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RESUME

Le biopolymere qui a fait I’objet de notre étude est le chitosane qui est extrait a partir
des carapaces de crouvette rouge de I’Algérie. L’extraction de ce dernier est passée par quatre
étapes : déminéralisation, déprotéinisation, décoloration, et & la fin la désacétylation.

Le produit obtenu a été caractérises par : spectroscopie infrarouge (FTIR). Diffraction
rayon X (DRX), la microscopie électronique a balayage (MEB).....etc.

La creme thérapeutique BIO obtenue posséde des propriétés cicatrisante, antibactérienne,
et antifongique. Elle conduit a des utilisations dermatologiques et ouvre la voie a des recherches
qui seraient éventuellement fécondes.

La différence entre les cremes thérapeutique conventionnelles et biologiques c’est la
source, le nombre et le pourcentage de leurs matieres premiéres. Les créemes thérapeutiques
conventionnelles sont trés nocives a la santé humaine qui peuvent causer méme des
maladies et des effets secondaires, les crémes thérapeutiques d’origine biologiques peuvent
étre présentés comme la solution alternative a ce probléme.

Durant notre travail nous avons formulés une créme thérapeutique bio, on optimisant
les paramétres de formulation (physicochimique et sensorielle), 1’étude comparative avec
des cremes de références (Mycoster , Zeta ,Madécassol) ce qui nous a permet de qualifier de

notre créeme bio comme étant un produit de qualité.

Mots clé : biopolymere, chitosane, formulation, cicatrisante, antifongique, antibactérienne,
créme bio



ABSTRACT

The biopolymer, which has been the object of our study, is the chitosan which is extracted
from the shells of red shrimp of Algeria. The extraction of this last is increased by four steps:
demineralization, deproteinization, discoloration, and at the end the deacetylation.

The product obtained has been characterized by: Infrared Spectroscopy (FTIR). Radius
diffraction X (XRD), scanning electron microscopy (SEM).....etc.

The  Therapeutic cream Bio obtained has  properties  wound
healing, antibacterial, and antifungal. It leads to the dermatological uses and opens the way
for research which would eventually be fruitful.

The difference between the conventional therapeutic creams and biological is the source,
the number and the percentage of their raw materials. The conventional therapeutic creams are
very harmful to human health that can cause even problems and secondary
effects. The Therapeutic biological creams can be presented as the alternative solution to this
problem.

During our work we have formulated a therapeutic cream Bio, we have optimizing the
parameters of formulation (physicochemical and sensory); the comparative study with
references creams (Mycoster, Zeta, Madécassol) Which allows us to qualify our bio cream as a

quality product.

Keywords: chitosan, formulation, healing, antifungal, antibacterial, bio cream
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INTRODUCTION

La formulation est une activité technologique. Son objectif est la conception et la
mise au point de produits artisanaux ou industriels. De nos jours la formulation est
devenue I’une des branches les plus importantes grace au développement et I’innovation qui
ne cessent d’accroitre, elle consiste a mélanger différents composants afin d’en arriver a
une formule permettant d’avoir un produit stable, non toxique et homogéne, elle
concerne non seulement le domaine pharmaceutiques et parapharmaceutiques mais aussi le
domaine cosmétique et 1’agro-alimentaires, etc.

Aujourd'hui, Existants et disponibles sur les marchés des produit pharmaceutiques et
parapharmaceutiques a base de matiére premiere synthétique nocive pour la santé humaine
et aussi sur I'environnement. Sur cette base la recherche de produits bio est devenue un
souci majeur dans le domaine de la recherche scientifique.

Comme nous savons que la formulation comprend généralement un ou plusieurs
composés actifs ou de base, des charges et des additifs (colorants, parfums, solvants,
plastifiants, stabilisants, etc.). Pour cela nous allons faire mélanger différents matiéres
premiéres naturelle a des proportions bien déterminé permettant de formuler une
creme BIO conforme, respectant les exigences et répondant aux besoins des
consommateurs.

Ce travail a permet la formulation une créme bio a base d’un principe actif extrait a
partir de carapace de crevette (chitosane). Le chitosane est un biopolymere naturel, non
toxique, biodégradable, et biocompatible, ¢’est aussi un polymere trés actif et versatile.

Une optimisation des paramétres de formulation a savoir le rapport des phases et les
pourcentages du mélange de la phase organique a été effectuée. Des tests de stabilité
par centrifugation, détermination du pH, viscosité, ’examen de 1’état structural par
microscopie optique, ainsi que 1’analyse sensorielle (organoleptique) ont fait [’objet
d’une caractérisation des formulations optimisées.

A la fin nous avons comparé les cremes formulées avec quelques cremes de
références cela nous a permis de sélectionner la formulation qui se rapproche le plus d’une
de ces cremes de référence. Aussi 1’étude sensorielle qui est une analyse trés importante
liées directement au consommateur a été le meilleur critére afin de sélectionner la

formulation la plus intéressante.



1.1 Contexte économique :

1.1.1. Evolution du marché des produits marins, focus sur les crustacés dans le monde :

Le marché des produits aquatiques ne cesse d’augmenter a I’échelle internationale.
La forte hausse de la demande est principalement liée a 1’augmentation de la
consommation humaine. Elle représentait 0,7 Kg par habitant en 1970 tandis qu’elle a
atteint 7,8 Kg par habitant en 2008, soit une augmentation de 6,6% par an [1].

La consommation humaine de produits marins a atteint 72,1 Mt en 2006. Son
augmentation suit celle de la population.

Avant la crise de 2009, 1’augmentation de la consommation était particulierement
marquée pour les crustacés, principalement la crevette. La consommation mondiale est
passée de 0.4 kg/hab en 1961 a 1,6 kg/hab en 2005. Aujourd’hui, la crevette est la
premiére valeur échangée parmi les produits marins. Sa production annuelle mondiale
était estimée a plus de 6 Mt en 2005. La région Asie-Pacifique, et notamment la Chine, la
Thailande, le Vietnam, I’Indonésie et I’Inde, est la principale productrice, totalisant prés
de 88 % des productions [2-3].

Les exportations de crevettes atteignent 14 milliards de dollars par an, soit 16 % des
produits marins. La part de I’aquaculture représente 70 % de la production mondiale de
crevettes et plus généralement 76 % pour I’ensemble des crustacés.

L’une des espéces de crevette les plus commercialisées est la crevette tropicale, dite
crevette a patte blanches, «Penaeus vannamei». A [D’origine, elle était cultivée
uniquement sur la cote Pacifique de 1’Amérique latine. Depuis sa production s’est
étendue. Elle a atteint 67 % de la production mondiale en 2008. La consommation de P.
vannamei est trés prisée. Elle a augmenté de 58 % en Asie et de 21.1 % en Amérique
latine entre 2001 et 2006.

1.1.2 Valorisation des coproduits de crustacés : la production de chitine

Les coproduits de crustacés représentent plus de 60 % du poids frais [4]. Ce volume
constitue une ressource abondante de chitine. Ce polysaccharide ancien constitue
I’exosquelette des crustacés.

La production de chitine se situe en majorité en Asie-Pacifique. Les coproduits de
crustacés y sont disponibles et la Iégislation liée au retraitement des effluents est peu
contraignante. En 2004, on répertoriait 63 producteurs de chitine ayant une place

importante sur le marché, dont la moitié en Asie Le Japon est le premier producteur [5].
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Pour la plupart des applications, la chitine n’est pas utilisée directement. Elle est
convertie, principalement en chitosane et chitooligosaccharides. La production de chitine
était de 1’ordre de 25 000 tonnes en 2006, dont prés de 8 000 tonnes pour sa conversion
en chitosan [6]. En 2000, 10 000 tonnes de chitine étaient produites [7], dont prés de 6
667 T pour la fabrication de glucosamine, 2 667 T pour le chitosan et 1 000 T pour les
oligosaccharides. Le marche de la chitine n’a cessé de croitre comme en témoigne la

figure (1.1). Les ventes de chitine ont atteint pres de 25 000 tonnes en 2006.

o USA
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o o
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Figure 1.1 : Ventes de chitine en fonction des zones géographiques. [6]

D’aprés la figure (I.1), le Japon domine nettement le marché de la chitine. Il participe a 61
% des ventes mondiales. Les perspectives annoncées a 1’horizon 2015 maintiennent
globalement ces écarts entre les régions. La production de chitine atteindrait pres de 63 000

tonnes.

1.2 Le chitosane et la chitine :

Le chitosane est un biopolymere de source principalement marine. En général, les
biopolymeres sont une classe de polymeéres produits par les organismes vivants : végétaux,
animaux et microorganismes. Ce sont des macromolécules biologiques biodégradables
renouvelables qui sont formées par la polymérisation de molécules plus simples ou
monomeres reliés entre eux par des liaisons dites « covalentes ». Les polysaccharides
(Celluloses et dérives, amidons et dérives, chitine et chitosane, etc.), les protéines (gélatine,

gluten, etc.), les composés lipidiques (cires, acides gras et dérivés, etc.), ’ADN et I'ARN
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sont tous des exemples de biopolyméres, dans lesquels les unités monomeres,

respectivement, sont des sucres, des acides aminés, des acides gras ou des acides nucléiques

[8]

1.2.1 Historique :

En 1811, le Pr. Henri Braconnot, Directeur du jardin biologique a Nancy (France) a isolé
une substance fibreuse d'un certain type de champignon, qu’il a appelée "fongine". De plus,
il a observé que cette substance n'est pas soluble dans les solutions aqueuses acides. Une
décennie plus tard, en 1823, la méme substance a été trouvée dans certains insectes
(coléoptere) et a été ensuite nommeée chitine (provient du mot grec "kitos™ qui signifie «
enveloppe ». En 1859, le Pr. C. Rouget a soumis la chitine a un traitement alcaline a observé
les différentes solubilités de la chitine. La substance, résultat du traitement alcalin, a pu étre
dissoute dans les acides. Cependant, c’est seulement en 1894 que cette substance a été
nommeée chitosane par Hoppe-Seyler. La production du chitosane a débuté en 1920, mais sa
structure chimique n'a été identifiée que 50 ans plus tard gréace a la cristallographie et la

spectroscopie infrarouge [9].

1.2.2 La chitine :

1. Définition :

La chitine est un polysaccharide linéaire formé d’unités de N-acétyle-D-glucosamine reliés
entre eux par une liaison du type B-(1-4). D’une maniére intéressante, la formule chimique
de la cellulose est tres proche de celle de la chitine ou le groupement hydroxyle (Cz) a été
remplacé par les groupements d’acétamide. En fait, Roberts associe cette similarité entre la
molécule de la chitine et celle de la cellulose a une fonction similaire de structure (figure
1.2).

Figure 1.2: Structure chimique de la chitine [10].



2. Source de la chitine :

La chitine est le deuxiéme composant trés abondant dans la nature aprés la cellulose, elle
n'existe que sous la forme de complexe avec des protéines et des minéraux. Ce biopolymére
est présente principalement dans I’exosquelette des arthropodes (crustacés), I’endosquelette
des céphalopodes (calamars) et les cuticules des insectes.

La chitine se trouve dans la paroi de la plupart des champignons et de certaines algues
chlorophycées, levures et bactéries [11]. Bien que les sources potentielles de chitine soient
trés nombreuses (tableau I.1), elle est essentiellement produite aujourd’hui a partir des
carapaces de crevettes. Pendant longtemps, ces déchets n’étaient pas récupérés et étaient
simplement rejetés a la mer apres décorticage.

Les carapaces de crustacés contiennent environ 30-40% de protéine, 30-50% de carbonate

de calcium, et 20-30% de chitine par rapport au poids sec [12].

Tableau 1.1 : Source de la chitine Teneur %.

Source de la chitine Teneur en %
Bernacle (Lepas anatifera) 7
Crabe marbré (Grapsus marmoratus) 10
Crabe araignée (Maia squinado) 16
Homard (Homarus vulgaris)) 17
Langouste (Palinurus vulgaris) 32
Ecrevisse (Astacus fluviatilis) 36
Crevette (Palaemon fabricius) 22
Seiche (Sepia officinalis) 20
Calamar (loligo vulgari) 40

1.2.3 Le chitosane :

1. Définition:
Le chitosane est un polysaccharide de structure linéaire. C’est un biopolymeére cationique de
glucosamine partiellement acétylé [13]. Le terme chitosane, loin de répondre a une seule et

unique structure chimique bien définie, s’adresse a toute une famille de copolyméres

linéaires a arrangement aléatoire d’unités N-acétyle-D-glucosamine et de D-glucosamine en
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proportions variables [10], et liées entre elles par des liaisons B-(1-4) (figure 1.3) qui
conferent au chitosane de bonnes caractéristiques filmogenes [14].

Oa . CH-
OH T oM
4 (6 NH : 5
oA o ol o L
HO— o HO O
3 NH, 1 \w NH, @)
OH OH n

Figure 1.3 : Structure chimique du chitosane. [15]

Généralement, le chitosane a trois types de groupes fonctionnels réactifs : les groupes
amines sur le carbone (C>), les groupes hydroxyles primaires et secondaires sur le carbone
(C3) et le carbone (Ce). La nature chimique du chitosane fournit beaucoup de possibilités
alternatives pour des modifications covalentes et ioniques qui permettent I'ajustement

étendu des propriétés mécaniques et biologiques.

2. Source de chitosane :

Depuis quelques années, les biotechnologies marines ont suscité un intérét croissant qui
s’est notamment centré sur la chitine et ses dérivés, le chitosane étant le principal. Il s’agit
donc d’une source renouvelable de matériau biodégradable. Les récents progrés réalisés
dans I’étude de la fabrication du chitosane et de ses propriétés ainsi que la découverte d’un
grand nombre d’applications potentielles ont favorisé cet engouement.

Le chitosane est une substance tres peu répandue dans la nature [16]. 1l est rare et n’est
présent que dans les parois cellulaires d’une classe particuliere de champignons, les
zygomycetes de bactéries et de levures et chez certains insectes, Il n’y a donc pas de source
primaire de chitosane exploitable. La source majeure du chitosane vendu commercialement
provient de la désacétylation de la chitine obtenue a partir de crustacés. La production de la
chitine et du chitosane provient, en effet, des crevettes et des crabes qui représentent les

deux sources naturelles les plus abondantes. Ce sont donc des produits d'origine animale.

3. Préparation du chitosane :

Les déchets de I’industrie des crustacés sont une source trés importante de chitine et
de chitosane. De nombreuses méthodes ont été développées afin de préparer la chitine a

partir des exosquelettes. De maniére génerale, ces méthodes consistent a éliminer les



protéines (déprotéinisation), les éléments minéraux (déminéralisation), la couleur
(blanchiment) et les groupements d’acétamides (désacétylation). La méthode standard pour

préparer la chitine et le chitosane est expliquée dans la Figure (1.4)

arapaces de crustaces et de mollusques

Collecte
Entreposage
: 1 NaOH
Etape 1: extraction de protéines | +=——
Ringage
: HCl
Etape 2:; demineralisation
Y —
Ringage
| Oxvdant
Etape 3: décoloration —_—
Fingage
; Séchage
Chitine
; NaOH
Etape 4: desacetylation -
Ringage-séchage
| Brovyage
CHITOSEE

Figure 1.4: procéde de la fabrication de chitine et chitosane. [17]

3.1 Préparation des carapaces :

La matiére premiére est constituée de carapaces de crevettes. La langouste ou le crabe
peuvent aussi étre utilisés. Dés leur récupération, les carapaces sont lavées et conservées sur
la glace (3 °C). Elles sont ensuite séchées dans un flux d’air a 103 °C pendant 20 heures
puis broyées de facon a obtenir des particules dont la taille est de I’ordre du millimétre. Plus

les carapaces sont finement broyées, plus les réactions ultérieures seront completes.

3.2 Déprotéinisation :

Les protéines, associées a la chitine, sont extraits par des solutions alcalines diluées a

chaud. Cette procédure consiste a faire bouillir les copeaux de carapaces dans une solution
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alcaline (NaOH a 3 %) sous agitation pendant une heure. Cette déprotéinisation peut
également étre accomplie par voie enzymatique au moyen d’une protéase pendant 6 heures

a 60 °C sous agitation et dans un milieu maintenu a pH 7.

3.3 Déminéralisation :

Les matiéres minérales, surtout composées de carbonate de calcium, sont éliminées
par une solution d’acide chlorhydrique 1 N a température ambiante. La décalcification des

carapaces se produit selon la réaction suivante :

CaCo, + 2HCl —CaCl, +CO, + H,0 i

Le résidu est collecté par filtration et rincé a I’eau déminéralisée. Il peut étre effectué
un traitement supplémentaire a I’éthanol afin d’éliminer les composés lipidiques. Il est
ensuite séché a I’étuve a 65 °C pendant 16 heures. Une telle décalcification de la chitine
permet d’obtenir un produit final avec un pourcentage de matiéres minérales compris entre
0,6 et 0,7 %. Si cette étape de déminéralisation n’était pas réalisée, le chitosane renfermerait

entre 31 et 34 % de matiéres minérales.

3.4 Blanchiment :

A la fin des deux traitements (déprotéinisation et déminéralisation), il peut subsister
une coloration due a des pigments résiduels [18]. Ainsi, une étape de décoloration est
effectuée par un agent oxydant (KMnOs, NaOCl ou H»02) avec un risque de
dépolymérisation et/ou d’oxydation des unités situées aux extrémités de la chaine

polymérique.

3.5 Désacétylation

La désacétylation consiste en 1’hydrolyse des groupements acétyles de la chitine. Le
produit est introduit dans un réacteur avec une solution de NaOH a 50 % et chauffé a 145

°C-150 °C pendant 5 a 15 minutes. La réaction est la suivante:

R-NH-CO-CH, +NaOH - R-NH, +CH,COONa |2

Chitine Chitosane
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La réaction a lieu sous atmosphere inerte (N2) et sous agitation. La quantité de soude a 50 %
doit étre cing fois supérieure en poids a la quantité de chitine déterminée par mesure de la
matiére séche. Le mélange bouillant est ensuite refroidi a I’cau froide. Le chitosane est
collecté par filtration, lavé a I’eau distillée jusqu’a neutralité du mélange. Il est finalement
Séché dans un flux d’air chaud a 65 °C pendant 16 heures. Le chitosane obtenu présente un
degré de désacétylation d’environ 90 % [19].

L’agressivité et le peu de maitrise de la désacétylation de la chitine par voie chimique
ont motivé 1’intérét d’explorer et de développer d'autres alternatives telles que 1'utilisation
denzymes. Il a été possible d'atteindre des degrés de désacétylation (DDA) par voies
enzymatiques (en utilisant la chitine désacétylase ou 1’acétyle xylane estérase) comparables
aux traitements basiques, soit prés de 75 % de désacétylation en 28 heures [20]. Cette
technique est intéressante mais ne permet pas pour l'instant de développements au niveau
industriel. En effet, l'utilisation d'enzymes n'est pas viable car elle représente des quantités
et des colts trop élevé.

4. Propriétés physico-chimiques du chitosane :

4.1 Deqgré de désacétylation :

Le traitement alcalin de la chitine conduit généralement a une désacétylation partielle.
Le degré de désacétylation (DDA) du chitosane est extrémement important car il influence
les propriétés des chaines macromoléculaires des polymeéres et leur comportement en
solution [21] comme la solubilité du chitosane, la flexibilité des chaines macromoléculaires,
la conformation du polymere et par conséquent la viscosité des solutions. De nombreuses
méthodes ont été proposées pour déterminer le DDA sur des échantillons solides : la
spectroscopie IR [22], lI'analyse élémentaire [23], la RMN du solide [24], ou sur des
échantillons en solution : dosage UV [25], RMN du liquide [26].

4.2 Masse moléculaire :

Les chitosanes obtenus industriellement ont une masse molaire (MM) de I'ordre de
100-500 kDa. La détermination de la MM peut se faire par des mesures viscosimétriques,
par chromatographie d'exclusion stérique (SEC) couplée a différentes techniques de
détection (réfractométrie, microviscosimétrie, diffusion statique de la lumiére multi-angle)

[27]. Les masses de chitosanes dépendent, en fait, du type d'application désirée.
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4.3 Cristallinité :

La cristallinité est un parametre important car elle contrle un certain nombre de
propriétés comme l'accessibilité des sites internes dans les chaines macromoléculaires, les
propriétés de gonflement dans I'eau ou encore les propriétés diffusionnelles [18]. La
cristallinité est en général déterminée par des mesures de diffraction de rayons X [10]. En
fait, le chitosane est généralement une substance semi-cristalline. Il cristallise dans le
systeme orthorhombique et deux types de produits sont connus : le chitosane | (faible DD,

sous forme de sel) est plus désordonné que le chitosane Il (fort DDA, forme amine libre)

[7]1

4.4 Solubilité :

En général, la solubilité du chitosane dépend de la valeur de DDA, de la force ionique, du
pH, de la nature de l'acide utilisé et de la distribution des groupes acétyles le long de la
chaine macromoléculaire [18]. En général, un chitosane avec un DDA supérieur a 70 % est
utilisé pour augmenter sa solubilité. Le tableau en dessous présente la corrélation entre les
valeurs de DDA et la solubilité du chitosane [28]. De plus, la solubilité du chitosane
augmente lorsque la masse molaire diminue [29].

Tableau 1.2 : corrélation entre les valeurs DDA et la solubilité du chitosane a pH 6 [28].

DDA (%) Solubilité du chitosane
> 75 Parfaite

=50 Moyen

<40 Faible

Le chitosane est soluble dans les acides dilués grace a la protonation de ses fonctions

amines suivant I'équilibre :

-NH; +H,0—=>NH, +H,0" 13

Ka=[-NH,]-|H,0" /|- NH; |

Plus le milieu est acide, plus les groupements amines sont protonés, donc cela favorise la
solubilité de chitosane. Le chitosane est en effet insoluble dans I'eau et dans les solutions

alcalines concentrées ou diluées. Il est également insoluble dans les solvants purs et les
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acides concentrés, en raison de I'impossibilité d’hydrater le matériau [7]. L'acide le plus
utilisé pour préparer une solution de chitosane est I'acide acétique dilué (0,1-1 %).

45 Viscosité :

La viscosité est une caractéristique importante du chitosane concernant son comportement
en solution. Cette caractéristique est liée a la conformation des chaines macromoléculaires
en solution. La viscosité dépend, non seulement du DDA, du MM, mais aussi du pH car ces
deux parameétres déterminent la densité de charge sur la chaine de polymere [21]. Plus le pH
est bas, plus la viscosité est donc forte. La viscosité augmente également avec le DD car
plus le polymere est désacétylé, plus la proportion de groupements amine libres est
importante et plus il est soluble. La viscosité augmente également avec la concentration et
elle est fonction de la MM des chaines macromoléculaires. Comme pour les autres

polysaccharides, la viscosité chute lorsque la température augmente.

5. Comportement du chitosane en milieu acide :

Le chitosane est I'un des rares polyélectrolytes naturels cationiques et il est une base
faible présentant un pKa voisin de 6,3. Il se dissout en milieu acide par protonation des
fonctions amine présentes sur la macromolécule [30]. En dessous de ce pKa, les
groupements amines sont protonés et font du chitosane un polyélectrolyte cationique,
soluble dans 1’eau acidifiée [31]. Au dessus du pKa, les groupements amines sont
déprotonés et le chitosane est insoluble dans 1’eau (Figure 1.5). Le pKa du chitosane dépend
du degré de neutralisation des groupes NHz* et du DDA. En général, la valeur du pKa

augmente quand le DDA diminue [30].

CH,OH

.x""-~--.._Lf---*"O pK; =6.3 _ CHQ?H
o \\ e H\\ Ve Ka x‘“d\ \\%J“ O\ +nH'
Ho— [‘J] ) Ho: _\?___,.--f] —\/
i NH
ke
Polycationique Neutre
Soluble dans I'eau (A) Insoluble dans I'eau (B)

Figure 1.5: structures du chitosane en milieu acide (A) et en milieu neutre (B) [32]
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6. Propriétés de biocompatibilité du chitosane :

La biocompatibilité d’un polymeére est d’une importance fondamentale pour une utilisation
thérapeutique [33]. Le chitosane est biocompatible c'est-a-dire que sa présence dans un
organisme entraine des réactions inflammatoires et des réactions de rejet trés limitées
(propriétés immunologiques). La biocompatibilitt du chitosane est caractérisée
principalement par trois propriétés : sa non toxicité, sa cytocompatibilit¢ et son

hémocompatibilité.

6.1 Biodégradabilité :

La biodégradation du chitosane est assurée par des enzymes qui [’hydrolysent en
oligoméres. Chez I’'Homme et les mammiféres, ce role est assumé principalement par des
lysozymes [34] qui dégradent les liaisons (1-4) glycosidiques des unités N-
acétylglucosamine en des résidus N-acétylglucosamine et D-glucosamine, métabolisés
ensuite dans 1’organisme. Un chitosane de DDA 50 % est ainsi facilement dégradé in vivo
dans le sang et les tissus, sans accumulation dans le corps [35].

La dégradation dépend de I’origine et des propriétés du polysaccharide (DDA, masse
molaire...) [36]. Une étude plus approfondie a montré d’abord une augmentation de la
susceptibilité enzymatique pour les DD inférieure a 50 %, puis une augmentation avec le
DDA, et finalement une absence de dégradation pour un chitosane de DDA 97 % [37].
Cette influence du DD est également constatée, in vitro (Dégradation par des lysozymes) et
in vivo (implantation sous cutanée) [38], Un chitosane de DDA 50 % semble donc

permettre une dégradation optimale.

6.2 Cytocompatibilité :

La cytocompatibilité du chitosane vis-a-vis des fibroblastes, des kératinocytes, des
chondrocytes et des ostéoblastes a été démontrée in vitro. Lors de cultures cellulaires sur un
film de chitosane, la croissance des cellules dépend des caractéristiques et de la source du
chitosane. Des travaux montrent que, quel que soit le DA (2-50 %), la mise en contact
prolongée de films de chitosane avec les fibroblastes et les kératinocytes n’induit ni la
destruction, ni la croissance anarchique de celles-ci, et qu’aucune substance cytotoxique
n’est relarguée dans le milieu [39]. Le méme comportement est constaté dans le cas de
cultures de chondrocytes et de kératinocytes sur un film de chitosane de DA 2,5 % [40] et

de culture de chondrocytes et d’ostéoblastes sur une surface similaire de DA 10 % [41].
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7. Propriétés biologiques :

Le chitosane présente 1’avantage de réunir des propriétés tres intéressantes. En effet, il
inhibe la croissance de nombreux parasites et il reduit le développement des infections :
c'est un bon agent antibactérien et antifongique [42]. De plus, le chitosane a des propriétés
antitumorales, antivirales, ainsi que des propriétés cicatrisantes remarquables [43]. I
augmente la vitesse de cicatrisation des plaies ouvertes et la reconstruction des tissus tout en
prévenant les infections microbiennes. Enfin, le chitosane non seulement stimule la
croissance cellulaire, mais il peut également étre utilisé comme substrat pour la culture
cellulaire (les cellules adherent au matériau et le colonisent) [44].

7.1 Propriétés antibactériennes :

Le mécanisme d’action du chitosane contre les bactéries est jusqu’a aujourd’hui mal
connu. Cependant, il existe plusieurs €léments qui peuvent expliquer cette action, ces

éléments sont regroupés dans le tableau 1.3.

Tableau 1.3: Les hypothéses d’action antibactérienne de chitosane.

Action

Référence

La formation des liaisons électrostatiques entre les charges positives du
chitosane et les phospholipides de la membrane cellulaire qui ont une charge
négative, perturbant ainsi les échanges entre la cellule microbienne et le

milieu extérieur.

[45], [46],
[47]

La présence du chitosane peut aussi entrainer des déformations

morphologiques au niveau de la paroi cellulaire.

[48],
[50].

[49],

L’inhibition peut aussi €tre due a I’enrobage des cellules microbiennes par le

chitosane, éliminant ainsi tout échange avec le milieu extérieur

[44].

L’action du chitosane peut aussi se faire par formation de liaison avec les

protéines et les électrolytes présents dans le cytoplasme

[51], [49].

Formation des liaisons entre le chitosane et 1’ADN des bactéries et

I’inhibition de la synthése des ARN messager

[45], [46]

Le chitosane peut aussi agir de facon indirecte sur les bactéries et les
moisissures, et cela par complexation des métaux nécessaires pour leur

croissance

[50]
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En générale, I’action du chitosane sur les bactéries a Gram négatif est moins importante que
celle sur les bactéries a Gram positif. Ce résultat est probablement dd a des différences dans
la structure de I’enveloppe cellulaire [52-53]. La paroi cellulaire des bactéries Gram-négatif
est constituée d'une fine couche de peptidoglycane et d'une membrane externe composée de
lipopolysaccharides, de lipoprotéines et de Phospholipides. Cependant, la paroi cellulaire
des bacteries Gram-positif est seulement composée d’une épaisse couche de peptidoglycane
sans membrane externe. En raison de cette structure, la membrane externe fonctionne
comme une barriere imperméable contre les macromolécules et les substances hydrophobes.
Elle pourrait étre responsable de la prévention de la pénétration du chitosane dans la cellule,
expliquant ainsi I'activité antibactérienne plus faible sur les bactéries Gram-négatif que sur

les bactéries Gram-positif [54].

7.2 Propriétés antifongiques :

Le mécanisme d’action du chitosane contre les souches fongiques est jusqu’a aujourd’hui
mal connu. Cependant, il existe plusieurs éléments qui peuvent expliquer cette action :

e Le chitosane peut interagir avec la membrane des cellules pour altérer leur perméabilité.
Par exemple, la fermentation avec la levure boulangere est inhibée par certains cations, qui
agissent sur la surface des cellules de la levure en empéchant 1’entrée du glucose [55].

e Le chitosane agit aussi comme un agent chélatant qui forme des complexes avec les
traces de métaux et inhibant ainsi la croissance des champignons et la production des
toxines [56]. 1l assure aussi certains processus de la défense a I'extérieur de la cellule par
exemple, il agit comme un agent absorbant d’eau et inhibe l'activité des différents enzymes
[57]. Tl est trouvé que I’utilisation du chitosane a partir d’une concentration de 1 g/L réduit
considérablement la croissance des souches fongiques suivante: Cylindrocladium

floridanum, Cylindrocarpon destructans et Fusarium oxysporum.

7.3 Propriété cicatrisante du chitosane :

L’activité cicatrisante de chitosane est avérée dans la réparation tissulaire de 1’épiderme
[58] et la cicatrisation [41]. De ce fait, le chitosan est utilisé pour fabriquer des pansements
et des bandages [59]. Par exemple, un mélange de chitosan et oxychitine est commercialisé
comme agent de recouvrement pour les greffes, le HemCon® Bandage.
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Dans le mécanisme d’action cicatrisante du chitosane, Okamoto et coll. [60] ont montré
que le chitosane agit sur toutes les étapes de cicatrisations. Son premier role est de
favoriser I’hémostase, le chitosane stimule ensuite la prolifération des fibroblastes et influe
le comportement migratoire des neutrophiles et des macrophages, ce qui a pour
consequences de modifier les processus de reconstruction que sont la fibroplasie et la
réepithélialisation [60,61].

Ueno et coll. [62] ont étudié aussi 1’influence de non-tissés de chitosane sur la cicatrisation
des plaies chirurgicales chez les chiens. La encore, il a été mis en évidence que le chitosane
favorise, dés le troisiéme jour, 1’infiltration des macrophages et des cellules inflammatoires,
et plus particulierement polymorphonucléaires. Cette étude a également montré que le
chitosane favorise 1’étape de granulation entre le 9 *™ et le 15°™ jour en autre la quantité de
collagene dans les tissus reformés est significativement plus importante pour les plaies

soignées avec du chitosane.

7.4 Propriétés antivirales :

Le chitosane peut inhiber les infections virales dans différents systemes biologiques. Il
est également capable d'induire une résistance a certaines infections virales chez les cellules
végeétales et animales. De plus, il permet de prévenir le développement de I'infection par des
bactériophages dans des cultures microbiennes infectées [63]. Cette activité dépend du
degré de polymérisation, le degré de N-désacétylation, la valeur de charge positive, et le
caractére des modifications chimiques de la molécule [64].

Le mécanisme de cette activité est mal compris. En générale, le chitosane peut inhiber
la réplication des bactériophages par plusieurs mécanismes: diminuer la viabilité des
cultures de cellules bactériennes, neutraliser le pouvoir infectieux de particules de phage
matures dans l'inoculum et / ou des particules de phage fille, et bloquer la réplication du

phage virulent [65].

7.5 Propriétés antitumorales :

L’activité antitumorale du chitosane est issue de sa structure chimique qui contient
deux groupements actifs (groupements amine au niveau du C et groupements hydroxyles
au niveau du Cs et du Ce). En fait, les interactions entre les charges positives du chitosane
(NHs") et des charges négatives sur les membranes des cellules cancéreuses et les jonctions

serrées augmentent la perméabilité et permettent aux médicaments adsorbés sur le chitosane
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de pénétrer dans les cellules cancéreuses [66]. Pour I’activité antitumorale, le chitosane doit
étre soluble dans 1’eau au pH physiologique avec des groupements amines protonés. [67].

L’activité antitumorale du chitosane augmente avec la diminution du poids moléculaire, du
degré désacétylation, de la viscosité et donc avec 1’augmentation de la solubilité dans 1’eau
[68, 69]. De plus, les oligoméres de chitosane ont également un effet antitumoral en
empéchant la croissance des cellules tumorales par stimulation du systéme immunitaire
[70].

7.6 Propriétés antioxydantes

En raison des atomes d'hydrogéne protique des groupements amines au niveau de carbone
Cz ou hydroxyles au niveau des carbones Cz et Cs du chitosane, ce biopolymeére a une
activité antioxydante formant des radicaux macromoléculaires [69].

Les degrés de polymérisation et de désacétylation (DD) sont les éléments clés de
I’activité antioxydante du chitosane. En effet, le chitosane a faible poids moléculaire a une
activité antioxydante tres importante en comparaison avec le chitosane a poids moléculaire
élevé dans lequel les atomes d'hydrogene protique sont blogqués [71]. Par exemple, un poids
moléculaire allant de 1 & 3 kDa et un degré de désacétylation de 90 % ont éteé corrélés avec

une haute capacité antioxydante [72].

8. Principales applications du chitosane dans le Domaine biomédical et
pharmaceutique :

Les nombreuses propriétés biologiques du chitosane en font un candidat de choix pour les
applications pharmaceutiques, biomédicales et cliniques: agent antimicrobien,
hémostatique, pansement cicatrisant... Il est également utilisé comme systéme de libération
contrdlée d’agents thérapeutiques par voie orale, transdermique, oculaire et nasale. Il
présente en effet de bonnes propriétés muco-adhésives et une absence de toxicité qui le
prédisposent a des utilisations en thérapie génique et pour la vaccination. Le chitosane
posséde un caractere hémostatique ainsi que des propriétés cicatrisantes remarquables [43].
Le chitosane est un agent important en médecine classique, notamment comme « véhicule »
de médicaments et d'autres substances thérapeutiques, et en médecine régénérative
(chirurgie reconstructrice par exemple) [44]. Dans de nombreuses applications, le chitosane
est utilisé sous forme d'hydrogels chargés pour immobiliser des médicaments, des enzymes

ou encore des substances thérapeutiques comme les vaccins, les antigénes ou génes.



17

Tableau 1.4: applications du chitosane dans les domaines biomédical et pharmaceutique
[74]

Champs d'application | Applications

Médecine accélération de la cicatrisation et de la guérison des blessures.
Chirurgie plastique | stimulation de la régenération des tissus (prolifération des cellules).
Biologie cellulaire agent hémostatique, agent anti-infectieux, agent anti-tumeur,

encapsulation de cellules et de facteur de croissance...

Pharmacie relargage de médicaments

Ophtalmologie crémes de soin, lentilles de contacts

Alicaments complément alimentaire (produits amaigrissants).
Dentisterie gel dentaire.

Chirurgie dentaire Implants dentaires.
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11.1 la peau et la cicatrisation

11.1.1. Introduction :

La peau humaine est un organe complexe essentiel a la protection de 1’organisme

des agressions physiques, mécaniques, chimiques et biologiques de I’environnement et

participe aussi a la définition psychologique de I’individu.

La peau constitue 1’organe le plus important volumineux du corps humain. Avec une

surface environ 2 m? et un poids d’environ 5Kg en moyenne. Outre ses propriétés barricre

(mécanique, thermique, chimique, bactérienne), elle assure une variété d’autres fonctions

comme la réception de messages thermique et sensoriels, permet la dissipation de la chaleur,

et régule les pertes hydriques et assure le stockage des graisses [75].

11.1.2.Anatomie de la peau :

La peau est composeée de trois couches principales:

L’épiderme
Le derme

L’hypoderme

> Epiderme :

L’épiderme est la couche superficielle de la peau qui est en contact direct
avec l’environnement extérieur et elle protége 1’organisme contre celui-Ci.
Elle est en fait la couche protectrice de la peau qui empéche les agents
pathogénes d’envahir ’organisme et qui maintient I’eau et les nutriments a
Iintérieur. Elle a une épaisseur moyenne de 100 pm, mais celle-Ci peut
varier considérablement selon la région du corps. Par exemple, 1’épiderme
des paupieres n’a que 50 pm d’épaisseur tandis que I’épiderme de la plante
des pieds peut avoisiner le millimetre. [76]

Il est constitué de 4 couches superposées (la couche basale, la couche épineuse, la
couche granuleuse, la couche cornée) et se caractérise par un aspect pavimenteux,
kératinisant et stratifié. Il est recouvert d’un film de surface, «le film hydrolipidique
» constitué principalement de lipides et d’eau jouant un role dans 1’hydratation, la

protection, 1’aspect et I’odeur de chaque individu. [77]
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> Lederme:

Le derme est un tissu conjonctif constitué d’une substance fondamentale dans
laquelle baignent des cellules, des fibres de collagene et des fibres élastiques. Son
épaisseur est de 0,2 — 0,3cm. Il contient des vaisseaux sanguins et lymphatiques et
des nerfs.

A part de son role de soutien, le derme assure la nutrition de 1’épiderme (parce qu’il
est richement vascularisé), mais aussi joue un r6le dans la régulation de la
température, de la pression et de la sensation de douleur. 1l assure également un role
de réservoir en eau [78].

> L’hypoderme :

L’hypoderme est la couche la plus profonde de la peau et constitue 15 a 20 % du
poids corporel. C’est un réseau de cellules graisseuses (adipocytes) qui sont
regroupeées sous forme de lobules et attachées au derme par des fibres de collagéne
et d’¢lastine. On y trouve aussi des fibroblastes et des macrophages. Elle agit comme
isolant thermique, protége contre les chocs et constitue aussi un réservoir

énergétique [79].

11.1.3. Physiologie de la peau humaine :

La peau permet le maintien de 1’homéostasie de [’organisme. Ses fonctions
peuvent étre divisées en 3 catégories majeures : la fonction barriére, le contrdle de la

température et la fonction de la réparation.

» La fonction de barriére

La peau assure une barriére efficace entre le milieu intérieur et 1’environnement
extérieur, et protége les organes internes d’influences externes. Elle prévient la perte
en eau et empéche la pénétration des substances toxiques et pathogenes. Elle protege

aussi contre les forces mécaniques (la fonction d’élasticité).

> Le controle de la température

La peau joue un réle essentiel dans la régulation de la température ; cette derniere est

régulée par la transpiration et par le flux sanguin. Le flux sanguin 250-300 cm®.min-
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peut augmenter jusqu’a 6000-8000 cm®.min-! en réponse a une élévation de la
température. [80]
» La protection contre les facteurs extérieurs et la réparation :

La peau contient des structures qui conferent la sensibilité au toucher (cellules de
Merkel et nocicepteurs), I’immunité (cellules de Langerhans), la protection contre
les radiations UV (mélanocytes), la réparation et le métabolisme. Enfin, la peau est
un organe vivant en continuelles régénération et réparation. Son renouvellement

dure 28 jours. Il est continu et peut étre accéléré en cas des blessures. [79]

11.1.4. Les plaies et cicatrisation cutanée :

Une plaie se définit comme une rupture de I’intégrité de la peau caractérisee par une
perte de substance cutanée plus ou moins importante. Une perturbation de 1’intégrité de la
peau peut survenir dans plusieurs contextes. La peau peut subir des dommages lors de
chirurgies, de brllures, de radiations, de coupures, d’abrasions, de frottements, de
pincements et de pressions. Le degré de gravité de la blessure varie selon certains facteurs
comme 1’étendue, la profondeur et la nature.

Selon le degré de graviter, il existe deux types de plaies principales, les plaies

superficielles et les plaies profondes. [81]

11.1.4.1. Les trois types de plaies:

> Les plaies de premiers degrés :
Les blessures du premier degré ne concernent que 1’épiderme, elles se manifestent
par une suppression des kératinocytes situés a la surface de la plaie, I’épiderme se
trouve alors plus au moins aminci. Elles ne sont pas douloureuses que quelques jours
et le pronostic évolutif est rapidement favorable. Ces Iésions proviennent la plupart
du temps d’une légere brulure d’un coup de soleil ou d’une petite abrasion.

» Les plaies de deuxiéme degré :

Les blessures du second degreé sont caractérisées par la destruction de 1’épiderme, de
la nombreuse basale et d’une partie du derme. La blessure ayant touché les
corpuscules basaux, vaisseaux et d’autre cellule important, les terminaisons

nerveuses de la douleur s’activent. Les blessures du second degré sont donc souvent
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trés douloureuses. Ce type de blessure est généralement causé par une brulure
important, une abrasion de la peau ou une coupure.

» Les plaies de troisieme degré :

Les blessures du troisieme degré sont les plus graves : elles sont manifestent par une
destruction compléte de 1’épiderme et du derme avec bien souvent atteinte de
I’hypoderme. Ces Iésions sont trés graves car de nombreuse structure sont touché et
bien souvent détruites. Ces blessures résultent dans la majorité des cas d’une brulure

important, d’une coupure ou abrasion profonde. [82]

Epiderme ¢ ,

Derme { f

i

H} P()dcrmc (_"5-. R i

Peau Premier Deuxiéme Deuxiéme Troisiéme

normale degre degré degré degré
superficiel profond
Plaics

Figure 11.1 : Classification des plaies en fonction de leur profondeur. [81]

11.1.4.2. Phénomenes de cicatrisation de la peau :

L’épiderme guérit par régénération grace au renouvellement naturel des
kératinocytes.

Le derme guérit par réparation, le tissu d’origine étant remplacé par un nouveau tissu non
spécifique avec une formation d’une cicatrice.

Dés qu’une lésion atteint le derme, les vaisseaux sanguins sont endommaggs. Il se
produit alors un épanchement de sang dans la plaie .afin de refermer la blessure et de limiter
les pertes sanguins, de nombreux mécanismes visent a stopper ou retenir I’hémorragie se
mettent en place, on nomme I’ensemble de ces mécanismes 1’hémostase. Cette hémostase
est précédée d’un phénomeéne d’inflammation. [82]

Afin de maintenir les fonctions essentielles de la peau, il est tres important de la
réparer lorsqu’un tel événement survient. La guérison de plaies cutanées est un événement

dynamique coordonné qui implique la multiplication cellulaire, la migration cellulaire active
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et la production de matrice extracellulaire [83,84]. Elle implique donc différents processus

qui doivent étre respectés pour assurer la réparation.

11.2. Généralité sur les produits parapharmaceutique :

11.2.1. Définition d’un produit pharmaceutique:

L’article L.5111-1 du Code de la Sante Publique definit le médicament comme <« toute
substance ou composition présentée comme possédant des propriétés curatives ou
préventives a 1’égard des maladies humaines ou animales, ainsi que tout produit pouvant
étre administré a I’homme ou a I’animal, en vue d’établir un diagnostic médical ou de
restaurer, corriger ou modifier leurs fonctions organiques >> .[85.86]

11.2.2. Généralité sur les produits pharmaceutique :

Un médicament agit par un ou plusieurs constituants appelés principes actifs.
» Principe Actif :

Le principe actif (P.A.) est une substance douée de propriétés thérapeutiques, il est
le support de I’activité pharmacologique.

Il existe deux catégories de principes actifs : Les substances obtenues par synthése
dont les caractéristiques chimiques sont bien définies (ex : acide acétylsalicyligque,
caféine, digitaline) et les substances extraites a partir des produits naturels : végétal,
minéral, biologique. [87]

» Excipient

Il s’agit de plusieurs substances responsables de la forme pharmaceutique et sans
action pharmacologique. [85]

Les excipients utilises sont extrémement nombreux, ce qui explique d’une part, la
diversité des caractéristiques physiques et chimiques des principes actifs, dont ils
doivent étre les auxiliaires, et d’autre part, la variété des roles qu’ils ont a jouer :
Faciliter I’administration du principe actif, améliorer 1’efficacité du principe actif et
assurer la stabilité, etc. [88]

Une seule propriété commune a tous les excipients est I’inertie vis-a-vis du principe
actif, du matériau de conditionnement et de 1’organisme.

Les excipients utilises en pharmacie sont trés nombreux : Les excipients minéraux,

les excipients organiques. Alcool éthylique Glycérol ou I’eau. Les glycérides, Cires,
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Sucres, dérives de sucre et macromolécules, Surfactifs, Conservateurs, colorants et
aromatisants. [89.88.90]

11.2.3. Les émulsions :

Une émulsion est un systeme comprenant au moins deux liquides non miscibles,
dont I’un est dispersé dans 1’autre, sous une forme plus ou moins stable. Une émulsion est
souvent décrite comme une dispersion de gouttelettes de 1'une des phases dans ’autre. On
distingue donc une phase dispersée et une phase continue.

Pour que I’émulsion soit durable (c’est-a-dire que 1’état dispersé demeure lorsque
I’agitation mécanique cesse), il est nécessaire d’utiliser un agent émulsionnant ou
émulsifiant. Son role est de stabiliser le systeme dispersé en inhibant les phénomeénes de
dégradation. Les tensioactifs, les polymeres et les solides divisés sont des agents
émulsionnants. Ceux les plus largement utilisés sont les tensioactifs.

11.2.3.1. Les différents types d’émulsions :

> Selon la taille des gouttelettes :

e Les macroémulsions ou émulsions : Le diametre moyen de ces émulsions
classiques est supérieur ou égal au micrométre. Compte tenu de leur taille, et en
fonction de la viscosité de la phase continue, les gouttes des émulsions
sédimentent (ou crément) sous 1’effet de la gravité.

e Les nano/mini émulsions : ces deux termes sont utilisés pour nommer des systemes
biphasiques, de taille de gouttes comprises entre 20 et 200 nm [91]. Les
nanoémulsions sont transparentes ou translucides a I’ceil et sont stables a la
sédimentation ou au crémage. La préparation des nanoémulsions exige
’utilisation de méthodes hautement énergétiques, comme la microfluidisation.
[92]

e Les microémulsions : ce terme est utilisé aujourd’hui pour désigner un systéme
monophasique dans lequel un tensioactif particulierement performant rend
possible la coexistence, a I’échelle quasi moléculaire, des phases eau et huile. Se

sont des systéemes thermodynamiquement stables.
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> Selon la dispersion des phases agueuses et huileuses :

1. Les emulsions simples sont appelées eau-dans-huile (E/H) quand des gouttelettes
d’eau sont dispersées dans la phase huileuse, et huile-dans-eau (H/E) pour
I’inverse.

2. Les émulsions multiples sont symbolisées par h/E/H ou e/H/E; h (respectivement
e) indique la phase la plus interne et H (respectivement E) indique la plus externe.
Les phases h et H ou e et E peuvent étre identiques ou différentes.

3. Les biemulsions sont des émulsions contenant deux différentes phases internes de
gouttelettes, soit de méme nature (mais de taille différente), soit de nature

différente (quelque soit la taille).

11.2.3.2. La Stabilité des émulsions :

Les émulsions sont thermodynamiquement instables car leur décomposition résulte
d’une diminution d’énergie libre. Cependant les mécanismes cinétiques impliqués dans la
démixtion des 2 phases peuvent étre si lents que 1’émulsion peut étre considérée comme
stable.

La stabilit¢ d’une formulation revét plusieurs aspects : physiques, chimiques et
microbiologiques. Pour étre stable physiquement, I’émulsion ne doit pas montrer de
démixtion, qui peut étre provoquée soit par de la coalescence, soit par un phénomene de
crémage/sédimentation. La stabilité physique inclut aussi une invariance du comportement
rhéologique et de la granulométrie.

La stabilité chimique repose sur le fait qu’aucun des composants de 1’émulsion ne
doit participer a une réaction chimique pouvant soit modifier de maniére grave la stabilité
physique, soit perturber les propriétés applicatives (aspect, couleur, odeur, efficacité).

Enfin, la formulation, pour étre stable microbiologiquement, ne doit pas étre un
milieu de culture pour levures, moisissures, et germes bactériens.

Différents mécanismes de rupture existent, ils peuvent étre réversibles ou irréversibles. [92]
» Sédimentation et crémage :

Ce mécanisme résulte de la différence de densité entre phase dispersée et phase

continue. On parle de crémage quand il s’agit d’une ascension de la phase dispersée

et de sedimentation quand la phase dispersee chute. C’est un phénomene réversible :

I’interface existe toujours, il suffit d’agiter pour revenir a I’émulsion.
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» Floculation :
Ce mécanisme résulte de I’agrégation des gouttelettes due aux interactions
attractives. L’énergie d’interactions entre les particules est due a la somme des
forces de répulsions électrostatiques et au potentiel d’attraction de type Van der
Waals. Ce phénoméne peut étre réversible lorsque 1’attraction est peu énergétique
ou irréversible lorsqu’elle est trés énergétique.
» Coalescence :
Ce mécanisme, irréversible, résulte de la rupture du film interfaciale entre les
gouttes de la phase dispersée. Deux ou plusieurs gouttes fusionnent pour former une
goutte plus grosse. Le processus se répétant, I’aire interfaciale devient de plus en
plus petite et la phase dispersée démixte, et a terme on revient au systéeme

diphasique de départ. C’est un processus énergétiquement favorable.

11.2.3.3. Les émulsions topigues :

e Les lotions sont en général moins visqueuses et possédent une plus grande fraction

aqueuse. D’un point de vue pharmacologique,

e Les émulsions huileuses, quant a elles, provoguent une sensation « grasse » et

chaude apres application et laissent la peau brillante.

e Les lésions suintantes sont généralement traitées avec des émulsions H/E parce

qu’elles pénetrent facilement sur des surfaces humides.

e Les crémes topiques sont visqueuses et semi-solides et sont généralement des

émulsions H/E (crémes aqueuses) ou E/H (cremes huileuses).

Les cremes huileuses sont plutét prescrites sur des peaux séches, dans des conditions
favorables a la prolifération bactérienne, parce que les propriétés occlusives des émulsions
E/H tendent a réhydrater la peau. En plus, les cremes huileuses générent souvent une
augmentation de la pénétration du médicament du fait de 1’hydratation des couches
supérieures. Ainsi la réponse clinique de tous les médicaments appliqués de maniére
topique est plus efficace quand occlusive, c’est pourquoi les émulsions E/H sont les plus
utilisées. [93]

Les cremes aqueuses et les lotions tendent a étre préférées par les patients car elles sont

facilement applicables, rafraichissent et penetrent bien la peau.
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11.2.3.4. Mécanismes d’absorption a travers la peau :

La peau est apparue comme un portail de délivrance de médicaments, et le nombre de
médicaments topiques est en constante progression. Au départ les formulations étaient
réalisées pour des traitements locaux de pathologies cutanées. [93]

La surface extérieure de la peau constitue une barriere tres efficace mais elle
peut cependant étre traversée par de petites quantités de substances lipophiles capables de
pénétrer dans les couches cornées. Si ces substances possédent aussi une certaine
hydrophilie, elles pourront avoir une diffusion plus profonde et méme parfois une
absorption systémique. En dessous de la couche cornée, 1’épiderme est une barriére moins
efficace, sa perméabilité étant comparable a celle des autres membranes biologiques. Du fait
de la perméabilité réduite de la peau, il n’y a qu’une faible fraction de la substance déposée
qui est réellement absorbée et seules les substances tres actives peuvent avoir une action

générale par cette voie. [88]
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Matériels :

1. Chitosane:

Définit au chapitre précédent (Partie théorique : Chapitre | : La chitine et le chitosane).

2. L’huile d’amande douce :

v" Nom latin : Prunus amygdalus, Prunus dulcis

v" INCI : PRUNUS AMYGDALUS DULCIS OIL

C’est un classique des huiles de soin pour la peau. Avec son faible taux d’instauration,
elle ne rancit pas vite et c’est I’'une des meilleures et des plus douces huiles de base pour les
cremes, les produits nettoyants et les huiles de bain. Son odeur neutre constitue un autre
avantage. Assouplissante, adoucissante, calmante et nourrissante, elle convient parfaitement
aux peaux les plus délicates comme celles des bébés. Elle est également idéale pour soigner
les vergetures, protéger les seins lors de I’allaitement ou les mains séchées par le froid de
I’hiver. En revanche, elle est comédogéne donc déconseillée aux peaux grasses et/ou
sujettes aux boutons. [94]
L'huile d'amande douce est riche en différentes vitamines, mais surtout en vitamine A et en
vitamine E elle est aussi trés riche en minéraux et contient du potassium, du phosphore, du

calcium, du magnésium, de fer, de zinc et du cuivre.

3. Le beurre de kariteé :

v" Nom Latin: Butyrospermum parkii.

v INCI: BUTYROSPERMUM PARKII BUTTER.

Le beurre de karité est une substance hybride qui se situe entre la cire et I’huile. Il est
doté de formidable vertus soignantes, grace a son taux ¢levé d’insaponifiables : 15%, alors
que les huiles dans leur grande majorité n’en contiennent que 1 & 2%. Ces insaponifiables
sont trés précieux : ils pénetrent bien dans la peau, qu’ils assouplissent, fixent 1’eau et

favorisent I’absorption des autres principes actifs. [94]

4. La cire d’abeille
v" INCI : CERA ALBA
v Famille : Cire : Solide ou liquide

v" Origine : Animale
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La cire produite par les abeilles ouvrieres sert a fabriquer les rayons de la ruche et a
former les alvéoles remplies de miel. Cette cire renferme de la propolis (5 & 10%) et des
grains de pollen. La cire jaune est obtenue en faisant fondre dans I’cau bouillante, les rayons
préalablement vidés de leur miel. Elle sert de facteur de consistance des phases grasses
auxquelles elle apporte un caractére occlusif qui réduit la perte en eau de la peau. A faible
concentration, elle augmente la consistance des émulsions ; a forte concentration, elle
stabilise certaines cremes en leur conférant une grande viscosité (cérats), et permet méme
d’obtenir des préparations de consistance solide. Elle entre également dans la composition

des cires dépilatoires. [94]

5. Lécithine de soja:
» Origine : huile de soja

La lécithine de soja est un émulsifiant végétal trés intéressant pour ses propriétés
émollientes et son excellente affinité avec la peau. Les lécithines sont des émulsifiants
naturels présents notamment dans les féves de soja, les graines de tournesol et de colza,
mais aussi dans le jaune d'ceuf. Les 1écithines couvrent une large gamme de HLB variant de
2 a 12, ce qui permet de choisir celle qui sera la plus adaptée au type d’émulsion choisie.

La lécithine que nous avons utilisée est une lécithine de soja déshuilée contenant 95% de
phospholipide avec une HLB=8, soluble dans 1’eau. Incorporée dans les émulsions, elle en
augmentera la stabilité tout en conservant une texture plutot fluide, au toucher trés soyeux.
De plus, c'est un émulsifiant trés bien toléré par les peaux sensibles. La lécithine a la

particularité de colorer légerement les crémes en jaune.

6. L’hydrolat de lavande :

v" Nom Latin : Lavandula angustifolia

v" INCI: LAVANDULA ANGUSTIFOLIA FLOWER WATER
Hydrolat de lavande, plus communément appelé « eau florale », contient les mémes
composés volatils présents dans les huiles essentielles mais en quantité moindre (moins de
5%), en plus des composés hydrosolubles. Cet eau florale constitue fréquemment la partie
aqueuse de base de produit bio mais peut également s’appliquer directement sur le visage
comme tonique avant la creme.

Elle est tres douce, purifiante, apaisante, elle permet de calmer le feu du rasoir [95].
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7. Conservateur bio (extrait de pépin de pamplemousse):

Souvent désigné par l'abréviation EPP, ce conservateur d'origine naturelle permet de
prolonger la durée de vie des produits cosmétiques qui contiennent une phase aqueuse laits,
cremes, gels douche...

Conservateur antibactérien et antifongique a large spectre, assure la conservation des
préparations cosmétiques contenant une phase aqueuse (eau, hydrolat).

La formulation de notre creme thérapeutique a été effectuée en présence de chitosane qui est
I’¢lément le plus important pour cette formulation. Afin d’assurer un bon produit on s’est
proposé de faire I’extraction au laboratoire a partir de matiére premiere qu’est les carapaces

de crevette rouge.

111.1.2 Méthodes :

111.1.2.1. Extraction de la chitine :

La matiere premiére utilisée pour cette étude est I’exosquelette de crevettes rouge, elles sont
décortiquée a température ambiante, les carapaces sont ensuite lavées puis séchées a 1’aire
libre. Les fragments obtenus sont séchés a 100°C pendant 24 h puis broyés et triés sur tamis
afin de séparer plusieurs tailles. Le broyage et le tamisage des fragments ont donné des
particules d’un diamétre variant majoritairement entre : 0,1 mm et 0.5 mm.

L’extraction chimique consiste en une déminéralisation acide et une déprotéinisation
basique.

A. Déminéralisation :

La déminéralisation s’effectue en dispersant la matiere premiere obtenue dans une
solution d’acide chlorhydrique 1.5 M (1:10) (m: v) sous agitation constante
pendant 1 h a Température ambiante, la réaction produit un violent dégagement de
gaz carbonique qui doit étre maitrisé en ajoutant graduellement la matiére premiere
ainsi que I’ensemble doit étre ouvert .Théoriquement. La réaction se termine
lorsqu’il n’y a plus de dégagement gazeux .le contenu est ensuite filtré sur papier

whatman et rincé abondamment a 1’eau distillée.

B. Déprotéinisation :

Le résultat est introduit dans un flacon en prix, dans lequel est ajouté (1 :10) (m: v)
d’NaOH (1,25M) a une température de 90 °C pendant 18 heure. Le contenu du flacon

est a nouveau filtré et rincé abondamment a 1’eau distillée.
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C. Blanchiment :

Aprés le ringage a I’eau distillée, un autre rincage avec un volume de 20 ml de
peroxyde d’hydrogéne (H20) est réaliser pour faire blanchir le produit, ensuite, un
ultime ringage a ’acétone permet d’entrainer les impuretés lipidique résiduelles .le
contenu du flacon est & nouveau rincé abondamment a 1’eau distillée et ce jusqu’a ce
que le pH de I’eau du lavage atteigne la neutralité, le filtrat est alors transféré dans une
coupelle préalablement pesée qui sera par la suite placée en étuve a 30°C pendant 20
heure et en suite a 90°C pendant 12 heure.

Le nouveau poids de la coupelle. Contenant le produit sec .permet de déduire le

rendement massique d’apres la formule suivante :

111.1.2.2. Préparation du chitosane :

Le chitosane a été obtenu par désacétylation de la chitine extraite par une solution
de soude selon le mode opératoire suivant :
La chitine a été traitée avec une solution de soude a 50%, dont la proportion (m:v) (1 :10),
la solution est agitée pendant 24 heure a 100°C.
La solution est ensuite filtrée, le chitosane retenu est lavé en continu, afin d’éliminer la
soude résiduelle, et ce jusqu’a ce que le pH de ’eau du lavage atteigne la neutralité, le

chitosane est rincé avec 1’eau distillée puis sécher a 1’étuve a 80°C pendant 24 h.

111.1.2.3. Caractérisations physico-chimigue du chitosane:

> Teneur eneau :

Pour estimer la part d’eau dans un produit, 1 a 2 g d’échantillon sont prélevés et pesés dans
une coupelle de poids connu, la coupelle est placée 24 h dans une étuve a 105 °C, puis pesée
apres 30 min de refroidissement, I’expérience est réalisée en triplicata.

La teneur en eau est évaluée selon la formule suivante :

Poids humide (g) -Poids de I'échantillon sec (g) y
Poids de I'échantillon humide (g)

% Humidité = 100...... 1.2
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> Teneur en cendres :

Le principe de la détermination de la teneur en minéraux repose sur leur résistance a la
chaleur, Environ 1 g d’échantillon est pesé dans une feuille de papier en aluminium de poids
connu, elle est repliée et placée au moins 5 h & température égale 500°C.

Apreés refroidissement, elle est de nouveau pesée, chaque mesure est répétée trois fois.

La teneur en cendres est évaluée selon la formule suivante :

poidsdu résidu calciné (g)

. ; : *100 ., 1.3
Poids de I'échantillon sec (g)

% cendre =

> Teneur en lipides :

La teneur en lipides totales est déterminée selon la méthode de Foch et al (1957) [96] en
duplicata. Environ 5 g d’échantillon est ajoutés a 100 ml d’une solution de chloroforme:
méthanol (2:1, v/v)).

L’échantillon a analyser et le solvant sont introduits dans un erlenmayer a hauteur de (1 :
20) (substrat solide/volume en ml), apres 1h agitation, le produit est filtré sous vide a travers
un verre fritté indice 3, le filtrat est introduit dans une ampoule a décanter, du NaCl a 0.9%
(w/v) est ajouté & hauteur de 0.2 (v/volume totale), le mélange décante jusqu’a I’obtention
d’un systéme biphasique net. L’ampoule est dégazée plusieurs fois, puis la partie huileuse
située dans la phase inférieure est versée dans un ballon préalablement pesé, le contenu du
ballon est distillé sous rotavapor (pression 220 bars), puis séché sous azote. Enfin le poids

du ballon est pesé, la teneur en lipides est déterminée avec la formule suivante :

.. M, -
% lipides = ZM— ............................. 111.4

Avec:
e Mo ; poids de ballon
e My ; pesé d’essai

e Mo ; poids du ballon contenant les lipides seches aprées extraction
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> Test de solubilité :

Le chitosane extrait est testé pour leur solubilité dans les milieux acides, basique,
neutre. Selon Ngah et Fatinthan [97] le teste de solubilité a été réalisé dans 5 % (v / v) de
I’acide acétique, 0.5 de NaOH et de ’eau distillée.

On pése environ 0,05 g de produit ajouté a 50ml de ses trois solutions séparément, et les
laisser sous agitation pendant 24 heure.

Nous avons effectué la solubilité de chitosane a différents concentrations de 0.1% jusqu’a
0.01%.

> Mesure du degré d’acétylation Par titrage potentiométrique :

La détermination potentiométrique du degré d’acétylation était suivant un titrage acido-
basique comme décrit par Tolaimate et al [17], avec pH métre de marque « OHAUS
Starter 2C » muni d’une électrode sensible.

Cela consiste a dissoudre 0.2 g de chitosane dans 20 ml d’HCI (0.1M) et 25 ml d’eau
distillée sous agitation 30 min, puis, ajouter encore 25 ml d’eau distillée et sous agitation
30 min jusqu’a la dissolution totale du chitosane.

Titrer avec la solution NaOH (0.1M) tout en introduisant la sonde du pH métre dans la
solution, tracer la courbe pH= f(VNaoH).

On détermine le DD du chitosane par la méthode de titrage potentiométrique, qui a été

calculé a partir de la formule Czechowska —Biskup [98]:

DDA% = 2.03 * ooy 1116
m +0.0042(V, —V,)

Avec :
e m ; masse du chitosane (g)
e VietV;;volume de NaOH ajouté correspondants aux deux points d’inflexion (ml)
e 2.03 Coefficients résultats du poids moléculaire de 1’unit¢ de monomere de
chitosane.
e 0.0042 Coefficient resultats de la différence entre le poids moléculaire du
monomere acetylé et la masse moléculaire désacétylé.
Les mesures ont été réalisées sur une large gamme de vitesses de cisaillement variant de
0,01 & 1000 s-1. Ces séries de mesure ont été réalisées deux fois pour chague masse molaire

avec des solutions-meres nouvelles chaque fois. [99]
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> Caractérisation par diffraction rayon X (DRX) :

La diffraction des rayons X est utilisée dans I’étude de la cristallinit¢ des différents
materiaux.

La méthode générale consiste a bombarder I'échantillon avec des rayons X, et a regarder
I'intensité de rayons X qui est diffusée selon l'orientation dans l'espace. La déviation
structurée de ce rayon-X sur les cristaux permet de déterminer le taux de cristallinité. [100]
L’indice de cristallinité (Icr) indique la proportion de zone cristalline dans 1’échantillon de
chitosane, Cette technique distingue les zones cristallines et les zones amorphes. Pour
déterminer ’indice Icr d’apres les résultats de diffraction. La méthode se base sur le rapport

entre la somme totale des aires des zones cristallines sur la somme totale des aires. [101]

» Caractérisation par microscopie électronigue a balayage (MEB) :

La microscopie électronique a balayage (MEB) est une technique de microscopie
électronique basée sur le principe des interactions électrons-matiere, capable de produire
des images en haute résolution de la surface d’un échantillon. Le principe du MEB consiste
sur I’émission d'un faisceau d’¢électrons balayant la surface de 1’échantillon a analyser qui,
en réponse, réémet des électrons et des photons. Ainsi, un faisceau d’électrons primaire
frappe la surface de 1’échantillon et les photons réémis sont remplacés par tout un spectre de
particules ou par rayonnements : électrons secondaires, électrons rétrodiffusés, électrons des
rayons X. Ces particules ou rayonnements apportent différents types d’informations sur la
matiere dont est constitué I’échantillon. La qualité des images obtenues en microscopie
¢lectronique a balayage dépend grandement de la qualité de I’échantillon analysé.

La morphologie de I’échantillon du chitosane a été observée avec un microscope

électronique a balayage pour prévoir sa structure et sa cristallinité.

> Caractérisations biologique de chitosane : Activité antifongique et

Antibactérienne :

Nous avons vérifié I’activité antifongique et antibactérienne du chitosane a différents
concentrations (1% - 2%) sur quelques souches de bactéries et champignons dans lequel :
» Les souches de champignons :

v" Candidas albicans
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v" Aspergillus fumigatus
v’ Saccharomyces cerevisiae
» Les souches des bactéries:
v" Escherichia coli
v' Staphylococcus aureus
v Pseudomonas aeruginosa
v' Bacilles
» Protocole expérimental
La méthode adoptée pour ce test est celle de la diffusion : couler aseptiquement le milieu de
culture gélosé Sabouraud pour les champignons et le milieu de culture gélose MH (Mueller-
Hinton) pour les bactéries dans des boites de pétri a raison de 15 ml par boite. On laisse
refroidir et solidifier sur la paillasse puis on ensemence les 3 champignons dans des boites
différentes. et aussi les 4 bactéries dans des boites différentes.
» Dépodt de disques
A I’aide d’une pince stérile, prélever un disque en papier wattman de 6 mm de diamétre et
I’imbiber avec la solution du chitosane a tester a différentes doses (0.5% - 0.1%), en mettant
seulement en contact le bout du disque, celui-ci va absorber progressivement ’EBC jusqu’a
I’imprégnation totale du disque, puis déposer sur la gélose.
Les boites de pétri sont ensuite fermée et laissées diffuser a température ambiante pendant
30mn et mises a I’étuve a la température de 28°C pendant 72h. Dans les boites de controle,
les disques sont trompés dans de 1’eau distillée stérile. L’expérience est répétée deux fois
pour chaque dose testée.
» Lecture
La lecture se fait par la mesure du diametre de la zone d’inhibition autour de chaque disque
a I’aide d’une regle en (mm).
Les résultats sont exprimés par le diametre de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé par
des signes d’aprés la sensibilité des champignons vis-a-vis des concentrations testées de

notre solution.

- Non sensible (-) ou résistante : diametre < 8mm
- Sensible (+) : diametre compris entre 9 et 14 mm
- Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 et 19 mm

- Extrémement sensible (+++) : diameétre >20mm


https://fr.wikipedia.org/wiki/Saccharomyces_cerevisiae
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111.1.2.4. Formulation de la créme bio:

> Préparation de la phase aqueuse: La phase aqueuse de notre creme est un
hydrolat de lavande. Pour cela on pése 5g de lavande auquel on ajoute de I’eau
distillé jusqu'a 100g, puis on chauffe dans un bain marie. L’hydrolat est obtenu
apres filtration.

> Préparation de la phase huileuse : La phase huileuse est un mélange (Cire
d’abeille, Beurre de karité et I’huile d’amande douce, ces derniers ont été met dans
un bain marie a 70°C, jusqu’a fusion compléte des composants, apres on ajoute
une quantité précise de principe actif (chitosane).

» Emulsifiant : Afin d’augmenter la stabilité de la créme on a recours a 1’utilisation

émulsifiant hydrosoluble (la lécithine) dans la phase aqueuse (hydrolat).

Notre créme a été obtenue, on versant la phase aqueuse dans la phase huileuse. Une
agitation mécanique peut assurer la bonne homogenéisation des deux phases.
On introduit a la fin de la préparation de la creme a raison de:

v Un arome pour parfumer,

v’ Pépin de pamplemousse comme conservateur

111.1.2.5. Caractérisation de la creme :

Pour la fiabilité et I’évaluation de la qualité de notre produit aux normes bien définies ; il est
recommandé de realiser les tests de validation suivantes :
1. La stabilité:

La stabilité de notre formulation a la cour du temps et sous des conditions physique
rigoureuse est déterminée en utilisant une centrifugeuse régler a une vitesse de 3600 tours/
min pendant 10 min.

2. Homogénéité :

Une certaine quantité de créme est étalée sur une lame puis recouverte d'une lamelle pour
une observation microscopique.

Ce test permet d’apprécier I’homogénéité de 1’émulsion ou la distribution des gouttelettes
dans I’émulsion et pour cela nous avons utilis€ un microscope optique avec un

grandissement de 10*100 = 1000.
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3. LepH:

L’acidité de la créme formulé est trés importante a connaitre étant donné que cette derniere
est destinée a étre appliqué sur la peau du corps d’une maniere et sur la peau du visage

particulierement. Cette acidité est généralement interprétée par la mesure du pH.

4. Influence de la température :

Pour le test de stabilité, nous avons déposé un échantillon de notre créme dans une étuve a
50°C pendant 24 h afin de mesurer sa stabilité microbiologique au cours du temps. La
stabilité des produits pharmaceutiques est un des parameétres clé pour la garantie de sa
qualité et pour la satisfaction du consommateur.

5. La viscosité :

L’objectif assigné est de caractériser le comportement rhéologique de la créme qui est en
écoulement variable afin de déterminer le modele rhéologique auquel elle obéit.

La procédure se résume a faire varier la vitesse de cisaillement (y).

Le rhéogramme obtenu donne la variation de la viscosité en fonction de la vitesse de
déformation.

Ce test rhéologique nous permet de déterminer la viscosité de nos essais ainsi de faire la
comparaison avec celle de la creme de référence et pour cela nous avons utilisé un
rhéomeétre de marque Anton PaarModulat Compact Rheometer MCR 302, relié a un bain
thermostaté et commandé a un logiciel qui permet de traiter les données.

Figure 111.1: Rhéometre Anton PaarModular Compact Rheometer MCR 302.
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6. controle sensoriel :

Apres sa fabrication, en avant sa commercialisation, chaque produit pharmaceutique doit
passer par une analyse sensorielle qui permet de mesurer les perceptions sensorielles d'un
produit en se reposant sur un avis objectif, celui d'un consommateur consentant. Pour que
cette analyse ait plus de valeur, il est nécessaire de la reproduit sur le maximum de personne
possibles. Ainsi I'analyse sensorielle consiste a étudier de maniére ordonnée et structurée les
propriétés d’un produit afin de pouvoir le décrire, de la classer ou de I'améliorer d'une
facon extrémement objective et rigoureuse.
La definition officielle de [I'analyse sensorielle consiste a analyser les propriétés
organoleptiques des produits par les organes des sens.
Afin de Vérifier la qualité sensorielle de notre creme on a fait un sondage de 20 personnes
sur les six critéres suivantes :
v' Glissant : la rapidité de I’étalement de la créme sur la peau (liée a la vitesse de
I’étalement).
v' Pénétration : la diffusion de la créme dans la peau (liée a la vitesse de
diffusion).
v Richesse : sensation de I’épanouissement de la peau aprés 1’application de la
creme (liée a I’épanouissement de la peau).
v" Onctuosité : la créme est en méme temps douce et épaisse (liée a la structure
de la creme).
v’ Effet filmogene : la formation d’un filme sur la peau.
v Douceur aprés application : la sensation d’une peau lisse aprés 1’application

de la créme sans qu’il y’es une sensation d’exces de gras.
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111.2.1 Résultats d’extraction de chitosane :

111.2.1.1 Extraction de chitine et production de chitosane.

1. Préparation des carapaces:

La matiere premiére utilisé pour cette étude c’est I’exosquelette de crevette rouge, aprés le
séchage des carapaces, la teneur en eau est égale 8%. Quelque soit la granulométrie des
fragments.

2. Préparation de chitine :

L’extraction chimique de chitosane consiste 3 étapes principales ; déminéralisation,
déprotéinisation, et blanchiment.
Le rendement massique apres 1’extraction de chitine égale 20.02%.

3. Préparation du chitosane « désacétylation » :

Cette étape est réalisé a partir la désacétylation de la chitine préparé, cette derniére
est traitée avec une solution basique (50%).
Le chitosane obtenu de couleur légerement jaunatre, et le rendement massique apreés la

désacétylation est égale 69.12%.

111.2.1.2 Caractérisation physico chimigue de chitosane :

Aprés 1’étape de ’extraction, le chitosane doit subir a quelques analyses physico-
chimiques, telle que la détermination de la teneur en eau, la teneur en minéraux (cendres) et

la teneur en lipides. Les résultats de la caractérisation sont regroupés dans le tableau I11.1.

Tableau I11.1 : Résultat des caractéristiques de chitosane.

Caractéristiques Chitosane extrait
Teneur en eau (%) 6.26
Teneur en cendre (%) 3
Teneur en lipide (%) 2

Selon les résultats de tableau I11.1 on remarque que la qualité de notre produit est ultra pure
avec une pureté de 95%, cette pureté dépend de la quantité des minéraux et des lipides

restantes dans le produit
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1. Test de solubilité

L’intérét porté a la solubilité du chitosane est justifié¢ par la nécessité de dissoudre la
substance afin de prendre connaissance de ces domaines d’application.
Le tableau II1.2 regroupe les valeurs de la solubilité du chitosane commercial et le

chitosane préparée au laboratoire.

Tableau 111.2 : Résultat de test de solubilité du chitosane extrait et commerciale

Solution Chitosane extrait Chitosane
commerciale

Acide acétique Soluble Soluble

Eau Insoluble Insoluble

NaOH Insoluble Insoluble

Effectivement le chitosane est insoluble dans 1’cau distillée et dans les solvants
alcalins concentrée ou diluée [103], cette insolubilité s’explique par la grande masse
moléculaire de chacune des chaines de polymeres et aussi par la formation de liaisons
hydrogénes entre les différents groupes fonctionnels portés par chacune des unités, par
contre il est soluble en milieu aqueux acide grace a la protonation de ses fonctions amine,
son meilleur solvant est 1I’acide acétique.

Toujours dans le cadre de la vérification de la solubilité du chitosane extrait au
laboratoire et commerciale une dissolution de ces dernier a différente concentration d’acide

acetique a eté effectué, le résultat est présenté dans le tableau 111.3.

Tableau I11.3 : Résultat du test de solubilité du chitosane extrait et commerciale a
différente concentration d’acide acétique.

Chitosane extrait | Chitosane commerciale
Concentration (M) |  Temps (min) Temps (min)
0.1 15 4
0.05 30 10
0.04 30 15
0.03 30 20
0.02 40 Insoluble
0.01 45 Insoluble
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La différence liée a la solubilité des deux types de chitosane est liée au degré de
désacétylation, lorsque le DDA est peu élevé, le chitosane est peu soluble, cette différence
nous permet de déduire que le DDA du chitosane extrait est plus élevé que celui chitosane

commerciale, ce qui a été vérifié dans la suite de notre travail.

2. détermination du degré désacétylation et du pKa du chitosane par dosage pH-

métrigue

La détermination du DDA par dosage pH-métrique s’effectue selon la méthode de
(Tolaimate et al 1990).

Dans cette méthode, le chitosane a été solubilisé dans une solution d’acide
chlorhydrique (HCI) (0.1M) et ensuite dosé par une solution d’hydroxyde de sodium
(NaOH) (0.1M), la mesure de changement de pH permet de tracer la courbe présente a

la Figure I11.3
14
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Figure 111.3 : Courbe du dosage potentiométrique du chitosane extrait.

La figure 111.3 présente une courbe avec deux points d’inflexions correspond a Vi et Vo,

la différence de volume de NaOH entre ces deux points lié a la quantité de HCI
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nécessaire pour protoner les groupements anime (NH2) du chitosane. Ainsi deux zones
sont distingués sur cette courbe, la premiere zone correspond au dosage 1’excés de HCI
et la second correspond au dosage des fonctions amine de chitosane (-NHz) qui se
déprotonés au fur et a mesure de 1’ajout de titrant (NaOH).

Le calcule du DDA du chitosane se fait selon la formule (111.06) et de 1’ordre de 93%.
Tandis que le pKa est égale au pH correspond au point de demi neutralisation ou la
concentration des groupements (-NHs) est eégale a la concentration des groupements
(NH2) du chitosane, ce qui nous permet de déterminer graphiquement le pKa a partir du
premier point d’inflexion (situe entre Vi et V2).

Dans notre cas le pKa est égale 6.06 + 0.01 (Figure 111.3 et Figure 111.4)
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Figure 111.4: dérivée seconde du dosage potentiométrique du chitosane extrait

3. Caractérisation par diffraction rayon X (DRX)

L’analyse de DRX a été effectue pour détecter 1’état de cristallinité du chitosane

extrait et du chitosane commerciale.
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Figure 111.5: diffractogramme de chitosane commerciale et extrait

On remarque une légere différence entre les diffractogrammes du chitosane extrait et
commerciale.

Le chitosane extrait montre un pic intense de réflexion autour de 26 =20 C° dans le rang de
206=15 a 40 °C, ce pic est aussi observé dans le diffractogramme du chitosane commerciale,
mais il est moins intense que ce dernier. En plus est légérement déplacé vers les angles les
plus élevés, ce qui explique la différence entre les valeurs de degré de désacétylation du
chitosane commerciale et chitosane extrait.

Tandis que le diffractogramme montre que la cristallinité du chitosane commerciale est
moins importante que celle du chitosane extrait, ainsi la diminution de I’intensité de
réflexion du pic du chitosane extrait indique la diminution des groupements acétamides.

La technique adoptée pour déterminer 1’indice de cristallinité consiste a calculer le rapport
entre 1’aire des pics associés aux zones cristallines sur 1’aire totale, I’indice de cristallinité

atteint donc 30.14% pour le chitosane extrait et 27.36% pour le chitosane commerciale.

4. Caractérisation par microscope électronique a balayage

L’image obtenue par microscope électronique a balayage du chitosane extrait et de la

commerciale est présentée dans la Figure 111.6 et la figure I11.7.
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(@) (b) (©)
Figure 111.6 : image par microscope électronique a balayage du chitosane commerciale a
différent dimensions : 100 um, 50 pm, 20 pym
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Figure 111.7 : image par microscope électronique a balayage du chitosane commerciale a
différent dimensions : 100 pm, 50 pm, 20 um

Quatre points de comparaisons principales ont été observés dans cette analyse:

1. lataille des particules (diamétre moyen): les particules du chitosane commercial sont
de plus petites de taille que le chitosane issu d'extraction (environ 80 um pour le
chitosane commerciale et 150-200 um pour le chitosane issu d’extraction).

2. la taille des particules (homogénéité de la taille): la taille de la particule pour
chitosane commercial est plus homogéne que pour le chitosane issu d'extraction.

3. la géométrie des particules: le chitosane commerciale présente des particules de
géométrie plus au moins ovoide (la plus part des particules sont ovoides), la
géométrie des particules du chitosane issu d'extraction est irréguliére et différe d'une
particule a une autre (des parallélépipedes a bords irréguliers).

4. la porosité des particules: les particules du chitosane commercial présentent de grand
ports bien définit et des surfaces bien lisse et homogene, au contraire des particules

du chitosane issu d'extraction qui ne présente aucun port visible a cet grossissement

et une surface complétement hétérogene.
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Sur plan structure, les résultats obtenus préalablement sont prévisibles, effectivement
les caractéristiques du chitosane commercial sont légerement plus appréciables que
ceux du chitosane issu d’extraction, cette différence est due a l'efficacité des procédés
industrielles bien étudiés  préalablement optimisés et standardisés et surtout a la
qualité de leurs équipements appliquant des technologies trés performantes (comme le
CO2 supercritique,

etc...).

-cette comparaison peut étre confirmé par des analyses complémentaires comme
I'étude granulométrique (pour la détermination de la distribution granulométrique
exacte et les diamétres moyens) ou encore les analyses de surfaces pour déterminé la
porosité du chitosane (la microscopie électronique a balayage a des grossissements
encore plus importants que ceux utilisés dans cette étude ou encore la BET).

6. Résultats d’acticité microbiologique de chitosane :

Tableau I11.4 : I'activité microbiologique du chitosane a 1 %

L activité Concentration du chitosane 1% I'observation

Les bactéries:

Escherichia coli Non sensible (-)

Staphylococcus aureus )
) Non sensible (-)
Pseudomonas aeruginosa

Bacilles Non sensible (-)

Non sensible (-)

de champignons :

Candidas albicans Trés sensible (++)

Aspergillus fumigatus )
o Sensible (+)
Saccharomyces cerevisiae

Sensible (+)



https://fr.wikipedia.org/wiki/Saccharomyces_cerevisiae

Tableau 111.5 : I'activité microbiologique du chitosane a 1.5 %
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L activité

Les bactéries:
Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa
Bacilles

de champignons :
Candidas albicans
Aspergillus fumigatus

Saccharomyces cerevisiae

Concentration du chitosane 1.5%

I'observation

Tres sensible (++)

- Sensible (+)

| Trés sensible (++)

Treés sensible (++)

|| Tres sensible (++)

Tres sensible (++)

Tres sensible (++)

Tableau I11.6: I'activité microbiologique du chitosane a 2 %

L'activité

Les bactéries:
Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa

Bacilles

Concentration du chitosane 2%

I'observation

Tres sensible (++)

| Tres sensible (++)

Extrémement sensible
(+++)

- | Trés sensible (++)



https://fr.wikipedia.org/wiki/Saccharomyces_cerevisiae
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de champignons :

Candidas albicans | Tras sensible (++)

Aspergillus fumigatus y )
Sensible (+)
Saccharomyces

cerevisiae Tres sensible (++)

L’analyse des résultats montre une grande variabilité dans 1’activité biologique du chitosane
. Cette étude révele que le chitosane a 1% ne présente aucune activité antibactérienne vis-a-
vis des souches testées. Par contre nous avons noté une bonne sensibilité du candida
albicans et une faible résistance d’Aspergillus fumigatus et Saccharomyces cerevisiea avec
des diametres d’inhibition respectives de 1.9 cm, 1.4 cm et 1.2 cm.

L’activité antimicrobienne du chitosane a des concentrations de 1,5 et 2% qui a été menée
vis-a-vis des souches testées montre une sensibilité trés significative avec des zones

d’inhibition assez importantes allant de 1.4 cm a 2 cm.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Saccharomyces_cerevisiae
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111.2.2 Formulation et caractérisation de la créme bio:

Cette partie consiste a deux principales étapes :
e la premicre étape c’est la formulation d’une créme thérapeutique bio, pour cela on a
effectué un balayage bidimensionnel des parametres de formulation.
e La deuxiéme étape a été consacrée a 1’¢tude comparative de la creme bio formulé au
laboratoire avec une creme de référence.
Selon D’activité thérapeutique nous avons choisi 3 créeme de référence (« Zeta» creme

antibactérien, « mycoster » créme antifongique, « madecassol » creme cicatrisante).

111.2.2.1 Formulation de la créeme bio :

Le balayage de formulation va nous permettre de choisir parmi une vaste palette de
variables de formulation celle sur laquelle on va jouer pour fabriquer une émulsion de type
donné. On peut le faire en changeant une ou plusieurs variable ou n’importe quelle
combinaison la mieux appropriée, de simplicité expérimentale ou de toute autre contrainte.

Dans notre formulation le balayage doit étre bidimensionnel, Afin d’avoir une
émulsion de type huile dans I’eau, le rapport phase aqueuse (pA) /phase huileuse (¢H) doit
étre égale ou supérieur a 1.

Nous avons proposé on se basant sur des travaux précédents (effectué au département Génie
des procédés dans notre laboratoire de recherche) de prendre deux rapports, oH / A= 70/30
et oH / oA =75/25.

Le beurre de Karité et la cire d’abeille représente une concentration < 7% pour le rapport
oH /pA= 70/30 et < 5% pour le rapport oH /A= 75/25 du total de la phase huileuse (¢H),
et le reste de cette derni¢re est 1’huile d’amande douce, cette derniére est maintenue
constante pour des valeurs dépendant des résultats du balayage des autres variables, sur
I’ensemble des formulations, les quantités prise sont exprimés en masse.

Quand a la phase aqueuse, est composée essentiellement d’hydrolat avec lequel on mélange

lécithine de Soja comme tensioactif (TA) d’un pourcentage <0,5%.

1. Préparation de la créeme sans principe actif:
> Formulation oH /@A= 75/25 et oH /@A= 70/30

Le but de notre travail dans un premier été alors d’obtenir une créme stable contenant le
moins possible de la phase huileuse, pour cela, on s’est proposé d’étudier les rapports
@AlpH = 75/25 et pAlpH = 70/30.
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Pour cette étude nous avons variée la quantité de la cire d’abeille (CA) et du beurre de karité
(BK), Cependant la somme des deux constituants devrait étre égale 5% et 7% pour les
rapports  oH/@A=75/25 et oH /A= 70/30 successivement, et nous avons fixe le
pourcentage d'huile d'amande douce (HAD) et du tensioactif (TA).

Les résultats de ces formulations représentées par leur état de stabiliser sont regroupés dans
les tableaux I11.7 et 111.8.

Tableau I11.7 : Proportions et résultats de formulations de la creme ¢H /pA= 75/25

Essais N° HAD % CA% BK % TA % OA % Stabilité
Essai N°=1 20 2.5 2.5 0.5 75 Instable
Essai N°= 2 20 2 3 0.5 75 Instable
Essai N°= 3 20 3 2 0.5 75 Instable
Essai N°= 4 20 35 1.5 0.5 75 Instable
Essai N°=5 20 15 3.5 0.5 75 Instable
Essai N°= 6 20 4 1 0.5 75 Instable
Essai N°=7 20 1 4 0.5 75 Instable

Tableau I11.8: Proportions et résultats de formulations de la creme ¢H /pA= 70/30

Essais N° HAD % CA% BK % TA % 0A % Stabilité
Essai N°=1 23 3.5 3.5 0.5 70 Instable
Essai N°=2 23 3 4 0.5 70 Instable
Essai N°=3 23 4 3 0.5 70 Instable
Essai N°=4 23 5 2 0.5 70 Instable
Essai N°=5 23 2 5 0.5 70 Instable
Essai N°=6 23 6 1 0.5 70 Instable
Essai N°=7 23 1 6 0.5 70 Instable
Essai N°=8 23 4.5 2.5 0.5 70 Instable
Essai N°=9 23 2.5 4.5 0.5 70 Instable

Au fur et a mesure de la formulation de la créme, nous avons remarqué visuellement

I’instabilité de notre créme avec une grande séparation de phases.
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Pour cette raison nous avons proposé une variation de la concentration du tensioactif dans
chacun des deux rapports afin d’obtenir une créme plus stable.

Donc le balayage a été effectué sur deux essais différents de rapport ou nous avons choisi
I’essai le plus instable pour cette formulation.

Nous avons gardé les proportions d’huile d’amande douce, cire d'abeille, et de beurre de
karité, par contre nous avons changée la proportion de tensioactif (T= 0.7 % et T=0.3%).
Les résultats de ces formulations représentées par leur état de stabiliser sont regroupés dans
le tableau 111.9.

Tableau 111.9 : Proportions et résultats de formulations de la créme avec différente
concentration de tensioactif.
Les proportions | HAD % | CA% BK %  TA % | @A | Stabilité

oA/pH = 75/25 20 1 4 0.7 | 75 | Instable
oH / 9A=70/30 23 4.5 2.5 0.3 | 70 | Instable

L’observation visuelle lors de la formulation indique que les crémes préparées sont instable
comme les précédents, lorsque nous avons conclu que aboutir a une créeme stable avec ces
deux rapports est impossible.

Alors nous avons proposeé de changer les deux rapports pA/eH =75/25 et pA/pH=70/30 par
les rapports @A/pH= 55/45 et oA/pH =50/50 successivement, afin de diminuer la
proportion de la phase aqueuse dans chacun des deux rapports mais, a conditions d’étre la
somme des proportions de la cire et du beurre de karité < 7% car notre but maintenant c’est

I’obtention d’une créme avec une faible quantité de cire.

> Formulation oH /@A= 55/45 et oH /A= 50/50

Pour cette étude nous avons variée la quantité de la cire d’abeille (CA) et du beurre
de karité (BK), Cependant la somme des deux constituants devrait étre < 7% pour les deux
rapports et nous avons fixé le pourcentage de tensioactif (TA).

Le pourcentage d'huile d'amande douce (HAD) est maintenue constant pour des
valeurs dépendant des résultats du balayage des autres variables.

Les résultats de I’étude de la stabilité sont résumés sur les tableaux I111.10 et I11.11 :
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Tableau 111.10: Proportions et résultats de formulations de la creme oH /@A= 55/45
EssaisN° | HAD % | CA % BK % TA % QA % Stabilité

Essal N°=1 38 3.5 3.5 0.5 55 Stable
Essal N°=2 38 3 4 0.5 55 Instable
Essai N°=3 38 4 3 0.5 55 Stable
Essai N°=4 38 5 2 0.5 55 Stable
Essai N°=5 38 2 5 0.5 55 Instable
Essai N°=6 38 6 1 0.5 55 Instable
Essai N°=7 38 1 6 0.5 55 Instable
Essai N°=8 38 4.5 2.5 0.5 55 Stable
Essai N°=9 38 2.5 4.5 0.5 55 Instable

Tableau 111.11 : Proportions et résultats de formulations de la creme ¢oH /A= 50/50
Essais N° HAD% | CA% BK% | TA% QA % Stabilité

Essai N°=1 43 3.5 3.5 0.5 50 Instable
Essai N°=2 43 3 4 0.5 50 Instable
Essai N°=3 43 4 3 0.5 50 Stable
Essai N°=4 43 5 2 0.5 50 Stable
Essai N°=5 43 2 5 0.5 50 Instable
Essai N°=6 43 6 1 0.5 50 Stable
Essai N°=7 43 1 6 0.5 50 Instable
Essai N°=8 43 4.5 2.5 0.5 50 Instable
Essai N°=9 43 2.5 4.5 0.5 50 Instable

Les tests de stabilité ont été effectué¢ avec une centrifugeuse afin d’accélérer la séparation
des deux phases, ainsi les essais qui présente une bonne stabilité ont été repris sur le tableau
11.12.
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Tableau 111.12: Les formulations représentant les crémes stable.

EssaisN°  HAD % | CA% BK % TA % QA % Stabilité
Rapport oH /@A =55/45

Essai N°=1 38 3.5 3.5 0.5 55 Stable
Essai N°=3 38 4 3 0.5 55 Stable
Essai N°=4 38 5 2 0.5 55 Stable
Essai N°=8 38 4.5 2.5 0.5 55 Stable
Rapport oH / A= 50/50
Essai N°=3 43 4 3 0.5 50 Stable
Essai N°=4 43 5 2 0.5 50 Stable
Essai N°=6 43 6 1 0.5 50 Stable

On remarque que des crémes stable ont été obtenues pour les deux rapports (4 essais
pour le rapport ¢H /@A =55/45 et 3 essais pour le rapport oH /@A =50/50). Il est a constaté
que la stabilité est directement lié a la quantité de cire existante dans notre creme, cette
derniére présente un état de stabilité pour des quantités de cire entre 3.5% jusqu’a 6%, avec
un rapport BK/CA< 1.

2. Préparation de la créeme avec le principe actif:

Le deuxieme but de notre travail a été de pouvoir introduire le principe actif qui
est le chitosane a ces crémes stables pendant leurs formulations. L’interrogation a ce
moment, est ce que ces formulations gardent leurs stabilités ?

Pour cela nous avons effectué une étude dans lequel on a introduit le principe actif a
ces cremes avec différents concentrations : 0.25%, 0.5%, 0.75%, 1%.

Le test de stabilité a été effectué a 1’aide d’une centrifugeuse pour accélérer la
séparation des phases, les résultats de 1’étude de la stabilité avec le principe actif sont

résumeés sur les tableaux 111.13 et 111.14.
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Tableau I111.13 : Proportions et résultats de formulation de la creme 50/50 avec différentes
concentrations de chitosane 0.25% - 1%.
Essais N° HAD% CA% | BK% | TA% | QA% CH% Stabilité

Le chitosane 0.25%

3 43 4 3 0.5 50 0.25 Stable

4 43 5 2 0.5 50 0.25 Stable

6 43 6 1 0.5 50 0.25 Stable
Le chitosane 0.5%

3 43 4 3 0.5 50 0.5 Stable

4 43 5 2 0.5 50 0.5 Stable

6 43 6 1 0.5 50 0.5 Stable
Le chitosane 0.75%

3 43 4 3 0.5 50 0.75 Stable

4 43 5 2 0.5 50 0.75 Stable

6 43 6 1 0.5 50 0.75 Stable

Le chitosane 1%

3 43 4 3 0.5 50 1 Stable

4 43 5 2 0.5 50 1 Stable

6 43 6 1 0.5 50 1 Stable

Tableau I111.14 : Proportions et résultats de formulation de la creme 55/45 avec différentes
concentrations de chitosane 0.25% - 1%.
Essais N° HAD% CA% | BK% | TA% | QA% CH% Stabilité

Le chitosane 0.25%

1 38 35 35 0.5 55 0.25 Stable
3 38 4 3 0.5 55 0.25 Stable
4 38 5 2 0.5 55 0.25 Stable
8 38 4.5 2.5 0.5 55 0.25 Stable
Le chitosane 0.5%
1 38 35 35 0.5 55 0.5 Stable
3 38 4 3 0.5 55 0.5 Stable
4 38 5 2 0.5 55 0.5 Stable
8 38 4.5 2.5 0.5 55 0.5 Stable
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Le chitosane 0.75%

1 38 3.5 3.5 0.5 55 0.75 Stable
3 38 4 3 0.5 55 0.75 Stable
4 38 5 2 0.5 55 0.75 Stable
8 38 4.5 2.5 0.5 55 0.75 Stable
Le chitosane 1%
1 38 3.5 3.5 0.5 55 1 Stable
3 38 4 3 0.5 55 1 Stable
4 38 5 2 0.5 55 1 Stable
8 38 4.5 2.5 0.5 55 1 Stable

D’apres les résultats de stabilités qui sont regroupé dans les tableaux (111.10 et 111.11), nous
avons remarqué que les cremes ont été formulé garde leurs stabilité quelque soit la

concentration de principe actif.

111.2.2.2 Caractérisation de la créme bio :

1. Influence de la température :

Apres D’etude de stabilité par centrifugeuse, 1’influence de la température est un
parametre important pour garantir la qualité du produit et la satisfaction de consommateur.
Nous avons fait un test de stabilité a la température, les résultats sont regroupés dans le
Tableau 111.15.
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Tableau 111.15: les Résultats de test de stabilité par température des différentes cremes
formulés

Le rapport 50/50

Essais 3 4 6 3 4 6
CH% 0.25 0.25 0.25 0.5 0.5 0.5
Stabilité instable Stable instable instable Stable Instable

Essais 3 4 6 3 4 6
CH% 0.75 0.75 0.75 1 1 1
Stabilité instable instable instable instable instable Instable

Le rapport 55/45
Essais 1 3 4 8 1 3 4 8
CH% 0.25 0.25 0.25 0.25 0.5 0.5 05 0.5

Stabilité | instable | instable | instable | instable | Stable | instable | instable | Instable

Essais 1 3 4 8 1 3 4 8
CH% 0.75 0.75 0.75 0.75 1 1 1 1

Stabilité | instable | instable | instable | instable | instable | instable | instable | Instable

On remarque d’apres les tableaux ci-dessus que sur les 28 formulations préparées
seul trois on résistées au test de la température, ce sont les créemes avec une concentration
en chitosane inférieur a 0.5%. Ce qui nous permet de constaté que la présence de quantité
importante de chitosane dans notre formulation a le désavantage de provoquer une

instabilité de la creme lors de son exposition a forte température.

2. Détermination du pH :

Le paramétre le plus important aprés 1’étude de la stabilité est la teneur en pH
de ces cremes étant donné que le produit va étre met en contact directe avec la peau.
Pour cela, nous avons procédé a la mesure a l'aide d'un pH métre. Tout d'abord, il est
nécessaire de savoir que la valeur lue sur le pH metre ne peut étre retenue comme
mesure que lorsqu’elle est stabilisée. La durée de stabilisation est en général de
quelques secondes et elle varie en fonction de la nature de la solution ou de

I’encrassement de 1’électrode.
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Les résultats de la mesure du pH des différentes cremes sont regroupés sur le tableau
111.16.

Tableau I11.16 : Résultats de mesure du pH des différentes cremes formulés
Le rapport 50/50

Sans CH CH=0.25% CH=0.5% CH=0.75% CH=1%
Essai N° pH pH pH pH pH
3 5.03 451 5.11 5.30 5.30
4 5.22 5.52 5.63 5.68 5.88
6 5.02 5.77 5.95 5.66 6.08
Le rapport 55/45
1 5.29 5.70 5.63 5.71 5.48
3 5.08 5.61 5.51 5.34 5.61
4 5.19 5.42 5.82 5.67 5.74
8 5.42 5.50 5.38 5.63 5.80

Les valeurs des pH nous ont permet de sélectionner les formulations qui obéissent aux
normes (5.5- 6.5). On remarque une majorité des créemes formulés en présence de matiére
active présente un pH appréciable. 1l est a noter que une Iégere augmentation du pH a été
constaté en présence de chitosane, cela peut étre expliqué par le fait que notre principe actif
est de caractere basique, ce qu’il déja était démontrer au (111.2.1.2 : 3) avec un pKa de 6.06
et donc un pH de 8.

A partir du test de stabilité par centrifugeuse, a la température et aux valeurs du pH
obtenues, les essais qui rassemblent les trois critéres a savoir une bonne stabilite et pH a la
norme sont pris pour la suite de notre travail, ces derniers sont regroupes sur le tableau
.17
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Tableau I11.17: les Formulations représente les cremes les plus stable avec meilleure pH

Le rapport 50/50

Essais | HAD% | CA% BK% TA% CH % QA% pH | Stabilité
NO

4 43 5 2 0.5 0.25 50 5.63 | Stable

4 43 5 2 0.5 0.5 50 552 | Stable
Le rapport 55/45

1 38 35 35 0.5 0.5 55 5.63 | stable

3. Determination de la viscosité et étude de I’écoulement par rhéologie :

Aprés la formulation des cremes leur comportement rhéologique a été étudié. Le
rapport entre la rhéologie et la stabilité du produit, particulierement dans le cas des
émulsions, a été identifié comme un parameétre-clé dans la formulation de produit.

Les propriétés prédominantes et les valeurs des parameétres rhéologiques dépendent
de la contrainte de cisaillement et sa durée de I'application.

L’analyse rhéologique en écoulement a été effectuée avec un rhéometre type plan-plan, la
vitesse de cisaillement a été imposée sur une fourchette de 0,001 & 1000 s avec une
trentaine de prise d’essai. Le tracé de la viscosité en fonction de la contrainte de

cisaillement est représenté sur le rhéogramme de la Figure 111.8.
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Figure 111.8: rhéogramme des courbes d’écoulement des différentes cremes formulés.

Sur rhéogramme de la Figure 111.8 on remarque que toutes les formulations
présentent un méme comportement. D’abord a faible vitesse de cisaillement (<10™#) on
observe clairement la présence d’un plateau exprimant un comportement newtonien, ce
qu’il se traduit par le fait qu’a une telle vitesse de cisaillement les particules sont
indéformables et résiste a la déformation donnant une viscosité constante.

Cela s’explique par la présence entre les macromolécules des interactions
attractives type Van der Waals ou parfois appelé les interactions de rappel élastique et
cela n’enregistre aucun changement sur le plan structural et donc la viscosité reste

constance.
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Pour une vitesse de cisaillement au-dela de 102 s, la viscosité chute brusquement
expriment un comportement non newtonien (rhéofluidifiant), Ainsi, la courbe
d’écoulement correspond a deux temps ; le premier a la manipulation de la creme (prise
de la creme du réception) et la seconde a 1’étalement de cette derniére. Il est a noter a
partir du méme rhéogramme que le comportement rhéologique des cremes formulés au
laboratoire est semblable & celui des crémes de références.

Ainsi les valeurs de la viscosité apparente ont été déterminées a partir des modeles

mathématiques, deux modeles ont été adopté ;

» Modeéle de Cross:

n-1, _ 1

T 1K)

Avec 1], :viscosité a ;/ —0 [Pa.s]

n, - Viscosité a ;/ — o [Pa.s]
K : constante de Cross
P : exposant de Cross P > 0.

On peut simplifier le modele de Cross, en remplacant n- par 0, étant donné que la valeur

de cette derniere est trés petite devant7], .

» Modeéle de Carreau:

n-n, _ 1

1= (14 (K 5)?)°

AVec :

K : constante de Carreau

Les valeurs de la viscosité ont été prisent en fonction du coefficient de corrélation
(R? tend vers 1) dans ce cas c’est le modéle de Carreau qui se rapproche le plus du
comportement de notre creme. Ainsi la viscosité de nos crémes ainsi que le coefficient de

corrélation du modeéle sont regroupés sur le tableau 111.18
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Tableau 111.18 : Résultats de la viscosité et des coefficients de corrélation des cremes
obtenus par le rhéométre.

Essais N° Mo [Pa.s] Coefficient de corrélation (R?)
Essai 4 372620 0.960
Essai 4 356620 0.938
Essai 1 241520 0.927
Creme « Zéta » 14090 0.903
Creme « Madécassol » 119890 0.829
Créme « Mycoster » 36006 0.848

Selon les résultats du tableau 111.18 on remarque que les valeurs de la viscosité des
cremes formulés sont quasi-constantes, alors que pour les cremes de référence les valeurs
de la viscosité varient d’'une maniére considérable. Ainsi le comportement et la viscosité

des cremes formulées ce rapproche le plus de la creme commerciale « Madécassol ».

4. Analyse sensorielle :

L’analyse sensorielle est un parameétre trés important liés directement a 1’affinité de
chaque consommateur. Pour que cette analyse ait plus de valeur, il est nécessaire de la
reproduire sur le maximum de personnes possibles. Ainsi, I'analyse sensorielle consiste a
étudier de maniére ordonnée et structurée les propriétés d'un produit afin de pouvoir le
décrire, de le classer ou de I'améliorer d'une fagcon extrémement objective et rigoureuse.
Pour cela chaque formulation a été tester sur 20 personnes, une moyenne de la notation
attribué pour chaque critére (I’aspect, la richesse, diffusion, étalement, Onctuosité, effet
filmogeéne) a été prise comme étant un critere de choix, les résultats de cette études sont

regroupés sur le tableau 111.19.
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Tableau 111.19: Moyenne des critéres de I’analyse sensorielle des crémes stables.

Criteres Etalement | Aspect | Richesse | Ouctuosité | Diffusion Film

Essais

Essai 04 (50/50) 3,975 4,025 3,5 3,6 3,425 3
PA (0.25%)

Essai 04 (50/50) 3,925 4,25 39 34 3,525 32
PA (0.5%)

Essai 01 (55/45) 3,8 3,975 3,725 3,2 3,65 32
PA (0.5%)

Puis, nous avons établis un profil sensoriel qui consiste a synthétiser, par un
graphique, I'ensemble des informations dégagées par I'analyse sensoriel de chaque
produit, ce dernier permet de voir plus clairement la formulation qui donne les
meilleurs critéres. L’ensemble des diagrammes sont représenté sur le tableau 111.20.

Tableau I111.20 : Diagramme des notes moyennes des criteres de formulation obtenue par
analyse sensorielles.
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Essali Diagramme

Essai N° 04

(50/50) (PA=0.25%) St .

ﬁfmog é;) i ,.,.-"""/
e

Onctuosité

Essai N° 04 Etalement
(50/50)
(PA=0.5%)

Essai N ° 01
(55/45)
(PA=0.5%)

Onctuosité

D’aprés les diagrammes obtenus pas 1’analyse sensorielle, la créeme la plus apprécier par
les 20 personnes pris comme échantillon de la population a été celle de 1’essai 04 du

rapport 50/50 avec une concentration de principe actif de 0.5%.
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En plus I’analyse rhéologie de celle-ci se rapproche de la référence, donc elle a été choisi

comme optimum de nos essai (voir Figure 111.9).

1e+6

le+5 A d

le+4
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1e+2

viscosité 1) [Pa.s]

1e+1

1e+0

1e-1 T T T T T
1e-5 1e-4 1e-3 1e-2 1e-1 1e+0 le+1 1e+2 1e+3 1e+4

vitesse de cisaillement [s"1]

# créme réfé. Madécassol
& créme essai 2 (50/50, 0.5%)

Figure 111.9: Courbes d’écoulement de la créme de référence et de I’optimum.

5. Contréle de I'homogénéité par microscopie optigue

L’image microscopique de la créme optimum formulé et la créme de référence sont
présentés sur la Figure 111.10, contrairement a 1’ceil nu, ot 1'on pensait que la créme était un
mélange homogene, au microscope on voit bien qu'une émulsion est un mélange
hétérogene. La creme formulé présente une dispersion avec des gouttelettes sphériques de

taille plus au moins homogene semblable a la creme de référence.
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A : Créme thérapeutique BIO formulé B : Creme de référence « Madécassol »

Figure 111.10: Image microscopique montrant une émulsion H/E des 2 crémes (Optimum «
créeme thérapeutique BIO » et référence) avec un agrandissement 100 X.
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CONCLUSION

L’extraction du chitosane nous a permis d’obtenir un produit de qualité ultra-pure
avec une pureté de 95%, ce qui permet son utilisation dans le domaine biomédical et
pharmaceutique comme un agent d’accélération de la cicatrisation, antibactérienne et
antifongique.

Le chitosane a été incorporé dans une préparation en tant que principe actif pour
formuler une creme thérapeutique BIO 100%. Une optimisation des paramétres de
formulation ont été effectueé nous a mené a obtenir des formulations stables.

Une série de tests rhéologique, physico-chimique et sensorielle ont été effectué afin
de pouvoir sélectionner la formulation (CA 5%, BK 2%, HAD 43%, Chitosane 0.5% et
TA 0,5%) avec un rapport phase huile/ phase aqueuse = 1 comme étant celle qui présente
les meilleurs criteres.

Une étude comparative effectuée sur notre creme bio formulé au laboratoire avec
des cremes références « zéta, mycoster, madécassol» a montré que les paramétres
physicochimigue et rhéologique sont semblables.

Ayant obtenu ces résultats, une créme contenant des composants 100% Bio
comparable a des cremes conventionnelles, on peut dire que notre objectif est atteint. Au
grand bonheur du chercheur, du formulateur et de 1’utilisateur, la qualité d’une créme BIO
est supérieure et ne peut étre que meilleur, car tous les composants de cette creme

contiennent des principes actifs naturels.
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LISTE DES ABREVIATIONS

BIO : biologique

FTIR : spectroscopie infrarouge a transformation de Fourier.
MEB: microscopie électronique a balayage.
DRX: diffraction rayon X.

RMN: Résonance magnétique nucléaire.
HLB: Hydrophile lipophile balance (balance hydrophile lipophile).
SEC : chromatographie d'exclusion stérique
EPP : extrait de pépin de paplemensse.
SEC: chromatographie d'exclusion stérique .
UV: U Visible.

P: population.

pH : Potentiel hydrogene.

DDA: degrés de désacétylation.

MM/ masse molaire

DA : degrés de Acétylation

¢@A: Phase aqueuse.

¢oH: Phase huileuse.

H/E: Huile / Eau.

E/H: Eau / Huile.

h/E/H : huile/ eau/huile

e/H/E : eau/huile/Eau

MH : gélose Mueller-Hinton

EBT : Brunauer-Emmett-Teller

CA : Cire d'abeille

BK : beurre de Karité

HAD: Huile d’amande douce.

TA: Tensioactif.

CH: chitosane

PA :Principe Actif

Mt: Marins tonnes.

Kg/hab. : kilogramme par habitent.
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T : tonnes

ADN : acide désoxyribonucléique

ARN : acide ribonucléique

N : Viscosité [Pa.s].

Y': Vitesse de cisaillement [S-1].

no Viscosité ay > 0 [Pa.sl] (& vitesse de cisaillement nul).
N Viscosité ay° > oo [Pa.s[] (a I’état infinie).

T: Contrainte de cisaillement [Pa].

Tc: Contrainte seille ou critique [Pa].

K : Constante de Cross et de carreau.
P : Exposant de Cross

R 2: Coefficient de corrélation
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ANNEXE |

Tableau : Résultat de titrage potentiométrigue

V(ml) | 0 0.1 0.3 0.4 0.7 0.9 1 1.1 1.2 1.3 14 15
pH 232 232 |232 |232 |235 |236 |238 |239 |24 241 | 242 | 243
V(ml) | 1.6 1.7 1.8 1.9 2 2.1 2.3 2.4 2.5 2.6 2.8 2.9
pH 244 1245 246 |247 |248 | 249 | 250 [251 |251 |252 |254 |255
V(ml) | 3 3.3 3.4 3.5 3.8 4 4.1 4.2 4.3 4.4 4.6 4.8
pH 256 | 259 260 |261 |264 |265 |268 |[270 |270 |272 |279 |279
V(ml) | 5 5.1 5.2 5.4 5.5 5.6 5.8 6 6.2 6.4 6.5 6.6
pH 283 [293 [294 |29 |3 3.04 318 |[324 |346 |357 |372 |383
V(ml) | 6.7 6.8 6.9 7 7.2 7.3 7.4 7.5 7.6 7.7 7.8 7.9
pH 395 (1408 418 |426 |436 |444 445 | 454 |456 |463 | 470 | 477
V(ml) | 8.1 8.2 8.5 8.6 8.8 8.9 9 9.1 9.2 9.3 9.4 9.5
pH 481 483 492 (495 |[501 |5038 |506 |51 519 |523 |527 |532
V(ml) | 9.7 9.8 9.9 10 101 |[102 |104 |[105 |106 |108 |11 111
pH 536 | 539 |542 |546 |55 554 |558 |560 |565 [570 |574 |577
V(ml) | 112 | 114 |115 |116 |11.7 | 119 |12 121 | 122 | 123 |124 |125
pH 579 |582 |587 |589 |595 |598 |6 6.03 | 6.06 |6.09 |612 |6.14
V(ml) | 126 | 128 | 129 |13 131 132 | 133 | 135 |[136 |13.7 |138 |14
pH 6.16 |6.19 |622 |624 |626 |628 |630 |[632 |634 |636 |639 |6.40
V(ml) | 141 143 |[144 |145 |146 |147 148 |15 151 152 |154 |155
pH 644 (648 |650 | 650 |651 |653 |65 |[660 |664 |665 |668 |6.72
V(ml) | 156 |157 |158 |159 |1641 |163 |165 |166 |168 |169 |17 17.1
pH 6.74 | 676 |677 |678 |680 |68 |689 [692 |69 |698 |7.03 |7.06
V(ml) | 172 | 173 |174 |175 |176 |177 |178 |179 |18 18.2 | 183 | 184
pH 709 |712 |720 |730 |740 |756 |776 |806 |9.08 948 |9.71 |9.95
V(ml) | 185 |186 | 187 |188 [189 |19 19.1 | 192 [193 [194 [195 | 196
pH 10.12 | 10.29 | 10.40 | 10.54 | 10.67 | 10.72 | 10.8 | 10.86 | 10.91 | 10.97 | 11.01 | 11.06
V(ml) | 19.7 {199 |20 201 | 202 | 204 |205 |206 |207 |208 |21 21.2
pH 11.1 | 11.15 | 11.18 | 11.22 | 11.25 | 11.28 | 11.30 | 11.33 | 11.35 | 11.37 | 11.39 | 1141
V(ml) | 2.3 | 214 |215 |216 |217 |218 |[219 |221 |222 |223 |224 |225
pH 1142 | 11.43 | 1145 | 1146 | 11.47 | 11.49 | 11.50 | 11.52 | 11.53 | 11.54 | 11.55 | 11.56
V(ml) | 22.6 | 228 |229 |23 231 | 232 |233 |235 |236 |237 |238 |239
pH 11.57 | 11.58 | 11.60 | 11.61 | 11.62 | 11.62 | 11.63 | 11.64 | 11.65 | 11.66 | 11.67 | 11.68
V(ml) | 24 241 | 243 | 244 | 245 | 246 |247 |248 |249 |25 251 | 253
pH 11.68 | 11.69 | 11.70 | 11.71 | 11.71 | 11.72 | 11.73 | 11.73 | 11.74 | 11.75 | 11.75 | 11.75




V(ml) | 25,5 | 258 | 26 262 | 264 |265 |26.7 |269 |272 |274 |2715 |277
pH 11.76 | 11.78 | 11.79 | 11.81 | 11.81 | 11.82 | 11.83 | 11.84 | 11.85 | 11.87 | 11.87 | 11.88

vV(ml) | 279 | 28 281 | 282 |283 |285 |286 |287 |289 |29 29.2 | 294
pH 11.89 | 11.89 | 11.90 | 11.90 | 11.90 | 11.91 | 11.91 | 11.92 | 11.92 | 11.93 | 11.93 | 11.94

V(ml) | 29.7 299 |30 30.1 | 303 30.5 306 |31
pH 1195 | 11.96 | 11.96 | 11.96 | 11.97 | 11.98 | 11.99 | 11.99

Figure : Corurbe titrage potentiométrique :

y =-0,005x + 0,4401
R2=00038

V(ml)




ANNEXE II

Résultat du diffraction rayon X du chitosane:

> Chitosane commerciale :

Commander Sample ID (Coupled TwoTheta/Theta)

T T T — T T T T
20 30 40 50

2Theta (Coupled TwoTheta/Theta) WL=1.54060

» Chitosane extrait

Commander Sample ID (Coupled TwoTheta/Theta)

T T T T T T T
20 30 40 50

2Theta (Coupled TwoTheta/Theta) WL=1.54060



	1-Page de garde.pdf (p.1-2)
	3-Dédicas.pdf (p.3-4)
	2-Remercement.pdf (p.5-6)
	6-Resumer+Abstact+ملخص.pdf (p.7-9)
	4-Liste tableau+Liste Figures+TABLE DES MATIERES.pdf (p.10-15)
	7-mémoire.pdf (p.16-80)
	5-Abriviation.pdf (p.81-82)
	8-Reference.pdf (p.83-90)
	9-Annexe.pdf (p.91-93)

