtrat récupéré a été séché.

« Déprotéinisation

La déprotéinisation a été effectuée avec du NaOH 1 N a 80 °C pendant 24 heures
sous agitation constante. Aprés 24 heures, I'échantillon a été filtré, le filtrat a été rincé

comme précédemment et séché.
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« Désacétylation

La chitine a été désacétylée avec 40 % de NaOH, chauffée pendant 6 heures 4 110
°C sous agitation constante, puis 10 % (m / m) d'acide acétique ont été ajoutes a
I'échantillon et maintenus pendant 12 heures a température ambiante sous agitation
constante.

L'échantillon dissout a été reprécipité en ajoutant 40 % de NaOH a pH 10.
L'échantillon a ensuite été lavé avec de I'eau distillée et ramené a neutralité.

< Blanchiment

Le contenu est de nouveau rincé avec 20 mL de peroxyde d’hydrogéne (H202) a
30% pour blanchir le produit ensuite un ultime ringage a I’acétone permet d’entrainer les
impuretés lipidiques résiduelles. Le contenu du flacon est a nouveau rincé abondamment
a l’eau distillée jusqu’a ce que le pH de I’eau de lavage atteigne la neutralité. Le filtrat est
alors transféré dans une coupelle préalablement pesée qui sera par la suite placée dans
I’étuve a 30 °C pendant 20 heures et ensuite a 90 °C pendant 12 heures.

2.2.2. Extraction des catéchines

Les catéchines ont €té extraites a partir des feuilles de thé vert séchées et finement
broyées par extraction solide-liquide par soxhlet suivi d’extraction liquide-liquide.
La masse végétale a été mélangée avec du carbonate de calcium & un rapport (2 : 1) (m/
m) placée dans une cartouche en cellulose. Le solvant utilisé était de 1’eau avec un rapport
(10 / 100) (m / v). Pendant 1’étape d’extraction, certaines précautions ont été prises afin
de protéger les polyphénols et d’autres biomolécules particulicrement sensibles a toute
dégradation éventuelle, en particulier en les protégeant de la lumiére. De ce fait, chaque
ballon d’extraction a été entierement recouvert d’une feuille d’aluminium.

L’extraction est maintenue jusqu’a I’obtention d une solution concentrée d’extrait
et un siphonage clair c’est a dire jusqu’a 1’épuisement de la matiére solide chargée dans
la cartouche.

L’extrait obtenu est filtreé.

» Elimination de la caféine et des impuretés non polaire de I’extrait

Les pigments et les impuretés non polaires présent dans ’extrait aqueux sont
éliminés par extraction liquide-liquide, trois fois, dans du chloroforme a un rapport (5 /
10) (V / V) [140].

La phase aqueuse contenant les catéchines est récupérée et ces derniers sont

proprement extraites par I’acétate d'éthyle pour extraire profondément les composés des
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catéchines. Cette étape est également répétée trois fois sur la phase aqueuse d’acétate

d’éthyle, puis évaporée a 1’aire libre.

2.3. Caractérisation des matiéres actives

2.3.1. Détermination du deqgré de désacétylation du chitosane

Le degré de désacétylation du chitosane a été déterminé par infrarouge en
appliquant la formule :A 1320/A 1420 = 0,3822 + 0,03133 x (100 — DA) ...... 2.1

Le pic & 1320 cm est caractéristique de la fonction amine acétylée ou amide

tandis que celui qui est a 1420 cm* est choisi comme pic de référence.

2.3.2. Détermination du poids moléculaire du chitosane

Le poids moléculaire du chitosane a été déterminé par rhéométrie en appliquant la
relation de Mark-Houink-Sakurada reliant la viscosité réduite d’un polymeére a sa masse

moléculaire [141].

2.3.3. Criblage phytochimique de I’extrait de catéchines

C’est une technique qui permet de déterminer les différents groupes chimiques
contenus dans un organe végétal. Ce sont des réactions physicochimiques qui permettent
d’identifier la présence des substances chimiques. Les groupes phytochimiques sont
nombreux, mais on peut citer les principaux : les alcaloides, les polyphénols (flavonoides,
anthocyanes, tannins), les saponosides, les stéroides, les coumarines, les stérols, les
terpénes, les hétérosides cardiotoniques, les huiles essentielles, les sucres... (voir
appendice A)

2.4. Systeme (Alginate de sodium / Chitosane)

Le but de cette premiére partie de travail est de mettre au point un systeme a base
d’Alginate de sodium/Chitosane (AlgNa/CHI) se présentant sous forme de granulés pour
suspension gélifiant In-Situ.

Nous avons réalisé, en premier temps, des essais préliminaires de gélification In-
Situ, afin de trancher entre les deux sources de chitosane et 1’alginate de Na. Nous avons
dispersé 2 g d’AlgNa avec 0,75 g de chitosane dans 150 mL d’eau minérale sous agitation
magnétique pendant 20 minutes. La suspension obtenue a été ensuite versée dans un
bécher contenant du SGF a 37 °C et pH = 1.2 et le gel récupéré a été évalué quant a sa

rigidité par rhéomeétrie, en utilisant le test de viscoélasticité en régime dynamique.
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2.4.1. Préparation de granulés pour suspension reconstituée

Les caractéristiques visées, dans ce travail, pour obtenir des granulés de qualité
sont le temps de dispersion dans I'eau, la coulabilité et leurs tailles.

Premierement, le temps de dispersion des granulés dans I'eau a été optimisé
en se basant sur la variation exclusive de CMC Na, compte tenu de son effet dominant
potentiel sur la dispersion, en variant sa concentration de 1 a 6% et en gardant les autres
constituants constants. Sur la base des résultats de nos travaux antérieurs [128], les
concentrations d'AlgNa et de CHI ont été fixées respectivementa 2 g / 100 mL et 0,75 g
/ 100 mL. Le solvant constitué du melange (Eau: Ethanol) a été utilisé dans une
proportion égale de 50 : 50 (m / m).

Les six mélanges (100g pour chaque mélange) ont tous été introduits dans un
mélangeur a cuve cubique a axe de rotation fixe pendant 20 minutes a 25 rpm puis
transférés dans un granulateur planétaire a 100 rpm. La solution de liaison a été préparée
en dissolvant 4 grammes de PEG 4000 dans 100 mL de solvant eau : éthanol a 65°C sous
agitation jusqu'a obtention d'une solution limpide. La solution est laissée a température
ambiante pendant 2 heures. La solution liante a été introduite dans le granulateur a l'aide
d'un pulvérisateur jusqu'a I'obtention de granulés cohérents. Les granulés obtenus sont
séchés a I'étuve a 70 °C pendant 10 minutes puis calibrés a 1,2 mm. La teneur en humidité
mesurée pour tous les échantillons par un dessiccateur (METTLER TOLEDO HB43-S).

Enfin, 0,5% de stéarate de Mg (lubrifiant) a été ajouté aux granulés obtenus dans

le mélangeur cubique.

Pour évaluer le temps de dispersion, une quantité de granulés de chague mélange
a été dispersée dans 150 mL d'eau potable par simple agitation manuelle a I'aide d'une
cuillere. Le temps de dispersion a été estimé dans lequel un aspect visuellement

homogeéne de la suspension a été obtenu.

Aprés avoir optimisé la quantité de CMC Na par rapport au temps de dispersion,
d'autres mélanges ont été préparés, dans un deuxieme temps, afin d'observer l'effet des
ratios (Eau : Ethanol) sur la granulométrie et la coulabilité des granulés.

Le rapport (Eau : Ethanol) a été varié a 20 : 80 (mélange a), 50 : 50 (mélange b)
et 80 :20 (melange c) (m/m). Les granulés ont été prépares dans les mémes conditions

citées précédemment et de méme la qualité de gélification In-Situ.
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Le volume nécessaire a la granulation a été déterminé en variant la masse de la
poudre de 50 & 150 g et de déterminer un rapport entre chaque masse et volume

consommeés selon la formule suivante :

Rapport = V (solution liante)/m (du mélange de poudre)........... (2.2)
Granulés pour . E
Suspensioi Suspension reconsitituge Introduc_non dela o
’ ey suspension reconstituees Bl g s
R dans Te SGE

Figure 2.1 : Préparation de la suspension reconstituée d’AlgNa/CHI et gélification In-
Situ.

2.4.2. Analyse granulométrigue, aptitude au tassement

La distribution granulométrique et 1’aptitude au tassement des granulés obtenus

sont déterminés suivant la méthode décrite dans la pharmacopée européenne [142].

2.4.3. Gélification In-Situ

Le but du test de gélification In-Situ est de confirmer que le gel peut étre formé
dans un environnement gastrique simulé. Aprés optimisation du temps de dispersion des
granulés en fonction de la CMC Na, des parametres de coulabilité et de taille en fonction
des ratios Eau : Ethanol, I'évaluation de la gelification In-Situ est alors entreprise en
fonction des concentrations de I'’AlgNa et du CHI, sur la base des valeurs proposées par
un plan d'expériences.

Les granulés obtenus a partir du plan d’expériences sont dispersés dans 150 mL
d'eau pour obtenir la suspension. Les mélanges sont introduits dans des béchers (500 mL
de 6-7 cm de diametre) contenant 150 mL de liquide gastrique simulé (SGF) a pH 1,2

ainsi qu’un liquide intestinal simulé (SIF) & pH 6,8. La température est maintenue a 37°C
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pour les deux milieux [84]. En plus des suspensions gélifiantes proposées a base d'AlgNa
et de CHI, dautres systémes gélifiants sont également préparés comme modeles de
contréle. Ces systéemes sont basés sur un mélange AlgNa/CaCOs et AlgNa seul dans
SGF, respectivement. Dans le cas d'AlgNa/CaCOs, nous avons opté pour un mélange
physique avec une concentration de 2 g / 100 mL et 0,93 g / 100 mLrespectivement, selon
Dettmar et al., [58]. Aprés gélification, un certain volume de liquide surnageant a été
observé représentant la différence entre le volume total avant gélification et le volume

piégeé dans le gel. Celui-ci a été quantifié.

2.4.4. pH du milieu gastrigue pendant la gélification In-Situ

La mesure du pH du milieu apres incorporation de la suspension reconstituée est
un parametre important, car il peut modifier la formation du gel dans une gamme de pH
ou les deux biopolymeéres étaient dans leur état ionisé ou au moins I'un d'entre eux [64,
85]. Le pH a été mesuré par une électrode combinée WTW®. Les valeurs de pH en

fonction du temps ont été enregistrées sur une période de 30 minutes.

2.4.5. Caractérisation rhéologique

La caractérisation rhéologique a été réalisée sur un rhéometre a contraintes et
déformations imposées de la marque MCR 302 Anton PaarPhysica (Anton Paar, GmbH,
Allemagne). Pour les suspensions reconstituées et gelées préparées, une géométrie cone-
plan avec = 60 mm et une conicité de 01 degré a 20 °C ont été utilisées. Comme pour les
gels, une géométrie plan-plan avec = 25 mm a été utilisée a 37 °C. Les résultats
expérimentaux ont été analysés par le logiciel Rheoplus US200.

La rigidité des gels formés in-situ et leur résistance mécanique dans le milieu
gastrique ont été évaluées, par détermination de leurs propriétés viscoélastiques qui ont
abouti au module d'élasticité (module de conservation) G' et au module de dissipation
(module de perte) G" a 37 °C.

2.4.6. Analyse spectroscopique Infrarouge a Transformée de Fourier (IRTF)

Une analyse par spectroscopie infrarouge a éte entreprise pour évaluer I'existence
d'une interaction entre l'alginate de sodium et le chitosane aprés gélification. L'analyse a
été réalisée avec un spectrometre (BRUKER TENSOR II) sur une gamme d'ondes de 400
a 4000 cm™. Tous les produits ont été déposés directement sous forme solide (sans

préparation préalable).
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2.4.7. Caractérisation par Microscopie Electronique a Balayage (MEB)

La caractérisation de surface des deux biopolymeres dans le SGF et du gel formé
a été réalisée aprés métallisation du carbone a I'aide d'un microscope électronique de type
FEI Quanta 650 en mode vide poussé et a une tension d'accélération des électrons égale
a10 Kv.

2.4.8. Modélisation de la surface de réponse

Le but de cette expérience était de comprendre I'effet du CHI et de I'AlgNa a
différentes concentrations sur le processus de gélification. La CMC Na n'a été utilisée que
pour améliorer la dispersion de I'AlgNa dans I'eau froide. La valeur de sa concentration a
été trouvée 2%. Ainsi, il a été décidé de realiser deux plans d'expérience associés a une
valeur de CMCmin = 2 % et CMCmax = 4 %. Les concentrations expriment la masse des
granulés par rapport au volume en eau. Un plan composite central centré a été utilisé
(CCF) avec objectif de la méthodologie de surface de réponse (RSM) en utilisant un
modele polynomial du second degré avec la présence d'interactions d'ordre 1 [86]. Le
nombre de facteurs étant égal a deux (AlgNa et CHI), le logiciel utilise MODDE 6.0
(UMETRICS) a généré 11 tests dont 3 de reproductibilité. D'apres I'équation suivante :

y= BO + lel + 82X2 + 611X% + Bzzxg + BIZXI X2 ..................... (23)

Ou, y représente I'une des réponses retenues dans ce test, a savoir, la viscosité au

taux de cisaillement nul noté n, le module de conservation G' et le volume de liquide

résiduel non absorbé par le gel noté respectivement V. Les variables centrées réduites
X, et X, sont respectivement associées a AlgNa et CHI, et varient entre -1 et +1.

Les valeurs des coefficients des différents polyndmes de réponse ont été calculées
par la méthode MLR (Multi-Linear-Regression), a partir des résultats des différentes
analyses qui ont été réalisées sur les suspensions (courbe d’écoulement) et les gels

(Viscoélasticité et volume libre non absorbé).

2.4.9. Pureté microbiologique de la suspension

Le test de pureté microbiologique dans les conditions normales (30 °C + 2 °C ; 65
% =5 % HR) et accelérees (40 + 2 °C, 75 % £ 5 % HR) a été effectué suivant la méthode
décrite dans la pharmacopée européenne [142]. Deux formules AlgNa/CHI contenant 4 g
/100 mL et 0,5 g / 100 mL contenant seulement le chitosane comme agent conservateur
naturel et la deuxieme contenant un conservateur synthétique 0,2 % de sorbate de

potassium. Trois flacons ont eté utilisés pour chaque formule. Le dénombrement des
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germes aérobie totaux (GAT), des levures et moisissures totales (DLMT), d’Escherichia
coli (E. coli), et staphylococcus aureus (S. aureus) et Pseudomonas aeruginosa (P.

aeruginosa) ont été réalise at=0etat =90 jours.

2.4.10. Action coupe-faim de la suspension reconstituée AlgNa/CHI

L’objectif de cette partie d’étude est d’évaluer I’effet de la prise de la suspension
reconstituée a base d’alginate de sodium et de chitosane sur 1’appétit et 1’apport
alimentaire (effet anorexigéne) sur des animaux de laboratoire.  Pour cela, Deux
suspensions (AlgNa 2 % / CHI 0,5 %) et (AlgNa 4 % / CHI 0,5 %) notés, respectivement,
E1 et E2 contenant une concentration la plus élevée en CMC Na ont été préparées.

36 rats femelles albinos, pesant entre 150 et 190 g ont été utilisés dans cette étude.
Les rats ont été procurés de ’institut pasteur en Algérie (Annexe de kouba) et ont été,
ensuite acclimatés dans 1’animalerie dans des conditions standard (température 23 — 24 °
C, humidité 32 - 33 %, cycle lumiére / obscurité de 12 h / 12 h) et ont été nourries avec
des granulés et de I'eau ad libitum.

L’aliment sous forme de granulés d’origine commerciale, fourni par I’Office

National de I’ Aliment du Bétail (O.N.A.B) [Tableau 2.1].

Tableau 2.1 : Valeurs nutritives de la nourriture consommée

Constituant | Protéines | Glucides | Lipides | Fibres | Minéraux | Vitamines

Valeur (%) | 19 56 8,50 4 4 1

Les animaux ont été divisés au hasard en huit groupes comprenant chacun six rats

comme suit :

Groupe 1 (témoin) : suivi de 24h de la ration alimentaire consommeée pendant dix jours+
suivi pondéral pendant cinq semaines ; Groupe 2: suivi de la ration alimentaire
consommée pendant 24h apres la prise de 1,5 ml la formule E1 suivi d’une eau citronnée
pendant 10 jours + suivi pondéral pendant cing semaines ; Groupe 3 : suivi de la ration
alimentaire consommeée de 24h apres la prise de 1,5 ml la formule E2 suivi d’une eau
citronée pendant 10 jours+ suivi pondéral pendant cing semaines; Groupe 4:
administration de la formule E2 et sacrifice aprés 30 mn d’administration ; Groupe 5 :
administration de la formule E2 et sacrifice aprés lheure d’administration ; Groupe 6 :

administration de la formule E2 et sacrifice aprés 3heures d’administration.
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Nous avons choisi d’évaluer 1’effet de 1’unique formule E2 sur les groupes 4, 5 et
6. En se basant sur les résultats des apports alimentaires journaliers effectués sur les

groupes 2 et 3, pendant 10 jours.

= Visualisation des gels dans I'estomac du rat
1,5 mL de suspension E2 (AlgNa 4 % / CHI 0,5 %) contenant 0,02 % de bleu
brillant, comme colorant marqueur, a été administré par voie orale a des rats a jeun,
comme décrit ci-dessus. Les estomacs ont été excises apres 30 minutes, 1heure et 3 heures

et les gels ont été retirés et pesés apres élimination de la saleté de surface.

2.5. Systeme (Alginate de sodium / Guar cationique)

Des essais préliminaires ont été menés afin d’optimiser les conditions préparatoires
des systémes alginate de sodium et de gomme guar cationique (AlgNa : GGC).
Le comportement d’alginate de sodium et de gomme guar en fonction du pH a été

évaluée.

2.5.1. Influence de la méthode d’incorporation des polymeres

Trois facons ont été entreprises afin de déterminer la méthode d’incorporation des
polymeéres conduisant a un maximum d’interaction entre ceux-Ci.

Le premier, noté, procédés 1 : deux solutions méres de chaque polymere ont été
préparées, ensuite des dilutions de chacune ont été effectuées dans 50 mL d’eau distillée
pour un volume final de 100 mL avec des rapports finaux de (100 : 0), (20 : 80), (40 :
60), (50 : 50), (60 : 40), (80 : 20), (100 : 0) notés, respectivement, AlgNa, R2, R3, R4,
R5, R6, GGC. La solution d’AlgNa a éte introduite sur celle de GGC progressivement.
Le pH a été ajusté a une valeur de 7 + 0,5 a I’aide de I’acide citrique 1N et le mélange a
ensuite été maintenu sous agitation a vitesse égale a 3000 tr/min.

Le procédé 2 consistait a ajuster le pH de chaque solution seule, ensuite effectuer
le mélange en maintenant les mémes conditions préparatoires.

Dans le procédé 3 une quantité adéquate d’alginate a été dissoute pendant une
heure, puis a été saupoudrée une masse adéquate de GGC. Le pH a été ajusté avec la
solution d’acide citrique 1N et le mélange a été maintenu sous agitation pendant 1h.

Tous les mélanges issus des trois procedés ont été centrifugés, les surnageants et

les culots ont été récupérés pour évaluation.
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2.5.2. Influence de la température

Les préparations ont été réalisées suivant le procédé 2 a deux temperatures
différentes : a température ambiante et une deuxiéme fois, en chauffant séparément les
deux solutions de polymeres a 70 °C et les mélangeant a cette méme température. Les

mélanges obtenus ont également été centrifuges.

2.5.3. Mesures turbidimétriques

Les mesures turbidimétriques ont été realisées sur les surnageant récupérés afin
d’apprécier ’interaction entre 1’ AlgNa et la GGC. Si la formation des complexes est plus

importante, la turbidité devrait diminuer.

2.5.4. Quantification du liquide surnageant

Le liquide surnageant obtenu apres centrifugation représente la différence entre

masse totale avant centrifugation (M) et la masse du culot récupéré apres centrifugation

Mtot—Mc
Mtot

(Me). 1l s’exprime en termes de masse surnageante relative : x 100 ...... (2.4)

2.5.5. Gélification In-Situ

Aprés optimisation des conditions opératoires. Des mélanges a concentration
totale en polymeéres variant de 0,5 a 6 (g / 100 mL) chacune avec des ratio d’AlgNa et
GGC variant de (100 : 0) a (0 : 100) ont été réalisés. La méthode est identique a celle
décrite dans le paragraphe (2.4.3).

2.5.6. Caractérisation rhéologique

Les gelées et les gels ont été analysés par le méme protocole, décrit dans le

paragraphe (2.4.5).

2.5.7. Analyse infrarouge a transformée de Fourier

L’analyse infrarouge des échantillons a été réalisée conformément au paragraphe

(2.4.6).

2.5.8. Microscopie électronique a balayage

La méthode est identique a celle décrite dans le paragraphe (2.4.7).

2.5.9. Cinétigue de libération de la matiére active

100 mg de matiére active (catéchines) ont été introduites dans 50 mL d’AlgNa.

Cette solution a été incorporée progressivement dans une solution de GGC.
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La libération de la substance active a été réalisé pour des gelées a concentrations
totales en AlgNa et GCC de 3,4, 5 et 6 g / 100 mL avec un ratio AlgNa-GCC fixe égal a
(60 : 40).

L’analyse de la libération de la matic¢re active du gel a été réalisée selon une
méthode décrite par L’USP Pharmacopeia [143] dans un dissolutest de marque ERWEKA
est muni de 08 vases a palettes tournantes réglées a une vitesse de rotation de 50 rpm. La
gelée a été incorporée dans 900 mL de milieu dissolution simulant le suc gastrique au pH
1,2 pendant 2 heures puis dans un milieu simulant le milieu intestinal a pH 6,8. La
température des deux milieux a été contrélée par un bain d’eau thermostatée a 37 °C.

Le dosage des catéchines de chaque prélevement a été effectué par

spectrophotomeétrie UV / Visible, de marque 1700 pharmaspec Shimadzu a A = 272 nm.

2.5.10. Pureté microbiologique

Le DGAT, DLMT et la recherche de E. coli, S. aureus et P. aeruginosa ont été
effectués sur deux gelées, une, contenant 0,2 % de Sorbate de potassium, et I’autre sans
conservateur, suivant la méthode décrite dans le paragraphe (2.4.9). Deux formules ont
été utilisées (R3, Cwt 4 g / 100 mL), la premiére contient les catéchines comme

conservateur et la deuxieme formule contient 0,2 % de sorbate de potassium.
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CHAPITRE 3
RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Caractérisation des matiéres actives extraites

3.1.1. Caractérisation physicochimique et rhéologique du Chitosane

Le chitosane, obtenu suite a la désacétylation, se présente sous forme d’une poudre
de couleur légérement brune claire pour le chitosane extrait de carapaces de crevette et
de couleur blanche pour celui extrait a partir des os de sépia. Le rendement massique a
été trouveé égal a 22,54 % pour la crevette et 15,9 % pour les os de sépia.

Tableau 3.1. : caractéristiques physicochimiques et rhéologiques du (S CHI) et de (C
CHI).

DDA PM Viscosités caractéristiques (Pa.s)

Source Ka
(%) (kDa) P o Mo

CCHIT | 76,50 + 0,12 | 2093 +98 | 6,75+ 0,22 | 3586 + 213 0,077 + 0,005

SCHIT | 87,03+0,75 | 650 +16,75 | 6,43 +0,22 | 0,540+ 0,003 | 0,547 + 0,003

Il a été remarqué que la valeur de DDA du C CHIT était dans la limite inférieure
de substitution (76,5) et le PM est éleve (2093 + 98 kDa), en comparaison avec le
chitosane commercial a haut DDA qui, généralement, dépasse difficilement 500 kDa
[144]. Contrairement au S CHIT avec un DDA meilleur (87,03 %) et un PM relativement
plus faible (650 + 16,75 kDa).

La figure 1 montre les deux courbes d’écoulement du C CHIT et du S CHIT

N—MNoo — 1 ot
No—Neo  (1+EKP)DF’

ajustées, respectivement, par le modele de carreau d’écriture : :

de newton d’écriture : T = ny. Clairement, le comportement rhéologique des deux

chitosanes, sous cisaillement variable, est complétement différent
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Figure 3.1: Courbes d’écoulements des deux chitosanes extraits, ajustées par les

modéles : de Carreau (C CHI) et de Newton (S CHI)a 20 ° C.

Les résultats de geélification obtenus paraissent meilleurs avec le S CHIT (figure
3.2) avec des valeurs du module de conservation (G’) nettement plus grandes. Notre choix
s’est porté donc sur celui-ci pour la réalisation des essais. Notons, qu’a notre
connaissance, tres rares sont les auteurs qui ont étudié 1’effet de la masse moléculaire et
de la viscosité sur la gélification In-Situ du systeme alginate/chitosane. Nous avons opté

pour 1’abréviation CHI dans la suite de notre travail.
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Figure 3.2 : Evolution des modules de conservation G' et de perte G" en fonction de la

déformation de chaque type de chitosane en combinaison avec AlgNa, T = 37 °C.
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3.1.2. Criblage phytochimigque de I’extrait du thé vert

Le rendement de 1’extraction des catéchines a été estimé égale a 6 %. D’apres les
résultats obtenus dans le tableau si dessus, nous avons noté que 1’extrait obtenu a partir
des feuilles de thé vert, est trés riche en flavonoides, de méme nous avons enregistré une
présence importante de tannins catéchiques. Pour les quinones, on note une faible
présence dans 1’extrait obtenu. Les anthocyanes, les anthraquinones et les saponines sont

absents dans ’extrait obtenu (figure 3.3 et tableau 3.2).

Figure 3.3 : Criblage phytochimique de I’extrait du thé vert, les tubes (a-f) sont les

résultats des test chimiques des composés phytochimiques (a) Anthragquinones,

(b)Anthocyanines (c) Quinone (d) Tannins, (e) flavonoides : (f) Saponines

Tableau 3.2 : Composition phytochimique préliminaire de 1’extrait du thé vert.

Composé Révélation
Flavonoides +++
Tannins
Galliques | Catéchiques - ++

Anthraquinones -

Anthocyanines -

Quinones +

Saponines -

(+++) fortement positif, (++) moyennement positif, (+) faiblement positif, (-) négatif
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3.1.3. ldentification Infrarouge a Transformée de Fourier de Pextrait catéchique

Sur la figure 3.4 sont présentés les spectres infrarouges de catéchine commercial (de
référence) et celui extrait a partir du thé vert en laboratoire. Les deux spectres enregistrent
des pics caractéristiques identiques a 1046 cm™ attribué a 1’élongation C-O et & 1460 cm
! déformation OH, le pic a 1372 cm™ est lié au groupement CH [145]. Le pic a 1714 cm
! correspondant a la liaison ester C = O attribué dans une étude précédente [146] au groupe
galloyle attaché au 3éme atome de carbone du cycle C dans ['octa-acétate
d'Epigalocatéchinegallate et I'hepta-acétate d'ECG respectivement. Le pic enregistré a
1621cm? est lié & ’élongation aromatique C = C. L’élongation C-O-C du pyrane a été
enregistrée a 1181 cm™. Le pic a 2925 cm™ correspond a 1’élongation = C-H.
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Figure 3.4 : Spectres IRTF des catéchines de référence (en vert) et de ceux extraits a
partir des feuilles de thé vert (en violet).

3.2. Systéeme (Alginate de sodium / Chitosane)

3.2.1. Temps de dispersion des granulés dans ’eau

La figure 3.5, montre clairement que la CMC Na influence considérablement la
dispersion des granulés dans I’eau froide, par simple agitation manuelle et sans grumeaux
d’alginate déja observés avant granulation. L’accroissement de la concentration de CMC
Na Jusqu’a 1 g / 100 mL améliore la dispersion. Au-dela de 2 g / 100 mL, le temps de
dispersion devient quasiment insensible.

Il est a noté, toutefois, que la CMC Na, dans le domaine (1 g/100mL a6 g/ 100

mL), a une influence sur les propriétés de gélification in-situ des suspensions d’ou
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I’établissent de deux plans d’expériences a deux facteurs (AlgNa et CHIT) en fixant la
CMC a un niveau minimal de 2 g / 100 mL et & un niveau maximal de 4 g / 100 mL.

La teneur en humidité était comprise entre 5 et 7 %. Cette teneur élevée est
probablement due a la nature hygroscopique des constituants, principalement AlgNa [34],
CMC Na [147] et PEG [148]. Muti et al., ont trouvé que I'effet de I'numidité variait en
fonction du liant [149]. Dans le cas du CMC Na, ils ont remarqué que le temps de
désintégration était rapide et indépendant de I'humidité. En revanche, dans le cas de la
polyvinylpyrrolidone (PVP), I'augmentation de I'numidité a eu un effet ralentissant sur le

temps de désintégration
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Figure 3.5 : Effet de la concentration de la CMC Na concentration sur le temps de

dispersion des granulés dans 1’eau a température ambiante (Eau : Ethanol = 50 : 50).

3.2.2. Analyse granulométrigue du mélange des granulés

La figure 3.6 montre les distributions granulométriques des trois mélanges
associes aux trois ratios Eau : Ethanol. Le mélange (a) présente une distribution bimodale
avec un taux des fines supérieur a 20 %. Ce type de distribution peut causer une
ségrégation par percolation des fines [150]. La distribution granulométrique du mélange
(b), parait monomodale, avec un diamétre modal de 925 um pour les grosses. Le taux de
fines, associé a ce mélange, est relativement faible, 5 + 2 %, donnant aux mélanges une
potentielle stabilité contre la ségrégation. La courbe représentative du mélange (c) montre
une distribution granulométrique homogéne avec un diametre majoritaire de 930 pm,
toutefois les grains formés étaient treés durs au touche et se disperse difficilement dans

I’eau.
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Figure 3.6 : Distribution granulométrique des mélanges de granules en fonction du ratio
Eau : Ethanol (CMC Na=2 g/ 100 mL).

3.2.3. Ecoulement et aptitude au tassement du mélange de granulés

Le tableau 3.3 regroupe les valeurs des parameétres caractéristiques du tassement

et d’écoulement des granulés pour les trois ratios. Les valeurs associées a ’aptitude au

tassement, V1o - Vsoo0, Sont acceptables pour les mélanges (b) et (c) mais pas pour le

mélange (a). Pour ce dernier, il a été remarqué une grande friabilité de ces grains et une

présence importante des fines.

Tableau 3.3 : Résultats des parameétres de tassement des mélanges de granulés obtenus
en fonction du ratio Eau : Ethanol : a (20 : 80), b (50 : 50), ¢ (80 : 20).

Test Mélange Mélange Mélange

(@) (b) (c)

Vo (mL) 226 232 240
Vio(mL) 201 216 227
Vs0o(mL) 177 198 219
V1250 170 195 211
V10-Vs00 (ML) 49 34 28
RH 1,33 1,19 1,13

IC (%) 32,94 18,97 13,74
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La cinétique du tassement des trois mélanges (figure 3.7) montre une stabilité
précoce des formules (b) et (c), ou le volume se stabilise suite a un réarrangement des
grains apres 500 coups. Par contre, le mélange (a) continue a se tasser jusqu’aux 1250.

Quant a I’écoulement des granulés, les valeurs de I’indice de Carr et du ratio
d’Hausner des formules (b) et (c¢) expriment un bon écoulement. Ceci n’est pas le cas du
mélange (a) qui présente des valeurs de IC = 32,94 % et RH = 1,33, indiquant un tres
faible écoulement. Ces résultats sont vraisemblables du fait de la présence importante des

fines particules et de la polydispersité qui seraient défavorables a 1’écoulement.
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Figure 3.7 : Cinétique de tassement des mélanges de granulés en fonction du ratio
(Eau : Ethanol).

3.2.4. Gélification In-Situ

Pour toutes les suspensions, aucune gélification n’a été observée dans le (SIF) le
systeme est resté sous forme de suspension.
Apres incorporation des suspensions dans le SGF, il a été observé la formation de gel
dans un temps ne dépassant pas 2 minutes. Ces gels présentent trois aspects distincts ; i :
le premier type (figure 3.8.a) semble étre trop rigide, compact, contenant des agrégats et
des grumeaux jaunatres. La quantité du liquide surnageant a été observée relativement
importante. En conséquence, non seulement, le gel ne satisferait pas ’effet de satiété
esperée, mais pourrait générer des problémes de mal-confort au niveau de I’estomac. 1ii :

Le deuxieme type de gel obtenu, figure 3.8.b, présente un aspect homogene,

onctueux baignant dans un volume de liquide moins important. iii : Le troisieme type :
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c’est la transformation quasi-totale de la suspension en un gel, homogene, relativement
épais (Figure 3.8.c). Les figures 3.8.d et 3.8.e illustrent les gels récupérés des systemes
modeles, AlgNa / CaCOzs et alginate seul respectivement. Le premier présente un aspect
assez dispersé et le second est trés mou. Les valeurs des volumes des liquides résiduels
(non absorbés par les gels ou non concernés par la gélification) sont regroupées dans le
tableau 3.4

& -
~

o

h - - E A

Figure 3.8 : Photos des gels récupérés:(a) gel d’AlgNa / CHIT expulsant du liquide, (b)

gel d’AlgNa / CHIT homogéne baignant dans le liquide, (c) suspension d’AlgNa / CHIT

transformé en gel avec un faible volume de liquide, (d) AlgNa / CaCOs, (), AlgNa seul
dans le SGF.
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Popa et al.,[151] , ont rapporté que le mécanisme de gélification In-Situ du
chitosane est basé essentiellement sur la formation de ponts hydrogenes et des interactions
hydrophobes au sein de la macromolécule elle-méme et avec I’cau. Les molécules de
chitosane avec un degré de désacétylation compris entre 75 et 85 %, présentent des
interactions hydrophobes tres significatives.

Quant au mécanisme de gélification de 1’alginate de sodium dans le SGF, il est
connu que cette substance se gélifie lorsque le pH est inférieur au pKa de ses groupements
carboxylates (COO-) des blocs mannuroniques et guluroniques (3,38 et 3,65) qui se
protonent pour obtenir de 1’acide alginique (COOH). Ce dernier se présente ainsi sous la
forme non ionique et le gel est formé par des liaisons hydrogene intermoléculaires.

L’acide alginique non chargé avec le chitosane dans son état protoné forme un
réseau physiquement semi-interpénétré, résultant par des interactions inter et
intramoléculaire entre les deux biopolyméres y compris des ponts hydrogénes et

interactions hydrophobes individuellement et en coopération en méme temps.

3.2.5. Propriétés rhéologiques des suspensions et des gels formés In-Situ

La figure 3.9 montre une courbe typique des courbes d’écoulements des
suspensions a base d’AlgNa et de CHI réalisées, exprimant la variation de la viscosité
apparente en fonction de la vitesse de cisaillement, napp = f (y) ajustée par le modéle
structural de Carreau. La qualité des résultats de ’ajustement de toutes les courbes
expérimentales a été satisfaisante avec un coefficient de détermination proche de 1. Le
caractere rhéofluidifiant de la suspension impose la chute de sa viscosité apparente, par
effet de cisaillement. Ainsi, suite aux mouvements péristaltiques dans I’estomac, la
suspension devient moins visqueuse ce qui favorise les interactions avec le liquide SGF,
conduisant & une gélification In-Situ. A noter que toutes les courbes d’écoulement des

suspensions AlgNa / CHI sont similaires a celle du systeme modele AlgNa / CaCO:s.
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Figure 3.9 : Courbes d’écoulement typique des suspensions de d’AlgNa /S CHIT et de
AlgNa / CaCOs ajustées par le modele de Carreau a T = 20 °C, 2 g /100 mL

Suite au test de viscoélasticité en rampe croissante de déformation appliqué aux
différents gels du plan d’expériences et ceux obtenus par les systemes : AlgNa / CaCOs,
AlgNa seul et CHI seul, nous avons remarqué que le module de conservation G’ est
toujours supérieur au module de perte G’ et cela, spécifiquement, dans le domaine de
viscoélasticité linéaire (LVE), figure 3.10. Ceci démontre que tous les gels exhibent le
comportement d’un solide viscoélastique. A noter les faibles valeurs des modules du gel
de chitosane seul (G’ yg = 3.5Pa,G"yg = 1 Pa, contrairement a I’alginate seul qui a

exhibé des valeurs relativement élevées (G'yyg = 1350 Pa,G” yg = 220 Pa).
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Figure 3.10 : Variation des modules de conservation G’et de perte G”, en fonction de la
déformation a T = 37 °C des gels de : AlgNa seul, chitosane seul, AlgNa / CaCOzet le
gel typique du plan d’expérience résultant de 1’association AlgNa / CHI.

Apreés incorporation de la suspension dans le milieu gastrique (SGF), le suivi de
I’évolution du pH en fonction du temps a été effectué pendant 30 min. La figure 3.11
montre la cinétique d’évolution du pH d’un essai qui est représentatif de I’ensemble des
essais. A noter que la valeur maximale du pH atteinte, aprés gélification, est inférieure a
4,

L’augmentation du pH du milieu gastrique est due a la protonation des molécules
de chitosane et d’alginate qui provoque une alcalinisation de la phase continue. Cela
rejoint I’explication donnée ci-dessus sur la nature des interactions entre les biopolymeéres
par rapport a ’état d’ionisation. En fait, la formation du gel résulte des interactions non
ioniques, auquel cas AlgNa se trouverait dans sa forme acide et le CHI serait
complétement solubilisé avec un caractere cationique. Les interactions qui sont mises en
jeu sont telles que les liaisons covalentes, les ponts d’hydrogeénes et les interactions

hydrophobes qui contribuent a la formation d’un réseau tridimensionnel.
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Figure 3.11 : Evolution du pH du milieu gastrique simulé apres incorporation d’une

suspension type (AlgNa/CHI).

3.2.6. Caractérisation Microscopique Electronique a Balayage (MEB)

Les images MEB illustrées sur la figure 3.12 montrent que les échantillons
d’AlgNa dans le SGF présentent une surface de structure fibreuse avec des pores et des
grappes et le CHI présente un aspect de surface moins fibreux et qui semble plus
homogene. Le gel résultant de 1’association des deux biopolymeéres présente une surface
plus lisse et un aspect plus homogeéne et plus dense avec légeéres stries que la structure des
deux biopolymeres seuls et ou le réseau de chitosane semble occuper la phase externe

renfermant, ainsi, celui de 1’acide alginique.
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Figure 3.12 : Micrographes de : (a) AlgNa, (b) CHI et (c) 1’association des deux
polymeres dans le SGF.

3.2.7 Analyse spectroscopigue infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)

Les spectre IRTF illustrés dans la figure 3.13 révelent que la AlgNa et la CMC Na
présentent des pics caractéristiques a 1601 cm™ et a 1409 cm™ correspondant
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respectivement aux groupement carbonyle et aux vibrations d’étirement symétrique et
antisymétriques des groupement COO [152, 153] les pics caractéristiques du chitosane se
situent a 1648 (amide I) et a 1575 (amide 1) [154, 155], les bandes situées aux alentours
de 3380, sont attribuées aux vibrations d’étirement des groupement hydroxyles.

Le spectre du gel formé présente une large et moins intense bande a 3420 peut étre
due a la formation de liaisons hydrogénes entre les macromolécules d’AlgNa, CMC Na
et CHIT [153]. on enregistre la disparition de la bande & 1601 cm™ indiquant la
disparition des groupement carboxylate et ’apparition d’une nouvelle bande dans le
spectre correspondant au groupement carboxylique enregistrée a 1730 cm™ [127]. Les
bandes correspondantes aux vibrations de flexions de I’amide I et ’amide II et amines du
chitosane apres incorporation dans le SGF, se voient apparaitre respectivement a 1614
cm? et 1515 cm™. Cette derniére se voit moins intense, attribué¢ a 1’apparition de
groupement amines protonés [156]. D’autre part la bande amine du chitosane située a
1150 se voit presque disparaitre dans le spectre du gel [157]. Ces résultats sont en accord
avec les hydrogels déja réalisés a base d’alginate et de chitosane et montrent que le gel

résulte d’interactions entre les polymeéres et n’est pas seulement un mélange physique.
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Figure 3.13 : Spectres IRTF de (a) poudre d’AlgNa, (b) poudre de CMC Na, (c) poudre
de CHIT, (d) granulés secs (e) hydrogel obtenu.
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3.2.8. Modélisation en surface de réponses (MSR)

L’évaluation de la qualité des modeéles de MSR au sens statistique (figure 3.14),
suite a I’identification de leurs parameétres par la méthode MLR. Cette qualité est
conditionnée par 1’évaluation de quatre paramétres, avec un coefficient de détermination
(R?) supérieur a 0,99 ; le coefficient de prédiction (Q?) entre 0,75 et 0,99). Le troisieme
parametre est caractéristique de la validité du modele MLR (Model Validity) ; lorsque sa
valeur est supérieure a 25 %, I'erreur du modele est dans la méme plage que I'erreur pure

et donc les trois modeles sont intéressants est exploitables.

Tableau 3.4: Matrice du plan d’expérience CCF contenant différents niveaux de facteurs

et toutes les valeurs de réponses en fonction de I’ordre de ’essai.

Viscosité de la suspension Module de Volume libre (non
au taux de cisaillement nul | conservation du gel a absorbé par le gel)
a20 °C np (Pa.s) 37°C G’ (Pa) (mL)
Expé-
rience CMCpin CMCphax | CMChpin | CMChax | CMChin | CMCpax
N° 20/100mL | 4¢9/100mL | 2g/100mL | 49/100mL | 2g/100mL | 49/100mL
1 06 12 11607 4441 210,7 200
2 47 282 39 44429 102 67
3 08 54 8510000 004 136 175
4 18 402 543906 770 137 150
5 08 29 1220000 525 185 199
6 34 389 18046 22866 131 120
7 06 22 1120 23330 135 112
8 04 55 35700000 92 116 142
9 06 40 247325 5757 137 138
10 14 70 201050 2010 116 115
11 11 25 126000 12600 158 153
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Figure 3.14: Histogramme illustrant les valeurs des indicateurs de qualité des quatre
modeles MSR aux deux niveaux de CMC Na.

Les équations des trois modeéles MSR associés aux trois réponses sont déterminées

par la méthode MLR et écrites comme suit :

» Plan 1 (niveau minimal de CMC Na) :
Logne(X,1X,) = 0,99 + 0,29X; + 0,076,X, + 0,32X? — 0,17X%? — 0,12X,X,  (3.1)
LogG'(X,X,) = 5,08 — 0,91X, + 1,75X, — 0,033X2 — 0,40X2 + 32X, X, (3.2)

——%(X,X;) = 134,38 — 26,96X; — 9,8X, + 22,54X? — 9,95X% — 27,44X, X, (3.3)

» Plan 2 (niveau maximal de CMC Na) :
Logno(X:X,) = 1,61 4+ 0,56X; + 0,20,X, + 0,41X? — 0,06X2 — 0,12X, X, (3.4)
G'(X,X,) =3,72+0,81X; — 1,20X, — 0,20X% — 0,57X% + 0,31X, X, (3.5)

2 o5(X,X,) = 136,21 — 39,43X, + 14,6X, + 22,41X2 — 10,09X2 + 26,9X, X, (3.6)

Vtot

La signification du modéle quadratique choisis a été testée par ANOVA (tableau
3.5) qui a montré, par les tests de Fisher (F) qui est entre des valeurs de 17,22 et 44,46
pour les trois réponses. Les valeurs de P des trois réponses sont situées entre 0,0001 et

0,004 indiquant que le modele est significatif et adapté a 1’étude.
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Afin d’appréhender 1’évolution des réponses, on s’est propose de représenter les
surfaces iso-réponses en 3D (3D Plot) qui illustrent I’effet simultané des deux facteurs, a
savoir ’alginate et le chitosane sur I’ensemble des réponses et cela pour les deux niveaux
de la CMC Na. Les figure (3.15 a, b et ¢) sont associées a CMC Nanmin et les figures (3.15
d, e et f) a CMC Na max.

3.2.9. Etude des contours iso-réponses 1 G etV/Vtot

++ Cas d’une concentration minimale de CMC Na (1 q/100 mL)

La figure 3.15.a associee a CMC Namin, illustre les contours iso- 7, en fonction

des concentrations de CHI et d’AlgNa. Les valeurs de la viscosité variant dans I’intervalle
10 - 50 Pa.s a permis d’assurer la stabilit¢ des suspensions contre la sédimentation des
particules insolubles du chitosane. L’augmentation de la viscosité est conditionnée par
I’augmentation d’AlgNa.

La figure 3.15.b montre les contours iso- logG' en fonction des concentrations du
CHI et de I’AlgNa. Le module de conservation G’ est représenté en échelle logarithmique,
ses valeurs réveélent la puissance décimale du module (ex : si G'~10° Pa => LogG'~5).
Le gel le plus rigide est obtenu pour une concentration la plus faible de AlgNa (1 g/ 100
mL) et la plus grande pour CHI (2 g / 100 mL). La puissance décimale du module de
conservation, associ¢ a ce point est de 7. A ’inverse le gel le plus lache est obtenu pour
le couple (AlgNa max (4 g/ 100 mL), CHI min (0,5 g / 100 mL)). La valeur de G’ est dans
la décade des dizaines.

Il est important de souligner que la qualité du gel, ne dépend pas seulement de sa
force, mais également de la quantité relative du liquide libre non absorbée qui doit étre
minimale. Ces deux critéres assureraient une texture meilleure du gel avec un volume
pouvant occuper tout I’espace visé et souhaité dans 1’estomac. Sur la figure 3.15.c sont
représentés les contours iso-réponses de ce volume relatif du liquide non absorbé. Ses
valeurs maximales, entre 45 et 55 %, sont enregistrées lorsque 1’alginate est minimal (1
g/ 100 mL).

++ Cas d’une concentration maximale de CMC Na (4 g/ 100 mL)

A I’image des contours iso- 7, du cas de CMC Na minimale, ceux associés au cas
d’une CMC Na maximale, figure 3.15.d, sont trés semblables. Toutefois, les valeurs
enregistrées de la viscosité sont dix fois plus grandes avec un ordre de grandeur dans la
décade des centaines. Ceci était prévisible, car la quantité mise en jeu de la CMC Na est

beaucoup plus importante. Le module de conservation des gels obtenus, suite a leur
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formation par gélification in-situ, semble dépendre exclusivement de la quantité mise en
jeu du chitosane, figure 3.15.e. Globalement, sa puissance décimale évolue de 1 & 5
lorsque le chitosane diminue de 2 g/ 100 mL a 0,5 g / 100 mL. Ceci permet de deduire
que ces gels sont moins forts, en comparaison aux gels du cas d’'une CMC Na minimale
et que leur module le plus grand n’est obtenu qu’avec une quantité minimale de chitosane,
0,5 g /100 mL et une quantité maximale d’AlgNa. Pour mieux appréhender la qualité de
ces gels, par rapport a la quantité du liquide libre non absorbée, la figure 3.15.f montre
que celle-ci est maximale, aux alentours de 60 % lorsque 1’alginate est minimal (1 g / 100
mL). Avec I’augmentation de ce biopolymere, il est observé que ce volume relatif baisse
tres fortement lorsque le chitosane est minimal pour atteindre des valeurs avoisinant les
25 %. Autrement-dit, la quantité du liquide emprisonnée dans le gel correspond a 75 %
du volume total du liquide mis en jeu qui est de 300 mL. Les gels dans cette région
présentent des modules les plus forts de ’ordre de 10° Pa,10 et 100 fois plus rigides que
les systéemes deja établis dans la littérature (acide alginique et alginate /CaCO3) pour
lesquels a été observé une augmentation de la satiété, une diminution de [’apport
énergétique, une atténuation du taux de cholestérol et des réponses glycémiques et

insuliniques [58, 61].

Nous pouvons alors spéculer que nos gels pourraient présenter une qualité
satisfaisante par rapport a I’objectif d’avoir une sensation de rassasiement par effet de
stimulation des mécanorécepteurs et distension gastrique conduisant a la diminution ou

I’inhibition de la prise alimentaire pendant ou entre les repas.
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Figure 3.15: Courbes iso-réponse 3D en fonction de la variation simultanée de 1’AlgNa
et du CHI de : (a) a la viscosité au repos 8 CMC Na bas et (b) a CMC Na haut (c)
module de conservation G” abas CMC Na et (d) a haut CMC Na (e) % du volume
liquide libre non absorbé a CMC Na bas et (f) a haut CMC Na.

3.2.10. Pureté microbiologique

Les résultats de caractérisation microbiologique présentés dans le tableau 3.6
montre que la formulation 2 est conforme. Tandis que la formulation 1 présente une
prolifération bactérienne aprés 90 jours dans les conditions normales et accélérées.

L’activité antimicrobienne du chitosane dépend de plusieurs facteurs [158], cette
activité est confirmée avec un chitosane de PM supérieur ou égal a 190 kDa et un DDA
supérieur ou égal a 85 % [159, 160]. Les études ont montré que le chitosane a une
concentration de 0,5 % posséde une activité antimicrobienne [159].

Ces résultats sont peut-étre dus a la présence du chitosane non ionique a 1’état
particulaire dans la suspension, ce qui ne permet pas une disponibilité des groupements
amines. Ce résultat est confirmé par des études similaires [161] ou les auteurs ont trouve
une meilleure activité lorsque le pH était inférieur au pKa du chitosane, contrairement a
un pH=7,5. A Cet effet, le chitosane ne peut pas remplacer un agent de conservation et

on opte pour le sorbate de potassium.

Tableau 3.6 : Résultats de 1’analyse microbienne des formulation préparees.

Conditions réelles Conditions accélérées Norme

Formule 1 Formule 2 Formule 1 Formule 2 (UFC

Jo J90 | JO J90 | JO J90 | JO Jo0 | /mL)
[142]
DGAT <0,1 <01 | <01 |<01 |<01 |19 |<01 |<01 |200
DLMT <0,1 |27 <01 [<01 |<01 205 |<01 |<01 |20
E.Coli Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs
S.aureus Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs
P.aeruginosa | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs

*Abs : absence de microorganismes ; Les écritures en gras signifient des valeurs hors

normes
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3.2.11. Effet de la suspension sur la consommation alimentaire des rats

Le but étant d’estimer I’effet de I’administration de la suspension reconstituée sur
la consommation alimentaire des rats sur une période de dix jours. Les formulations
concerneées par ce test sont E1 et E2 en comparaison a un groupe de rats témoins.

Les résultats des quantités de nourriture moyenne restante par chaque lot de rats
pendant 10 jours sont regroupeés dans le tableau 3.7.

Il est noté que la consommation alimentaire des groupes traités par les suspensions
E1 et E2 est clairement inférieure a celle du groupe témoin. Avec un effet plus prononcé
de la formule E2, au fait la consommation alimentaire du groupe traité par cette
suspension représente 39,27 + 13,4 % de la consommation du groupe témoin autrement
dit, pendant 10 jours le groupe E2 consomme moins de 60,73 % de la portion prise par le

groupe témoin.

Tableau 3.7 : Ration alimentaire journaliére consommeée par lots de rats

Ration Consommation par Consommation par
alimentaire rapport a la quantité rapport au témoin (%o)
restante(g) initiale (%)

El 99,38 + 27,73 50,31 £+ 13,86 69,16 £ 22,01
E2 137,79 + 16,98 31,21 +£8,49 39,27 +13,4
Témoin 50,64 + 14,56 74,68 + 7,28 100

Sur la figure 3.16 est illustré le suivi quotidien de la consommation horaire
pendant 24 heures (dans une période de 10 jours). Les résultats révelent que la quantité
de nourriture reste quasiment intacte 4 heures aprés administration de la suspension E2,

la suspension E1 montre une diminution aprés 3 heures.
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Figure 3.16 : Consommation alimentaire par lot de rats aprés 1, 2,3,4 et 24 heures de

prise de 1,5mL de la suspension d’AlgNa /CHI.

3.2.12. Effet de la suspension AlgNa/CHI sur le gain pondéral des rats

Le but de cette partie était d’évaluer I’effet de la prise des suspensions reconstituée
d’AlgNa / CHI E1 et E2 sur le poids des rats pendant cing semaines
On remarque sur la figure 3.17 que la prise des deux suspensions reconstituées de

concentration E1 et E2 influe sur le gain pondéral des rats par rapport au lot témoin.

L’histogramme montre qu’au bout de cinq semaines le groupe témoin gagne
24,39 % + 5,85 de son poids initial et les groupes traités par les suspensions Elet E2 10,07
+ 2,43 et 8,63 % + 2,01. Autrement dit les groupes traités par les suspensions E1 et E2
gagnent moyennement moins de 58,7 % et 64,67 %, respectivement, du poids pris par le

groupe témoin.
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Figure 3.17 : Effet de la suspension reconstituée AlgNa/CHI E1 et E2 sur le gain

pondéral par lots de rats.

v Visualisation du gel in vivo

Figure 3.18 : Visualisation du gel dans 1’estomac aprés : (a) 30 minutes, (b) 1 heure, (c)

3heures apres prise de 1,5 mL de suspension E2.
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On peut appreécier sur la figure 3.18 que le gel remplit pleinement 1’estomac des
rats, la figure 3.19 montre qu'apres 30 minute 99,93 % du poids du gel théorique se trouve

al’estomac, cette quantité diminue avec le temps jusqu'a atteindre 75,82 % apres 3 heures.

&0

Poids du gel (%)

Temps (h)

Figure 3.19 : Pourcentage restant du gel aprés 30 minutes ; 1 heure et 3 heures

d’administration de 1,5 mL de suspension E2.

3.3. Systeme (Alginate de sodium / Guar cationique)

3.3.1. Etudes préliminaires

3.3.1.1. Thixotropie de la gpmme guar cationique

Ce test avait pour but d’appréhender le comportement rhéologique de la guar et
son temps de récupération et donc sa thixotropie a 2 %. Nous avons choisi cette
concentration ou nous savons que la guar native (non ionique) est thixotrope[34] mais
aucune information concernant la gomme guar cationique (GGC) n’est donnée dans la
littérature. L’analyse a été faite aprés avoir déposé 1’échantillon pendant 18 heures sur le
systétme de mesure pour s’assurer de 1’état du repos total de la gomme et avoir les
informations exactes sur le temps de récupération de la GGC.

Sur la figure 3.20 on remarque que dans la premiere région ou nous avons simulé
I’état quasi-repos de la solution de polymere, en appliquant une vitesse de cisaillement
égale a 107351 pendant une durée de 180 s que la viscosité de la gomme guar augmente
et récupere progressivement sa structure.

Suite a quoi, la solution de la guar cationique est sollicitée par un cisaillement trés

fort égal a 100 s~1, simulant par exemple son agitation dans la cuve ou son transfert par
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pompage. La durée de cette deuxiéme phase d’excitation est de 180 s. Il est remarqué
que la viscosité de la gomme guar cationique chute progressivement ce qui traduit une
certaine résistance a 1’écoulement.

Dans la derniére étape, on revient a la situation de quasi-repos, en réappliquant un
trés faible cisaillement égal a 10735~ sur une durée plus longue (dix minutes) pour
apprécier éventuellement sa cinétique de restructuration. A ce stade, il apparait clairement
que la gomme récupere trés rapidement sa viscosité, aprés sa remise dans une situation
de quasi-repos.

On déduit alors que ce produit nécessite des précautions a prendre pour la mesure
de sa viscosité, aprés fabrication ou suite a une sollicitation mécanique antérieure
(transfert, agitation, ré-analyse, ...).
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Figure 3.20 : Variation de la viscosité apparente de la GGC en fonction du temps,
C=2g/100 mL, T=20°C.

3.3.1.2. Comportement des matiéres premieres (AlgNa, GGC) aux différents pH

+«» Alginate de Na
Sur les courbes d’écoulement présentées sur la figure 3.21, on peut observer
qu’aux pH supérieurs a 3 les solutions d’ AlgNa possedent un comportement newtonien,
ces courbes sont superposables et la variation de pH dans ce domaine n’influence donc

pas le comportement rhéologique et la viscosité de I’AlgNa. Tandis qu’aux pH < 3, les
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solutions de AlgNa changent de comportement et présentent une étroite région
newtonienne suivi d’un comportement rhéofluidifiant aux moyens cisaillements avec un
rehaussement remarquable des viscosités finales, ce qui traduit une certaine résistance des
agrégats a I’écoulement aux forts cisaillements.

Les valeurs des viscosités au repos dans cette gamme de pH (pH < 3) subissent un
changement drastique. Rappelons qu’on se situe dans le domaine de pH inférieur au pKa
des groupement mannuronique et guluronique de 1’alginate de sodium et ces valeurs de
viscosités augmentent avec la diminution du pH ; ceci est di a une agrégation par
repliement des macromolécules sur elles-mémes. Suite & quoi nous avons remarqué une
diminution de la quantité de liquide initialement présente dans la solution. Ce processus
d’agrégation est donc accompagné par un emprisonnement d’eau au sein des
macromolécules repliées.

Dans I’esprit de I’application du systéme comme médication anti-obésité a action
coupe-faim, ce phénoméne d’agrégation est donc souhaité. C’est pourquoi nous optons
pour des conditions favorisant I’agrégation avec emprisonnement d’eau dans la suite de

cette partie de ce travail.
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Figure 3.21 : Courbes d’écoulement de I’ AlgNa a 2 g / 100 mL ajustées avec le modele
de Carreau et de Newton, a différent pH, T = 20 °C.
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« Gomme guar cationique

On voit clairement sur la figure 3.22 représentant les courbes d’écoulement des
solutions de GGC que celles-ci exhibent un plateau newtonien au faible cisaillement suivi
d’un comportement rhéofluidifiant aux pH 7 et 6. En diminuant le pH, a partir de 5, on
remarque que la viscosité au repos tend vers I’infini, donc, en offrant a la guar plus de
sites cationiques, les macromolécules de celle-ci se déploient a cause de la répulsion
électrostatique entre les groupements cationiques. Les études de Kaur [138] ont révélé
une augmentation du potentiel z&€ta de la GGC lorsqu’on passe a des valeurs de pH en
dessous de 6,5 et la GGC se trouve dans un état hautement protoné, ces auteurs ont
également suggéré une valeur de pKa de GGC entre 6 et 7.

Nous constatons alors qu’aux pH en dessous du pKa, les solutions de GGC ont
acquis une contrainte seuil. C’est ce qui offre aux solutions une viscosité plus grande aux
faibles pH et nous laisse suggérer que la protonation a contribué a former un réseau plus
renforcé qui subit une déstructuration brutale au moyen de cisaillement, donnant a la GGC
des viscosités plus faibles lors du comportement rhéofluidifiant.

Contrairement a I’alginate, le changement de pH n’influence pas les viscosités

finales des solutions de GGC (figure 3.22).
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Figure 3.22: Courbes d’écoulement de la guar cationique aux différents pH, ajustées
avec le modele de Carreau (pH 6 et 7), T = 20 °C.
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3.3.1.3. Influence de la méthode d’incorporation des polyméres

La figure 3.23 illustre I’évolution de la turbidité du surnageant en fonction du
rapport de mélange des polymeres. Les mélanges d’AlgNa et de GGC étaient turbides.
Apreés centrifugation du mélange de solutions, nous avons obtenu des surnageants plus ou
moins limpides. Si I’interaction entre les deux polymeéres est plus importante, la turbidité
diminue et la transmittance de la solution augmente.

Les valeurs de la turbidité les plus importantes ont été observées sur le surnageant
obtenu a partir du procédé 3 et cela dans les formulations ou la concentration en AlgNa
est la plus importante. Cela est d0 a la présence de particules de GGC qui n’ont pas eu la
chance de se dissoudre et de s’hydrater, a cause de la viscosité de 1’alginate de sodium.

La diminution observée pour la formulation ou le rapport AlgNa : GGC est de
40 :60 (R5) est due a la chute de la viscosité du milieu, suite a la diminution appréciable
en concentration d’AlgNa qui a donné plus de volume libre en eau permettant aux

particules de GGC de se solubiliser et de s’interagir avec celles de I’ AlgNa.
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Figure 3.23 : Variation de la turbidité en fonction du rapport de mélange AlgNa : GGC,
C=1g/100 mL, T =20 °C.

Le mélange AlgNa-GGC est réalisé dans des conditions de pH dans lequel les

deux polymeéres se trouvent a 1’état ionique de charges opposées conduisant a la formation
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d’un complexe polyélectrolytique par attraction électrostatique entre ces derniers et suite
a quoi une séparation nette de la phase a été observée.

Dans I’esprit de 1’élaboration d’une préparation sous forme de gelée résultant
d’interaction AlgNa-GGC a administration orale, 1’obtention de formules avec le
minimum de liquide surnageant est souhaitable. La figure 3.24, montre la variation de la
masse surnageante relative a des préparations pour les trois procédés. Il a été remarqué
que cette masse surnageante est conditionnée par le procédé entrepris et par la
concentration totale en polymeéres ainsi que le ratio AlgNa : GGC. Il est clairement illustré
que celle-ci est la plus importante aux formules : R4, R5 et R6 pour tous les procedés et
atteint son maximum dans le procédé 3. Les valeurs les moins importantes sont
enregistrées dans le cas du procédé 2.
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Figure 3.24 : Variation de la masse surnageante relative en fonction du rapport de
mélange AlgNa : GGC pour les trois procédés, C=1 g/ 100mL, T =20 °C.

La figure 3.25 représente la variation des valeurs du module de conservation (G”)
en fonction du ratio AlgNa : GGC pour les trois procedés. On remarque nettement que ce
module augmente avec 1’augmentation de la quantit¢ de GGC mise en jeu et semble
insensible au procédé utilisé.
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Figure 3.25 : Variation du module de conservation G’ du culot obtenu en fonction du
rapport de mélange AlgNa : GGC,C=1g/100 mL, T = 20°C.

La détermination de la viscosité du surnageant obtenu aprés centrifugation du
mélange des deux polymeéres est d’une grande importance pour déterminer |’interaction
entre les deux polymeres[137, 138]. Nous avons choisi de représenter, sur la figure 3.26
les résultats sous forme de graphique exprimant le rapport : viscosité surnageante
(n,)/viscosité du mélange (7, ) qui permet d’évaluer I’importance de I’interaction. Les
valeurs de ce rapport diminuent avec 1’augmentation de la concentration en guar et on
enregistre les valeurs les plus importantes avec le procédé 3 et les plus faibles dans le cas

du procédé 2.
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Figure 3.26 : Variation du rapport (77./ 7, )en fonction du rapport de melange
AlgNa : GGC pour les différents procédés utilises C =1 g/ 100 mL, T = 20°C.

3.3.1.4. Influence de la température

Afin d’appréhender ’effet de la température sur le comportement des polymeres
a différents ratios, nous avons réalisé une expérience mesurant les modules
viscoélastiques des polymeres a différents ratio en rampe de température croissante et
décroissante. La figure 3.27 indique les valeurs de G’ dans un rampe de température
croissante rapide de 5 °C / min dans la plage 20 °C - 70 °C suivi d’une rampe lente de 50
°C a 70 °C et enfin une rampe décroissante de 70 °C a -5 °C. Les résultats montrent que
la GGC exhibe une sensibilité a la température qui fait augmenter son module de
conservation mais qui est insensible au refroidissement. Cela indique que la GGC subit
un changement conformationnel irréversible lors du chauffage. A noter que la GGC a 70
°C devient trés consistante et collante. Contrairement a la GGC, I’alginate ne montre
aucun changement de son comportement lors du chauffage et du refroidissement et, au
passage de 20 a -5 °C, on remarque un léger rehaussement du module de conservation.
Les mélanges (AlgNa : GGC) exhibent le méme comportement que 1’alginate lors du
chauffage et du refroidissement dans la plage 20 — 70 °C et leurs modules restent toujours



75

constants dans la plage 20 °C (-5) °C. Ainsi, la présence de guar n’influence pas leur
conformation pendant le chauffage ou le refroidissement du mélange.
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Figure 3.27: Variation du module de conservation (G”) en fonction de I’accroissement et
le décroissement de la température pour les différents rapports de mélange
AlgNa : GGC Ciot =1 g /100 mL.

Les valeurs de la turbidité en fonction des ratios de polymeres utilisés, aux deux
températures exprimées dans la figure 3.28, ne montrent pas une différence significative.
A noter que ces mesures viennent suite aux résultats rhéologiques réalisés en rampe de

température.
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Figure 3.28 : Variation de la turbidité en fonction du rapport de mélange AlgNa : GGC

aT=20°CetT=70°C,C=19g/100 mL.

La variation du rapport des viscosités (7./7, )en fonction du ratio AlgNa/GGC

(figure 30.29) ne semble pas présenter une différence significative entre 20 et 70 °C.
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Figure 3.29 : Variation du rapport (n /n_ )en fonction du rapport de melange
AlgNa:GGCaT=20°CetT=70°C,C=1g/100 mL.
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En revanche, sur la figure 3.30, on remarque que les mesures de la masse

surnageante des mélanges réalisés a T = 70 °C sont supérieures a ceux realisés a 20 °C.

A la lumiére de ces résultats, on opte pour une T = 20°C pour la suite de ce travail.
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Figure 3.30 : Evolution de la masse surnageante relative en fonction du rapport de
mélange AlgNa: GGCaT=20°CetT=70°C, C=1g/100 mL.

3.3.2. Effet de la concentration totale en polymeére sur le systeme AlgNa-GGC

3.3.2.1. Caractérisation rhéologique des gelées préparées

La figure 3.31 montre que la viscosité au repos dépend de la concentration totale
en polymeres et aussi du rapport AlgNa : GGC. Il est clairement remarqué que la
viscosité est la plus faible quand il s’agit du ratio AlgNa : GGC (100 : 00) et se voit se
multiplier par 100 au ratio AlgNa : GGC (20 : 80) c’est a dire quand la guar est
majoritaire. Apres ce ratio, ou il s’agit de AlgNa : GGC (0 : 100), la viscosité se voit
chuter d’une décade. L’association de l’alginate de sodium et de la gomme guar
cationique génere un effet synergique spectaculaire sur la viscosité au repos des gelées
qui va dans le sens de lagomme guar et augmente avec 1’augmentation de la concentration
totale en polymeéres.

A noter que I’augmentation de la viscosité est accompagnée par un volume d’eau

surnageant tres faible.
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Figure 3.31: Variation des viscosités au repos des gelées en fonction de la variation du
ratio en polymére AlgNa : GGC a différentes concentrations totales en polymeéres,
T=20°C.

L’association des deux polymeres a également un effet observable sur les
viscosités finales des gelées préparées qui dépend de la concentration aussi bien du ratio
en polymeres (figure 3.32), sans pour autant atteindre des viscosités trop élevees qui
pourraient causer des problémes lors de 1’application de trés forts cisaillements (pendant

le mélange par exemple).
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Figure 3.32: Variation des viscosités finales des gelées en fonction de la
concentration totale en polymeres a différents rapports de mélange AlgNa : GGC,
T=20°C.

La viscoélasticité des gels a été évaluée en suivant le module de conservation
(élastique) (G"), le module visqueux (de perte) (G") et la tangente de perte (tand). Le
module élastique est connu pour étre étroitement liée a la connectivité du réseau
polymérique et quantitativement, est proportionnelle au nombre d'entités pouvant résister
aux contraintes, c'est-a-dire des chaines de réseau élastiqguement actives. La tangente de
perte représente le rapport entre les modules de perte et de stockage et est un autre bon
indicateur de la viscoélasticité globale de I'échantillon [162]. Des valeurs de tand
inférieures a 1 indiquent la dominance des propriétés élastiques dans I'échantillon, c'est-
a-dire des enchevétrements de particules élevés [163].

On voit, sur la figure 3.33 ou sont présentées les valeurs du module de
conservation en fonction de la concentration en polymére, que la préparation avec un ratio
AlgNa : GGC (100 : 00) présentent les valeurs les plus faibles. Les valeurs de tand
enregistrées dans la région lineaire viscoeélastique (LVE), attribuées a ces préparations
(tableau 3.8) sont supérieures a 1 ce qui est synonyme d’un comportement liquide
viscoélastique, sauf pour les concentrations totales en polymeéres 1 et 2. Ce comportement
liquide viscoélastique se voit inversé dés qu’on passe d’un ratio AlgNa : GGC (100 : 00)
a un ratio AlgNa : GGC (80 : 20).
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Au-dela du ration AlgNa : GGC (80: 20), toutes les gelées exhibent un
comportement solide viscoélastique et les valeurs de tand se voient fluctuer entre 0,11 et
0,6. A partir de Cut =3 g/mL les rapports AlgNa : GGC (0: 100) possédent un
comportement similaire a celui de I’AlgNa.

A noter, également, que la variation de G’ dans la région LVE, en fonction du
ratio en polymere, est négligeable, sachant que pour un changement appréciable dans la
structure du gel le module de conservation G’ se voit multiplié par 10 ce qui n’est pas le
cas. Par contre, la variation de ce module change appréciablement lorsqu’on passe d’une

concentration totale en polymeére a une valeur plus grande (figure 3.33).
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Figure 3.33: Variation des modules de conservation (G”) des gelées en fonction de la
concentration totale en polymeres a différents rapports de mélange AlgNa : GGC,
T =20 °C.



Tableau 3.8 : Variation de tand des gelées en fonction de la variation du ratio en

polymeére AlgNa/GGC a différentes concentrations totales en polymere, T = 20 °C.

Rapport de mélange (AlgNa : GGC)
[Cwt] % | AlgNa | (80:20) | (60:40) | (40:60) | (20:80) GGC
0,5 2,84+2 53 | 0,31+0,10 | 0,26+0,01 | 0,1+0,02 | 0,17+4e-4 | 1,33+0,2
1 0,42+0,09 | 0,27+0,01 | 0,25+0,06 | 0,23+0,05 | 0,19+0,02 | 1,02+0,08
2 0,38+0,01 | 0,57+0,08 | 0,30+0,08 | 0,25+0,06 | 0,24+0,06 | 0,61+0,12
3 9,36+5,21 | 1,37+0,11 | 0,83+0,02 | 0,27+0,01 | 0,18+8e-3 | 0,32+0,05
4 3,75+2,16 | 0,90+0,01 | 0,42+1e-3 | 0,40+0,01 | 0,6+0,02 | 0,56+0,03
5 5,92+1,19 | 0,90+0,05 | 0,32+0,03 | 0,52+7e-3 | 0,60+0,05 | 0,29+0,12
6 2,60+1,23 | 0,96+0,01 | 0,37+2e-4 | 0,32+6e-3 | 0,22+0,01 | 0,34+0,04

81

Les résultats de balayage en fréquence pour G’ et G’ du rapport AlgNa : GGC
(60 :40) pour Ciot de 0,5 a 6 g/100 mL sont présentés sur la figure 3.34. L'amplitude du
module de conservation (G’) était supérieure au module de perte (G’”) pour tous les
échantillons étudiés a une fréquence donnée.

Il a d'abord été remarqué, que pour les Ciot inférieures ou egales a 4 g /100 mL,
les valeurs de G’ présentent des fluctuations qui dépendent de la fréquence (de 100 a 10
s1), clest-a-dire qu'elles ne sont pas supérieures a G’ a toutes les fréquences. Par
conséquent, ces échantillons ne présentaient pas une prédominance élastique, car a
certaines fréquences le comportement visqueux était plus dominant.

La linéarité expérimentale des modules dans la gamme de fréquences de 0,1 a 10
Hz ou les échantillons présente la structure d'un pseudo-gel [165]suggére que les gelées
peuvent étre considérées comme potentiellement stables [164].

Les Cwt 5 et 6 g / 100 mL présentent deux stades différents, le premier étant
attribué au comportement solide (élastique), par le fait que G' > G’ aux hautes
fréquences, ceci indiquant que la structure formée en réseau par les chaines moléculaires

n'était pas facile a detruire[166]. La deuxieme région était liee au liquide visqueux (G*’>
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2

G”), au-dela d'une fréquence critique fc. Cette relaxation n'était pas encore atteinte pour

les autres formules aux basses fréquences.
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Figure 3.34 : Variation des modules de conservation (G’) et de perte (G”’) des gelées

préparées en fonction de la fréquence pour les concentrations en polymeres de 0,5a 6 g
/100 mL, AlgNa : GGC (60 : 40), T = 20 °C.

3.3.3. Gélification In-Situ

Les photos des systéemes résultants d’un essai type (Cwot=4 g/ 100 mL a différents

rapports de mélange) apres I’introduction des gelées dans le fluide gastrique simulé sont

présentées sur la figure 3.35. Il est clair que toutes les gelées se sont transformées en gels

In-Situ, la cinétique de gélification était rapide et le nouveau réseau formé semble

visuellement plus consistant que la forme initiale.

Ces gels ont absorbé une quantité du liquide qui a été quantifié et exprimé en

rapport entre le volume de liquide absorbé par les gels formés In-Situ par rapport au

volume total (V,/V;). On peut apprécier sur la figure 3.36 que ce rapport augmente avec

I’augmentation de la concentration totale en polymeéres.
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Figure 3.35 : Photos des gelées transformées en gels In-Situ, en fonction des rapports de

mélange AlgNa : GGC a concentration totale en polyméres =4 g/ 100 mL.
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Figure 3.36 : Variation des rapports entre le volume du liquide absorbé par les gels In-

Situ et le volume de liquide totale (¥, /V;) en fonction de la concentration totale en
polymeres a différents ratios AlgNa : GCC, T = 20°C.
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3.3.4. Caractérisation rhéologique des gels obtenus In-Situ

La figure (3.37) représente la variation du module de rigidité en fonction de la
concentration totale en polymére. G* augmente considérablement quand on passe d’une
concentration de 0,5 a une concentration de 2 g / 100 mL. A partir de 3 g / 100 mL le
module semble insensible a I’augmentation de la concentration en biopolymeére, quant au
ratio, la méme figure montre que le G’ est légerement sensible au rapport de mélange et
les modules les plus élevés sont enregistrés avec un ratio AlgNa : GGC égale a 60 : 40.
A ce rapport, les interactions au niveau de la gelée ne sont pas maximales. On suppose
que le systeme est renforcé, lors de la gélification In-Situ, par la formation d’un réseau
entre les macromolécules non concernées par I’interaction AlgNa - GGC au stade de gelée
par des réactions type ponts d’hydrogéne. Les gels sont donc le résultat de la formation
d’un nouveau réseau consolidant celui initialement issu des interactions électrostatiques
(AlgNa - GGC), tout en le rendant plus consistant et en garantissant des modules de

rigidité plus forts.
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Figure 3.37 : Evolution du module de conservation G’ des gels formés In-Situ en

fonction de la concentration totale en polymeéres, T = 37 °C.
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La figure 3.38 représente les valeurs du rapport entre les modules de conservation
des préparations AlgNa : GGC apreés gélification (Gr) et le module de conservation avant
gélification (G;). Il est apprécié que ce rapport est plus important aves les formules les

plus concentrée en alginate et se voit diminuer quand on va dans le sens de la GGC.
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Figure 3.38 : Variation du rapport (Gf) / (Gi) en fonction des différents rapports de
mélange AlgNa : GGC.

3.3.5. Analyse spectroscopiqgue IRTF

Les spectres infrarouges de I’alginate de sodium, la GGC et du gel obtenu In-Situ
a différents rapports de mélange, sont présentés dans la figure 3.39. L’alginate de sodium
présente des pics caractéristiques a 1402 et a 1603 cm™. Celui de GGC a enregistré un
pic pointu & 1649 et a 1475 cm™[167]. Les deux polyméres présentent des spectres trés
proches ce qui rend le repérage des interactions entre les deux pas trés claire.

Cependant, dans les spectres des gels formés in-situ nous remarquons que les pics
des groupes carbonyles & 1602 et celui & 1475 cmtont disparu et un pic de faible intensité
est apparu dans la gamme de 1414 a 1421 cm™. Le pic & 1649 cm™ s’est 1égérement
déplacé vers 1633 cm, cela a été attribué par Kaur et al., qui ont obtenu des spectres de
complexe de gomme gellane - GGC de méme allure, a la présence des ions -N*(CHz)3
[138].
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L’absence d’un pic lié au groupement carboxylique dans les gels indique que
finalement tous les groupements anioniques de 1’alginate de Na étaient saturés et que la
formation du gel n’est pas liée au passage de 1I’AlgNa en acide alginique mais que
probablement la gelée formée par interactions électrostatique a été renforcé lors du

passage en milieu gastrique simulé par d’autre liaison physique de type ponts

d’hydrogene.
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Figure 3.39 : Spectres infrarouge de AlgNa, GGC et des gels résultants In-Situ a

différents rapports de mélange.

3.3.6. Microscopie a balayage électronique

Les morphologies des gels AlgNa : GGC (60 : 40) obtenus In-Situ pour les
concentrations de 1 a 6 g/ 100 mL sont présentées sur les photomicrographes MEB de la
figure 3.40

L'étude morphologique des gels de 0,5a2 g/ 100 mL (Figure 3.40 a-c) a démontré
la présence d’un réseau de polymeres. Ce réseau apparait comme étant desserré avec la
présence de stries.

Lorsqu’on passe a une concentration de 3 g / 100 mL, un changement de
morphologie est observé. La Figure (3.40 d-f) correspondant aux concentrations 3,4 et 5
montre une structure plus dure et rétrécie avec présence de microfissures. Cependant, ces
fissures ont disparu & Ciot = 6 g/ 100 mL et la structure semble plus rugueuse et compacte
(Figure 3.40.9).
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Figure 3.40 : Micrographes des gels AlgNa : CHI (60 : 40) obtenu In-Situ a Ct de 0,5 &
6 g /100 mL de (a a g, respectivement).
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3.3.7. Cinétique de libération des catéchines a partir des gels

Les profils de libération des gels formés a partir des concentrations 3,4,5 et 6 a un rapport
AlgNa : GGC au SGF puis SIF, présente sur la figure 3.41 montre une cinétique de type
prolongée. On remarque que la libération du principe actif a partir du gel dans le milieu
décroit avec 1’augmentation de la concentration totale en polymére. Une libération
maximale de 28 % (concentration=3 g / 100 ml) pendant 2 h dans le SGF qui atteint un
taux de 70 % dans le SIF dans les 16 heures qui suivent et reste constant au-dela de ce
temps. Ces profils de libération sont de type gastro résistants.

La transformation de la gelée en gel dans le milieu gastrique offre une meilleure
résistance et améliore, donc, la satiété par un mécanisme mécanique mais ralentit la
libération. En milieu intestinal le gel a subi une érosion auquel cas I’entité s’est divisée
en plusieurs unités. Dans ce cas, la surface d’échange entre I’environnement de
dissolution a augmenté et de méme augmenté la libération de la matiére active. Ce
systeme permet le passage au deuxieme mécanisme qui est pharmacologique via la
libération de la matiére active, tout en gardant une libération prolongée, vu que les petites
entités ont préservé leurs propriétés rhéologiques. Ces résultats permettent la proposition
du systeme AlgNa - GGC pour une application anti-obésité a deux mécanismes :
mécanique et pharmacologique.
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Figure 3.41 : Profils de libération de la substance bioactive a partir des gels formés a
partir des concentrations 3,4,5 et 6 a un rapport AlgNa : GGC = (60 : 40) au SGF puis
SIF a 37 °C.
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3.3.8. Pureté microbiologique

Les résultats de la caractérisation microbiologique présentés dans le tableau 3.9
ne montrent aucune altération microbienne pour les deux formules apres 90 jours dans les
conditions réelles et accélérées. Cela est en accord avec des études montrant 1’efficacité
des catéchines contre différents microorganismes [168-170]. Notre formule peut donc
s’abstenir quant a 1’emploi d’un agent de conservation synthétique et est considérée

comme étant une bio-préparation.

Tableau 3.9 : Résultat du test microbiologique des formules 1 et 2.

Conditions réelles Conditions accélerées Norme
Formule 1 Formule 2 Formule 1 Formule2 | (UFC
JO J90 |JO Jo9o |JO Jo9o |JO J90 | /mL)
[142]
DGAT <01 <01 |<01 |<01 [<01 |<01 |<01 |<01 |200
DLMT <0, <01 | <01 |<01 |[<01 |<01 |<01 |<01 |20
E. Coli Abs Abs | Abs | Abs |Abs |Abs |Abs |Abs |Abs
S. aureus Abs Abs | Abs | Abs |Abs |Abs |Abs |Abs |Abs
P.aeruginosa | Abs Abs | Abs |Abs |Abs |Abs |Abs |Abs | Abs

*Abs: absence de microorganismes



90

CONCLUSION

Le principal objectif de ce travail était de formuler des systémes de gélification
In-Situ & base de polysaccharides pour une potentielle application pour la lutte contre le
surpoids et la prévention de 1’obésité. Ces systemes devraient présenter des propriétés
rhéologiques spécifiques pour former des gels homogenes In-Situ, de méme qu’une
importante résistance mécanique exprimée par le module de conservation ainsi qu’une
quantité relative minimale du liquide libre non absorbé par le gel afin que le gel puisse
occuper la partie importante de 1’estomac.

Le premier systeme proposé & base d’alginate de sodium et de chitosane se
présente sous forme de granulés pour suspension. Celle-ci forme un gel au contact du suc
gastrique résultant des interactions synergiques entre 1’ AlgNa et le CHI ainsi que la CMC
Na. Cette derniére a été employée initialement pour son réle désintégrant, mais avait,
finalement, contribué a la formation du gel.

Les résultats ont montré gque toutes les suspensions ont subi une gélification dans
le SGF. Une étude de modélisation MSR approfondie a montré que 1’effet des deux
biopolyméres (AlgNa et CHI) dépendait de la quantité de la CMC Na mise en jeu.
L’obtention des gels les plus forts a été observée a un niveau minimal de CMC Na associé
a une diminution de AlgNa avec une augmentation du CHI, mais ceux-ci correspondent
aux volumes relatifs du liquide non absorbé les plus important. Tandis qu’a un niveau
maximal de CMC Na, on retrouve les gels les plus intéressants en qualité de volume avec
une perte du module de conservation mais qui reste rigide et cela avec une quantité
maximale de AlgNa et une quantité minimale de CHI. Ces résultats, en complément avec
les résultats FTIR et MEB, montrent que I’association des deux polyméres avec la CMC
Na forme un réseau semi-interpenétrés satisfaisant comme systéme de rétention gastrique.
Les études in-vivo ont confirmé que la suspension contenant 4 g / 100 mL d’alginate Na
et 0,5 g / 100 mL affecte clairement la consommation alimentaire et réduit leur gain
ponderal des rats traités par la suspension par rapport aux rats témoins. Le temps de séjour
gastrique du gel chez les rats traités avec la suspension E2 a été trouve supérieur a 3h.

Pour le deuxiéme systéme constitué de 1’alginate de sodium et de guar cationique,

les résultats montrent que la formation du gel est probablement due a 1la formation d’un
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nouveau réseau, in-situ, plus consistant au sein du réseau issu d’interactions
électrostatiques (AlgNa-GGC), tout en garantissant des modules de rigidité plus forts.
L’évaluation rhéologique par le module de conservation montre que celui-ci dépend de la
concentration totale en polymeres et devient insensible a partir de Ciot=4%. L’étude de la
cinétique de libération du principe actif a partir des gels a différentes concentrations
montre que celle-ci est de type prolongée gastro rétentive.

Ce travail mérite d’étre poursuivis et approfondis par rapport a quelques points :
il est nécessaire de réaliser des étude in-vivo de I’activité anti-obésité poussées et cela sur
des sujets obéses pour les deux systéemes. Celles-ci doivent étre suivi par des études
toxicologiques afin d’évaluer les risquent potentiels de leurs prises a long terme.

La nature des interactions AlgNa-GGC aux différents pH et ce systeme, ainsi que
réaliser des études de stabilité poussees pour les deux systemes. Enfin il est souhaitable

de prévaloir ces résultats sur le plan économique.
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APPENDICE A
LISTE DES SYMBOLES ABREVIATIONS

OMS : I’Organisation Mondiale de la Santé

IMC : L’indice de masse corporelle

CRP :C Reactive Protein (protéine C réactive)

LDL : Low density lipoprotein(lipoprotéine de faible densité)
PM : poids moléculaire

DDA : degré de désaceétylation

CHI : Chitosane

C CHIT : Chitosane extrait a partir de carapaces de crevettes
S CHIT : Chitosane extrait & partir des os de sépia

AlgNa : Alginate de sodium

CMC Na : Carboxyméthylcellulose sodique

GGC: Gomme Guar Cationique

SIF: Simulated Gastric Fluid

SGF : Simulated Intestinal Fluid

MSR : Modélisation en Surface de Réponse

MLR : Multi-Linear-Regression

CCF : Composite Centred Face (plan composite a face centrée)
CMC Namax Carboxyméthylcellulose & niveau maximal
CMC Nanmin: Carboxymeéthylcellulose a niveau minimal
FTIR : Fourier Transforms InfraRed.

DGAT : Dénombrement des Germes Aérobie Totaux

DLMT : Dénombrement des Levures et Moisissures Totales
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E.Coli : Escherichia coli

S.aureus : Staphylococcus aureus
P.aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa

M app: ViSCOSIté apparente

1, Viscosité apparente au repos

n.,. Viscosité apparente finale

v Vitesse de cisaillement

v : Déformation

G’ : Module de conservation

G” : Module de perte

LVE: Linear ViscoElastic region

n, - Viscosité du surnageant

n,,: Viscosité du mélange

Gi: Module de conservation avant gélification
Gt : Module de conservation apres gélification
tand : Tangente de perte

Ciot : Concentration totale
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APPENDICE B
PROTOCOLES EXPERIMENTAUX

v" Méthode de détermination du poids moléculaire du chitosane

Le poids moléculaire a été déterminé par mesure de viscosités apparente de
solutions de chitosane préparé a différentes concentrations dans un solvent constituer de
0,1M d’acide acétique et 0,2 M de NaCl.

Les solutions ont été obtenus par dilutions d’une solution meére de chitosane pour
obtenir les concentrations variant de 0,1 a 4 mg / mL.

Les mesures ont été faite a I’aide d’un rhéométre MCR 302 Anton PaarPhysica
(Anton Paar, GmbH, Allemagne) offrant la viscosité des solutions de chitosane
correspondant a un domaine dilué possédant un comportement Newtonien.

Les viscosités réduites des solutions de chitosane ont été obtenu en appliquant la relation
liant la viscosité intrinséque d’une solution de polymére a sa viscosité réduite par la
relation suivante :
_n=n,
Mrea = C X My

Ou :n7, Correspond a la viscosité du solvant. ; 7 : la viscosité de la solution de chitosane ;
C : concentration de la solution de polymere

Les figures 1 et 2 représentent, respectivement, la variation des viscosités réduites
en fonction de la concentration pour le chitosane extrait a partir de carapace de crevettes
et celui extrait a partir des os de sepia.

3,5 ~
3

2,5

2 y=0,3519x + 1,8823

R?=0,9977
1,5 -
1 4
0,5 -
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Figure 1 : variation de la viscosité réduite en fonction de la concentration du chitosane

extrait a partir de carapace de crevette.
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Figure 2 : variation de la viscosité réduite en fonction de la concentration du chitosane

extrait a partir des os de Sépia.

A partir de ces droites; [n] = KM% ol M est la masse molaire moyenne
viscosimeétrique du polymeére, k et a sont les coefficients de Mark-Houwink dont les
valeurs sont respectivement 1,81.10° ml / g et 0,93 pour des solutions de chitosane
préparées dans ’acide acétique 0,1 M / NaCl 0,2 M a 20 °C [1].

La relation peut étre réécrite sous la forme suivante en prenant le logarithme de

chacun de ces termes :

In(m) = In(K) + o X In (M)
v' Méthode de détermination de la composition chimique de I’extrait
obtenu a partir des feuilles de thé vert

Le screening phytochimique est un moyen pour mettre en évidence la présence
des groupes de familles chimiques présentes dans une drogue donnée. Les tests de
caractérisation sont basés en partie sur 1’analyse qualitative, soit sur la formation de
complexes insolubles en utilisant les réactions de précipitation, soit sur la formation de

complexes colorés, en utilisant des réactions de coloration [2].

» Tannins

La présence des tannins est mise en evidence en ajoutant a 1 mL de chaque extrait, 1 mL
d’eau et 1 a 2 gouttes de solution de FeCls diluée a 1% L’apparition d’une coloration vert
foncé ou bleue verte indique la présence des tanins. L apparition d’une coloration vert
foncé indique la présence des tanins catéchiques. L’apparition d’une coloration bleue-

verte indique la présence des tanins galliques [3].
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» Flavonoides
Les flavonoides ont été recherchés par la réaction a la cyanidine. Deux (2) mL de
chaque extrait ont été évaporeés et le résidu a été repris dans 5 mL d’alcool chlorhydrique
dilué 2 fois. En ajoutant 2 a 3 copeaux de magnésium, il y a un dégagement de chaleur
puis une coloration rose orangé ou violacée. L’addition de 3 gouttes d’alcool isoamylique
a intensifié cette coloration qui a confirmé la présence de flavonoides [4].
» Saponines
La solution testée a eté mélangée avec de I'eau a I'aide d'un tube a essai et secouée
correctement. La formation de mousse suggeére la présence de saponine.
» Détection des Quinones
Un aliquote de résidu dissout dans 5 ml de HCI dilué au 1/5, est chauffée au bain-
marie bouillant pendant 30 min, puis extraite avec 20 ml de CHCI3 aprés refroidissement.
A la phase organique, sont additionnés 0,5 ml de NH4 OH diluée a 50%. L’apparition
d’une teinte allant du rouge au violet indique une réaction positive.
» Anthraquinone
A 10 mL de chacun de nos extraits, on ajoute 5 mL de NH4OH & 10% et on agite.
L’apparition de couleur violette indique un test positif.
» Anthocyanes
2 mL d'HCI 2 N ont éte ajouté a I’extrait. L'apparition d'un rose-rouge virant au bleu-

violet par I'ajout d'ammoniaque indique la présence d'anthocyanes.
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Tableau 1 : Evolution pondérale du groupe ayant regu la suspension E1.

Rats/jours | Semaine | Semaine | Semaine | Semaine | Semaine | Semaine
1 2 3 4 5 6
Rat 1 163 172 175 177 184 184
Rat 2 170 179 180 183 183 180
Rat 3 189 191 193 201 206 214
Rat 4 172 177 187 193 186 188
Rat 5 173 188 189 / / /
Rat 6 184 187 196 203 204 212
Moyenne | 175,16 | 182,33 186,66 1914 192,6 195
Ecart-type | 9,57 7,42 7,91 11,26 11,39 16,14
Tableau 2 : Evolution pondérale du groupe ayant recu la suspension E2
Rats/jours | Semaine | Semaine | Semaine | Semaine | Semaine | Semaine
1 2 3 4 5 6
Rat 1 179 175 178 183 186 192
Rat 2 178 181 185 191 196 199
Rat 3 190 192 194 195 198 203
Rat 4 178 187 189 192 193 201
Rat5 165 171 188 194 176 181
Rat 6 186 189 192 194 197 203
Moyenne | 179,33 182,5 187,66 1915 191 196.5
Ecart type 8,57 8,28 5,68 4,41 8,53 8,61
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Tableau 3 : Evolution pondérale du groupe Témoin

Rats/jours | Semaine | Semaine | Semaine | Semaine | Semaine | Semaine
1 2 3 4 5 6

Rat 1 178 182 185 196 213 232
Rat 2 184 199 209 238 255 267
Rat 3 195 201 216 223 229 233
Rat 4 202 209 215 228 239 248
Rat 5 172 178 189 196 211 232
Rat 6 185 191 199 209 215 237

Moyenne 186 193.33 202.16 215 227 2415

Ecarttype 10,97 11,87 13,27 17,43 17,48 13,89

Tableau 4 : Ration alimentaire restante du groupe ayant recu une la suspension E1

Jours /Heure 1 2 3 4 24 Heures
Heure Heures | Heures | Heures

Jour 1 200 198 196 192 66.4
Jour 2 200 199 198 188 153
Jour 3 192 178 132 115 79.2
Jour 4 200 198 179 178 112
Jour 5 200 198 194 160 124
Jour 6 198,8 198 193,4 148 99
Jour 7 200 194 192 162 64,6
Jour 8 194 184 184 172,8 86,8
Jour 9 200 186 178 155,4 61,6
Jour 10 200 197,2 190 164 1472

Moyenne 198 ,48 191,12 183,54 165,52 99,38

Ecart type 2,19 7,49 22,52 27,44 27,73




Tableau 5 : Ration alimentaire restante du groupe ayant regu une la suspension E2

Jours /Heure 1 2 3 4 24
Heure Heures | Heures | Heures | Heures
Jour 1 200 199,2 198,2 196 126,4
Jour 2 200 199 199 199 153
Jour 3 200 198 195 192 119,2
Jour 4 200 199 199 198 152
Jour 5 200 199 199 198,2 124
Jour 6 197,4 194 194 193 159
Jour 7 200 197 186 182 98,6
Jour 8 198 196 197 194,4 134,8
Jour 9 194,4 194 190 189,6 141,6
Jour 10 200 198 198 196 167,2
Moyenne 199,02 197,32 195,22 194,12 137,58
Ecart type 1,37 1,66 3,77 3,52 16,98

Tableau 6 : Ration alimentaire restante, en gramme, du groupe témoin

Jours /Heure 1 2 3 4 24
Heure Heures Heures Heures Heures
Jour 1 144 128 120 82 50
Jour 2 103 100.6 99 82 34
Jour 3 124 110 108 99 56
Jour 4 113 105,2 102 114 64
Jour 5 129 116 96 95 60
Jour 6 86 84.2 85 57 20.4
Jour 7 95 92 82 76 58
Jour 8 130 118 109 121 88
Jour 9 117 114,4 103 89 40
Jour 10 120 106 90 95 36
Moyenne 116,1 107,44 99,4 91 50,64
Ecart type 13,48 9,84 9 13,5 14,56
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APPENDICE D
RHEOLOGIE

Figure 1 : photo d’un gel type AlgNa : GGC encapsulant 1’extrait catéchique de thé vert
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Figure 2 : courbes d’écoulement des mélange alginate de sodium/gomme guar a

concentrations égales a (a) 1 %.
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Figure 3 : courbes d’écoulement des mélange alginate de sodium/gomme guar a
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Figure 4 : courbes d’écoulement des mélange alginate de sodium/gomme guar a
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Figure 6 : courbes d’écoulement des mélange alginate de sodium/gomme guar a
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