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RESUME

Une nouvelle famille de dérivés amphiphiles (N-alkylpectinamides) a été
préparé par amidation des pectines extraites a partir de trois sources végétales
(Citron, Citrange et Betterave rouge). L'optimisation de I'extraction par voie acide
des pectines de citrange a été réalisée a l'aide d'un plan d'expériences. Cette
approche a permis dappréhender les effets de différents facteurs (pH,
température, temps d'extraction) sur le rendement et le degré d’estérification. Des
rendements de 24,5% en pectines hautement méthylées (DE= 62,5%) ont été
obtenus a T=80°C, pH=1,2 et t=90min. Ces valeurs ont été considérées comme
optimales. L’'extraction assistée par induction électromagnétique a montré que le
temps d’extraction est significativement réduit. Il est passé de 90 min dans le
mode classique a 30 min avec ce nouveau mode tout en préservant les mémes
propriétés structurales. Les pectines ont été modifiées chimiquement par fixation
de différentes chaines alkyles (Cg, Ci2 et Cig) des amines primaires en milieu
biphasique. Des degrés d’amidation de I'ordre de 16% ont étés obtenus pour un
rapport massique pectine/amine de 1/2 a température ambiante. L’étude du
processus d’amidation a montré que l'obtention des dérivés plus substitués

nécessite des temps de contact trés longs. Les propriétés physico-chimiques des



différents dérivés hydrophobisés ont été évaluées par spectroscopie infrarouge et
par des mesures des propriétés tensioactives et émulsifiantes. L’utilisation des
dérivés N-alkylpectinamides pour la fixation des ions du cuivre Cu(ll) a donné des
capacités de biosorption meilleures comparées a celles obtenues avec des

pectines natives.

Mots clés : Pectine, Extraction, Modification, N-alkylpectinamide, Tension de

surface, Emulsification, Biosorption.

Abstract

A new family of amphiphilic derivatives (N-alkylpectinamides) was prepared by
amidation of pectins extracted from three vegetable sources (Citrus, Citrange and
sugar beet). The optimization of the acid extraction of citrange’s pectins, was
carried out using an experimental design. This approach enabled to apprehend the
effects of different factors (pH, temperature, extraction time) on the yield and the
degree of esterification. Yields of 24.5% of highly methylated pectin (DE = 62.5%)
were obtained with T=80°C, pH=1.2 and t=90 min. These values were considered
optimal. The extraction assisted by electromagnetic induction showed that the
extraction time is significantly reduced. It passed from 90 min in standard mode to
30 min with this new mode with preserving the same structural properties. Pectins
were chemically modified by attachment of primary amines of different alkyl chains
(Cg, C12 and Cyg) in a biphasic medium. The degrees of amidation of 16% were
obtained for pectinf/amine mass ratio of 1/2 at room temperature. The study of the
amidation process showed that obtaining more substituted derivatives requires
very long contact times. The physicochemical properties of different
hydrophobized derivatives were evaluated by infrared spectroscopy and
measurements of surface-active and emulsifying properties. The use of N-
alkylpectinamides for copper ions Cu (ll) fixation gave the best biosorption
capacities compared to those obtained with native pectins.

Keywords: Pectin, Extraction, Modification, N-alkylpectinamide, Surface-active,

Emulsification, Biosorption.
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INTRODUCTION GENERALE

Renouvelable et non polluante, la biomasse végétale est une source d’énergie,
de matériaux et de produits chimiques. Sa valorisation constitue 'une des voies
d’avenir pour participer a la maitrise des consommations de ressources non
renouvelables et lutter contre le changement climatigue. Hormis les usages
alimentaires, les applications de la biomasse comme carburants et matieres
premiéres de la chimie, ont connu un regain d’intérét au 19éme et au début du
20eme siecle. lls redeviennent, de nouveau, attractifs avec la hausse du prix du
pétrole et la tendance chimie verte. Ainsi, la biomasse est utilisée pour produire
des tensioactifs, solvants, fluxants de bitumes, encres, peintures, résines, liants,
lubrifiants, produits antigel ... sans oublier les nombreux principes actifs et huiles

essentielles utilisées en pharmacie et cosmétique.

Les polysaccharides constituent une part importante de la biomasse. lls ont
suscité un vif intérét chez les scientifiques depuis une trentaine d’années. Ces
macromolécules proviennent de sources différentes telles que les végétaux
(cellulose, amidon, pectine..), les animaux (chitine, acide hyaluronique...), les
microorganismes (pullulane, dextrane...). lls sont généralement trés hydrophiles,
dans un certain nombre de cas hydrosolubles, mais aussi biodégradables et
biocompatibles. Ainsi, ils peuvent étre utilisés, apres des modifications chimiques,
pour la production de plastiques biodégradables et de nombreux autres

polyméres.

La modification chimique de ces polymeéeres hydrophiles par fixation de
groupements hydrophobes leur apporte un caractére amphiphile qui leur confére
des propriétés physicochimiques nouvelles qui sont reliées d’'une part a leur
capacité d’auto-organisation en solution aqueuse et d’autre part a leurs propriétés
d’adsorption aux interfaces séparant une phase liquide aqueuse d’une phase

liquide nettement moins polaire. De nombreuses études ont été consacrées aux



polysaccharides amphiphiles mais qui sont restées souvent centrées sur les
propriétés associatives (viscosité, rhéologie...). Elles sont par contre que tres peu
intéressées a leur comportement a l'interface (souvent abordées au travers des

mesures de tension superficielle voire interfaciale).

Dans une problématique générale d’utilisation de polyméres hydrosolubles pour
diverses applications allant de la récupération assistée des hydrocarbures a la
délivrance de principes actifs, notre intérét s’est porté sur la synthese de dérivés
hydrophobiquement modifiés d’'un polysaccharide d’origine végétale qui sont les
pectines. Ces polyméres glucidiques, d’origine végétale peuvent étre des

candidats de choix pour le développement d’'une chimie dite "verte".

Les pectines sont constituées d’enchainements d’unités d’acide galacturonique
selon un mode a (1,4) avec quelgues ramifications de courtes chaines des sucres
neutres. En effet, les pectines sont une classe de molécules naturelles et
bioactives a la structure complexe dont la variabilité est susceptible d’induire de

profondes modifications de I'expression de leurs propriétés biologiques.

L’objectif principal de cette thése est la synthése de nouveaux systemes
amphiphiles a base de pectines. Pour développer de tels composés, nous avons
centré nos efforts premierement sur I'extraction de ce polysaccharide a partir de
trois sources végétales (Citron, Citrange et Betterave) par voie acide a chaud. Une
méthodologie expérimentale basée sur les plans d’expériences a été adoptée pour
l'optimisation des parameétres d’extraction. Par la suite, et afin de mieux mener
notre étude, un ensemble d’analyses a été effectué visant a déterminer
qualitativement et quantitativement ces pectines extraites, dans le but d'avoir une
meilleure approche de leurs compositions, leurs masses moléculaires et leurs

structures.

Un deuxiéme objectif visé dans ce travail est la clarification des relations qui
existent entre les caractéristiques structurales d'une famille des pectines
amphiphiles et leurs propriétés émulsifiantes. Ces macro-amphiphiles sont
obtenues par substitution des groupements hydrocarbonés aliphatiques le long
des chaines du polysaccharide. Il s’agit d’'une amidation, en milieu diphasique
(dans laquelle 'amine est en solution aqueuse et la pectine dispersée sous

agitation) des pectines avec fixation des groupements tres hydrophobes (Cg, C2,



Cig) des amines primaires. Les résultats obtenus montrent que les propriétés
emulsifiantes de ces dérivés peuvent étre ajustées en contrélant le taux de
substitution des macromolécules. L’adsorption aux interfaces des pectines
modifiées est mise en évidence par des mesures de tension de surface et

interfaciale.

Enfin, en plus des propriétés tensioactives et émulsifiantes des pectines
modifiées, une attention particuliere a été portée sur la possibilité d’utilisation de
ces pectines amidées comme des biosorbants pour la fixation d’ions métalliques
du cuivre Cu(ll). Il faut signaler que l'utilisation des dérivés amphiphiles des

pectines dans le domaine de la biosorption n’a pas été étudiée auparavant.
Ce manuscrit s’articule autour de trois parties :

Le premier chapitre rassemble les données disponibles dans la littérature
concernant les substances pectiques : définition, structure, propriétés. Nous
décrivons ensuite les différentes voies de syntheses développées pour obtenir les
dérivés amphiphiles. Enfin, nous dressons le bilan des modifications chimiques
réalisées sur les polysaccharides et plus particulierement sur les substances

pectiques.

Le second chapitre est consacré aux descriptions des matériels, protocoles et
méthodes utilisés pour réaliser les différentes synthéses, analyses et mesures des

propriétés réalisées aux cours de ces travaux.

Le troisieme chapitre rassemble tous les résultats obtenus lors de ce travail.
Les résultats sont regroupés en trois parties : les caractéristiques et les propriétés
physicochimiques des substances pectiques extraites a partir des différentes
sources végétales par voie acide a chaud et sous divers paramétres opératoires
sont données. Ensuite, les résultats relatifs a la synthése des dérivés des pectines
amphiphiles par amidation ainsi que leurs propriétés tensioactives et émulsifiantes
sont décrites. Enfin, nous exposerons les principaux résultats relatifs a I'utilisation
des pectines et leurs dérives N-alkylpectinamides comme biosorbants pour la

fixation des ions métalliques du cuivre.

Nous terminerons enfin ce travail par une conclusion générale.



CHAPITRE 1

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. INTRODUCTION

Les pectines sont une classe complexe de phytopolysaccharides qui entrent
dans la composition des parois cellulaires végétales. Ces molécules sont trés
utilisées par les industries agro-alimentaires comme des additifs alimentaires et, a
ce titre, elles sont enregistrées sous le n° E440. On estime a environ 5 grammes,
la quantité de pectines consommeées chaque jour dans un régime alimentaire
occidental moyen [1]. La consommation annuelle mondiale de pectines est
estimée a 45 millions de kg avec un marché situé aux environs de 400 millions
d’euros [2]. Bien plus que de simples additifs alimentaires, les propriétés
biologiques des pectines tant dans le domaine thérapeutigue en santé humaine
qgue dans celui de l'organisation et de I'évolution des structures pariétales en
physiologie végétale, font d’elles une classe de macromolécules remarquables. La
relation étroite entre leur structure et leur fonction a motivé de nombreuses études

et explique le nombre considérable de références bibliographiques a leur sujet.

Il convient donc dans un premier temps de dresser le bilan des données
actuellement disponibles dans la littérature sur les pectines en considérant
plusieurs aspects complémentaires : leur localisation, leur structure fine, les
méthodologies permettant leur extraction et leur caractérisation chimique, et enfin
leur valorisation dans le domaine industriel alimentaire, thérapeutique et

cosmétique.

En deuxiéme point, ce chapitre sera limité aux polysaccharides modifiés et
I'accent sera mis plus particulierement sur les polysaccharides modifiés en dérivés

amphiphiles.
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1.2. ORGANISATION DE LA PAROI VEGETALE

La paroi végétale est un empilement de plusieurs couches constituées de
cellulose, d’hémicelluloses, de pectines et/ou de lignine dont les proportions
dépendent de l'organisme producteur du tissu. Cette paroi pecto-cellulosique
confére a la cellule des propriétés biomécaniques de rigidité et d’élasticité, qui
peuvent apparaitre contradictoires. En effet, d’'une part la structure est rigide
permettant le maintien de l'organisme et d’autre part I'enveloppe est souple et

extensible assurant la croissance des cellules [3].

Du point de vue anatomique, certaines caractéristiques permettent de définir un
modéle général de la paroi végétale (Figure 1.1), se décomposant en trois zones

distinctes, de I'extérieur vers l'intérieur de la cellule :

v’ La lamelle moyenne : partie commune située entre deux cellules voisines
dont le role est d’assurer la cohésion entre les cellules. Son épaisseur varie de
0,2 a 1 um. La lamelle moyenne est riche en pectine et dépourvue de cellulose.
v’ La paroi primaire : la plus mince (0,1-0.2 ym) constitue la seule enveloppe
fibrillaire des cellules en croissance et montre une grande plasticité. Elle
présente une structure bi-phasique, ou les micro-fibrilles de cellulose sont
dispersées dans une matrice amorphe fortement hydratée composée de
substances pectiques, d’hémicelluloses et de protéines. La paroi cellulaire
primaire est composée de 9-25% de cellulose, de 25-50% d’hémicellulose, 10-
35% de pectines et 10% de protéines [4].

v’ La paroi secondaire : trés épaisse (1 a 5 um) est ajoutée a la paroi primaire
lorsque la cellule a cessé de croitre. Elle est constituée d’un réseau fibrillaire de
cellulose cristalline et d’hémicellulose. En fonction de I'orientation des fibrilles
de cellulose, trois régions distinctes sont définies (S1, S2, S3). Ces fibrilles de
cellulose ont une orientation déterminée qui change rythmiquement et varie

d’'une strate a l'autre.



s Paroi
secondaire
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Figure 1.1 : Vue perspective d’'une paroi ligneuse [6]
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La paroi cellulaire végétale est donc formée majoritairement de polysaccharides

dont la structure et les relations intermoléculaires peuvent expliquer cing grandes

fonctions :

(1) elle assure I'extension du réseau intercellulaire,

(2) elle contribue a I'adhésion des cellules dans la lamelle moyenne,

(3) elle limite la porosité de la paroi cellulaire,

(4) elle contribue au maintien de I'équilibre physico-chimique du symplaste,

(5) elle assure la transduction de signaux extracellulaires vers le milieu

intracellulaire a

travers la libération d’oligosaccharides bioactifs [5].

1.3. LES PECTINES

1.3.1. Localisation

Les substances pectiques sont une grande famille des éléements structuraux

des parois cellulaires primaires et des réegions intercellulaires des plantes

supérieures ou elles fonctionnent comme agents d’hydratation et matiéres de

cimentage du réseau cellulosique [7]. Elles sont majoritairement présentes dans la

lamelle moyenne et la paroi primaire comme le montre la figure 1.2. Elles sont
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généralement produites pendant les étapes initiales de la croissance des cellules
primaires et constituent d’environ un tiers des substances seches des parois de la
cellule. La concentration la plus élevée des pectines dans la paroi des cellules est
trouvée dans la lamelle moyenne, avec une diminution progressive de la paroi

primaire des cellules vers la membrane plasmique [7].

Figure 1.2 : Schéma représentatif de la localisation de pectine dans la paroi

cellulaire [8]

1.3.2. Structure chimique des substances pectiques

La pectine est un hétéropolysaccharide complexe avec une composition
variable selon l'origine de la matiere premiere et les méthodes d’extraction [9], de
ce fait elle ne peut pas étre caractérisée en termes de structure et conformation
globales spécifiques. Il est, cependant, possible d'identifier les éléments

structuraux distinctifs contenus dans toute la substance pectique [10].

Les pectines ont pour structure de base un enchainement linéaire d’unités
acide D-galacturonique (Figure 1.3) (ou Homogalacturonane (HG)) reliées entre
elles par des liaisons glycosidiques a (1— 4), plus ou moins estérifiés (méthylés)
et/ou partiellement acétylés en O-2 ou O-3 (Figure 1.4). La chaine principale peut

étre interrompue par des enchainements alternés de résidus rhamnose et acide



13

D-galacturonique rhamnogalacturonanes (RG)) [11, 12]. Ces derniers
enchainements peuvent étre ramifiés par des chaines latérales riches en unités
arabinose et galactose (arabinanes, galactanes et arabinogalactanes) [13, 14]. Un
schéma récent [15] de la structure de la pectine est présenté dans la figure 1.5 ou

les différents constituants de la pectine figurent.

OH OH
Q
4 c]% OH T,
% 4
0 0 0 0
cooH COOCH,
Acide D-galacturonique Acide D-galacturonique estérifie en méthyle

Figure 1.3 : Les unités principales de la molécule de pectine [16]

Groupement
/ méthoxyle

Hy e Groupement
acétvle

Figure 1.4 : Schéma de la structure principale de la pectine [17]



Rhamnogalacturonane I Homogalacturonane Xylogalacturonane Rhamnogalacturonane I

© acide galacturonique ® ®L-Arabinose © D-Apiose 4 O-Acetyle

> L-rhamnose @ D-Galactose © L-Fucose ¥ O-méthyle
® D-acide galacturonique @ L- acide acérique @ D-Xylose ® Borate
® Kdo @ D-Dha = L-Galactose

Figure 1.5 : Modéle de structure chimique d’'une pectine [15]

14

Les zones a taux élevé de sucres neutres (L-arabinose, D-galactose, D-xylose,

D-glucose, D-mannose et L-fucose) et D-acide glucuronique sont appelées

«zones hérisséesy, alors que les zones constituées uniquement d’unités acide

galacturonique sont dites « zones lisses » comme le montre la figure 1.6 [18, 19].

Les unités acides galacturoniques présentes dans les zones homogalacturonique

et rhamnogalacturonique peuvent étre méthyle-estérifiees a la position 6, et

acétylées aux positions 2 et/ou 3 [13]. Les fonctions acides sont souvent

estérifiées par des groupements méthyles ou salifiées par des ions monovalents

ou divalents tels que K*, Na* et Ca®*[11, 12].

Zone lisse

Figure 1.6 : lllustration schématique des zones lisses et héerissées

de la pectine [19]
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1.3.2.1. La chaine principale

Le squelette élémentaire de la pectine est composé majoritairement d’unités
(200-1000) acide D-galacturonique (D-GalA) (également désigné sous le nom
d'acide polygalacturonique ou d'acide pectique) reliées par des liaisons
glycosidiques a-(1—4); I'homogalacturonane peut également étre substitué par
des unités de sucres neutres ou des chaines courtes. Le xylogalacturonane est un
galacturonane sur lequel les unités acides galacturoniques sont substituées en
position O-2 et/ou O-3 par des unités xylose ou de courtes chaines latérales des

xyloses liées en 2 [13, 20].

Le deuxieme dispositif fondamental de la structure de pectine est la présence
récurrente de faible proportion de rhamnose (typiquement 1 - 4%) dans la chaine
principale. Des unités acides D-galacturoniques liées en a-(1—4) sont
interrompues par l'insertion des résidus rhamnopyranose liées en (1—2) donnant
un RG type I. Un autre type de rhamnogalacturonane RG-Il, qui montre une
structure extrémement complexe avec au moins 12 monomeres différents, est un
composant moins fréquent dans les parois cellulaires des plantes [13]. On

rencontre généralement les RG-1l dans les jus de fruits [21].

1.3.2.2. Les chaines latérales

Les chaines de sucres neutres sont généralement associées au RG -I. Les
sucres les plus généralement trouvés sont le galactose et I'arabinose, qui forment
des chaines complexes de divers degrés de polymérisation. Les chaines latérales
sont habituellement liées aux unités de rhamnose en position O-4, et parfois en
position O-3. La proportion des résidus de rhamnose branchés est variable: de 10-
50% dans la carotte, 30% dans les coques de pois, 60% dans la betterave, et 25-
100% dans la pomme. Parmi les sucres neutres, les arabinanes et les

arabinogalactanes (de type | et Il) peuvent également étre distingués [13].

Les arabinanes constituent les chaines latérales les plus répandues des
pectines. Elles présentent une composition glucidique homogene et moins
complexe. En effet, elles sont constituées uniquement d'unités a-L-
arabinofuranose, liées entre elles par des liaisons a-(1—5), et qui peuvent étre

substituées en position O-3 et/ou O-2 par un autre a-L-arabinofuranose
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Si les galactanes pures sont peu répandues dans la nature, les parois
végétales contiennent des galactanes plus au moins ramifiées par des résidus
arabinose appelées arabinogalactanes. D’un point de vue structural, on en
distingue deux classes. D’une part, les arabinogalactanes de type |, naturellement
associées au squelette pectique, notamment aux rhamnogalacturonanes. Elles
sont constituées de chaines linéaires d’unités D-galactopyranose liées en -
(1—4), sur lesquelles sont attachées en position O-3 des unités D-

galactopyranose et des unités L-arabinofuranose liées en (1—5) [13, 22, 23].

D’autre part, les arabinogalactanes de type Il, plus répandues dans la nature,
sont constitués d’'une chaine principale B-(1—3)-galactopyranose sur laquelle
peuvent se greffer, en position O-6, des chaines latérales. Ces chaines sont
formées de courtes chaines d’'unités galactopyranose liées en B-(1—6) et
arabinofuranose liées en a-(1—5). Ces chaines latérales, elles aussi, peuvent étre
substituées soit par des résidus de galactose ou encore des unités arabinose d’ou

leur complexité structurale [22].

1.3.2.3. Substituants non glucidiques

La distribution des groupements carboxyliques libres le long des molécules de
pectine et celle des molécules avec différents degrés d'estérification dans une
préparation spécifique de pectine a été étudiée par diverses techniques [10]. La
méthyle-estérification des groupements carboxyliques et l'acétyle-estérification
des fonctions alcooliques sont deux substitutions principales naturellement
présentes dans les substances pectiques. Les pectines commerciales peuvent

également étre amidées par des modifications chimiques [13, 24].

Les groupements carboxyligues sont partiellement méthyle-estérifiés, et le
degré de méthylation (DM; le pourcentage des groupements carboxyliques
estérifiés par le méthanol) permet aux pectines d'étre classifiées. Si plus de 50%
des groupements carboxyliqgues sont méthylés, les pectines sont dites hautement
méthylées (HM); et si moins de 50% sont méthylés, ce sont des pectines
faiblement méthylées (FM). Dans la nature, les pectines sont le plus souvent

hautement méthylées [13, 25].
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Industriellement, les pectines FM sont généralement obtenues par dés-
estérification acide contrdlée mais, d'autres moyens, y compris un traitement
alcalin ou enzymatique peuvent également étre employés. Ces traitements
menent aux pectines avec distribution aléatoire des groupements carboxyliques
libres. Le mode de distribution des groupements carboxyliques libres et estérifiés
a un effet profond sur les propriétés de gélification. La méthode utilisant
I'ammoniaque produit un type différent de pectines FM dans lesquelles quelques
groupements carboxyliques ont été amidés. Le degré d'amidation (DA) est défini
comme le nombre d'unités acides galacturoniques amidés. Les pectines FM
amidées résultantes présentent des propriétés de gélification particuliéres [13].

Des fonctions alcooliques secondaires des résidus acides galacturoniques
peuvent également étre acétyle-estérifiees, mais la position précise (sur O-2 et/ou
0-3) des groupements acétyle est toujours inconnu [13]. Le degré d'acétylation
(DAC) est défini comme le nombre de groupements d'acétyle pour chaque 100
unité d'acides galacturoniques. Le DAc est généralement faible pour les pectines
natives, mais des pectines avec un haut DAc tel que les pectines de betterave a
sucre, de poire, de carotte, et de pomme de terre, ont été rapportées. La présence
des unités d’acide férulique estérifié, d'arabinoses et de galactoses dans les
chaines latérales de pectines a été observée dans la famille de Chenopodiacea
(betterave a sucre, épinards, et quinoa) [26]. Cet acide phénolique a été montré

pour étre lié sur les résidus d'arabinose en O-2 et/ou de galactose en O-6 [27].

1.3.3. Sources des pectines

La pectine occupe une place particuliere parmi les polysaccharides des
membranes cellulaires végétales et se différencie surtout par sa structure et ses
propriétés des autres polysaccharides constitutifs des membranes cellulaires.
Comme I'amidon et la cellulose, la pectine est un carbohydrate structural présent

dans toutes les plantes. Seules les céréales n'en comportent pas [25].

Méme si les pectines sont trés largement répandues dans les tissus végétaux
ou elles sont un ciment intercellulaire dans la lamelle moyenne et un liant
intermoléculaire dans la paroi primaire, le nombre de sources naturelles qui
peuvent étre utilisées pour des usages industriels est limité. Les propriétés

physico-chimiques des pectines - base de leur utilisation industrielle - dépendent
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tres largement de leurs caractéristigues structurales qui elles-mémes sont
expliquées par la plante qui est a l'origine de leur synthése. C’est pourquoi, la
détection de grandes quantités de pectines dans une source végétale n’est pas un
argument suffisant pour que ces dernieres puissent étre valorisées a une échelle
industrielle. Le cas des pectines de betteraves dont l'acétylation des fonctions
alcools secondaires des acides galacturoniques s’oppose a la gélification en est
une parfaite illustration. Les marcs de pomme (teneur en pectines 15-20%) et les
ecorces des agrumes (30-35%) constituent les principales sources des pectines
industrielles [10, 25]. Le Tableau 1.1, précise la teneur en substances pectiques
de quelgues végétaux.

Tableau 1.1 : Teneur en substances pectiques de quelques végétaux [25, 28]

Origine Teneur en pectines (% de la matiére séche)
Pomme 4,5
Carotte 10
Raifort 15
Tomate 3
Marc de pomme 15-20
Capitules de tournesol 25
Marc de betterave 15-20
Albédo des agrumes 30-35
Fibre de coton 0,7
Pépins de citron 6,0
Ecorce de citron 32
Pulpe de citron 25
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1.3.4. Propriétés physico-chimiques

1.3.4.1. Masse moléculaire

La détermination de la masse moléculaire des pectines est une donnée difficile

a mesurer et ceci pour trois raisons [13] :

» Les pectines sont par définition des molécules hétérogénes ;

» Une fois extraites et purifiées, elles deviennent parfois insolubles dans 'eau
qui est pourtant le solvant qui a servi a leur extraction ;

» Molécules polyanioniques par définition, les pectines forment -a la suite

d’interactions électrostatiques- des agrégats multimoléculaires.

La détermination de la masse moléculaire des pectines doit donc étre effectuée
par plusieurs méthodes physico-chimiques complémentaires, dont la convergence
des résultats permettra d’établir une valeur significative de la masse moyenne des

pectines.

Basée sur la viscosimétrie, la masse moléculaire moyenne de la pectine
commerciale varie entre 50 000 et 150 000 daltons [10]. Owens et al. [13] ont
établi en 1946 la premiére équation de Mark-Houwink-Sakurada pour des pectines

dans une solution de NaCl a 0,155M. Cette équation s'écrit :
] = 1,4 x 1076 ML3* (1.1)

Ou [n] est la viscosité intrinséque en dLg™ et M, est la masse moléculaire

moyenne en Viscosité.

Des développements récents dans la chromatographie connue sous
I'appellation anglaise Size-Exclusion Chromatography (SEC) couplée a la diffusion
de la lumiére laser ou la détection viscosimétrique, ménent a une amélioration
sensible des caractérisations du poids moléculaire des pectines, bien que les

phénomeénes d'agrégation perturbent toujours les résultats.

Les valeurs de masses moléculaires, qui s'étendent de quelques dizaines a
plusieurs centaines de kilodaltons (kDa), dépendent non seulement de la méthode
employée, mais également de l'origine de la pectine et des moyens de I'extraction
(Tableau 1.2).
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Tableau 1.2 : Masses molaires moyennes mesurées pour différentes pectines
Origine My (kDa) Technique analytique Source
Betterave 10425 SEC Courtois et al. [29]
Pomme 70 Diffusion de la lumiere | Malovikova et al. [30]
Pomme 34,8 SEC Malovikova et al. [30]
Pomme 5330 SEC — MALLS* Ralet et al.[13]
Citron 21 a 250 Diffusion de la lumiere | Ousalem et al. [31]
Citron 32 a336 SEC Ousalem et al. [31]
Citron 178 SEC- viscosimétrie Ralet et al.[13]
Orange 84,5a102,8 Diffusion de la lumiere | Kar et Arslan. [32]

* MALLS: Multi-Angle Laser Light Scattering.

1.3.4.2. Solubilité et précipitation

La pectine doit étre completement dissoute pour assurer son utilisation entiere.
La dissolution compléte présume une dispersion sans formation des agrégats. La
pectine, comme d'autres agents gélifiants, ne se dissoudra pas dans un systeme
ou les conditions de gélification existent [10]. Les pectines sont des hydrocolloides
c'est-a-dire des polysaccharides qui, par définition, sont solubles ou solubilisables
dans et par I'eau. Cette propriété est a la base méme de leur valorisation dans le
secteur agro-alimentaire. Toutefois, lors de la solubilisation d’'un polymeére, il y a
compétition entre les interactions macromolécule / solvant et les interactions

macromolécule / macromolécule [33].

Les pectines se comportent comme des polyélectrolytes grace a la présence de
groupements carboxyliques dans leur squelette. La solubilité des pectines dans
I'eau est donc liée a I'état d'ionisation des groupements carboxyles mais aussi au
degré de polymérisation et a leur distribution. En effet, lionisation des fonctions
carboxyligues permet lindividualisation des chaines grace aux répulsions

électrostatiques entre les charges et donc la solubilisation du polymeére. Bien que
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le pH, la température, la nature et la concentration des pectines aient un role
important sur la solubilité, celle-ci peut étre augmentée en empéchant les
associations moléculaires (présence de substituant, augmentation du DM) ou en
augmentant la force ionique [33]. Dans un milieu aqueux, il se produit d’abord un
gonflement des chaines, puis celles-ci s'individualisent et la solubilisation
proprement dite aura lieu. Ce processus se traduit par une augmentation de la
viscosité du milieu [34].

La solubilité des pectines sera donc conditionnée par un certain nombre de
facteurs liés essentiellement a leurs structures et notamment : leur masse
moléculaire, I'importance de leur taux de ramification, la valeur de leur degré de
méthylestérification ainsi que la répartition des groupements méthylester le long
de la chaine pectique. Ainsi, il est admis qu’une pectine sera d’autant plus soluble
que sa masse moléculaire est faible, que sa structure est fortement ramifiée et
que ces fonctions carboxyliques sont engagées dans une estérification avec le
méthanol. Le pKa intrinséque des GalA est de I'ordre de 3. Ainsi, lorsque le pH

des solutions est supérieur a 3, les pectines sont sous leur forme ionique [33].

Les substances pectiques sont par ailleurs insolubles dans les solvants
organiques tels que le formamide, le diméthylformamide (DMF) et le
dimethylsulfoxide (DMSOQO). Elles peuvent étre aisément précipitées en présence
de solvants organiques (acétone, éthanol, isopropanol), de détergents
quaternaires, des cations mono- et multivalents (Na®, Ca®, H*, AP*") et de

polymeres basiques (protéines et polyamides) [25, 35].

1.3.4.3. Propriétés gélifiantes et stabilisantes

Les substances pectiques peuvent former des gels sous certaines conditions,
ces propriétés sont tres largement utilisées en industrie agroalimentaire ou les
pectines sont utilisées comme épaississant des solutions et stabilisant des

émulsions [25].

Un gel de pectine peut étre considéré comme un systeme dans lequel le
polymere est dans un état entre entierement dissous et précipité. Dans ce cas, les

segments des chaines de molécule sont joints ensemble par cristallisation limitée
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pour former un réseau tridimensionnel dans lequel de I'eau, du sucre et d'autres

corps dissous sont tenus ensemble.

Une bonne solubilisation des pectines est la premiere étape du procédé de
gélification. Une fois les pectines sont solubilisées, elles peuvent se gélifier par
des associations inter-chaines. Les nombreux groupements hydroxyles libres, et
les fonctions carboxyliques méthylées ou amidées, peuvent mener a
I'établissement des liaisons d'hydrogénes, des interactions hydrophobes ou des

liens ioniques entre les molécules [13, 36].

Outre un nombre non négligeable de facteurs intrinséques (masse moléculaire,
charge...) et extrinseques (température, pH, force ionique, nature des ions dans le
milieu...), les mécanismes de gélification sont principalement gouvernés par
I'appartenance des pectines aux familles HM ou FM [36]. Les modes de formation

des gels de pectines HM et FM different, mais le principe reste le méme [25].

» Gels des pectines hautement estérifiees en méthyle (pectines HM)

La fabrication des confitures est la principale utilisation des pectines
industriellement extraites, prenant l'avantage des capacités des pectines HM de
former des gels avec des taux élevés de sucre (> 55%) et en milieu acide (pH =
2,5 — 3) [10, 13]. En solution aqueuse a faible teneur en sucre, elles sont
facilement solubles. Dans ces conditions, les molécules pectiques sont fortement
hydratées [25]. De plus, les fonctions carboxyliques étant dissociées, il apparait
des charges négatives le long de la chaine. Ces charges de méme signe ont donc
tendance a repousser les molécules entre- elles. Les zones de jonction de ce type
de gels sont formées de segments de deux molécules, ou plus, qui sont stabilisés
par une combinaison de liaisons hydrogene et hydrophobe. La gélification a lieu
en milieu acide (pH < 3,5), permettant le rapprochement des chaines de pectines
par un écrantage des charges et une augmentation des liaisons hydrogéene et en
présence de co-soluté (généralement du saccharose) destiné a promouvoir les
interactions hydrophobe en diminuant l'activit¢ de l'eau [37]. De plus, la
gélification se produit au cours du refroidissement dans les conditions
appropriées. La vitesse de gélification augmente si la température ou le pH
diminue et si le DM ou la teneur en co-solutés augmente. Les gels obtenus ne

sont pas thermoréversibles [33, 37, 38]. Ce comportement des pectines HM est
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utilisé dans lindustrie des confitures et gelées. La figure 1.7, montre les deux
types d’interactions prédominantes dans le mécanisme de gélification des
pectines HM [39].
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Figure 1.7: Mécanisme de gélification des pectines HM [39]

» Gels de pectines faiblement estérifiées en méthyle (pectines FM)

Le mode de gélification des pectines FM est totalement différent de celui des
pectines HM. Il requiert la présence d'ions divalents (le calcium pour les gels
alimentaires) et conduits a des gels qui peuvent étre thermoréversibles. Une
augmentation de la température se traduit par un affaiblissement des zones de
jonctions et une diminution de la force du gel. La gamme de pH de gélification est

large et comprise entre 2 et 6 [13].

Le pouvoir de gélification augmente avec la diminution du DM [24]. Les pH
influencent la texture du gel; quand le pH est en dessous de 3,5 (pKa d'acide

galacturonique), il y a une prédominance des groupements acides non dissociés,
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qui ménent a la prédominance des liaisons d'hydrogéne dans le réseau. Ceci
donne un réseau plus rigide et mécaniquement irréversible. Quand le pH est au-
dessus de 3,5, il y a une prédominance des groupements acides ionisés, qui
favorise la fixation des ions de calcium, et ceci méene a la formation d'un gel moins
rigide et réversible au cisaillement [13]. Le gel rigide de pectine FM ainsi obtenu
est le résultat des interactions entre les groupements carboxyles libres et les ions
du calcium comme le montre la figure 1.8. [40] qui forment des ponts entre les
molécules formant une structure originale dite en « boite a ceufs » décrite dans la
figure 1.9 [41, 42]. Une telle structure ne peut se former que par interaction entre
des régions homogalacturoniques suffisamment longues (au minimum 15 a 20
résidus de GalA). La présence de substitutions méthylester et/ou acétyle génent la

formation de cette association et donc limitent la gélification des solutions.

Enfin, pour obtenir un gel plutét qu’un précipité, la réaction entre le Ca®" et les
pectines FM doit étre lente [25]. Ce comportement des pectines FM est utilisé

dans l'industrie des produits lactés.
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Figure 1.8 : Mécanisme de gélification des pectines FM [39]
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Agrégation des diméres pour former
un gel

Figure 1.9 : Modéle de la boite a ceuf [41]

1.3.5. Méthodes d’extraction des pectines

Il n'existe pas, a proprement parler, de protocole universel d’extraction des
pectines et un grand nombre de pratiqgues reposent sur un savoir-faire propre a
chaque laboratoire. Néanmoins, quelques-unes de ces pratigues sont
couramment répertoriées dans la littérature. Les pectines sont des hydrocolloides
et a ce titre sont fréquemment isolées aprés extraction en solution aqueuse (a

froid ou a chaud) et précipitation a I'alcool [36, 43].

A T'échelle industrielle, les pectines sont extraites a partir des écorces
d’agrumes et des marcs de pomme sous des conditions modérément acides, et
peuvent étre chimiquement deéstérifiées. De cette facon, une grande gamme de
pectines est produite, ces pectines se différencient essentiellement par le degré

de substitution (méthyle ou amide) des groupements carboxyliques [13].

Le schéma classique d’extraction des pectines se compose de plusieurs étapes
permettant I'extraction des différents groupements de polysaccharides pectiques

[44, 45]. Il se présente comme suit:
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» Les pectines fortement méthylées, les acides pectiques ou leurs sels
pectates ont une grande affinité pour I'eau, elles sont donc extractibles par I'eau
a chaud, généralement a des températures inférieures a 80°C. Des milieux
tamponnés sont également utilisés.

» Les pectines faiblement méthylées, acides pectiniques ou pectinates qui sont
présentes dans la paroi complexées par des ions calcium, sont extractibles par
un agent chélatant du calcium (oxalate d’ammonium, éthyléne diamine tétra-
acétigue (EDTA), 1,2- cyclohexane diamine tétra-acétique (CDTA),
hexamétaphosphate...). Ces composés forment avec les pectines des pectates
aisément solubles dans I'eau a chaud.

» Les protopectines insolubles dans I'eau et non extraites avec un agent
chélatant étant donné leur forte association a la matrice végétale (surtout aux
hémicelluloses et protéines), sont extraites par un acide dilué a chaud ou une
base diluée a froid. Parmi les acides organiques ou minéraux utilisés, nous
pouvons citer l'acide tartrique, l'acide sulfurique, I'acide nitrique, I'acide
chlorhydrique. La soude est la base la plus couramment utilisée, mais, elle peut
étre remplacée par d’autres bases de faible pouvoir extractif telles que KOH,
Na,COs...

1.3.5.1. Matiére premiére courante

Actuellement, plusieurs matieres premiéres sont largement utilisées dans les
processus industriels de fabrication de pectine, mais, les marcs de pomme restent
avec les écorces d’agrumes les matieres premiéres les plus utilisées pour la
production commerciale de pectine. Ces deux sources sont suffisamment
disponibles comme résidus de production de jus et ont une teneur élevée en
pectine avec des propriétés désirables, qui peuvent étre libérées par un processus
d'extraction relativement simple [11, 28].

Le prétraitement de la matiére premiére pour la production de la pectine inclut
le blanchiment et le lavage qui ont comme but I'inhibition de I'activité enzymatique
(pectinestérase) et I'élimination des glucosides, des sucres et de I'acide citrique.
La matiere premiere doit étre rapidement séchée pour éviter le développement

des divers myceétes, qui produisent les enzymes pectolytiques ainsi que pour
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atteindre une bonne stabilité au cours du stockage et du transport. Les écorces de
citron séches contiennent généralement 20 & 30% de pectine, alors que les marcs

de pommes seches rapportent de 10 a 15% [10].

D'autres sources considérées intéressantes pour la production de pectines sont
les pulpes de betterave, capitules de tournesol, fibore de pomme de terre, les
écorces d'oignon, le café et le cacao [46]. Ces sources sont non seulement
intéressantes en ce qui concerne la qualité et la quantité de pectine qui peut étre
extraite, mais également a la disponibilit¢ de ce matériel dans des endroits
logistiguement favorisés. Pour cette raison, les pulpes de betterave ont toujours
attiré l'attention des fabricants de pectine [47].

1.3.5.2. Solubilisation de la pectine

Les pectines sont industriellement extraites a partir des écorces (albédos) de
citrons et de marcs de pomme par I'eau chaude et acidifiée (pH habituellement 1,5
a 3,0). Des acides minéraux principalement I'acide nitrique, sont employés (l'acide
chlorhydrique, l'acide sulfurigue ou l'anhydride sulfureux) [10]. Les conditions
d'extraction (pH, température, temps) doivent étre optimisées afin d'obtenir de
bons rendements de pectine dotée également d’'un pouvoir de gélification et d’'un

DM désirés.

Les conditions d'extraction sont dans la gamme de pH 1,5 a 3,0, 60 a 100°C et
0,5 a 6 h. Le rapport solide/liquide doit étre bien défini pour avoir une séparation
efficace du mélange liquide/solide. Des rapports de 1/17 pour la pomme et de 1/35
pour le citron sont souvent employés. Les extraits sont rapidement apportés a pH
3 — 4, sur quoi la température est abaissée pour éviter la déméthylation et la

dépolymérisation de pectine [13].

1.3.5.3. Purification de la pectine

L'extrait obtenu est un liquide visqueux contenant 0,3 a 1,5% de pectine
dissoute et des résidus des écorces ou des pulpes. La séparation de l'extrait
visqueux de la matiere végétale fortement gonflée peut étre réalisée par une

combinaison de centrifugation et de filtration, et I'extrait clarifié ainsi obtenu peut
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étre concentré par évaporation. La séparation du résidu de I'extrait présente un

des principaux problemes dans la fabrication de pectine [10, 13].

1.3.5.4. Précipitation de la pectine

La pectine peut étre isolée sous sa forme pure par une précipitation avec de
I'alcool ou par une précipitation comme un sel insoluble par l'addition de certains

cations appropriés, principalement I'aluminium [10].

La précipitation alcoolique est obtenue en mélangeant I'extrait clarifié a
I'éthanol, ou a l'isopropanol. Le précipité gélatineux est séparé par filtration, lavé
pour éliminer les impuretés (métaux lourds, acide, sucres, polyphénols, colorants),

et finalement séché et broyé en dimension particulaire désirée [11, 13, 48].

1.3.6. Analyse et caractérisation structurale des pectines

1.3.6.1. Analyse des compositions monosaccharidiques

Le dosage et [lidentification des monosaccharides constitutifs des
polysaccharides nécessitent la rupture de toutes les liaisons glycosidiques.
L’analyse repose d’'une part sur des techniques colorimétriques et d’autre part sur

des techniques chromatographiques en phase gazeuse.

Les méthodes colorimétriques sont des techniques de dosage simples a mettre
en ceuvre et rapides, qui s’appliquent aussi bien a des résidus qu’a des extraits et
permettent de doser de maniére globale les sucres totaux et de maniere

spécifique les acides uroniques.

Le principe des dosages colorimétriques repose sur la condensation, par
estérification, d’'un chromogéne avec les produits de déshydratation des pentoses,
hexoses et acides uroniques. En milieu acide fort et a chaud, ces oses se
déshydratent respectivement en des dérivés du furfural, 5-hydroxyméthylfurfural et
de l'acide 5-formylfuroique. Les chromophores ainsi formés absorbent dans le
domaine du visible proportionnellement avec la quantité de sucres présents. Le
dosage de la quantité de sucres totaux, mesurée selon la méthode de Dubois
[49], utilise le phénol plus sensible a la détermination quantitative des oses que
des chromogénes tels que le naphtol ou I'anthrone. Le méta-hydroxydiphényle en

présence de tétraborate de sodium a été utilisé comme chromophore sélectif lors
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du dosage des acides uronigues. Les concentrations relatives en oses neutres et
en acides uroniques des solutions polysaccharidiques ont été déterminées par la

méthode de correction développée par Montreuil et Spick [50].

Le dosage des oses réducteurs peut étre déterminé par la méthode de Nelson-
Somogiyi ou encore par celle de l'acide parahydroxybenzoique hydrazide
(PAHBAH) de Lever [51]. Les monosaccharides libérés sont ensuite analysés
aussi bien par Chromatographie en Phase Liquide a Haute Performance (HPLC)
que par Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) en utilisant diverses

procédures de dérivation.

1.3.6.2. Analyse structurale des polysaccharides pectiques

La méthodologie d’analyse d’'un polysaccharide repose sur I'obtention d’unités
oligosaccharidiques plus faciles a caractériser par les techniques
spectroscopiques (Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) et spectrométrie de
masse (SM)). L’obtention des oligosaccharides est réalisée principalement par
une hydrolyse acide ou enzymatique. Néanmoins, il faut préalablement purifier ces
mélanges complexes par diverses techniques chromatographiques : I'exclusion
stérique en fonction de la masse moléculaire des composeés ; la chromatographie

d’échange d’ions en fonction de la charge des molécules.

La spectroscopie infra-rouge est une méthode d’analyse physique rapide,
simple a mettre en ceuvre et ne nécessitant que peu de quantité de matiére a
analyser. Basée sur les transitions entre les états vibrationnels et rotationnels
d’'une molécule, elle peut étre employée tout aussi facilement sur des échantillons
bruts ou purifiés. Certains groupements ou liaisons, considérés comme marqueurs
et notamment les fonctions acides carboxyliques des acides galacturoniques,

peuvent révéler la présence des pectines [52].

La spectroscopie RMN est une méthode physicochimique non destructive
permettant, a partir de quelgues micromoles de polysaccharide, de réaliser le
dosage et lidentification de chacun des monosaccharides, d'en préciser

'enchainement, leurs points de branchement et leurs anoméries [53, 54].
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1.3.7. Applications des pectines

Les applications plus traditionnelles des pectines ont été dans le domaine
alimentaire. En fait les pectines ont été toujours un constituant naturel de
I'alimentation humaine. Les pectines sont utilisées dans différents aliments comme
gélifiant, épaississant, texturant, émulsifiant et stabilisant. Dans les années
récentes, les pectines ont été utilisées comme substitut de la graisse ou du sucre

dans les aliments a faible teneur en calories [33, 24, 55].

Les arabinogalactanes ont des applications en minéralurgie (pour le traitement
des minerais) ou dans lindustrie pharmaceutique (comme liant dans les
comprimés ou éemulsifiants). Dans les applications non-alimentaires, la filiere
principale est lindustrie pharmaceutigue. Dans ce domaine, les pectines
contribuent aux activités anti-métastasique, immunostimulante, antiulcere,
antinéphrétique, antityphoide, antidiarrhée, anticholestérol et pour la libération
contr6lée de médicaments [33, 55].

Ainsi, les substances pectiques ont pris une place importante dans le monde
des polymeres comme le prouve le nhombre croissant des études citées. Outre,
I'intérét connu de ces substances pectiques, leur modification chimique en dérivés
amphiphiles s’est développée malgré le peu d’informations disponibles. Ces
dérivés, qui ont notamment des potentialités intéressantes en solution et aux
interfaces, offrent un large spectre d’applications dans divers domaines

pharmaceutiques et/ou agroalimentaires.

1.4. POLYSACCHARIDES MODIFIES EN DERIVES AMPHIPHILES :
SYNTHESE ET VALORISATION

Les amphiphiles (en grec « amphi » : double et « philos » : ami) sont définies
comme des molécules constituées de groupements ayant des affinités opposées
vis-a-vis d’'un méme solvant, trés souvent I'eau. Plus généralement cette propriété
est la conséquence de fortes difféerences de polarité entre ces groupements. En
milieu aqueux, les amphiphiles classiques, surfactants ou tensioactifs, sont
composes d’une téte d’hydrophile et d’'une ou deux chaines alkyles hydrophobes.
La présence de deux parties antagonistes dans une méme structure confére a la

famille des amphiphiles des propriétés caractéristiques en présence d’eau,
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comme l'adsorption aux interfaces, I'auto-organisation dans des micelles ayant
des géomeétries variable, ainsi que I'agrégation dans des mésophases lyotropiques

a des concentrations élevées en tensioactifs [56].

1.4.1. Structure des polymeéres amphiphiles

Les polymeres amphiphiles se présentent dans des géométries ou architectures
variées. Les plus courantes (Figure 1.10) sont les structures a blocs, en peigne,

alternés, en étoiles ou dendrimeres [56].
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Figure 1.10 : Différentes structures des polymeres amphiphiles : a : a bloc ;

b : en peigne ; c : alterné ; d : étoile ; e : dendrimére [56].

1.4.2. Classification des polymeéres amphiphiles

Comme dans le cas des amphiphiles moléculaires, les polyméres amphiphiles

peuvent étre caractérisés par la nature de leurs parties polaires :

v Les polymeres amphiphiles ioniques (anionique, cationique et
zwitterionique).

v’ Les polymeres amphiphiles non ioniques.
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1.4.3. Modes de synthése des polymeéres amphiphiles

La synthese des polymeres amphiphiles peut étre réalisée selon plusieurs

méthodes, les plus couramment utilisées sont [56] :

v’ polymérisation de monomeres tensioactifs ;

v’ copolymérisation de monomeéres hydrophiles et de monomeres
hydrophobes ;

v’ polycondensation ;

v" modifications chimiques des polyméres.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés particulierement a la
modification chimique qui représente la méthode la plus approprié pour I'obtention

des polyméres amphiphiles d’origine polysaccharidique.

1.4.4. Modification chimigue des polymeéres

C’est une méthode trés largement utilisée pour obtenir des macroamphiphiles
de nature variée. La modification chimique peut étre réalisée sur un polymere
hydrophile comme un polysaccharide afin de Iui conférer un caractere
hydrophobe. Inversement on peut modifier un polymére hydrophobe pour
introduire une composante hydrophile. L’introduction de sites ioniques donc
hydrophiles fait souvent appel a cette méthode. Le polymere siege de la
modification peut étre porteur soit de fonctions nucléophiles soit de sites alkylants.
Les sites nucléophiles utilisés sont souvent des hétérocycles basiques, des
sulfures, des amines ou phosphines tertiaires. Les sites alkylants sont

principalement des groupements monohalogénés.

La modification chimique des polymeres permet de fixer, directement ou
indirectement, par liaison covalente a la surface d’un support polymérique, une ou
plusieurs molécules ou fragment moléculaire apportant des propriétés spécifiques

[57]. D’habitude, cette insertion se déroule selon deux voies [58]:

1- réactions sur la chaine principale de polymére qui provoque des réactions
de dégradations accompagnées par une diminution du poids moléculaire ou
des réactions intermoléculaires qui donnent des  structures

tridimensionnelles et la synthése d’'un copolymere.
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2- réactions sur les unités de chaine non principale produisant un changement
de la composition chimique du polymére sans aucune influence sur le

poids moléculaire.
Les principales réactions de modification chimique d’'un polymére sont [59, 60]:

A. Réaction de substitution : dans ce cas, il peut y avoir une substitution
entre un groupement du polymere et un agent chimique approprié. On cite
principalement la chloration, 'amination; I'estérification et enfin I'ajout d’un

agent chimique réducteur comme les hydrures.

B. Réaction d’élimination : différentes réactions d’élimination sont
susceptibles de modifier la structure primaire du polymére et d’apporter des
fonctionnalités nouvelles. Citons a titre d’exemple les réactions de

déshydrochloruration, déshydratation...

C. Reéaction d’addition : un certain nombre de réactions d’addition par voie
radicalaire contribue de toute évidence a la modification chimique d’un
composé polymérique. Les additions par mécanisme ionique ou par
mécanisme concerté conviennent aussi dans certaines démarches visant la

modification chimique.

Ainsi, la modification chimique de polyméres s’avere étre une méthode
intéressante pour l'obtention de polyméres amphiphiles, avec I'avantage d’offrir
souvent une variation continue de la composition du polymere. Néanmoins, lors
d’'une modification partielle, les substituants (hydrophiles ou hydrophobes) sont
fixés de facon aléatoire et il est difficile de caractériser la structure moléculaire du

polymére résultant.

1.4.5. Propriétés des polyméres amphiphiles

Il existe des différences de comportement et de propriétés entre les polymeres
amphiphiles et les molécules amphiphiles analogues. Les principales différences

sont rassemblées dans le Tableau 1.3.
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Tableau 1.3 : Comparaison entre les polymeres amphiphiles et leurs

analogues moléculaires [56]

Molécule amphiphile

Polymere amphiphile

Variabilité moléculaire limitée
- Partie hydrophobe limitée a des

chaines hydrocarbonées et
fluorocarbonées.
- Partie hydrophile souvent des

groupements ioniques ou non ioniques
de taille limitée.

- Structure moléculaire trés accessible
et généralement bien connue.

Grande variabilité structurale et architecturale
-Concept trés large de partie hydrophile ou
hydrophobe chacune d’entre elles pouvant étre
déja de nature macromoléculaire.

-Possibilité d’ajuster la polarité de chaque partie.
-Variabilité de la masse molaire moyenne.
-Grande variété d’architectures : en peigne, a
blocs, en étoile, etc.

-Structures plus complexes =plus difficiles a
étudier.

Comportement d’agrégation

-Concentration micellaire Critique
(CMQC) a des concentrations
relativement élevées 10 < CMC < 1
M

-Concentrations plus élevées
=organisations plus complexes

Comportement d’agrégation
-Pas de CMC ou CMC a des concentrations trés
faibles (macrosurfactants) 10° < CMC < 10 M.
-Concentrations plus élevées =non possible ou
structures encore mal connues.

Faible influence de la masse
molaire
-Grande mobilité moléculaire.
-Dissolution rapide dans I'eau au-
dessus de la température de Krafft.
-Coefficient de diffusion élevé.
-Echanges cinétiques rapides
— mouillage efficace.

Forte influence de la masse molaire
-Mobilité moléculaire diminuée.
-Dissolution lente dans [l'eau pour certains
polyméres amphiphiles ou dissolution directe dans
I'eau impossible.
-Coefficient de diffusion faible.
-Echanges cinétiques lents
— L’équilibre  micellaire
quelques jours.
— Formation d’agrégats.

peut prendre

Propriétés tensioactives
-Forte  réduction de la tension
superficielle.
-Tension superficielle constante apres
la CMC.

Propriétés tensioactives
-Réduction faible de la tension superficielle.
-Diminution de la tension superficielle aprés la
CMC si elle existe.
-Pouvoir moussant faible et ajustable.

-Pouvoir moussant souvent élevé. -Stabilisation des  colloides par effets
-Stabilisation des colloides par des | électrostatiques et stériques.
répulsions électrostatiques. - Capacité émulsifiante faible a moyenne.
- Emulsifiant pour les huiles. -Dispersant excellent pour particules solides.
- Bon dispersant pour particules solides. | - Pouvoir solubilisant élevé modulable.
- Pouvoir solubilisant moyen.
Propriétés particuliéres
-Agrégation  possible dans des solvants

organigues et dans un mélange de solvants.
-Changement de mode de micellisation et des
propriétés tensioactives en fonctions des
paramétres extérieurs (pH, température, force
ionique).
-Adaptation possible des polyméres pour des
applications spécifigues (ex : solubilisation de
substances hydrophobes, encapsulation de

médicaments, etc.).
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1.4.6. Généralités sur les tensioactifs

1.4.6.1. Définition et classification des tensioactifs

Une molécule posséde des propriétés tensioactives lorsqu’elle est constituée
de deux parties de polarités différentes : l'une constituée d’une chaine
hydrocarbonée qui présente un caractére hydrophobe ou lipophile ; l'autre
présente un caractére hydrophile et contient des hétéroatomes (O, P, S ou N)
(Figure 1.11). Les tensioactifs ou « surfactants » en terme anglo-saxon sont des
agents de surface capables de réduire la tension interfaciale de mélanges (ex,

huile et eau) en s’adsorbant aux interfaces [61, 62].

A ~ _
Queue
Téte hydrop hobe
hydrophile

Figure 1.11 : Schéma d’une molécule tensioactive [61]

En milieu aqueux et a faible concentration, les tensioactifs s’adsorbent a
l'interface air-eau d’un liquide pour former un film monomoléculaire compact et
diminuent I'énergie libre interfaciale. Les molécules s’organisent a la surface de
telle sorte que la téte hydrophile soit au contact de l'eau et que la chaine
hydrophobe soit orientée vers l'extérieur dans l'air. Ce phénoméne provoque une
diminution de la tension superficielle du liquide proportionnellement a la

concentration en tensioactifs.

En fonction de leur téte polaire, les tensioactifs sont classés en quatre
catégories : anioniques, cationigues, non-ioniqgues et zwitterioniques ou

amphoteres [63].
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1.4.6.2. Parameétres de micellisation

A. Micellisation

En solution a faible concentration, un tensioactif est présent sous forme de
monomeres. Une augmentation de la concentration du tensioactif provoque une
saturation a l'interface ; au-dela de cette saturation, les molécules de monoméres
s’auto-organisent en solution en formant des agrégats moléculaires sphériques
appelées micelles. La concentration a partir de laquelle les monomeéres
commencent a former des agrégats est définie comme la concentration micellaire
critique (CMC). Cette valeur est caractéristique d'un tensioactif a une température
donnée [64].

Le phénomene de micellisation peut étre rencontré dans divers solvants,

cependant I'eau reste le solvant privilégié (Figure 1.12).
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Figure 1.12 : Organisation des tensioactifs en solutions [64]

B. Détermination expérimentale de la CMC

La micellisation correspond a une variation plus ou moins brutale des propriétés
physicochimiques de la solution de tensioactif. Cette variation se traduit par une
un changement d’allure sur les courbes expérimentales de I'évolution d’une
propriété physicochimique en fonction de la concentration en tensioactif. Les

méthodes expérimentales les plus largement utilisées pour la détermination de la
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CMC sont la tensiométrie, la conductimétrie pour les tensioactifs anioniques ou
cationiques, la spectrofluorimétrie et la spectrophotométrie d’absorption UV-
Visible.

A titre d’exemple, le calcul de la CMC dune solution amphiphile par
tensiométrie se réalise en se basant sur la propriété de la molécule tensioactive a
pouvoir abaisser la tension de surface de I'eau depuis des concentrations
inférieures a la CMC jusqu’a la CMC. Au-dela, la tension de surface (y) n’est
presque plus affectée par I'augmentation de concentration en tensioactif. Ce
phénomeéne se traduit sur la courbe y = f (Log C) par une cassure a la CMC telle

que représentée dans la figure 1.13 [64].
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Figure 1.13 : Détermination de la CMC

1.4.7. Les tensioactifs naturels a base des polysaccharides

Le terme de tensioactif naturel est ambigu. Pris au sens strict, un tensioactif
naturel est issu de ressources naturelles. Cette source peut étre d’origine animale
ou végétale. Les tensioactifs naturels doivent étre obtenus par des procédés de
séparation tels que I'extraction, la précipitation qui n’introduisent pas de pollution.

Aucun procédeé de synthése organique ne doit étre réalisé. En realité, il y a tres
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peu de tensioactifs qui remplissent ces conditions. Les phospholipides, tels que
les lécithines, obtenues a partir du soja ou du jaune d’ceuf, sont les meilleurs
exemples de tensioactif réellement naturel. Le facteur limitant la production de ces
tensioactifs naturels est leur colt de production beaucoup plus élevé que celui des
tensioactifs synthétiques aux propriétés équivalentes, car ces produits sont
généralement présents en faibles quantités et les procédés de séparations sont

laborieux.

Les termes de tensioactif naturel et de biotensioactif sont donc souvent utilisés
dans un sens plus large. En effet, les tensioactifs synthétisés a partir de matiére
premiére naturelle sont généralement qualifiés de naturels. Ainsi un tensioactif
dont l'une de ses parties, hydrophobe ou hydrophile, est obtenue a partir d’une

source naturelle est appelé tensioactif naturel ou biotensioactif [65].

L’utilisation de ressources végétales dans l'industrie des tensioactifs est
motivée d’'une part par leur caractére renouvelable et d’autre part, parce qu’ils
présentent des originalités de structure que I'industrie pétrochimique est incapable
de reproduire, les doubles liaisons en particulier. Les agro-produits recherchés
doivent présenter des spécifications en terme de fonctionnalité au moins
équivalentes a celles des produits existants et des qualités environnementales

supérieures.

1.4.7.1. Principales modifications chimigues des polysaccharides

Les polysaccharides (hydrates de carbone parfois appelés glycanes),
représentent une famille de biopolyméres dont la diversité de structures offre un
large spectre de propriétés fonctionnelles. La diversité exceptionnelle de structure
et de fonction de ces macromolécules naturelles justifie leur large utilisation dans
de nombreuses applications alimentaire, médicale, pharmaceutique et
cosmeétique. Cependant, en dépit d’un intérét grandissant pour ['utilisation des
polyméres d’origine naturelle certains inconvénients demeurent. Ces
inconvénients sont liés en particulier au manque de reproductibilité d'un
échantillon a un autre, en termes de masse molaire, de structure, voire de
composition chimique. De plus les conditions de dégradabilité sont spécifiques a

chaque type de polysaccharide [66].
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Les polyméres naturels d’origine animale, végétale ou encore bactérienne,
possédent de nombreux groupements réactifs (hydroxyle, carboxyle, amine...) qui
peuvent servir de base a une fonctionnalisation dont le but est de conférer de

nouvelles propriétés aux macromolécules elles-mémes.

Les nouvelles propriétés des polysaccharides modifiés ont intéressé les
chercheurs a deux niveaux. D’une part, les parties hydrophobes ont la possibilité
de s’associer entre elles en solution en forment des architectures variables, on
parle alors de comportement « associatif », et d’autre part, les polyméres
amphiphiles peuvent s’adsorber et s’organiser aux interfaces. Par conséquent, ils
peuvent modifier les propriétés de surfaces et améliorer la compatibilité de deux

phases immiscibles [56].

La nature, la concentration et les propriétés hydrophiliques et hydrophobiques
des fragments chimiques de différentes natures ajoutés a la structure
polysaccharidique par greffage ou par réaction sur les groupements latéraux
fonctionnels (- COOH, NH; - OH, etc.) délivrent une grande variété de produits aux
propriétés extrémement variables. Ces propriétés qu’on est souvent appelé a
modifier ou conditionner pour des applications particulieres concernent
principalement la solubilité et la viscosité. Les matériaux dérivés des
polysaccharides sont biodégradables et biocompatibles. La fonctionnalisation des
polysaccharides c’est I'apport des charges (amination, sulfatation, phosphatation,
etc.) ou augmentation de I'hydrophobie ou de I'hydrophilie de ces polysaccharides

(greffage de groupements fonctionnels appropriés).

Beaucoup de modifications chimiques sur les polysaccharides sont maintenant
contrblées. Dans ce qui suit, 'accent sera plus particulierement mis sur les
polysaccharides modifiés en dérivés amphiphiles dotés de propriétés

tensioactives.

A. Cellulose

La cellulose est le polymere naturel le plus abondant. Les chaines sont
composeées d’unités d’anhydroglucopyranoses. Chaque unité a trois groupements
hydroxyle qui ont chacun une réactivité différente et qui peuvent étre substitués.
La cellulose, trés cristalline, est insoluble dans I'eau. Néanmoins, on peut préparer

plusieurs dérivés hydrosolubles de la cellulose tels que la méthylecellulose (MC),
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la carboxyméthylcellulose (CMO), hydroxyéthylcellulose (HEC),
hydroxypropylcellulose (HPC), hydroxypropylméthylcellulose (HPMC).

Depuis les premiers travaux de Landoll [67], beaucoup de dérivés cellulosiques
ont été modifiés par de longues chaines hydrocarbonées en employant des
réactifs variés (isocyanates, époxydes, chlorure d’acyle, dérivés halogénés).
Certains d’entre eux ont été commercialisés et employés notamment en tant que
tensioactifs, agents de dispersion, adhésifs... [67, 68]. Les dérivés cellulosiques
sont probablement les polysaccharides modifiés les plus étudiés ces vingt

derniéres années.

Les propriétés tensioactives et émulsifiantes de ces dérivés cellulosiques ont
été mises en évidence. Dans le cas de la HPMC, ce dérivé de la cellulose a
permis de stabiliser des émulsions de triglycérine dans I'eau [69]. Sun et al. [70]
ont préparé des émulsions huile dans eau stabilisées par de la HEC modifiée par
des chaines hydrocarbonées de 16 carbones et de fraction volumique d’huile fixée
a 50 %. lls montrent que ces dérivés hydrophobes d’hydroxyéthylcellulose par leur
comportement associatif augmentent la viscosité du milieu ce qui fait d’eux de
meilleurs stabilisants d’émulsions que la HEC de départ. L’adsorption des chaines
alkyle a l'interface eau/huile permet de former un film élastique qui empéche la

coalescence des gouttelettes.

B.Amidon

Dans la littérature, 'amidon est modifié chimiquement par voie enzymatique
[71] ou par voie chimigue en solution aqueuse basique [72] ou encore en solution
organique basique [73]. La plupart des modifications chimiques effectuées sur
I'amidon concernent I'amylose. La solubilité de I'amylose dans I'eau est modifiée
par greffage de groupements hydrophobes. Diverses molécules hydrophobes
(époxyalcanes aliphatiques de C; a Ci» anhydride alkényle succinique,
halogénures de carboxyméthyle) ont pu étre fixées sur la chaine
macromoléculaire de l'amylose [72-75]. Ainsi, des esters, des hydroxyalkyle
éthers d’amylose ont été obtenus. Bien souvent, les modifications chimiques de

'amylose sont réalisées en milieu organique dans le diméthylsulfoxyde.

Peu d’études ont été réalisées sur les propriétés émulsifiantes des dérivés
d’amidon de différents degrés de substitution (DS). Seul 'amylose modifié par des
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groupements alkenyles succinates et des carboxyméthyles montre des activités
tensioactives et émulsifiantes [76, 77]. Ces dérivés tensioactifs ont un DS qui
varie entre 0,006 et 0,8. Par exemple, Wang et al. [76] ont étudié I'influence du DS
sur les propriétés émulsifiantes des esters d’amyloses. lls montrent que lorsque le
DS augmente la tension interfaciale eau/huile diminue et que ces dérivés
d’amylose sont d’excellents stabilisants d’émulsions. De plus, ces auteurs
montrent également que ces dérivés d’amylose augmentent la viscosité de la
phase continue, ce qui rend meilleure la stabilisation des émulsions directes
(paraffine/eau) par rapport a un tensioactif moléculaire tel que le dodécylsulfate de
sodium (SDS).

C.Pullulane

Les modifications chimiques sur le pullulane sont réalisées dans le DMSO qui
permet de dissoudre le polysaccharide et le réactif hydrophobe. Brunel et Schacht
[78,79, 80] ont montré que la fonction hydroxyle (fonction alcool primaire libre) en
position 6 sur l'unité glucopyranose est la plus réactive pour des réactions
d’'oxydation [78], de carbonylation [79] ou de succinylation [80]. La plus grande
réactivité de cette fonction alcool en position 6 et la répartition des groupements
fixés ont été mises en évidence par spectrométrie RMN pour des composeés
d’'isocyanate a base de pullulane. Pour des réactions de carbométhylation du
pullulane, la réactivité de la fonction hydroxyle en position 2 est majoritaire par
rapport a la réactivité de la fonction hydroxyle en position 6. Les produits dérivés
du pullulane sont prometteurs pour le transport de principes actifs vers des

organes cibles de I'organisme [81].

Des dérivés du pullulane modifiés par des groupements cholestéryle ont été
préparés par Sunamoto [82] et les études réalisées par Demé et al. [83] ont
montré que ces composés posseédent de bonnes propriétés tensioactives. Ills ont
étudié la capacité des cholestéryl pullulane (CHP) a diminuer la tension
interfaciale a I'interface air/eau pour différents DS compris entre 0,6 et 2,5 et pour
des masses molaires du polysaccharide comprises entre 40000 et 52000 g/mol.
La plus basse tension interfaciale est obtenue avec le polysaccharide de plus forte

masse molaire et le plus substitué.
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D. Dextrane

Le dextrane posseéde trois fonctions hydroxyle qui peuvent étre modifiées
chimiquement par divers groupements. Les premiers dérivés hydrophobes du
dextrane ont été préparés par estérification partielle des groupements hydroxyles
avec l'acide benzoique et ont été utilisés pour des extractions par partage de
phases impliquant des systemes diphasiques aqueux [84]. D’autres groupements
hydrophobes neutres ont pu étre greffés sur le dextrane. Ces groupements
hydrophobes sont des chaines alkyles, des groupements phénoxy, lauryl esters,
des groupements cyclique ou alkyle carbonates ou encore des dérivés de I'acide
biliaire ou du cholestérol [85]. Les dérivés obtenus révélent de nombreuses

propriétés tensioactives, stabilisantes.

1.4.7.2. Modification chimigue de la pectine

La pectine est un hétéropolysaccharide anionique (pKa 3 - 4) des parois
cellulaires végétales [36]. Ce caractére anionique de la pectine la rend susceptible
aux interactions avec d’autres groupements réactionnels de divers composés. La
multifonctionnalité de la pectine est due principalement au degré d'estérification
des groupements carboxyliques qui influencent la solubilité, la gélification, la
stabilisation, et les propriétés émulsifiantes. Les propriétés fonctionnelles de la
pectine peuvent étre augmentées ou méme changées en introduisant de

nouveaux groupements fonctionnels sur la chaine principale de la pectine [86-88].

En général, I'hydrophobisation des polysaccharides hydrophiles peut étre
effectué soit : en dérivant des groupements fonctionnels intrinséques (par exemple
COOH, NH,, OH, etc..), ou en introduisant sélectivement des groupements
fonctionnels réactifs en utilisant la méthodologie chimique ou enzymatique [89].
Pour des modifications chimiques, des réactifs chimiques contenant de longs

groupements d'alkyl ou d'acyle (C1o — C1g) Ont été généralement employeés [90].

La pectine est un enchainement de plusieurs unités d’acide galacturonique plus
ou moins méthylestérifié. Chaque unité a deux groupements hydroxyle, un groupe
carboxyle et un groupe carboxyle méthyle estérifié qui ont chacun une réactivité
différente et qui peuvent étre substitués chimiquement par divers groupements

hydrophobes ou hydrophiles selon les propriétés souhaitées.
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La modification chimique de la pectine (amidation, trans-estérification) est
relativement facile a cause de la présence de groupements naturels d'esters
meéthyliques dans les macromolécules pectiques et elle modifie de facon
significative les propriétés physico-chimiques et biologiques des pectines.
L'introduction de groupements non polaires augmente le caractere hydrophobe de
ces macromolécules, et il a été signalé que les esters d'alkyle de la pectine et des
acides pectiques adsorbent les acides biliaires, les acides gras et le cholestérol
[91, 92]. Crescenzi and Callegaro [93] ont préparé un certain nombre de pectines
trés substituées d’alkyle et d’aryl-esters, pratiqguement insolubles dans I'eau.
L’acylation et la méthylation des pectines ont été utilisés pour réduire la solubilité
de ces polysaccharides pour les rendre utilisables en tant que systémes de

libération des médicaments [94].

Un polymére amphiphile contient deux groupements : polaire et apolaire. Le N-
alkylpectinamide est un exemple d’un polymeére amphiphile avec un groupe
polaire ; la chaine principale (D-galacturonique) et un groupe apolaire, c’est le n-
alkylamine. Les polymeres Iégérement substitués ont des propriétés tensioactives
[95]. Les N-Alkylpectinamides ont certains avantages en comparaison avec
d'autres dérivés alkylés de la pectine. Premiérement, leur préparation ne nécessite
pas des conditions extrémes. Deuxiemement, la liaison amide est suffisamment
résistante a I'hydrolyse acide ou alcaline. De plus les rendements de N-
alkylamides préparés par la réaction de la pectine avec des amines aliphatiques
non ramifiés sont relativement élevés. Le rendement le plus élevé a été observé
pour la réaction de la pectine avec la méthylamine [96]. Les caractéristiques
physico-chimiques de ces dérivés, notamment leur solubilité dans I'eau, dépend
du degré de substitution, c'est a dire du contenu des groupements hydrophobes
liés a la pectine. Les dérivés ainsi obtenus montrent de nouvelles propriétés

intéressantes.

Les travaux de Miralles—Houzelle et al. [97] ont permis de préparer différents
dérivés amphiphiles dans lesquels la pectine est associée a des chaines
hydrophobes de dodécylamine. Les synthéses ont été effectuées selon deux voies
différentes. Dans la premiére méthode, les longues chaines aliphatiques d’alkyle
ont été immobilisées de fagcon covalente sur le squelette de polysaccharide par

l'intermédiaire d'une formation de liaison ester. Dans la seconde méthode,
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I'immobilisation consiste tout simplement en une formation de liaison ionique entre
les groupements amines du dodécylamine et les groupements carboxyliques
disponibles sur la pectine, ce qui permet la formation de sels de dodécyl
ammonium. Les propriétés physico-chimiques des différents dérivés ainsi obtenus
ont été étudiées par des mesures de la tension de surface et par rhéologie en
régime dilué et semi-dilué. lls montrent dans leurs études que les dérivés
covalents ne présentent pas de propriétés de tension superficielle importantes, en
raison de la formation des agrégats intramoléculaires. En revanche, les dérivés
ioniques diminuent fortement la tension superficielle de I'eau, & des valeurs assez

proches de celles observées avec des tensioactifs unimoléculaires.

Des réactions d’amidation des pectines hautement méthylées sont réalisables
comme le montrent les travaux de Sihelnikova et al. [98] qui ont fait réagir une
série des amines primaires porteurs des chaines hydrocarbonées aliphatiques de
différentes longueurs sur des pectines hautement méthyées dans un milieu
hétérogene en présence du N,N-dimethylformamide (DMF) ou du méthanol. Les
conditions opératoires (temps de réaction, la température et le rapport
pectine/amine) ont été modulées de telle maniere a avoir des taux de substitution
différents, variant entre 12 et 50 %. lls montrent dans leurs études que, le degré
de substitution est fortement conditionné par les conditions opératoires et par la

longueur de la chaine aliphatique de I'amine.

Récemment, Simkovic et al. [99] ont préparé des pectines modifiées par trois
amines liquides (n-propylamine, 3-amino-1-propanol, 1,3-diaminopropane) sans
ajout du solvant et par une amine solide (1,7-diaminohepate) dans le DMSO. llIs
ont atteint des degrés de substitution élevés variant entre 46,8% et 71,4 %
déterminés par une analyse élémentaire et entre 67,3 % et 71,9 % déterminés par
infra-rouge. Ces dérivés marquent des solubilités dans I'eau variant entre 3 a 95 g/
100g d’eau.

Ces travaux constituent la base sur laquelle nous nous sommes appuyés pour
commencer ce travail. Nous avons cherché a obtenir des pectines modifiées par
les amines primaires et qui possederaient des degrés de substitutions variant sur
un intervalle significativement moins étendu que précédemment (moins de 20%).
Ceci permettrait d’avoir de bonnes solubilités en solution aqueuse et d’obtenir des

propriétés tensioactives, émulsifiantes et biosorbantes, non encore étudiées.
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1.4.8. Avantages des biotensioactifs dérivés des polysaccharides

Les tensioactifs d’origine naturels possédent plusieurs avantages comparés a
ceux synthétisés chimiquement [100]:
v’ biodégradabilité,

v généralement une faible toxicité,

v' biocompatibilité et digestibilité : ce qui permet leur application dans l'industrie

cosmeétique, pharmaceutique et en tant qu'additifs fonctionnels.
v' disponibilité des matiéres premieres.
v faible colt de production : ils peuvent également étre produits a partir des

rejets et des sous-produits industriels.

v’ spécificité : ce sont des molécules organiques complexes avec des
groupements fonctionnels spécifiques, sont souvent spécifiques dans leur
action. Ceci donne un intérét particulier pour leur utilisation dans le domaine

cosmétique, pharmaceutique et agroalimentaire.

Concernant les inconvénients, un des problémes les plus rencontrés est la
pureté des substances obtenues qui a une importance particuliere dans les

applications pharmaceutique, cosmétique et agroalimentaire.

1.4.9. Champ d’applications des polysaccharides modifiés

Un des intéréts majeurs des macromolécules amphiphiles est la possibilité de
prédéfinir et de réaliser une grande diversité de structures et d’architectures. Cela
permet d’élargir les investigations scientifiques et éventuellement de définir des
solutions optimales dans divers domaines d’applications. Pour ce dernier point, les
exemples suivants illustrent la diversité des problémes abordés et d’utilisation
potentielle relevée dans la littérature scientifique et industrielle [56]:

v’ application comme agents conditionneurs de cheveux dans la fabrication de
shampooings et de teintures pour les cheveux.

v formulation de produits cosmétiques et pharmaceutiques pour retarder le
vieillissement de la peau.

v agents de "comptabilisation" lors de mélanges de polymeéres incompatibles.

<\

modification des propriétés de surface de certains matériaux.

v’ stabilisation des systémes colloidaux et dispersés.
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v' modélisation de [Iaction catalytique des enzymes par polyméres
amphiphiles portant des fonctions catalytiques.

v’ récupération assistée du pétrole.

v’ intérét particulier dans le domaine médical pour la recherche de systémes
transporteurs de meédicaments. Le but est de stabiliser des dispersions
instables ou a caractére labile en y incorporant des monomeres
tensioactifs et en les polymérisant.

v/ agents biomimétiques, émulsifiants et agents dispersants.

v’ agents biocompatibles entrant dans le traitement des maladies
inflammatoires et génétiques.

v traitement des eaux polluées par concentration des substances organiques

hydrophobes.

1.5. CONCLUSION

Actuellement, il y a une demande croissance pour les polyméres
biodégradables et biocompatibles pour de nombreuses applications notamment,
pharmaceutique, cosmétique et agroalimentaire. Les recherches sur les
polymeéres tensioactifs issus de polysaccharides sont donc de plus en plus

développées.

Nous avons présenté dans ce chapitre le polysaccharide qui fait I'objet de cette
étude qui est la pectine. Nous avons exploré les différentes voies de syntheses
des polysaccharides amphiphiles et plus particulierement celle par modification
chimique qui est la méthode envisagée pour la fonctionnalisation de notre
polysaccharide. Les différentes propriétés des polysaccharides amphiphiles
notamment en tant que polymeres tensioactifs ont été également présentées dans

cette analyse bibliographique.
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CHAPITRE 2
MATERIELS ET METHODES

2.1. INTRODUCTION

Etant donné que [lobjectif principal de notre étude repose sur la
fonctionnalisation chimique d’'un polysaccharide issu de sources végétales, nous
avons consacré une partie de ce travail a leur extraction a partir des végétaux.
Nous avons choisi I'extraction par voie acide a chaud des substances pectiques
hautement et faiblement méthylées par I'utilisation de deux types de chauffage : le
chauffage conventionnel et le chauffage par induction électromagnétique. Trois
sources vegeétales ont été sélectionnées pour I'extraction de ces substances
pectiques : le citron, le citrange et la betterave. Une méthodologie a base de plans
d’expériences a été également envisagée dans cette partie d’extraction afin de
déterminer les conditions opératoires optimales permettant d’obtenir le meilleur
compromis entre un bon rendement et une meilleure qualité en extraits. Pour la
caractérisation des extraits, nous avons utilisé des méthodes d’analyses
chimiques, chromatographiques et spectroscopiques que nous décrirons dans ce

chapitre.

Par ailleurs, d’autres méthodes expérimentales pour la synthese et la
caractérisation physicochimique de ces polysaccharides modifiés en dérivés
amphiphiles par substitution avec des groupements hyOdrophobes de différentes
longueurs des chaines alkyles (trois alkylamines) sont décrites dans la deuxieme

partie de cette étude.

De la littérature disponible, il ressort que la plupart des travaux réalisés sur les
derivés amphiphiles des pectines sont essentiellement centrés sur I'évaluation de
leurs propriétés tensioactives et viscosifiantes. Cependant peu de travaux sur

l'utilisation de ces biopolyméres modifiés dans le domaine environnemental ont
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été publiés. C'est pour cette raison gque nous nous sommes intéressés a la mise
en évidence de nouvelles propriétés de ces dérivés amphiphiles en tant que

biosorbants pour la fixation d'ions métalliques.

Pour ce faire, et afin de valoriser cette étude expérimentale, une troisieme
partie a été consacrée a lapplication des N-dodecylpectinamides comme

biosorbants pour la fixation des ions métalliques du cuivre Cu(ll).

2.2. MATERIELS

2.2.1. Matériels biologiques

Notre travail a été réalisé sur trois matieres végétales pour I'extraction de la
pectine; deux de la famille des agrumes qui sont le citron, le citrange et la

troisieme matiere végétale c’est la betterave rouge.

2.2.1.1. Le citron

Le citron est un agrume, fruit du citronnier (Figure 2.1). Le citronnier (Citrus
limon) est un arbuste de 5 & 10 m de haut, a feuilles persistantes. Le fruit a une
écorce lisse jaune éclatante. Sa chair est juteuse, tres acide et riche en vitamine
C. De I'écorce jaune, on extrait une huile essentielle qui contient entre autres
substances du limonene et du citral. Il est principalement cultivé en Italie, aux
Etats-Unis et en Argentine [101].


http://fr.wikipedia.org/wiki/Agrume
http://fr.wikipedia.org/wiki/Citronnier
http://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine_C
http://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine_C
http://fr.wikipedia.org/wiki/Limon%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Citral
http://fr.wikipedia.org/wiki/Italie
http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89tats-Unis
http://fr.wikipedia.org/wiki/Argentine
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Figure 2.1 : Le citronnier

Dans cette étude, nous avons utilisé les écorces des citrons. Ces citrons, issus
de la région de Mitidja située a la wilaya de Blida (40 km au sud de la capitale
Alger), ont été soigneusement sélectionnés de fagon a choisir que les bons citrons
qui possedent de grosses écorces. Les citrons, dont les poids oscillent entre 80 et
120 g ont été lavés a I'eau de robinet et épluchés a la main afin de récupérer les
albédos. Ces derniers correspondent a la partie blanche comme le montre la
figure 2.2. Les albédos ainsi récupérés ont été coupés en petits morceaux a la
main avant d’étre séchés dans l'étuve a 50°C jusqu’a l'obtention d'un poids

constant.

Les albédos du citron séchés ont été broyés dans un moulin a café type
domestique, puis tamisés dont le diameétre des particules retenues varie entre 0,63
et 1,25 mm. Enfin les albédos du citron broyés ont été conservés dans des flacons

en verre jusqu’a leur utilisation.
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Figure 2.2 : Partie de citron utilisée : A : localisation des albédos,

B: albédos du citron coupés en petits morceaux

2.2.1.2. Le citrange

Le citrange est un des hybrides les plus connus de Poncirus, et qui donne
souvent d'ailleurs son nom a l'ensemble de ces hybrides de Poncirus. C’est un
croisement entre citrus sinensis et Poncirus-trifoliata c’est-a-dire un croisement
d’orange douce avec un Poncirus-trifoliata, ce croisement était une tentative pour
créer un citrus vigoureux et résistant au froid donnant des fruits délicieux.
Cependant, la plupart des citranges sont amers [102]. Les citranges possédent
d’abord une rusticité intermédiaire, ils ont tous de méme une résistance au froid
trés intéressante, de l'ordre de -10°C a -12°C, sont également trés utilisés en tant
que porte-greffe, donnant notamment une vigueur plus importante a I'arbre que
Poncirus-trifoliata. Les citranges sont des arbustes tres intéressants et décoratifs,

encore rares a la vente [103].

Dans cette étude, nous avons utilisé les fruits de citrange. Ces derniers ont été
récoltés a partir des arbres du citrange (Figure 2.3) cultivés dans la région de Ain
D’Heb située dans la wilaya de Médéa (80 km au sud de la capitale Alger). Ces
fruits ont été récoltés en fin de maturité et ils ont été sélectionnés de facon a ne
retenir que les fruits sains. Le citrange, dont le poids oscille entre 100 et 150 g ont
été épluchés a la main afin de récupérer que les albédos (Figure 2.4). Les albédos

ainsi récupérés ont subis les mémes étapes suivies pour le citron jusqu’a


http://gardenbreizh.org/modules/gbdb/genre-Rutaceae-Poncirus.html
http://gardenbreizh.org/modules/gbdb/genre-Rutaceae-Poncirus.html
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'obtention des poudres de citrange qui ont été également stockées dans des

flacons en verre dans un endroit sec.

Figure 2.3 : Arbre du citrange

Albédo

Figure 2.4 : Fruits de citrange utilisés dans cette étude
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2.2.1.3. La betterave rouge

La betterave est une plante cultivée pour sa racine charnue utilisée comme
légume dans l'alimentation humaine et comme plante fourragére et pour la
production du sucre. Elle a pour nom scientifique Beta vulgaris L., de la famille des

Chénopodiacées, tribu des Cyclolobae [104].

Les betteraves utilisées dans cette étude ont été aussi récoltées de la région
de Mitidja. Ces derniéres ont été bien lavées a I'eau de robinet puis épluchées afin
de récupérer la pulpe seulement comme le montre la figure 2.5. Les pulpes de
betterave ont été découpées en tranches minces, puis en bandelettes a la main et
enfin passées dans un hachoir de viande a travers un disque perforé dont le
diameétre des pores est de I'ordre de 6mm. Les pulpes hachées ont été séchées

dans I'étuve a 50 °C a poids constant.

Figure 2. 5: Partie de betterave utilisée : A : Pulpes de la betterave

2.2.2. Matériels non biologique

2.2.2.1. Produits chimiques utilisés

L’ensemble des produits chimiques, solvants et réactifs utilisés dans le cadre
de ces travaux sont stockés a I'abri de la lumiére et a la température ambiante. Il
convient de préciser qu’ils sont utilisés sans purification supplémentaire. L’origine

et la pureté de ces réactifs et solvants sont décrites dans le Tableau 2.1.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Plante
http://fr.wikipedia.org/wiki/Racine_(botanique)
http://fr.wikipedia.org/wiki/L%C3%A9gume
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fourrage
http://fr.wikipedia.org/wiki/Sucre
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chenopodiaceae

Tableau 2.1 : Produits chimiques, solvants et réactifs
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Réactifs et solvants Pureté (%) M (g/mol) Fournisseur
Acide chloridrique 95-98% 98,08 Sigma-Aldrich
Acide sulfurique 37% 34,46 Reidel-deHaén
Acide acétique 99% 60,05 Reidel-deHaén
Ethanol 98% 46,07 Reidel-deHaén
Méthanol 99,7 34,04 Sigma-Aldrich
Isopropanol 99% Fluka
héxadécane 98% Fluka
Hydroxyde de sodium 99,99% 40 Reidel-deHaén
Hexametaphosphate de Na 661,77 Fluka
Chlorure de sodium 99% 58,44 Fluka
Phénol 99% 94,11 Reidel-deHaén
Tétraborate de Na hydraté |  ----- 381,22 Fluka
Thiosulfate de sodium 284,18 Panreac
n-dodecylamine, 98% Sigma-Aldrich
n-octylamine 99% Sigma-Aldrich
n-octadecylamine 99% Fluka
Acide acétique 99% 60,05 Reidel-deHaén
Sulfate de cuivre 9% | @ - Reidel-deHaén
Thiosulfate de sodium 9% | @ - Reidel-deHaén

2.2.2.2. Petit matériel

v Tamis d’'un diameétre de 0,63 a 1,25 mm fabriqué par : Laboratory test bieve,
Endocotts LTD, London England.

v' Thermomeétre type : Assistent N° 3200/250°C.

v" Dessiccateur en verre.

v Mortier et son pilon en verre.

v Micropipette type microtranferpette (2- 10 pl).
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2.2.2.3. Appareillage

v’ Etuve type : MEMMERT 40050-IP20.

v’ Balance électronique : Sartorius BP 121S, précision 10™ g.

v’ Spectrophotomeétre type : SHIMADZU UV mini 1240.

v" pH métre type : INOLAB, muni d’une cellule WTW SenTix 41.

v’ Broyeur électrique domestique type Moulinex.

v' Hachoir de viande manuelle.

v Four a moufle type LM 312,06, DB 005001, NertZ : 230V / 50HZ / 2,8 KW.

v’ Agitateur a plaque chauffante type Janke et Kunkel IKA-WERK.

v/ Bain-marie électrique sous agitation continue avec une température maximale
de 100°C.

v' Centrifugeuse d’'un mouvement rotatif avec une vitesse maximale de 6000
trs/min.

v Homogénéiseur type IKA T25 basic avec une vitesse maximale de 24000
trs/min.

v’ Spectrophotometre FTIR -8400 type SHIMADZU-8100-Japon.

v Secoueur : type Vortex — Germany (VTX 400) avec une vitesse maximale de 40
Hertz.

v" Tensiometre type CSC Du Nouy 70545 a anneau en platine.

v" Viscosimeétre capillaire type Ubbelohde (SCHOTT Gerate) 525 20/ Il. App. Nr.
910 516.

v' Pompe a vide.

v Plaque a induction électromagnétique a 09 niveaux type Samsung.

2.3. EXTRACTION DE LA PECTINE

2.3.1. Prétraitement chimigues de la matiere végétale

Plusieurs travaux antérieurs ont choisi l'utilisation des matiéres végétales
traitées avec I'eau chaude ou avec I'alcool éthylique pour I'extraction des pectines
en vue d’augmenter le rendement [32,105-107]. Pour cela et avant de passer a la
solubilisation, les matieres végétales utilisées dans cette étude (les albédos du
citron et citrange et la pulpe de betterave) ont subi des traitements chimiques

appropriés. |l faut préciser que ces traitements ont pour but linhibition des
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enzymes pectinolytiques qui peuvent dégrader le matériau végétal ainsi que pour

la dénaturation des protéines.

2.3.1

.1. Traitements des albédos des agrumes

Le

s albédos des deux types d’agrumes (citron et citrange) préalablement isolés

ont subi les traitements préliminaires afin d’obtenir des résidus insolubles dans

l'alco

autre
A)

v

B)

ol. Cette étape renferme principalement un traitement par I'eau distillée et un

traitement par I'alcool éthylique.
Traitement par I’eau distillée : il contient successivement :

Blanchiment : Ce blanchiment consiste en un chauffage de la matiere
végétale dans I'eau distillée a une température de 90°C pendant 10min,

avec un rapport résidu/eau de 1/25.

Lavage : Plusieurs lavages a I'eau distillée ont été effectués juste apres le
blanchiment afin de permettre un refroidissement rapide du matériau
végeétal, ainsi que pour I'élimination de composés solubles (les sucres par

exemple).

Filtration et pressage : Cette étape consiste en une filtration a travers la

gaze suivie d'un pressage qui aide a I'élimination du maximum d’eau.

Séchage : Le matériau végétal est séché dans I'étuve a 50°C.

Traitement par I'alcool éthylique : Cette étape consiste en un chauffage de
la matiere végétale obtenue précédemment dans I'éthanol (85%) a 70°C
pendant 20min dans un bain-marie sous agitation continue, avec un
rapport massique résidu/éthanol de 1/5, suivi d’un refroidissement rapide
et filtration par la gaze. Cette opération est répétée trois fois, finalement
une filtration sous vide est effectuée pour assurer I'élimination maximale de
l'alcool éthylique. Les résidus obtenus sont séchés dans I'étuve a 50°C. De

ce fait la matiere premiere est préte a la solubilisation.
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2.3.1.2. Traitements des pulpes de betteraves

Les pulpes de betteraves séchées obtenues ont subi successivement les

traitements suivants:

v

Blanchiment : La méme procédure a été suivie que pour les albédos des

agrumes, mais avec une température de 85°C et un temps de 10min.
Lavage : plusieurs lavages ont été effectués a I'aide de I'eau distillée.

Elimination des sucres : Le sucre a été éliminé par la suspension de la

matiere végétale dans I'eau distillée a 60°C pendant 2h.

Filtration et pressage : La pulpe est ensuit filtrée a travers la gaze et

pressée pour éliminer le maximum d’eau.

Séchage : Le gateau ainsi obtenu est séché dans I'étuve a 60°C pendant
5h.

Traitement par I’alcool éthylique : les résidus séchés ainsi obtenus ont
été traités avec l'alcool éthylique (85%) a une température de 70°C pendant
20min dans un bain-marie et sous agitation continue. Un rapport solide /
liquide de 1/5 est utilisé. A la sortie du bain-marie un refroidissement rapide
est réalisé dans une eau froide, le mélange est filtré a la gaze, cette
opération est répétée trois fois. Enfin les résidus sont séchés dans I'étuve a

50°C. De cette étape la pulpe de betterave est préte a la solubilisation.

Les différentes étapes des traitements chimiques réalisées pour toutes les

matiéres végétales utilisées pour I'extraction de la pectine sont résumées sur la

figure 2.6.
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Matiere végétale (albédos des

agrumes ou pulpes de betteraves)

A4

K Blanchiment \

Rapport : résidus /eau : 1/25
T:90°C
Temps : 10 min

\_

\4

[ Lavage a 'eau froide ]

Filtration a la gaze et
Albédos ( g W Pulpes
pressage J
A 4
Séchage dans Elimination des
I'etuve a 50°C sucres
T:60°C
Temps : 2h
=/ Suspension dans v
I'éthanol Filtration a la gaze et
‘—’ Rapport : pressage
3 \__résidus/éthanol : 1/5
A 4
v Séchage dans

4[ Filtration ] létuve & 60°C

A 4

[ Séchage a 50°C ]

A

[ Résidus séchés préts a la J

solubilisation

Figure 2.6: Différentes étapes de traitements chimiques des matieres végétales
[32,105-107]
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2.3.2. Procédures d’extraction de la pectine par voie acide

Le probléme principal auquel est confronté I'expérimentateur est celui de la
richesse chimique de la paroi cellulaire végétale qui se traduit par la grande
diversité structurale des macromolécules, essentiellement polysaccharidiques, qui
y sont représentées. Les protocoles a utiliser doivent donc étre suffisamment
sélectifs pour permettre I'extraction privilégiée des pectines. lls doivent également
avoir le souci de protéger l'intégrité des structures moléculaires en limitant la
dégradation de ces dernieres. La question a laquelle doit répondre
'expérimentateur est de savoir quel type de pectine extraire, a partir de quel
matériel végétal, pour quelles propriétés, en vue de quelles applications et en

utilisant quels protocoles.

A la lumiére de toutes ces questions, nous avons jugé intéressant en premier
temps d’extraire les deux types des pectines existantes a savoir les pectines

hautement méthylées et les pectines faiblement méthylées.

2.3.2.1. Procédure d’extraction de la pectine de citron (Pc)

Il faut signaler que I'extraction avec un acide dilué a chaud représente la
méthode la plus couramment utilisée pour I'extraction des pectines. Pour cette
raison, nous avons choisi cette derniere pour I'extraction de la pectine a partir des
albédos du citron selon la méthode décrite par Mesbahi et al. [108] avec quelques
modifications. Les différentes étapes suivies dans cette procédure d’extraction

sont résumeées dans la figure 2.7.

Typiquement, 10 g de la matiere végétale (MV) est suspendue dans I'eau
distillée avec un rapport MV/Eau : 1/50, le pH est ajusté a 1,2 avec I'ajout de
I'acide chlorhydrique concentré (37°) ; puis les échantillons sont placés dans un
bain-marie avec agitation continue a une température de 80°C pendant 3h. A la
sortie du bain-marie, une filtration a chaud est effectuée a travers la gaze puis a
'aide d’'un papier filtre. Le jus pectique ainsi obtenu est clarifié par centrifugation
(3000 trs/min pendant 15min). La pectine est précipitée en ajoutant 3 volumes
d’éthanol de 96% a 1 volume de jus pectique, aprés 30min d’agitation et un repos
de 20 min, le précipité est filtré a travers un papier filire. Un lavage par I'acétone

est réalisé, suivi d’'une filtration, puis d’'un pressage a la main. Et enfin, le produit
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est séché dans I'étuve a 50°C pendant 5h. La pectine obtenue est broyée a l'aide

d’'un mortier en verre, pesée et conservée dans des flacons bien fermés dans un

endroit sec.

10 g de MV séche }

Solublllsatlon
MV/eau = 1/50 ; pH =1.2

T=80°C; Temps=3h

Filtration

A 4

. . )
Centrifugation

3000 trs /min Pendant 15 min
y

{ )
Précipitation
Jus pectique/éthanol = 1/3

(V/v)
Agitation 20 min ,Repos 30

A\ 4

Filtration et lavage ]
4 A T\
Séchage a 50°C
\ 4
( 2\
Broyage et stockage
. J

Figure 2.7 : Protocole d’extraction de la pectine du citron (Pc) par voie acide
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2.3.2.2. Procédure d’extraction de la pectine de betterave (Pb)

L’extraction de la pectine de betterave a été réalisée en faisant une
combinaison entre la méthode décrite par Mesbahi et al. [108] et celle citée par
Buchholt et al. [109]. Dans cette méthode (Figure 2.8), chaque 10 g de pulpe
séchée est mélangé avec 500 ml d’eau distillée dont le pH est ajusté a 1,2 avec
I'ajout de I'acide chlorhydrique concentré (37°), et les échantillons sont placés
dans un bain-marie a une température de 80°C et sous agitation continue pour
une peériode de 3h. A la sortie du bain-marie, une filtration a la gaze suivie d’un
pressage sont effectués afin de séparer le liquide visqueux, puis une filtration est
effectuée a travers un papier filtre (filtrat 1). Les résidus obtenus sont resolubilisés
dans l'eau distillée (80°C pendant 2h), puis séparés par filtration (filtrat 2). Les
deux filtrats 1 et 2 sont additionnés et le pH est ajusté a 3-3,2 en utilisant une
solution de NaOH (20%), et le mélange obtenu est clarifié par centrifugation (2500
trs/min) pendant 15 min. La pectine est isolée par précipitation en mélangeant le
jus pectique avec lisopropanol (99%) (1 :2 V/V) sous agitation (1h). Une
séparation par filtration est effectuée, suivie d’'un lavage avec de l'isopropanol, et
le produit obtenu est séché dans I'étuve a 60°C pendant 5h. Enfin, la pectine

extraite est broyée et stockée dans un endroit sec jusqu’a I'utilisation.
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Figure 2.8 : Protocole d’extraction de la pectine de betterave (Pb) [108,109]
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2.3.3. Planification des expériences de I’extraction des pectines par voie

acide

Selon des recherches trés récentes, lI'extraction des pectines a partir de
différentes sources végétales peut étre réalisée a des temps réduits par rapport a
la durée d’extraction que nous avons choisi pour I'extraction des pectines du citron
et de betterave. Des durées d’extraction de I'ordre 60 et 120 min ont été choisies
pour I'extraction des pectines a partir des chickpea husk et des albédos des
oranges par Urias-Orona et al. [110] et Prabasari et al. [111]. Partant de cette
idée, nous avons pensé a l'optimisation des principaux paramétres d’extraction
des pectines qui sont : le pH, la température et le temps d’extraction en adoptant
la méthodologie des plans d’expérience, dont le but, est d’obtenir de meilleures

pectines en termes de rendement et de degrés d’estérifications.

2.3.3.1. Principe du plan d’expérience

Appliquée depuis déja plusieurs dizaines d’années, dans des domaines aussi
variés que l'agronomie, la mécanique et la chimie, la méthodologie des plans
d’expériences est devenue maintenant un facteur de progrés et d’innovation.
Parmi les nombreuses approches proposées, le plan Minitab, présenté pour la
premiere fois en 1972 par Ryan B.F et al. [112], apparait relativement simple dans

sa mise en ocsuvre.

La méthode des plans d'expériences permet de montrer comment une
variable ou réponse Y (rendement, composition, ...) est affectée par un certain
nombre de variables d'entrée X (pH, température, ...) en minimisant le nombre
d'expériences a réaliser. Cette approche statistique permet en outre de quantifier
les effets des différentes variables d'entrée sur les différentes variables de sortie

Ou réponses.

2.3.3.2. Mise au point du domaine expérimental

La premiere partie consiste a définir les réponses a prendre en compte, les
facteurs présentant des effets significatifs (variables d’entrée) et définir au mieux
les bornes du domaine de chaque facteur. Dans cette étude, les deux réponses

prises en compte et qui ont été choisies en se basant sur les critéres industriels
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d’efficacité du procédé sont : le rendement d’extraction et la qualité de la pectine
obtenue, plus précisément son degré d’estérification. Alors que les facteurs
d’entrée étudiés sont : le pH, la température et la durée d’extraction. Il est a noter
que les bornes du domaine de chaque facteur étudié ont été définies suite a des
recherches antérieures effectuées en termes de rendement [108]. Le Tableau 2.9

définit les trois variables d’études considérées et leurs niveaux.

Tableau 2.2 : Définition des facteurs et leurs niveaux

Facteur Symbole Niveau
Codé -1 +1
Température (°C) X1 80 90
pH X2 1 2
Temps d’extraction (h) X3 1 3

2.3.3.3. Mise en ceuvre du plan d’expériences

Un plan d’expériences factoriel complet & deux niveaux 2% (k : est le nombre
des facteurs) a été réalisé. Cela correspond a 08 expériences au total. L’ensemble
de ces expériences va nous permettre de connaitre I'impact de chaque variable
d’étude sur le rendement d’extraction et la qualité de la pectine extraite ainsi que

leurs éventuelles interactions.

A partir des variables d’étude, on peut donc déduire la matrice d’expériences

suivante (Tableau 2.3).
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N° Valeurs codées Valeurs réelles
d’experience X1 Xo X3 Température pH Temps
1 -1 -1 -1 80 1 1
2 +1 -1 -1 90 1 1
3 -1 +1 -1 80 2 1
4 +1 +1 -1 90 2 1
5 -1 -1 +1 80 1 3
6 +1 -1 +1 90 1 3
7 -1 +1 +1 80 2 3
8 +1 +1 +1 90 2 3

Notons que, I'extraction de la pectine au moyen d’un plan d’expérience a été

réalisée seulement a partir des albédos du citrange en suivant la méme procédure

d’extraction de la pectine décrite dans la section 2.3.2.1 de ce chapitre. La

notation Pct désigne la pectine extraite a partir des albédos du citrange.

2.3.3.4. Méthode de calcul des variables de réponses

Les deux variables de réponses choisies dans cette étude sont le rendement et

le degré d’estérification des pectines.

A. Calcul du rendement d’extraction de pectine

Les rendements des pectines sont exprimés en pourcentage et ils ont été

calculés par rapport a la masse initiale traitée (masse des résidus sécheés) selon

I'équation suivante :

m
0

2.1)



65

Ou : m est la masse de la pectine obtenue (g), et mp est la masse de I'échantillon

traité (g).

B. Détermination de degré d’estérification (DE)

Le degré d’estérification des pectines est déterminé par la méthode titrimétrique
donnée par USP 26 NF 21 [113]. Un échantillon de pectine (500 mg) a été
transféré dans un erlenmeyer de 250 ml, humidifié avec 2 ml d’éthanol et dissous
dans 100 ml deau distillée. Aprés la dissolution compléte, 3 gouttes de
phénolphtaléine ont été ajoutées, et la solution a été titrée avec NaOH (0,5M) et le
résultat est enregistré comme titre initial. Puis, 10 ml de NaOH (0,5M) a été
ajouté, et le mélange a été agité rigoureusement, et laissé reposer 15 min, en
suite 10 ml d’HCI (0,5M) a été ajoutée et le mélange a été agité jusqu’a disparition
de la couleur rose. Trois gouttes de phénolphtaléine ont été ajoutées et la solution
est titrée avec NaOH (0,5M) a une couleur rose clair. Ce volume de titrage est
enregistré comme le titre final. Le DE est calculé par la formule suivante:

titre final
X
titre initial + titre final

DE (%) = 100 (2.2)

2.3.4. Extraction des pectines par induction électromagnétique

Dans cette partie d’étude, nous avons opté pour I'extraction de la pectine par
une méthode alternative, c’est le chauffage par induction électromagnétique
(IEM). Pour cela nous nous sommes intéressés a l'extraction de la pectine par

chauffage a IEM en étudiant :
1- L’effet du mode du chauffage sur les propriétés de la pectine extraite.
2- L’effet du temps d’extraction sur les propriétés de la pectine extraite.

3- Leffet de la puissance d’induction électromagnétique sur le rendement

d’extraction.
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2.3.4.1. Extraction de la pectine par deux modes de chauffage

Le mode de chauffage est un paramétre essentiel a prendre en compte dans
les processus d’extraction des polysaccharides. Pour cela et afin d'étudier
I'influence de ce parametre sur le rendement et les propriétés structurales de la
pectine extraite, nous avons procédé a l'extraction de la pectine a partir des
albédos du citrange en utilisant une méthode alternative, c’est le chauffage par

induction électromagnétique.

En traitant les résultats obtenus aprés extraction en utlisant un plan
d’expériences, nous avons jugé qu’une meilleure comparaison entre le chauffage
conventionnel (chauffage dans un bain-marie) et le chauffage par induction
électromagnétique (sur une plaque d’induction) doit se faire dans les conditions

by

optimales obtenues précédemment. Donc la pectine a été extraite a partir des
albédos du citrange par voie acide dans les conditions suivantes: T= 80°C,

pH=1,2 et t = 90min par les deux modes de chauffage.

En ce qui concerne linduction électromagnétique, il faut signaler ici que la
plaque a induction est caractérisée par 09 niveaux de différentes puissances.
Chaque niveau correspond a une température maximale spécifique. Pour cela,
nous avons choisi le niveau #1 qui correspond a la température de 80°C. Le
dispositif expérimental utilisé pour I'extraction de la pectine par induction

électromagnétique est décrit sur la figure 2.9.

Agitatenr mécanique

Thermomeétre
b ' Reécipient magnétisable
[:} < . Courant mduit
A =
__~ Champ magnétique

—\ Plaque vétrocéramique

Bobines a induction

Alimentation électrique

Figure 2.9 : Dispositif d’extraction par induction électromagnétique
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2.3.4.2. Etude de la cinétique d’extraction de la pectine par chauffage a

induction éléctromagnétique

En se référant aux résultats obtenus précédemment pour l'effet du mode de
chauffage sur le rendement et le DE des pectines et afin de mieux étudier I'effet
de ce dernier sur les propriétés des pectines extraites, nous avons juge
intéressant de réaliser une étude cinétique d’extraction de la pectine dans les
mémes conditions opératoires en termes de température et de pH que
précédemment a des intervalles de temps réguliers de 10 min pendant 90 min.

2.3.4.3. Effet de la puissance d’induction électromagnétique sur le

rendement d’extraction

Dans ce cas, nous avons procédé a l'extraction de la pectine par IEM a
différentes puissances. |l faut rappeler que l'extraction a été effectuée aux
différents niveaux de puissance 4, 5, 6, 7, 8 et 9 en respectant toujours les mémes
conditions optimales trouvées préalablement (pH=1,2, T=80°C). Les temps
d’extraction nécessaire pour atteindre la température de 80°C correspondant a
chaque niveau de puissance sont regroupés dans le Tableau 2.4. Il faut préciser
qu’'au-dela de ce temps, la température dépasse 80°C et peut atteindre des
valeurs extrémes de l'ordre de 120°C pour le niveau 9 par exemple a un temps

trés court (5min).

Tableau 2.4 : Temps d’extraction nécessaire pour atteindre 80°C

correspondant a chaque niveau

Niveau # 4 5 6 7 8 9

Temps (min) | 10,36 | 6,49 5,43 4,15 3,5 2,09
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2.4. CARACTERISATIONS PHYSICOCHIMIQUES DES PECTINES

Toutes les caractérisations physicochimiques qui viennent par la suite ont été
effectuées pour toutes les pectines extraites a partir des trois sources végétales
(Citron : Pc, Citrange : Pct et betterave : Pb) ainsi que pour deux pectines
commerciales une pectine de pommes notée Pp et l'autre pectine de citron

commerciale notée Pi.

2.4.1. Analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

La spectroscopie infra-rouge est une méthode d’analyse physique rapide,
simple a mettre en ceuvre et ne nécessitant que peu de quantité de matiére a
analyser. Basée sur les transitions entre les états vibrationnels et rotationnels
d’'une molécule, elle peut étre employée tout aussi facilement sur des échantillons
bruts ou purifiés. Certains groupements ou liaisons, considérés comme marqueurs
et notamment les fonctions acides carboxyliques des acides galacturoniques,
peuvent révéler la présence des pectines [52].

» Préparation des échantillons

Les pectines extraites et commerciales sous forme de poudres fines sont
mélangées a du bromure de potassium KBr (a raison de 1%) qui a la
particularité d’étre transparent a linfrarouge dans le domaine exploré. Ce
mélange solide (1 mg de produit pour 100 mg de KBr) sert a la réalisation d’'une
pastille translucide par compression qui sera placée délicatement sur un
support spécifique et analysée par transmission.

Les spectres d’absorption infrarouge sont enregistrés dans la gamme de
nombres d’onde comprise entre 400 et 4000 cm™, avec une résolution de 8

cm™ et un nombre de scanne égale & 128.

2.4.2. Taux d’humidité

Le taux d’humidité a été calculé par la méthode de Karl Fisher, c’est une
méthode volumétrique du dosage qui repose sur la facilité de I'iode a réagir avec

'eau en présence de SO,.
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Le taux en humidité est déterminé par la formule suivante [114] :

H(%) = Fv V) X 100 (2.3)
m
Avec :
V1 : volume initial de la solution de neutralisation (solution de Karl Fischer)
V, : volume final de la solution de neutralisation.
m: masse de I'’échantillon en mg.
F : constante du poids.

H: taux d’humidité exprimé en %.

2.4.3. Taux de cendres

Un échantillon de pectine (1 g) a été incinéré dans un four a moufle a 600°C
pendant 4h, puis refroidi et stocké dans un dessiccateur [115]. Le taux de cendre

(C) est exprimé en pourcentage, et il est donné par la formule suivante :
P
C(%) = = x 100 (2.4)
Py
Ou: P; est le poids initial de pectine (g) et P, le poids de pectine apres

incinération (g).

2.4.4. Deqré d’estérification (DE)

Le degré d’estérification de toutes les pectines extraites et commerciales est

déterminé selon la méthode décrite dans la section 2.3.3.4 (B).

2.4.5. Deqré d’acétylation (DAc)

Le degré d’acétylation des pectines est déterminé par la méthode titrimétrique
suivante [116]: 0,5 g de pectine est mélangée avec 25 ml de NaOH (0,1M) jusqu’a
la dissolution compléete de la pectine, la solution obtenue est laissée reposer 16h a
la température ambiante. Puis, la solution est diluée a 250 ml avec I'ajout d’eau
distillée, et un échantillon de 20 ml est placé dans l'appareil de distillation. Un
volume égal (20 ml) d’acide sulfurique et de sulfate de magnésium (100 g de

sulfate de magnésium + 1,5 g d’acide sulfurique dilués a 180 ml) est transféré
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aussi dans l'appareil de distillation. Le mélange est distillé jusqu’a obtention de
100 ml du distillat. Le distillat est titré avec NaOH (0,05M) en utilisant le rouge de

phénol comme indicateur. Le DAc est donné par la formule suivante :

VNaon(ml) X Nyon X 4,3
0p) =
DAc (%) poids d’échantillondans 20 ml (2.5)

ou :
DAc: degré d’acétylation (%).
VNaoH : Volume de NaOH du titrage (ml).

Nnaon : hormalité de NaOH (mol/l).

2.4.6. Détermination de la teneur en méthoxyl (MeO%)

La teneur en methoxyl a été déterminée en adoptant la procédure proposée par
Kar et Arslan [117]. Puisque la quantité de méthoxyle dans des pectines 100%
estérifiée est de 16,32%, le pourcentage de méthoxyle a été calculé a partir de
I'équation suivante:

16,32
100

MeO (%) = x DE (11.6)
Ou:
MeO : teneur en méthoxyle (%)

DE : degré d’estérification (%)

2.4.7. Mesures viscosimétrigues : estimation de la masse moléculaire

2.4.7.1. Relations empiriques

Depuis les premiéres recherches de Staudinger [118], I'étude de la viscosité
des solutions macromoléculaires s’est avérée une méthode empirique trés utile
pour [l'estimation des masses moléculaires des polymeéres. La méthode
viscosimétrique est une technique simple et rapide a mettre en ceuvre. Elle
s’appuie sur le fait que la viscosité intrinséque d’un polymeére est liée par des lois

empirigues a la masse moléculaire du polymere.
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Dans la pratique, la viscosité intrinseque des solutions macromoléculaires est
définie comme étant la limite de la viscosité réduite lorsque la concentration tend

vers zéro selon la formule suivante [118].

. 1’]sp
[n] = lcl_{%T (2.7)
t - to
Ou:

[n] : viscosité intrinseque (dI/g).

Nsp - Viscosité spécifique.

t et to: temps d’écoulement de la solution et du solvant respectivement (s).
C : concentration du soluté (g/l).

La viscosité intrinseque est liée a la masse moléculaire selon la relation de

Mark-Houwink suivante :
[n] = kM7 (2.9)

Les deux constantes K et a sont des paramétres caractéristiques qui dépendent
du systeme polymére-solvant a une température donnée. Dans le cas de la
pectine, le solvant choisi est ’'hexamétaphosphate de sodium (1%) [119]. Pour ce
systéme particulier, les constantes k et a ont été établies par Anger et Berth [120],

et I'équation 11.9 devient :

[n] = 9,55 x 10-2M%73 (ml/g) (2.10)

2.4.7.2. Mode opératoire

Les solutions de pectines (2, 1,5, 1, 0,75, 0,5 et 0,25 g/l) ont été préparées
dans une solution de 'hexamétaphosphate de sodium (1%). Les mesures de
viscosité ont été effectuées a I'aide d’un viscosimétre capillaire de type Ubbelohde
(figure 2.10). Le mouvement de cisaillement est engendré en imposant une
différence de pression entre les 2 extrémités d’'un tube cylindrique de faible

section, dans lequel s’écoule la solution. Cet appareil placé dans un thermostat
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maintenu a température constante (20 = 1 °C), mesure le temps d’écoulement
d’'un volume défini (13 ml de solution de pectine) par deux traits de repére. La
seule force de pesanteur est responsable de I'écoulement. Le temps d’écoulement

du solvant pur a été également mesuré dans les mémes conditions.

1. Tube capillaire.

2. Tube de ventilation.
3. Tube de remplissage.
4. Réservoir.

5. Récipient de détente.
6. Calotte sphérique.

7. Tube capillaire.

8. Boule de mesure.

9. Boule d’entrée.

M, : Marque annulaire supérieur.

M, : Marque annulaire inférieur.

Figure 2.10 : Viscosimétre capillaire type Ubbelohde.

2.4.8. Caractérisation des contenus saccharidigues

2.4.8.1. Dosages des sucres par colorimétrie

La quantification des sucres est réalisée par la méthode au phénol sulfurique
pour les oses neutres [49] et la méthode au méta-hydroxydiphényl (m-HDP) pour

les acides uroniques [121].

A.Dosage de Dubois

A 200 ul de solution a doser, on ajoute 200 pl d’'une solution aqueuse de phénol
a 5%. Le mélange est homogénéisé au vortex, puis 1ml d’acide sulfurique

concentré est rapidement introduit dans le milieu réactionnel. Aprés
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homogénéisation, le mélange est porté au bain-marie a 100°C durant 5 minutes.
Les tubes sont refroidis et placés a I'obscurité pendant 30 minutes. Une coloration
orange apparait (voir figure 2.11.a). La lecture des densités optiques est réalisée a
492 nm. Les quantités de sucres en solution peuvent étre établies en comparaison
avec une gamme étalon de glucose de concentration de 25, 50, 100, 200, 300 et
400 ug.mi™.

B. Dosage de Blumenkrantz-Asboe

A 200 pl de la solution pectique a doser, on ajoute 1,2 ml d’'une solution de
tétraborate de sodium a 0,125 M dans I'acide sulfurique concentré. Le mélange
est homogénéisé au vortex, et réfrigéré dans la glace. Les tubes sont ensuite
portés a 100°C au bain-marie durant 5 minutes. Apres refroidissement dans un
bain de glace, on ajoute 20 pl d’'une solution de m-HDP (métahydroxydiphényle) a
0,15% dans une solution de soude a 0,5%. Les tubes sont agités. Une coloration
rose se développe pendant 5 minutes (voir figure 2.11.b). La lecture des densités
optiques est réalisée a 520 nm. Les quantités de sucres en solution peuvent étre
établies en comparaison avec une gamme étalon d’acide galacturonique de
concentration 25, 50, 100, 200 et 400 pg.ml'l.

Figure 2.11 : Couleurs des complexes formés lors de dosage des sucres
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2.4.8.2. Chromatoqgraphie sur couche mince (CCM)

La premiére partie de ce test consiste a une d’hydrolyse acide des pectines. La
méthode utilisée est celle décrite par Harche et al. [122]. Pour la réalisation ; dans
des tubes a vis contenant 100 mg de fraction pectique, on ajoute 2 ml d’H,SO4 a
IN. Ces tubes sont bien fermés et placés pendant 4 heures au bain marie a une
température de 100°C. Les hydrolysats sont filtrés 3 fois sous vide. Les filtrats

sont stockés dans un réfrigérateur a une température de 0°C jusqu’a I'analyse.

En suite une préparation des solutions des sucres témoins a une concentration
de 0,025 mg dans de I'eau distillée est effectuée, il s’agit du Glucose, Xylose,

Rhamnose et Mannose.

Des plaques silice Kieselgel G-25de 0,25 mm d’épaisseur (Art-Nr. 809013 bei
20x20 cm) ont été employées pour la chromatographie sur couche mince en
phase normale. Une migration est effectuée dans le solvant de migration constitué
de : acétate d’éthyle/acide acétique/eau 2/1/1 (V/V/V). La migration est arrétée au
bout de 3 heures lorsque le front du solvant atteint une hauteur de 18 cm. Aprées
séchage a l'air libre, la révélation des plaques est réalisée par pulvérisation d’une
solution de réactif de Molich (a-naphtol/acide sulfurique en solution éthanoique)
sous hotte suivie d’un séchage pendant 15 minutes a I'étuve a une température de
100°C.

Chague sucre est caractérisé par son rapport frontal (Rf) qui est donné par la

relation suivante :

Rf= = 2.11
=3 (211)

Ou:
Rs : rapport frontal.
d : distance parcourue par le sucre (cm).

D : distance parcourue par le solvant (cm).
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2.5. MODIFICATION CHIMIQUE DES PECTINES

Dans cette partie du travail, nous nous intéressons a I'hydrophobisation des
substances pectiques par greffage des chaines hydrocarbonées aliphatiques et
plus essentiellement par greffage des amines primaires de différentes longueurs
des chaines alkyles sur les unités de I'acide galacturonique, ce qui correspond a la
fixation de groupements treés hydrophobes. Nous avons cherché a obtenir de
nouveaux polysaccharides modifiés en dérivés amphiphiles et a optimiser les
conditions de réaction. De facon générale, nous avons exploré une voie de
synthése permettant d’obtenir des dérivés amphiphiles en milieu essentiellement
agueux et diphasique. L’influence de divers parametres de synthése (rapport
pectine/amine, température et temps) sur le taux de substitution sera ainsi
étudiée.

L’hydrophobisation de la pectine par amidation a été effectuée dans un milieu
hétérogene avec le méthanol selon la méthode décrite pat Synytsya et al. [88]. La
structure générale des molécules ciblées (N-alkylpectinamides) est décrite comme

Suit.

Partie apolaire

Acide galacturonique Tete polaire
'r
N-allkylpectinamide

L’'obtention des N-alkylpectinamides se déroule en deux étapes
complémentaires: la premiére étape consiste a la conversion des pectines en
forme acide. La seconde étape consiste au greffage de I'amine sur le squelette

précurseur.
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2.5.1. Hydrophobisation de la pectine industrielle par amidation

La pectine industrielle (Pi) a été utilisée pour la préparation des dérivés N-
alkylpectinamides avec l'introduction de trois amines primaires: n-octylamine, n-

dodecylamine et n-octadecylamine.

2.5.1.1. Conversion de la pectine en forme acide

La pectine a été convertie sous forme acide par un lavage avec une solution
d’HCI (0,2mol/l) préparée dans le mélange éthanol-eau (1:1 v/v), puis lavée
plusieurs fois avec le mélange éthanol-eau et en fin avec I'éthanol a 96%, puis

filtrée a travers un papier filtre et séchée dans I'étuve a 60°C pendant 6h.

2.5.1.2. Amidation

La pectine (2g) a été suspendue dans 50ml de méthanol (solution 1) et 4g de
chaque n-alkylamine a été dissous dans 120 ml de méthanol (solution 2). La
solution 2 a été ajoutée graduellement a la premiere solution sous agitation
continue. Les réactions ont été effectuées dans des erlenmeyers fermés et
couverts en papier aluminium sous agitation continue a une température de 20°C
pendant 7 jours. A la fin de chaque réaction, le mélange a été décanté afin de
séparer le produit sous forme solide, puis lavé avec le méthanol a la température
appropriée pour éliminer I'amine libre, puis avec ’'HCI (0,1 mol/l) pour convertir les
groupements carboxyliques ionisés a la forme de proton. Cette étape est
nécessaire pour I'hydrolyse du sel d’alkylammonium qui peut étre formé au cours
de la réaction de la pectine avec l'alkylamine. Finalement, le produit a été lavé
avec I'éthanol a 80%, filtré et séché a 60°C [123].

2.5.1.3. Détermination du degré d’amidation

Le degré d’amidation (DA) a été obtenu par déconvolution des spectres FTIR
(1800-1500 cm™) des N-alkylpectinamides. Cette analyse a été effectuée a I'aide

d’un logiciel OPUS software. Le degré DA est calculé par la formule suivante [88]:

(2.12)
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Oou:
A amige: la surface de la bande d’amide.

A i la somme des surfaces de toutes les bandes des groupements
carboxyliques, ester et amides.

2.5.1.4. Etude de la cinétigue d’amidation

Au cours d’un procédé d’hydrophobisation par amidation, plusieurs paramétres
peuvent influencer sur I'efficacité de ce dernier en termes de degré de substitution.
Pour cette raison, nous avons jugé intéressant de réaliser 'amidation de la pectine
industrielle en étudiant principalement l'effet de la température et le temps de

contact sur le processus d’amidation des pectines.

Initialement, nous avons choisi de réaliser 'amidation de la pectine Pi a trois
différentes températures (20, 35 et 50°C) et pendant trois durées (3, 5 et 7 jours).
Il faut préciser ici que 'amidation a été effectuée avec une seule amine qui est le

n-octadecylamine.

2.5.1.5. Etude de I'effet du rapport pectine / amine

Afin d’étudier l'influence du rapport massique : pectine/amine sur le degré de
substitution, nous avons réalisé une amidation de la pectine industrielle dans les
mémes conditions opératoires choisis précédemment (20°C, 7jours) avec les
rapports massiques suivants : 1/2 et 1/5.

2.5.2. Amidation des pectines extraites et de la pectine de pomme

L’étude de la cinétique du processus d’amidation de la pectine industrielle a
différents paramétres, ainsi que les propriétés de surfaces des N-
alkylpectinamides synthétisés nous a permis de choisir les conditions opératoires

optimales pour 'hydrophobisations des pectines extraites.

La modification chimique des pectines : Pc, Pct, Pb et Pp a été réalisée dans
les conditions suivantes : le rapport pectine /amine : 1/2, a 20°C, pendant 7jours et

avec le C1oH»>7N.
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2.5.3. Caractérisations physicochimiques des N-alkylpectinamides

Les échantillons des N-alkylpectinamides synthétisés a partir des différentes
pectines étudiées dans cette étude ont été soumis a divers tests physicochimiques

appropriés.

2.5.3.1. Caractérisation par spectroscopie FTIR

La spectroscopie FTIR est une excellente méthode pour les analyses
structurelles et quantitatives des pectines. Elle est utilisée pour détecter les
changements chimiques dans les substances pectiques et, plus spécifiguement,
les changements au niveau des groupements ester. Les spectres FTIR des
pectines et ces dérivés (N-alkylpectinamides) ont été enregistrés dans la gamme
de 400 & 4000 cm™ avec une résolution de 4cm™ et un nombre de scanne 128.

Les pastilles ont été réalisées avec le KBr.

2.5.3.2. Solubilité des N-alkylpectinamides dans I’eau

Une quantité (20 mg) de N-alkylpectinamides a été humidifiée avec quelques
gouttes d’éthanol. Puis 10 ml d’eau distillée a été ajouté. Le mélange a été chauffé
a 50°C sous agitation pendant 10-15 min, puis refroidi a 25 °C et en fin filtré a
travers un papier filtre. Le papier filtre avec le résidu solide ont été séchés puis

pesés pour I'estimation du solide non-soluble.

2.5.3.3. Etude du comportement des dérivés N-dodecylpectinamides en

solution agueuse par viscosimétrie capillaire

La viscosimétrie capillaire est une technique permettant de déterminer les
caractéristiques géométriques des pelotes macromoléculaires dans un solvant
donné et a une température donnée. L’écoulement laminaire d’'une solution diluée
en polymeére est perturbé par la présence des chaines macromoléculaires qui
provoquent I'accroissement de la viscosité de la solution par rapport a celle du
solvant pur. Par conséquent, le temps d’écoulement dans un capillaire augmente
avec la viscosité de la solution de macromolécules qui est directement reliée a sa

concentration et aux caractéristigues géométriques des espéces dissoutes.
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En régime dilué, la viscosité réduite (nrq), définie par la relation 2.13, évolue de

facon linéaire avec la concentration selon la relation de Huggins (équation 2.14).

_toh 2.13
nred - tO C ( . )
Noq = [Nl + ky[Mm]*C (2.14)

Ou ky est le coefficient de Huggins, C la concentration du soluté (g/l) et [n] la

viscosité intrinseque (dl/g).

» Protocole expérimental

Les mesures de viscosité des solutions de pectines (dans un régime dilué) ont
éte effectuées selon la méthode décrite dans la section 2.4.6. Il faut noter que
I'étude viscosimétrique réalisée sur la pectine de pomme Pp et son dérivé
amphiphile N-Pp-Ci> concerne essentiellement leur comportement en solution
dans l'eau pure et dans I'eau en présence de I’hexamétaphosphate de sodium
(NagO15 Ps) & 1%.

2.5.3.4. Mesure de la tension de surface (y)

La tension de surface est un paramétre physicochimique important qui
caractérise les composeés tensioactifs. Dans le but de voir dans quel sens agit
I'hnydrophobisation des pectines sur les propriétés superficielles de ces derniéres,
nous avons mesuré la tension superficielle des solutions des pectines et leurs
dérivés.

Les mesures de tensions de surfaces ont été réalisées grace a un tensiometre
CSC de type Du Nouy (Du Nouy 70545) en utilisant la technique d’arrachement de
'anneau et en opérant a la température ambiante (23°C). La technique
d’arrachement de I'anneau est I'une des plus simples et des plus utilisées. Ce
systeme consiste en un anneau en platine mince, suspendu horizontalement au
bras d’une balance tarée. Il s’agit d'immerger 'anneau dans la solution a étudier,
puis de le remonter jusqu’a la position limite ou I'anneau est uniquement retenu

par les molécules présentes a la surface de la solution. La lecture de la valeur de
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la tension superficielle se fait au moment de l'arrachement de I'anneau de la
surface de solution. Les valeurs sont affichées sur un disque gradué en dynes/cm
ce qui correspond a des mN/m. Trois essais ont été effectués pour chaque
échantillon afin de vérifier la reproductibilité des valeurs obtenues.

Toutes les solutions sont préparées 24h a I'avance, soumises a une agitation
douce afin déviter la formation de mousse tout en permettant une
homogénéisation complete. Les solutions ainsi obtenues sont stockées dans un

réfrigérateur a 4°C pendant 18h avant d’étre passées a I'analyse.

Pour chaque pectine ou son dérivé étudié, une solution « mére » de 5 g/l est
préparée dans I'eau distillée aprés humidification de I'échantillon avec quelques
gouttes d’éthanol. Puis les solutions de concentrations plus faibles sont préparées
par dilution d’'un volume défini de la solution mére dans 'eau distillée. La tension
de surface a été mesurée pour une gamme de concentrations variant entre 10™ et
5 gll.

2.5.3.5. Mesure de la tension interfaciale

Les mesures de la tension interfaciale ont été effectuées a l'interface Huile /Eau
en utilisant des solutions de pectines ou leurs dérivés a 0,5% préparées dans
'eau distillée en présence de 0,02% d’azoture de sodium comme bactéricide. Une
couche d’hexadecane (98%) a été ajoutée goutte a goutte a la surface des
solutions de pectines. Les mesures de la tension interfaciale ont été exécutées a
'aide du méme tensiométre. Trois essais ont été effectués pour chaque

échantillon.

2.5.3.6. Pouvoir émulsifiant

Afin d’étudier le pouvoir émulsifiant des N-alkylpectinamides, des émulsions de
type huile dans I'eau (H/E) ont été préparées en ajoutant 3ml d’hexadecane a 3 ml
de solution pectique a 0,5% dans des tubes de centrifugation gradués de 15 ml.
Les solutions ont été homogénéisées vigoureusement a I'aide d’un secoueur type
vortex en mode continu a la vitesse maximale et pendant 2min. Les émulsions
obtenues ont été finalement centrifugées a 500 trs/min, pour 5 min. Le volume

total (V;) et le volume de la couche d’émulsion (V) ont été mesureés.
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L’activité émulsifiante (EA : Emulsifying Activity) a été calculée en utilisant la

relation suivante [124]:

v,
EA (%) = 7‘* x 100 (2.15)
t

2.5.3.7. Stabilité de ’émulsion

Pour étudier la stabilité des émulsions (ES : Emulsion Stability) préparées a
base des N-alkylpectinamides, une série d’émulsions a été préparée de la méme
meéthode décrite dans la section précédente (4 échantillons pour chaque type de
pectines). Deux tubes ont été refroidis a 4°C, centrifugés a 500 trs /min pendant
5min, puis les volumes de la couche d’émulsion ont été mesurés (V)) et les
échantillons sont stockés a 4°C. Les deux autres tubes ont été traités de la méme
facon, mais a la température ambiante (23°C). Aprés 1 et 30 jours, les volumes de
la couche d’émulsions (Vi) ont été mesurés apres centrifugation. La stabilité

d’émulsion a été calculée comme suit [124]:

V:
ES (%) = Vl x 100 (2.16)
f

2.6. VALORISATION DES DERIVES N-ALKYLPECTINAMIDES

Afin d’apprécier plus amplement les nouvelles propriétés des dérivés N-
dodecylpectinamides synthétisés, nous avons opté, dans cette partie, pour
I'utilisation de ces derniers comme des biosorbants pour I'adsorption des ions

métalliques du cuivre.

Sous forme d’une étude comparative entre les pectines natives et leurs dérivés
amphiphiles, le phénoméne de la biosorption des ions métalliques du cuivre Cu(ll)
a été étudié en utilisant les pectines natives et leurs dérivés N-

dodecylpectinamides comme biosorbants.
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2.6.1. Utilisation de la pectine native comme biosorbant

Le phénomene de la biosorption comme autre processus chimique est influencé
par divers paramétres opératoires (température, pH, agitation...). Ainsi, il s’avére
utile de déterminer en premier lieu les parameétres optimaux de la biosorption des
ions métalliques de Cu (ll) par la pectine non modifiée. Les paramétres testés sont

la teneur en biosorbant, le pH et le degré de méthylation de la pectine.

2.6.1.1. Etude de la cinétique de biosorption

Toutes les expériences de biosorption en mode batch ont consisté de mettre en
contact dans un erlenmeyer, sous agitation continue, a température ambiante
(23°C) et pH indiqué, une quantité précise de biosorbant (pectine modifiée ou non)
avec une solution synthétique de cuivre (CuSO,, 5H,0) de volume et de

concentration connus.

La détermination de la cinétique de biosorption se fait par I'évaluation de la
concentration résiduelle de I'ion métallique Cu(ll) a différents intervalles de temps.
La capacité de fixation, exprimée en mg d’ion métallique par gramme de

biosorbant, est calculée par la formule suivante [125]:

(G — CV]
q=———" (2.17)

Ou:
Co: concentration du métal dans la solution a t = 0 (mg/l),
Ce : concentration du métal dans la solution a I'équilibre (mg/l),
V : volume de la solution du biosorbant (1),
M : masse du biosorbant introduite (g).

Note : Il faut noter qu’une concentration de 636 mg/l en CuSO, a été utilisée pour

toutes les cinétiques de biosorption étudiées.
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2.6.1.2. Effet de la teneur en biosorbant

Afin d’optimiser la quantité de biomasse requise pour une fixation maximale
d’ions métalliques, nous avons étudié la cinétique de la biosorption a différentes

concentrations en pectine (Pp) : 1, 2, 5, 7 et 10 g/l.

2.6.1.3. Effet du pH sur la biosorption

Le pH est un paramétre essentiel a prendre en compte dans les processus de
biosorption des ions métalliques puisqu’il agit a la fois sur la solubilité du métal,
son état d’ionisation ainsi que sur I'état d’ionisation des groupements du

biosorbant.

Pour étudier l'influence de ce parameétre, nous avons suivi I'évolution de la
biosorption des ions Cu(ll) en fonction du temps a deux pH : un pH initial de 3,1 et
un pH maintenu de 5,0. L’ajustement du pH est obtenu par I'ajout de la solution de
NaOH (0,5M).

2.6.1.4. Effet du degré d’estérification sur la biosorption

Le degré d’estérification détermine la teneur des macromolécules pectiques en
groupements COOCHj3;. Ce dernier a une influence majeure sur la capacité de
biosorption du cuivre. L'effet de degré d’estérification sur la capacité de
biosorption a été réalisée par [I'utilisation de deux types de pectines une
hautement méthylée (DE=69 %) et 'autre faiblement méthylée (DE= 41%). Il faut

noter que pour ce test nous avons utilisé Pct.

2.6.2. N-dodecylpectinamide pour la biosorption des ions du cuivre

Afin de mieux comparer la capacité de biosorption entre les pectines et leurs N-
alkylpectinamides, nous avons jugé intéressant d’évaluer la cinétique de la
biosorption des ions de cuivre dans les conditions optimales obtenues

précédemment. Pour ce faire nous avons choisi pour ce test la pectine de pomme

et son dérivé N-dodecylpectinamide.
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CHAPITRE 3
RESULTATS ET DISCUSSIONS

3.1. INTRODUCTION

Aprés avoir décrit dans le chapitre précédent, toutes les méthodes
expérimentales utilisées, nous présentons dans le présent chapitre les résultats

obtenus ainsi que les interprétations et les conclusions que nous en avons tirées.
Les résultats obtenus sont regroupés en trois parties:

v’ Caractéristiques et propriétés physicochimiques des substances pectiques
extraites a partir de différentes sources végétales par voie acide a chaud et
en faisant varier plusieurs parametres opératoires.

v' Résultats des expériences de modification chimique des substances
pectiques en dérivés amphiphiles par amidation ainsi que leurs
caractérisations physicochimiques sont reportés.

v' Résultats relatifs a I'application des dérivés N-alkylpectinamides comme

des biosorbants pour la fixation des ions métalliques du cuivre.

3.2. CARACTERISATIONS PHYSICOCHIMIQUES DES PECTINES
3.2.1. Aspect général

Les pectines issues de différentes sources végétales présentent généralement
des caractéristiques différentes. En général, toutes les pectines extraites ainsi que
les pectines commerciales présentent un certain degré de coloration en tant que
produit final. La coloration s’étale de jaune pale brun pour les pectines extraites a
partir des agrumes (citron et citrange) a tanin foncé pour la pectine de pomme et
la pectine extraite a partir des pulpes de betterave. La coloration des pectines est
provoguée par la combinaison de deux facteurs : couleur naturelle (pigmentation)
des matériaux bruts et leur composition chimique (teneur en acide galacturonique,

groupements aceétyles, groupements d’acide féruliques, teneur en polyphénols...).
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3.2.2. Rendement en pectine extraite

Les calculs des rendements en pectines pour les trois sources végétales
étudiés révélent que la teneur en pectines varie selon la nature de la matiére
végétale. Les résultats obtenus sont représentés sur la figure 3.1. Pour la méme
espéce d’agrume, les rendements en pectine du citrange (R=25%) et celle du
citron (R=22,5%) sont relativement identiques, une différence de 2,5% peut-étre
justifie par la différence de la variété d’agrumes utilisée. Alors que le rendement
en pectine de betterave (R= 12,5%) est nettement inférieur par rapport a ceux
obtenus pour le citron et le citrange. Cette différence justifiée clairement I'effet de

la matiére premiere sur les rendements en pectines.
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Figure 3.1 : Effet de I'origine de la matiére premiere sur le rendement en

pectine

Les résultats obtenus sont en accord avec les valeurs données dans la
littérature pour une teneur de I'ordre 32% en pectine extraite a partir des écorces
d’agrumes et une teneur variant entre 15-20% en pectine de marc de betterave
[25, 28]. Toutefois il faut signaler que nos résultats sont d’'un c6té inférieurs a ceux
trouvés par Mesbahi et al. [108] avec un rendement de 20% en pectine extraite a

partir des pulpes de betterave dans les mémes conditions opératoires. Et d’'un
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autre cote, ces résultats sont meilleurs que ceux rapportés par Kurita et al. [126]
avec des rendements de l'ordre de 7,5-8,5% en pectines extraites a partir des
écorces du citron. Cette différence est justifié¢e d’'un c6té par la méthode
d’extraction utilisée qui est par voie acide pour notre étude et par voie alcaline
pour les travaux de Kurita et al. et d’'un autre cété, par l'origine géographique du
citron utilisé donc les conditions de culture. En effet, les polysaccharides extraits
de végétaux ont des caractéristiques variables, car, a part les conditions
d’extraction, les espéces sources sont soumises a des aléas climatiques et
écologiques qui influent de maniere significative sur la quantité des molécules
gu’elles produisent. Il en résulte un manque de reproductibilité des formulations

qui s’oppose parfois a leur mise sur le marché.

3.2.3. Analyse par spectroscopie infrarouge (FTIR)

Les groupements carboxyles de l'acide galacturonique, qui est le constituant
principal des pectines, constituent un bon marqueur caractéristique de la présence
des polysaccharides pectiques. Ces groupements donnent, en infrarouge, des
bandes tres différenciées de celles des autres groupements présents dans la

cellulose ou les hémicelluloses.

L’analyse spectroscopique infrarouge nous a permis de mettre en évidence les
différents groupements fonctionnels, principalement organiques, constituants des
substances pectiques. Ces derniers sont en parfaite conformité avec la
composition chimiqgue donnée par la littérature [127, 128]. Les principaux
groupements sont : hydroxyles, méthyles esters et carboxyles. La figure 111.2
regroupe les spectres FTIR de toutes les pectines extraites ainsi que celui de la
pectine commerciale Pp.
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Figure 3.2 : Spectres infrarouge enregistrés pour les pectines de citron (Pc) de

citrange (Pct), de betterave (Pb) et de pomme (Pp).

L’analyse de la figure 3.2 montre que les spectres FTIR des trois pectines
extraites (Pc, Pct et Pb) montrent une certaine similitude des bandes d’absorption
aux spectres FTIR des pectines commerciales (Pp). Ces résultats confirment que
les substances extraites a partir des albédos d’agrumes et des pulpes de
betterave sont des substances pectiques.

Les groupements fonctionnels des pectines, leurs fréquences correspondantes

ainsi que la nature des bandes sont représentés dans le Tableau 3.1.
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Tableau 3.1 : Caractéristiques spectrales des pectines

Nombre d’onde (cm™) Groupement fonctionnels Intensité
3600-2500 O-H Forte
3000-2800 C — H (symétrique et asymétrique) Aigue
1760-1730 C = O (estérifié) Forte
1630-1600 COO (Elongation asymétrique) Forte
1400 COO (Elongation symétrique) Faible
1380 C-H Faible
1300-1000 C=0 Faible

Les spectres FTIR des pectines donnent des pics trés typiques pour un certain
nombre de groupements spéciaux : les larges pics d'absorption entre 3600 et
2500 cm” *sont provoqués par I'absorption O—H due aux liaisons d'hydrogéne inter
et intra moléculaires de la chaine d’acide polygalacturonique. Les bandes autours
de 2900 cm™ ! (entre 3000 — 2800 cm’ ') correspondent & I'absorption C—H, ceci
inclue les vibrations CH et CH,. Dans le cas des pectines estérifiées, une
élongation O-CHj; devrait étre prévenue entre le 2950 et 2750 dus aux
groupements méthyls esters de I'acide galacturonique. Cependant, en raison de la
grande vibration de liaison OH qui se produit dans une large région (3600 —2500
cm™), la bande correspondante au groupement O- CHsz est masquée et ne doit
pas étre considérée comme un indicateur fiable de méthoxylation. Des bandes
plus fortes se produisant entre 1730-1760 et 1600-1635 cm™ correspondent aux
groupements carbonyles esters (COOCHg3) et aux ions carboxyles (COQY)

respectivement.

De plus, nous remarquons que lintensité des pics d'absorption des
groupements carbonyles esters augmente avec l'augmentation du degré
d’estérification, par contre l'intensité d'absorbance des groupements carboxyles
libres augmente avec la diminution du degré d’estérification. Ces bandes ont un

intérét particulier pour I'évaluation de degré d’estérification.
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Finalement, dans la région en dessous de 1500 cm™ les absorptions ne
peuvent pas étre assignées a n'importe quelle vibration particuliere parce qu'elles
correspondent aux systémes complexes [127]. La région spectrale entre 1450 et
750 cm™montre plusieurs pics: autour de 1440 cm™ (C- H), 1340 cm™ (Elongation
asymétrique C — C — O), 1200 cm™ (C — 0), et une gamme entre 1080 et 840

cm™ (les liaisons B glucidiques) caractéristiques des substances pectiques.

La différence observée entre les trois spectres FTIR, en termes de I'intensité
des pics, justifie clairement les différentes sources des trois pectines, donc
'origine de la matiére végétale est un paramétre caractéristique de la structure

des substances pectiques.

3.2.4. Caractérisation des composés non saccharidiques des substances

pectigues

Les différents résultats relatifs a la détermination du taux d’humidité, taux de
cendres, degré d’estérification, teneur en méthoxyle et degré d’acétylation des
différentes pectines étudiées (Pc, Pct, Pb, Pi et Pp) sont récapitulés dans le
Tableau 3.2.

Tableau 3.2 : Composition non saccharidique des pectines

Origine de la pectine
Composition (%) Pc Pct Pb Pi Pp
Humidité 8,09 10,01 10,2 6,5 7,79
Cendres 25 4,4 5,4 2,6 4,25
DE 69,0 62,5 44 4 68,4 72,0
MeO 11,26 10,2 7,24 11,16 12,24
DAc 02,5 03,1 21,6 04,5 04,1
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v Taux d’humidité : Les résultats obtenus montrent que les pectines

possédent des taux d’humidité variant entre 6,5 et 10,2%. Ces résultats sont
en accord avec les résultats rapportés par plusieurs travaux comme ceux de
Yapo et al. [124] (6,8 — 9,8%), Kurita et al. [126] (8,3 — 9,6%). Alors que les
travaux menés par Mesbahi et al. [108] donnent des valeurs (2,01 — 3,21%)
nettement inférieures a nos résultats. Cette différence peut étre justifiee d’'un
cOté par le type de séchage utilisé et d’'un autre coté par le type de broyage,
c'est-a-dire la taille des particules des pectines. Le mode de stockage a aussi
une influence sur la teneur en humidité. De ce fait, il faut stocker les pectines
dans des flacons hermétiquement fermés et dans des endroits secs.
Toutefois, il faut noter que les résultats du taux d’humidité montrent
également que les substances pectiques sont faiblement hygroscopiques et

ce niveau de perméabilité permet une bonne conservation des pectines.

Taux de cendres : Le Tableau 3.2, montre que le taux de cendres différe
d’'une pectine a une autre. Ceci, dans une certaine mesure, refléterait les
différences dans la composition de la matiere premiere utilisée. Les cendres
sont souvent les oxydes des métaux restés aprés calcination de toute
matieére organique. Le taux de cendre de la pectine de betterave est de
'ordre de 5 % qui est presque deux fois plus que celui de la pectine du citron
extraite (Pc) et commerciale (Pi), ceci nous permet de dire que la betterave
est riche en matiere minérale. Ce résultat est aussi mentionné dans la
littérature avec une valeur en matiére minérale de I'ordre de 496,59 mg/100g,
qui est presque le double par rapport a la valeur rapportée pour le citron qui
est de l'ordre de 228,74 mg/100g [101, 104]. De plus, il faut signaler que ces
valeurs sont susceptibles de varier selon les variétés, la saison, le degré de
maturité et les conditions de culture. Donc le taux des cendres varie en
fonction de l'origine de la matiére premiere utilisée. Selon Miyamoto et
Chang [129], la teneur en cendres affecte la capacité de gélification des
pectines. Plus la teneur en cendres est élevée, plus la solubilité et les

propriétés de gonflement de la pectine diminuent.
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v Degré d’estérification : Le degré d’estérification des pectines dépend des
sources d'extraction. La pectine commerciale de pomme possede le degré
d’estérification le plus élevé (72%), suivi des pectines extraites a partir des
agrumes (Pi, Pc et Pct) avec des degrés d’estérification de 68,4, 69 et 62,5%
respectivement, et enfin la pectine de betterave avec un DE de 44,4%. La
détermination du degré d’estérification a un grand intérét pour la
classification des pectines. Donc les résultats trouvés montrent que les
pectines d’agrumes et celle de pomme sont hautement méthylées (HM) avec
des degrés d’estérification supérieurs a 50%. Alors que la pectine extraite a
partir des pulpes de betterave fait partie de la classe des pectines faiblement
méthylées (FM) avec un degré d’estérification inférieur a 50%. Il faut noter
que le DE est un paramétre d’intérét qui affecte fortement la solubilité des
pectines et leur tendance de former un gel. Aussi il est intéressant d’obtenir
des pectines HM plutét que des pectines FM malgré le plus large spectre
d’utilisation industrielle de ces derniéres. En effet, si les pectines HM peuvent
donner par une simple déméthylation des pectines FM, l'inverse est difficile a

réaliser.

v Degré d’acétylation : La détermination du degré d’acétylation montre que la
pectine extraite a partir de betterave difféere des autres pectines. En plus de
I'acide galacturonique, les sucres neutres et les substituants méthoxyles, la
pectine de betterave contient aussi des quantités considérables des
groupements aceétyles (de I'ordre de 21 %). Ces résultats sont similaires aux
valeurs trouvées par Yapo et al. [124] (16,6 — 29,2%) pour des pectines
extraites a partir des pulpes de betterave sous différentes conditions. Par
ailleurs la présence des groupements acétyles peut augmenter
I'hydrophobicité de la pectine qui caractérise ses propriétés émulsifiantes
[130]. Le DAc affecte aussi les propriétés de gélification des pectines
hautement et faiblement méthylées par [I'encombrement stérique
d’associations de chaines. Cette suggestion a été évoquée par Rombouts et
Thibault [131].
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3.2.5. Caractérisation des contenus saccharidigues

L’hydrolyse acide d’un polysaccharide permet d’avoir une idée sur les différents
oses qui sont impliqués dans la structure. Les sucres neutres et acides ont été
identifiés et dosés pour toutes les substances pectiques par chromatographie sur
couche mince (CCM) et par colorimétrie, selon les méthodes décrites dans le

deuxieme chapitre.

3.2.5.1. Dosage des sucres par colorimétrie

Les chaines latérales des sucres neutres constituent une partie importante de
la structure des substances pectiques. En raison de la présence de ces chaines
des sucres, la structure des pectines est trés complexe, aucune des molécules ne
se ressemble substantiellement en termes de structure, raison pour laquelle la

pectine est souvent décrite en utilisant le terme « substances pectiques ».

De nombreux auteurs, dont Zhang et al. [133], Prabasari et al. [111], Kurita et
al. [126], s’accordent sur le fait que la composition osidique des pectines varie en
fonction de l'origine de la matiére végétale, de la méthode et les conditions
d’extraction de ces substances pectiques. Néanmoins, tous confirment que le
rhamnose, galactose, arabinose et xylose constituent les sures les plus
abondants, contrairement au glucose, mannose et fucose qui sont les moins

courants.

Les résultats du dosage des sucres totaux par colorimétrie réalisée pour les

quatre pectines (Pc, Pct, Pb et Pp) sont représentés sur la figure 3.3.
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Figure 3.3 : Composition (% massique) en sucres des pectines extraites :

Pc, Pct, Pb et Pp

D’apres les résultats donnés sur la figure 3.3, nous remarquons que les teneurs
en sucres varient d’'une pectine a une autre. Ces résultats confirment que la
composition osidique des pectines est liée principalement a 'origine de la matiére
végétale. Par ailleurs, 'acide galacturonique constitue le sucre le plus abondant
pour les quatre pectines étudiées (Pc, Pct, Pb et Pp), suggérant fortement que le
polysaccharide extrait soit la pectine. De plus le contenu d’acide galacturonique
dans la pectine du citron est le plus élevé (60%) suivi par la pectine de pomme
avec une teneur de 43%, puis la pectine de betterave avec 30% et enfin la pectine

du citrange avec une teneur de 27%. Ces résultats sont similaires aux travaux
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déja publiés cités dans la bibliographie notamment ceux rapportés par Ralet et al.
[13].

Pour les sucres neutres (S-N), toutes les pectines sont riches en sucres
neutres. Ceci signifie que la chaine dacide homogalacturonique est

considérablement ramifiée par des chaines courtes des sucres neutres.

Selon la littérature, la teneur en sucres neutres nous renseigne sur le degré de
ramification des substances pectiques. Par conséquent, nous pouvons classer les
pectines selon leurs degrés de ramification par ordre décroissant comme suit : Pp
<Pb < Pct<Pc.

3.2.5.2. Chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince est utilisée pour déterminer la
composition qualitative en sucres des substances pectiques. En plus de l'acide
galacturonique, le rhamnose, galactose, arabinose et xylose sont les composants
de sucres les plus courants des pectines. Les moins courants sont le glucose, le

mannose et le fucose.

La figure 3.4 représente une schématisation de la plague CCM contenant la
composition osidique des pectines comme le montre le chromatogramme de la

figure 3.5.
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Figure 3.5 : Profil de séparation par Chromatographie sur Couche Mince

des pectines hydrolysées



96

L’étude de la composition osidique des pectines par chromatographie sur
couches minces révele la présence de plusieurs sucres acide et neutre. L’analyse
des chromatogrammes obtenus montre que toutes les pectines révelent la
présence du méme nombre des spots, ce qui reflete la méme composition

qualitative en sucres.

Le calcul des rapports frontaux correspondant a chaque spot, révelé apres
réaction colorée des sucres avec le réactif de Molisch, nous a permis de distinguer
les sucres existants. Donc, toutes les pectines étudiées présentent les
monosaccharides marqueurs de dérivés pectiques de la famille des
rhamnogalacturonanes qui sont le rhamnose, le glucose, le xylose et la mannose.
Les résultats obtenus sont en grande ressemblance avec la composition osidique
des substances pectiques citée dans la littérature [110, 126, 132]. De plus, nous
remarquons que les chromatogrammes montrent I'existence d’'un spot qui ne
correspond a aucun des sucres témoins. Ceci indique que les pectines sont riches
en d’autres sucres non testés dans notre étude. Selon la littérature, le spot
correspond vraisemblablement soit a l'arabinose, fucose, galactose ou I'acide

glucoronique.

3.2.6. Caractérisation moléculaire des substances pectigues

Les représentations graphiques regroupant les résultats typiques obtenus aprés
les mesures viscosimétriques réalisées pour toutes les pectines sont décrites sur

la figure 3.6.
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Figure 3.6 : Variation de la viscosité spécifique en fonction de la concentration

pour les pectines Pi, Pct, Pp, Pb et Pc

Le Tableau 3.3 regroupe les valeurs de la viscosité intrinseque, la masse

moléculaire ainsi que le coefficient de corrélation (R pour chaque type de

pectine.
Tableau 3.3 : Résultats des mesures viscosimétriques
Type de pectine [n] (ml/g) My (x 10 ~%) g/mol R®
Pc 290,94 5,92 0,96
Pct 447,00 10,66 0,99
Pb 259,35 5,06 0,98
Pi 300,32 6,18 0,99
Pp 315,00 6,6 0,97
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L’examen des résultats présentés dans le Tableau 3.3, nous permet de déduire
que toutes les pectines étudiées sont des macromolécules a poids moléculaire
elevé. De plus, d’aprés les résultats de la viscosité intrinseque, il s'avére qu’il y a
des différences de taille (conformation) entre les pectines avec différents degrés
d'estérification. Les différences en masses moléculaires observées entre les
différentes pectines justifient clairement la différence en matiére premiére utilisée
pour I'extraction de ces pectines. Par ailleurs, il faut noter que les valeurs des
masses moléculaires obtenues pour les deux pectines extraites a partir des
albédos du citron et des pulpes de betterave sont faibles par rapport a celles
citées par Mesbahi et al. [108] pour les mémes types de pectines. Ceci est
probablement lié aux différentes méthodes utilisées pour I'estimation de la masse
moléculaire (viscosimétrie, HPSEC et SEC/MALLS) et par les conditions
d’extraction utilisée. Nous constatons également que la masse moléculaire de la
pectine de betterave est similaire a celle rapportée par les travaux de Buchholt et
al. [109] (5x10%) pour le méme type de pectine en adoptant la méme

méthode viscosimétique.

3.3. OPTIMISATION DES PARAMETRES D’EXTRACTION PAR
PLAN D’EXPERIENCES

Contrairement a la méthodologie classique consistant a faire varier une a une
les modalités des facteurs, la mise en place d’un plan d’expérience permet une

répartition homogéne des essais dans le domaine expérimental choisi.

Donc, dans cette partie d’étude, nous avons opté pour l'optimisation des
parameétres d’extraction des pectines a partir des albédos du citrange en utilisant
un plan d’expériences. Nous rappelons qu’un plan d’expériences (Minitab 13) de
type factoriel 2° complet a deux niveaux, correspondant & 08 expériences, a été
réalisé. Ainsi, nous avons étudié l'influence de trois variables indépendantes qui
sont la température, le pH et le temps d’extraction sur deux variables dépendantes
qui sont le rendement (R) et le degré d’estérification (DE). Le calcul du rendement
indique I'efficacité du procédé d’extraction alors que le degré d’estérification qui
est un parametre d’intérét pour la classification des substances pectiques,

influence fortement leurs propriétés de gélification.



99

La matrice d’expériences ainsi que les valeurs des réponses sont représentées

dans le Tableau 3.4.

Tableau 3.4 : Matrice d’expériences

N° Valeurs codées Variables de réponses
d’expérience X, X, X R (%) DE (%)

1 -1 -1 -1 19 60

2 +1 -1 -1 28 58,5

3 -1 +1 -1 5 58

4 +1 +1 -1 6 41

5 -1 -1 +1 22,5 46,6

6 +1 -1 +1 26,5 41,2

7 -1 +1 +1 9,6 69

8 +1 +1 +1 11 66

Les trois paramétres indépendants cités plus haut ont été modifiés
simultanément selon un plan d’expériences factoriel a deux niveaux (Tableau 3.4).
Celui-ci permet d’évaluer non seulement les effets linéaires, mais aussi
d’éventuels effets quadratiques ainsi que les effets d’interaction entre les

différentes variables opératoires.

L’analyse globale des résultats permet d’identifier que les modifications des
trois facteurs ont un effet sur la variation de la réponse, notamment le rendement
massique. De plus l'analyse des données pour les deux réponses observées
permet de construire le tracé des diagrammes de Pareto des effets. Les
diagrammes obtenus pour le degré d’estérification et le rendement sont

représentés sur les figures 3.7 et 3.8 respectivement.
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3.3.1. Analyse des résultats

L’analyse des résultats représentés dans le Tableau 1l1l.4 montre que les trois
facteurs qui gouvernent la réaction d’extraction ont, dans le domaine choisi, une

influence significative sur les réponses.

3.3.1.1. Effets des facteurs sur le rendement

Le diagramme de Pareto (Figure 3.7) montre clairement que le pH, le temps et
la température sont des parametres significatifs influencant le rendement qui varie
entre 5 et 28% de la matiére végétale seche. Ainsi, nous remarquons que le
meilleur rendement qui est de I'ordre de 28% est obtenu quand la matiere végétale
est traitée a pH de 1,5, une température de 90°C et pour un temps d’extraction de
1h. En effet, a pH et température constants, les rendements de pectine obtenus
pour 1 h d'extraction sont inférieurs a ceux obtenus pour 3h d’extraction. D'autre
part, les rendements de pectine de diverses extractions réalisées a pH= 1 sont
plus élevés que ceux a pH= 2. De plus et pour les mémes conditions en termes de
pH et de temps d'extraction, nous avons obtenu des rendements de pectine allant
de 19% a 28% pour une élévation de température de 10°C. Levigne et al. [134]
ainsi que Yapo et al. [124] ont observé les mémes tendances sur des pectines
extraites a partir des pulpes de betteraves par voie acide en utilisant un plan

d’expérience.

Donc, l'analyse des résultats présentés dans le Tableau 3.4, nous permet de
conclure que laugmentation de la température et du temps d’extraction
engendrent une augmentation du rendement d’extraction, contrairement au pH ou
nous remarquons qu’une diminution de I'acidité du milieu d’extraction méne a des
rendements plus élevés. D’aprés toutes ces constations, nous pouvons prédire les
conditions optimales pour obtenir un meilleur rendement en pectine et qui sont :
pH=1; T =90°C et t = 3h. Cependant pour nos résultats, le meilleur rendement
est enregistré dans les mémes conditions en termes de pH et température, mais
pour 1h d’extraction et non pas 3h d’extraction. Toutefois, il faut signaler qu’un
écart de 'ordre de 1,5% en rendement est enregistré entre 1h et 3h d’extraction.
Par conséguent, nous pouvons conclure que le pH et la température sont les

parametres les plus significatifs sur le rendement en pectine.
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En général, le rendement d'extraction total refléte le rendement de pectine en
fonction des conditions expérimentales. Néanmoins, certaines impuretés ou

dégradations des pectines pourraient avoir lieu lors du processus d’extraction.

3.3.1.2. Effets des facteurs sur le degré d’estérification

Selon les résultats mentionnés dans le Tableau 3.4, nous remarquons que les
degrés d’estérification obtenus varient entre 41 et 69%. Ceci indique d’un cbté que
nous avons pu extraire les deux types de pectines hautement (DE >50%) et
faiblement (DE<50%) méthylées par cette procédure d’extraction acide. D’un autre
c6té, la variation des valeurs de degré d’estérification montre clairement que ce

dernier est fortement influencé par les paramétres d’extractions choisis (pH, T et
t).

Contrairement au rendement, le degré d’estérification est influencé beaucoup
plus par le pH et la température d’extraction comme le montre la figure 3.8. Le
degré d'estérification le plus élevé est de l'ordre de 69% obtenu a la température
de 80°C, alors que le degré d’estérification le plus faible (41%) est obtenu a la
température la plus élevée de 90°C. Cette diminution du degré d’estérification peut
étre expliquée par la rupture des liaisons O — CHj3 sous l'effet de la température.
Ce phénomene de déméthylation par augmentation de température d’extraction a
été évoqué par Ralet et al [13]. Ces résultats confirment également les résultats
déja publiés par Yapo et al. [124].

L’analyse du spectre FTIR d’'une pectine extraite a 80°C (Figure 3.9) montre
que I'absorbance est plus grande a 1750 cm™ qu’a 1650 cm™, ce qui signifie que
cette pectine est hautement méthylée. Alors que le spectre d’'une pectine extraite
& 90°C (Figure 3.9) montre I'inverse, c’est-a-dire que I'absorbance & 1750 cm™ est
faible par rapport a celle & 1650 cm™ qui est une caractéristique des pectines
faiblement méthylées. Ces résultats confirment bien que l'augmentation de la
température engendre la diminution du degré d’estérification. Toutefois il faut noter
que la diminution du degré d’estérification n’indique pas forcément I'obtention des

pectines faiblement méthylées.
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En outre, la pectine extraite a 80°C pendant 1h est plus méthylée que celle
obtenue a 90°C et 3h, reflétant ainsi que la teneur en acide galacturonique
estérifié décroit avec I'accroissement de la température et du temps d’extraction.
Ce résultat est aussi confirmé par I'analyse spectroscopique FTIR des pectines
obtenues aprés 1h et 3h d’extraction comme lillustre la figure 3.10. Ces résultats
sont en parfaite conformité avec les constatations enregistrées par Emaga et al.
[135]. De plus, 'augmentation du pH engendre une augmentation du degré
d’estérification et ceci pour 3h d’extraction, alors que pour une durée d’extraction
de 1h la variation d’acidité du milieu d’extraction n’a pas une influence significative

sur le degré d’estérification.

D’une maniére générale, nous pouvons conclure que le degré d’estérification

est fortement influencé par la température et le pH.
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Figure 3.9 : Spectres représentatifs de I'influence de la température

sur la qualité de la pectine
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Figure 3.10 : Spectres FTIR représentatifs de l'influence du temps d’extraction

sur la qualité de pectine

3.3.1.3. Optimisation des réponses

D’apres les résultats obtenus précédemment, le meilleur rendement (28%) est
obtenu a une température de 90°C et un pH égal a 1, néanmoins ces mémes
conditions entrainent une déméthylation. De méme, les conditions conduisant a un

meilleur degré d’estérification provoquent une réduction des rendements.

En général, l'efficacité d’'un procédé d’extraction est justifiée, d’'un cété, par
I'obtention d’'un rendement maximal, et d’'un autre c6té par la meilleure qualité de
'extrait. Pour le cas des pectines, il est intéressant d’obtenir des pectines
hautement méthylées avec de meilleurs rendements. Donc afin d’arriver a
I'optimisation des facteurs qui nous permettent d’obtenir des pectines hautement
méthylées avec un rendement maximal, nous avons utilisé une option du logiciel
de calcul (stat-optimisation des réponses).

Pour ce faire, nous avons défini les réponses désirées qui sont : R = 24,5%, et
DE=62,5%. Il faut noter ici, que ces deux réponses ont été choisies dans les
domaines trouvés auparavant. Donc, en introduisant les réponses désirées nous

avons pu déterminer les parameétres opératoires correspondants. Pour un
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DE=62,5% et R = 24,5%, le logiciel définit un pH de 1,2 et une température de
80°C et un temps d’extraction de 1h30 comme c’est donné sur la figure 3.11. Ces

conditions ont été définies comme conditions optimales pour la suite de ce travalil.

T(°C) pH t(h)
Rdt 90.0 2.0 3.0
Maximum (80.0] [1.20] [1.5000]
80.0 1.0 1.0
v=24.5
DE
Maximum
y =625

Figure 3.11 : Diagramme d’optimisations des réponses

3.4. EXTRACTION DES PECTINES PAR INDUCTION
ELECTROMAGNETIQUE

3.4.1. Effet du mode du chauffage sur le rendement et le deqgré

d’estérification

Dans cette partie de ce travail, nous nous sommes intéressés a l'utilisation, en
plus du chauffage conventionnel (un bain-marie), un autre type du chauffage pour
I'extraction des pectines a partir des albédos du citrange. Il s’agit d'une méthode
alternative ; c’est le chauffage a induction électromagnétique. Nous rappelons que
les pectines ont été extraites par voie acide a chaud dans les conditions

opératoires préalablement optimisées : pH=1,2 ; T =80°C ; t = 90min.

Les résultats relatifs aux calculs des deux parametres -caractéristiques

(Rendement et degré d’estérification) réalisés pour les deux types de pectines
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extraites par chauffage conventionnel (P-CV), et par chauffage a induction

électromagnétique (P-IEM) sont récapitulés dans le Tableau 3.5.

Tableau 3.5 : Résultats des rendements et des degrés d’estérification des

pectines extraites par deux types du chauffage

Parameétre P-CV P-IEM

chimique  gomn | 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 |90mn

R (%) 24,00 |16,00|17,33 | 24,00 | 25,33 | 27,33 | 28,33 | 29,00

DE (%) 62,50 | 59,90 | 60,00 | 61,00 | 61,50 | 62,50 | 61,33 | 61,00

Premiérement, il faut signaler que dans la littérature les méthodes les plus
généralement utilisées pour l'extraction des substances pectiques a chaud,
procedent soit par chauffage classique dans un bain-marie [32, 106-108], soit par
chauffage par microondes [136-138], et aucun travail n’a indiqué I'utilisation du
chauffage par induction électromagnétique. Pour cette raison, lefficacité du
procédé d’extraction assistée par induction électromagnétique n’a pas été

explorée par une étude comparative.

Les rendements en pectines extraites a partir des albédos du citrange sous les
mémes conditions opératoires par le chauffage conventionnel et le chauffage a
induction électromagnétique sont de l'ordre de 24 et 29% respectivement. Les
résultats obtenus montrent qu'en utilisant le chauffage par induction
électromagnétique, il est possible d’extraire jusqu’a 5% plus de pectine que celle
obtenue par chauffage conventionnel. Ceci peut étre expliqué par I’'homogénéité et
la rapidité du chauffage a IEM grace a son principe de produire la chaleur au sein

méme du matériau a chauffer.

Le principe du processus de chauffage par induction assistée par champ
magneétique consiste a utiliser la propriété de conductivité électrique des solutions
acides ou basiques [139]. L’explication la plus probable alors, est que pour les
liquides conducteurs (acide sulfurique dilué dans notre cas), la mise en route du

champ électromagnétique provoque I'agitation des ions présents (2H*, SO,), par
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conséquent, 'augmentation de la température de la solution aqueuse. Au bout de
qguelques minutes, la solution aqueuse déclenche un mouvement avec les parties
solides et ensuite commence [I'ébullition. Durant I'extraction, I'ébullition est
homogéne dans tout le volume du réacteur. Cette spécificité d’homogénéité
favorise ainsi une plus grande vitesse d’extraction. Ceci peut étre traduit par la
destruction rapide de la paroi végétale ce qui conduit a la libération facile des

pectines de la matrice cellulaire.

En ce qui concerne le degré d’estérification, nous constatons, que le type du
chauffage n’a pas une influence significative sur les propriétés structurales de ces
substances. Il faut signaler que les deux pectines P-CV et P-IEM sont hautement

méthylées avec des DE>50%.

Néanmoins, il faut noter qu’'un écart de 5% en rendement ne justifie pas
vraiment l'efficacité d’une telle technique de chauffage. Cependant, les résultats
de l'étude cinétique d’extraction assistée par IEM justifient clairement l'efficacité
du chauffage a IEM. La figure 3.12 montre I'évolution du rendement et du degré

d’estérification en fonction du temps d’extraction pour les P-EIM.
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Figure 3.12 : Evolution du rendement et du degré d’estérification des pectines

extraites par chauffage a induction électromagnétique
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D’aprés la figure 3.12, nous remarquons que le rendement en pectine
augmente en fonction du temps jusqu’a atteindre un palier aprés 60min
d’extraction signifiant ainsi qu'une augmentation supplémentaire du temps
d’extraction n’induit pas une élévation du rendement. Dans les 10 premieres
minutes, nous observons, que le rendement en pectine augmente
remarquablement et atteint une valeur considérable de I'ordre 16%. Par la suite le
rendement augmente progressivement jusqu’a atteindre 25,33% au bout de 40
min. Au- dela de ce temps, nous remarquons une faible variation du rendement en
fonction du temps caractérisée par un écart minime de 1 a 0,67%. Par
conséquent, 'augmentation du temps d’extraction jusqu‘a 90min dans ce cas est
inutile. Ceci nous permet de déduire que le temps optimum pour obtenir un

rendement maximal est de 60min.

De plus, les résultats mentionnés dans le Tableau 3.5 montrent que le méme
rendement en P-CV (24%) obtenu en 90 min peut étre obtenu en un temps trois
fois moins en utilisant le chauffage a IEM. Ceci confirme bien la rapidité du
chauffage produite par IEM.

Contrairement au rendement, la figure 3.12, montre que l'allure représentant la
variation du degré d’estérification en fonction du temps évolue d’'une fagon
monotone. Ceci signifie qu’au contraire de [I'extraction par chauffage
conventionnel, le temps d’extraction, au cours d’'une extraction assistée par IEM,
n'a pas une influence sur le degré d’estérification. Des degrés d’estérifications

proches (60~62,5%) ont été enregistrés pour des durées allant de 10 a 90 min.

Il ressort de tous ces résultats que le chauffage rapide par IEM a le potentiel
d’augmenter considérablement le rendement en pectine sans aucune influence

sur ses propriétés structurales.

3.4.2. Effet de la puissance d’induction électromagnétiqgue sur le rendement

d’extraction

Etant donné que I'extraction assistée par induction électromagnétique n’a pas
un effet sur le degré d’estérification des pectines extraites, nous nous sommes

intéressés dans ce cas qu'a l'étude de leffet de la puissance d'IEM sur le
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rendement d’extraction comme le montre la figure 3.13 ou I'on visualise I'effet de

la puissance d’IEM sur le rendement.

14 -

R (%)

niveau de puissance

Figure 3.13 : Evolution du rendement en pectine du citrange extraite par

chauffage a induction électromagnétique en fonction de la puissance

L’examen de la figure 3.13 montre une évolution croissante du rendement en
fonction de la puissance. Ceci peut étre traduit par le fait que lorsque la puissance
est grande, lagitation des ions (2H*, SO4*) augmente et, par conséquent la
température du milieu augmente rapidement. Ce phénomene justifie également la
diminution du temps d’extraction nécessaire pour atteindre la température de 80°C

et ceci pour chaque puissance (voir Tableau 2.3 du chapitre 2).

D’aprés la figure 3.13, nous constatons également que les rendements
augmentent progressivement avec un faible écart de 1% ~1,5%. Néanmoins, il
faut noter que pour un écart de 4% en rendement, calculé entre le quatrieme et le
neuvieme niveau (#4/ #9), nous enregistrons une diminution en temps d’extraction

considérable de I'ordre de 8,27 min.
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Ainsi, nous pouvons conclure que I'extraction assistée par IEM, dans ce cas
précis, ne modifie pas considérablement les résultats quantitatifs d’extraction des

pectines, mais accélere la cinétique d’extraction.

3.4.3. Etude comparative entre la pectine extraite par chauffage

conventionnel et la pectine extraite par chauffage a induction

électromagnétique

Dans le but de voir plus amplement dans quel sens agit le chauffage a IEM sur
les autres propriétés structurales des pectines, nous avons réalisé une étude
comparative entre P-CV et P-IEM. Les principaux résultats relatifs aux différents

tests caractéristiques des deux pectines sont regroupés sur la figure 3.14.
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Figure 3.14 : Composition chimique de la pectine extraite par chauffage

conventionnel et la pectine extraite par chauffage a induction électromagnétique
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L’analyse de la figure 3.14, nous permet de tirer les conclusions suivantes :

v' L’extraction assistée par induction électromagnétique meéne a une
amélioration du rendement d’extraction.

v' Le chauffage a IEM n’a pas une influence significative sur la chaine
principale d’acide galacturonique.

v Le type du chauffage n’a pas d'effet sur la qualité des substances
pectiques.

v' L’extraction assistée par induction électromagnétique peut aboutir a
I'obtention des pectines plus ramifiées que celles obtenues par le chauffage

conventionnel.

3.5. MODIFICATION CHIMIQUE DES PECTINES

Nous rappelons que dans cette partie, nous avons procédé a I'hydrophobisation
des cing pectines étudiées par amidation au moyen des amines primaires. De plus
les réactions d’amidation ont été toutes réalisées dans un milieu hétérogéne en
présence du méthanol et sous différentes conditions opératoires (T, t et rapport
massique pectine/amine). Nous décrivons, dans ce qui suit, 'effet de chacun des
parameétres sur le processus d’amidation et plus particulierement sur le degré
d’amidation. Par ailleurs, les dérivés synthétisés, nommés N-alkylpectinamides ont
été soumis a des caractérisations physicochimiques appropriées notamment

I'étude de leurs propriétés de surfaces et les propriétés émulsifiantes.

Remarque :
Les abréviations suivantes sont utilisées dans toute la partie modification

- N-Pi-Cg: Pi modifiée par le n-octylamine : N-octylpectinamide;
- N-Pi-Cy2, N-Pc-C1,, N-Pb-C,;, et N-Pp-C,;: les pectines modifiées par le n-
dodecylamine : N-dodecylpectinamide;

- N-Pi-Cyg : Pi modifiée par le n-octadecylamine : N-octadecylpectinamide;



112

3.5.1. Caractérisation des N-alkylpectinamides dérivés de la pectine

industrielle

La premiere partie consiste en une amidation de la pectine industrielle (Pi) par
I'introduction de trois amines primaires qui sont le n-octylamine, n-dodecylamine et

n-octadecylamine.

bY

3.5.1.1. Caractérisation par spectroscopie infra-rouge a transformée de

Fourier

Les résultats de I'analyse par spectroscopie infrarouge (FTIR) des dérivés N-
alkylpectinamides sont représentés sur la figure 3.15. L’amidation de la pectine
avec des n-alkylamines, résulte dans [l'apparition des nouvelles bandes
d’absorption correspondantes aux nouveaux groupements N-substituant dans les

spectres FTIR.
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Figure 3.15 : Spectres FTIR de la Pi et ces dérivés N-alkylpectinamides
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La région de vibration carboxyle entre 1900-1500 cm™est la plus importante
pour I'analyse des pectines. La pectine Pi présente deux bandes a 1747 et 1635
cm™qui correspondent a la vibration C=0 des groupements méthylester et les
groupements carboxyles libres respectivement. Les trois spectres FTIR des N-
alkylpectinamides, montrent une bande d’absorption C-H plus intense, dans la
région située entre 2970-2920 cm™, que celle de la pectine Pi. Ceci est sans doute
expliqué par l'augmentation du contenu en liaisons C-H aprés I'amidation
correspondant aux groupements CH, et CHz de la chaine carbonée des amines

substitués.

Les spectres des dérivés N-alkylpectinamides présentent deux pics intenses a
293045 cm™ et 2855+5 cm™ qui ont été assignés aux élongations C-H symétriques
et asymétriques des groupements méthylénes. Les bandes & 1458+5 cm™ et
72045 cm™ sont aussi indicatives des groupements méthylénes des n-alkyls. La
région entre 1850 —1500 cm™ montre I'existence de plusieurs pics assignés a la
vibration C=0 de différents groupements fonctionnels des pectines amidées. Nous
signalons l'apparition d’'une bande mixte des vibrations C=0 des groupements
carbonyles esters (COOCH;) et les ions carboxyles (COQO). De plus les différentes
bandes & 1600- 1635 cm™sont indicatives des vibrations C=O des groupements
amides. Par ailleurs, Les deux pics & 1540 et 1560 cm™, sont assignés aux
groupements CONHR. De plus, les spectres FTIR des N-alkylpectinamides
montrent aussi que l'intensité des pics dans la région entre 2930 et 2855cm ™ est

proportionnelle a la longueur de la chaine hydrocarbonée des n-alkylamines.

A la fin de cette analyse, nous pouvons conclure que l'introduction des amines
aliphatiques primaires a des pectines HM méne a des pectines partiellement
amidées avec de nouveaux groupements amides. Cette modification engendre
des changements des propriétés physiques et chimiques de la pectine qui
dépendent certainement du nombre de groupements amide substitués. Pour cette
raison, la détermination du degré de substitution, comme un degré d’amidation

(DA), est donc, tres importante pour la caractérisation des pectines amidées.
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3.5.1.2. Détermination du degré d’amidation (DA%)

Le degré d’amidation des différents dérivés N-alkylpectinamides obtenus a été
déterminé par déconvolution des spectres FTIR (1800-1500 cm™) des N-

alkylpectinamides en utilisant la relation 2.11.

Les résultats relatifs aux calculs des degrés d’amidation des N-

alkylpectinamides : N-Pi-Cg, N-Pi-C1, et N-Pi-C1g sont illustrés sur la figure 3.16.

18
15

14 -

10

DA(%)
o i 0

8

8 12 18

longueur de la chaine hydrocarbonée

Figure 3.16 : Variation du degré d’amidation en fonction de

la longueur de la chaine hydrocarbonée

D’aprés la figure 3.16, nous déduisons que le degré d’amidation des dérivés N-
alkylpectinamides varie en fonction de la longueur de la chaine hydrocarbonée
(Cn) des n-alkylamines. Par ailleurs, le degré d’amidation le plus élevé est
enregistré pour la pectine N-Pi-C,g avec une valeur de 16,09%, suivi par la pectine
N-Pi-C1, avec DA de 11,4% et en fin la pectine N-Pi-Cg avec un DA de 10,3%.
Des résultats similaires ont été obtenus par Sihelnikova et al. [98] pour des
pectines HM fonctionnalisées par le n-octylamine dans les mémes conditions
opératoires. Les résultats ainsi obtenus, nous permettent de déduire que, 'amine

avec la plus longue chaine semble étre un agent d’amidation le plus efficace. Ce



115

phénomene peut étre expliqué par les interactions hydrophobiques entre les
alkyles des molécules amines et les groupements n-alkylamide déja attachés aux

polysaccharides. Cette suggestion a été évoquée par Sihelnikova et al. [98].

De plus il faut noter que la valeur élevée du DA d’octadecylpectinamide est
probablement due aussi aux résidus d’octadecylamine restés aprés I'opération du
lavage par le méthanol, car ce dernier est difficilement soluble dans le méthanol

par rapport aux autres n-alkylamines.

3.5.1.3. Etude cinétique de la réaction d’amidation

Il faut rappeler que pour cette étape, nous avons aussi réalisé I'amidation de la
pectine industrielle en testant trois températures (20, 35 et 50°C), trois durées (3,

5 et 7 jours) et avec une seule amine qui est n-octadecylamine.

Selon les histogrammes de la figure 3.17, nous remarquons que la température
influe sur le processus d’amidation. En effet, plus la température augmente, plus
le degré d’amidation est élevé. Cette influence apparait clairement lorsque nous
passons de 20 a 35°C et de 35 a 50°C. Aprés un temps de contact de 3 jours, les
degrés d’amidation enregistrés sont proches pour les deux températures 20 et
35°C, a la différence de celui trouvé pour la température de 50°C qui est presque
trois fois plus grand. Contrairement a la durée de 3 jours de contact, nous
signalons I'existence d’'un écart de 3% en DA enregistré entre 20 et 35°C aprés 5
jours de contact, qui atteint une valeur de l'ordre de 7% pour 7 jours de contact.
Ceci n’étant pas le cas entre 35 et 50°C, donc nous pouvons conclure que
l'influence de la température n’apparait que pour de longues durées de contact si
I'élévation de la température n’atteint pas des valeurs plus élevées. De plus, en
comparant les résultats obtenus entre 20 et 50°C, nous remarquons une
amélioration considérable en DA des N-octadecylpectinamides. Des observations
similaires ont été décrites par Sihelnikova et al. [98], qui signalent une
augmentation plus marquée entre les DA des N-octylpectinamides synthétisés a
20°C et ceux préparés a 50°C. Alors que, dans une étude menée sur
I'hnydrophobisation d’'une pectine HM par le n-octadecylamine, Synytsya et al.
[123] enregistrent des DA meilleurs que nos résultats pour des N-

octadecypectinamides préparés a une température de 45°C. Ceci est
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probablement lié a la nature du solvant utilisé qui est le N, N-diméthylformamide
(DMF). Selon les travaux de Sihelnikova et al. [98], le DMF donne de meilleurs

résultats comparés au méthanol (solvant utilisé dans notre étude).

m20°C m35°C s50°C
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Figure 3.17 : Variation du degré d’amidation en fonction du temps et de la

température

De ce qui précede, nous pouvons déduire que la température élevée est
recommandée pour la préparation des dérivés N-alkylpectinamides plus
substitués. Toutefois, il faut signaler que pour des températures plus élevées (>
60°C), la dégradation du polysaccharide pourra avoir lieu comme le suggeére
Sihelnikova et al. [98].

D’autre part, le temps de contact, a son tour, marque aussi son effet sur
I'évolution du degré d’amidation des dérivés des pectines synthétisés. Le degré
d’amidation est d’autant plus élevé que le temps de contact est plus long. Ces
constatations sont enregistrées pour les trois températures testées. Les degrés
d’amidations obtenus aprés 7 jours de contact sont 3 fois plus grands que ceux
enregistrés aprés 3 et 5 jours de contact. Synytsya et al. [123] ont signalé les

mémes tendances pour les dérivés N-otadecylpectinamides.
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3.5.1.4. Effet du rapport massigue pectine / amine

L’évolution du degré d’amidation pour les différents rapports massiques
pectine/amine montre une substitution dépendante de ce dernier. Autrement dit, le
degré d’amidation augmente avec l'utilisation des teneurs élevées en amines.
D’aprés les résultats représentés sur la figure 3.18, nous remarquons que pour un
passage de 1/2 a 1/5, nous avons enregistré un écart en DA de 7%. Des résultats
similaires sont obtenus par Sihelnikova et al. [98], néanmoins, il faut noter que ces
auteurs enregistrent des DA 7 fois plus grands pour un passage de 1/2 a 1/10 en
rapport massique pectine/amine. De ce fait, nous pouvons conclure qu’il est
nécessaire d’utiliser les amines en excés afin dobtenir des dérivés N-

dodecylpectinamides plus substitués.
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Figure 3.18 : Influence du rapport pectine/amine sur le degré d’amidation

3.5.1.5. Solubilité des N-alkylpectinamides dans I’eau

Une autre étude a été réalisée sur les dérivés N-alkylpectinamides afin de
déterminer leur comportement en phase aqueuse (domaines de solubilité) a
chaud. Les composés N-alkylpectinamides montrent des comportements
différents en phase aqueuse en fonction de leur structure chimique, et plus

particulierement de la nature de la chaine amidique substituée.
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L’introduction des groupements non polaire (N-alkylamines) a la pectine
provoque un changement de ces propriétés hydrophiles (Figure 3.19). Par ailleurs,
le dérivé le plus substitué est trouvé le moins soluble dans I'eau avec un taux
d’'insolubilité de 60%. Selon la littérature [95], plus le nombre de carbones d'une
chaine hydrocarbonée est élevé, plus la solubilité de ce composé est moindre.
Donc l'insolubilité du N-octadecylpectinamide est vraisemblablement due a la

longueur de la chaine hydrocarbonée de n-octadecylamine substitué.

De plus, 'examen de la figure 3.19 montre que les dérivés N-Pi-Cg et N-Pi-C;»
qui ont presque le méme DA, marquent presque le méme taux de solubilité (96%
et 98% pour le N-Pi-Cy, et le N-Pi-Cg respectivement). Néanmoins, il faut signaler
que selon Synytsya et al. [95], si plus de 95% de la masse est soluble, les dérivés
N-alkylpectinamides sont considérés comme solubles dans I'eau et pour plus de
5% d’insolubilité, les dérivées sont considérés comme insolubles. De ce fait, nous
pouvons dire que le N-octylpectinamide enregistre la meilleure solubilité dans
'eau et par voie de conséquence le n-octylamine est défini comme I'amine

appropriée pour I'obtention des dérivés amphiphiles hydrosolubles.

& Masse insoluble (%)

N-Pi-C18 @ Masse soluble (%)

N-Pi-C12

N-Pi-C8
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Figure 3.19 : Test de solubilité des N-alkylpectinamides
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De ce qui précéde, nous pouvons conclure les points suivants :

v" L’hydrophobisation d’'une pectine hautement méthylée, par amidation, nous
a permis d’obtenir des dérivés N-alkylpectinamides avec des degrés de
substitution (ou DA) considérables.

v' Le degré d’amidation est fortement influencé par les paramétres
opératoires étudiés : température, temps de contact, rapport
pectine/amine, longueur de la chaine hydrocarbonée des n-alkylamines.

v' Pour obtenir des dérivés N-alkylpectinamides plus substitués, il est
nécessaire de réaliser 'amidation a des températures élevées, pour des
temps de contact longs et en excés d’amine qui posséde la plus longue

chaine alkyle.

3.5.2. Caractérisation des N-dodecylpectinamides dérivés des pectines

extraites et de la pectine de pomme

En se basant sur les résultats obtenus lors du processus d’amidation de la
pectine industrielle, nous avons procédé a I'étude de I'évolution des propriétés des
pectines extraites apres amidation. Pour ce faire, nous nous sommes intéressés
également a I'hydrophobisation des pectines extraites Pc, et Pb ainsi que la
deuxieme pectine obtenue commercialement (Pp) par la substitution des

groupements hydrophobes du n-dodecylamine.

A/Spectroscopie FTIR

Les spectres FTIR obtenus (Figure 3.20) montrent que tous les dérivés N-
dodecylpectinamides marquent les principales bandes d’absorption relatives a la

substitution des groupements amides.
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Figure 3.20 : Spectres FTIR des pectines modifiées :

N-Pc-Ci5, N-Pb-Clz et N-Pp-Clz

B/ Degré d’amidation

Les degrés d’amidation obtenus pour les différents N-dodecylpectinamides : N-
Pp-C12, N-Pc-Ci;» et N-Pb-Ci, sont de l'ordre de 15,68, 146 et 9,5%
respectivement. Pour les N-Pp-Ci, N-Pc-Ci,, nous remarquons qu’ils possédent
presque le méme degré de substitution, cela est probablement justifié par le fait
gue les deux pectines sont HM et leurs DE sont eux-mémes proches ; 69 et 72%
pour Pc et Pp respectivement. La difféerence constatée entre les degrés
d’amidation des N-Pp-Ci, et N-Pb-C1,, peut étre expliquée par le fait que Pp est
hautement méthylée alors que Pb est faiblement méthylée. Ainsi, nous déduisons
que le DE est aussi un parameétre majeur influengant I'évolution du DA, raison
pour laquelle, tous les travaux déja publiés dans ce contexte d’amidation des
pectines utilisent les pectines HM [95, 98, 99, 123].
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3.5.3. Comportement des dérivés N-dodecylpectinamides en solutions

agueuses

Les résultats de I'étude du comportement des dérivés amphiphiles des pectines
en solution aqueuses sont illustrés sur la figure 3.21. Ces résultats concernent
principalement I'étude de I'évolution de la viscosité réduite en fonction de la

concentration en polymeére.
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Figure 3.21 : Profil de variation de la viscosité réduite

en fonction de la concentration en polymere

Par mesure des temps d’écoulement, on accéde a la viscosité intrinséque [n]
du polymere et au coefficient de Huggins ky décrivant le comportement du
polymére dans un solvant donné. Ce coefficient de Huggins, ky est d’autant plus
faible que les interactions entre le solvant et la macromolécule sont favorables.
Lorsque 0,3 < ky < 0,8, le polymere est dans un bon solvant. Au contraire, ky est
d’autant plus élevé quand les interactions entre les chaines macromoléculaires
sont favorisées. Pour le cas des polyméres amphiphiles en solution dans 'eau, ky
peut étre supérieur a 1 [140]. Le polymeéere se trouve alors dans un solvant

meédiocre ou les interactions polymeére-polymere sont prédominantes.
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Les résultats de [I'évolution de la viscosité réduite en fonction de la
concentration en pectine de pomme non modifiée (Pp) dans une solution
d’hexamétaphosphate de sodium (1%) montre que la viscosité réduite varie de
facon linéaire avec la concentration (Figure 3.21). Ceci, nous a permis d’obtenir un
coefficient de Huggins de 0,46 qui indique bien qu'une solution
d’hexamétaphosphate de sodium a 1%, représente un bon solvant pour les
pectines non modifiées. Des coefficients de Huggins variant entre 0,51 et 0,68 ont
été également trouvés pour différents types de pectines pour le méme solvant par
Hiorth et al. [120]. De plus, il faut signaler que selon la littérature [32, 109, 120],
'étude des caractéristiques viscosimétriques des substances pectiques est
largement réalisée en présence d’hexamétaphosphate de sodium afin de diminuer

les interactions inter-macromoléculaires.

En ce qui concerne la pectine modifiée (N-Pp-Ci,) et d’aprés les résultats
représentés dans la figure 3.21, nous remarquons que la viscosité intrinseque [n]
de la pectine modifiée est plus faible que celle de la pectine non modifiée et cela
dans I'eau pure et dans I'eau en présence d’hexamétaphosphate de sodium. Ces
résultats indiquent que I'amidation des pectines conduit & un changement de leurs
conformations en solution aqueuse. Ainsi, la faible viscosité intrinseque obtenue
avec des pectines modifiées traduit la formation d’objets compacts en solution
aqueuse, ces objets peuvent étre des macromolécules isolées (les interactions
hydrophobes intramoléculaires sont favorisées) et parfois des agrégats compacts
d'une dizaine de macromolécules ou les interactions intermoléculaires sont
prédominantes. Ceci indique que la fixation de groupements hydrocarbonés
apolaires sur les chaines de pectine diminue notablement ses interactions avec un
solvant polaire comme I'eau. De plus, la chaine principale de pectine n’étant pas
solvatée ni par I'eau pure, ni par 'eau en présence d’hexameétaphosphate de
sodium, celle-ci adopte une nouvelle conformation qui est a l'origine des faibles

viscosités intrinseques obtenues.

Dans cet ordre d’idée, Rotureau et al. [140] rapportent que la viscosité
intrinséque [n] des dérives amphiphiles du dextrane est plus faible que celle du
dextrane natif et cela d’autant plus que le taux de substitution du dextrane modifié
est élevé, ce qui est justifié par la prédominance des interactions hydrophobes
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inter et intra-macromoléculaires. lls ont observé également que le ky augmente
avec le taux de substitution, ce qui implique que le polymére est de moins en
moins dans un bon solvant. Ces constatations ont été aussi signalées par Rouzes
et al. [141] pour le dextrane hydrophobiquement modifié par greffage des

groupements aromatiques treés hydrophobes.

Les valeurs de la viscosité intrinséque obtenues pour N-Pp-Cj, indiquent que
'hexamétaphosphate de sodium ne modifie pas de fagon significative le
comportement en milieu aqueux dans la mesure ou les viscosités intrinseques
sont quasi-identiqgues dans les deux cas. Néanmoins, la disparité est importante
pour le coefficient de Huggins. La valeur élevée du coefficient de Huggins (kg =
2,18) est obtenue pour N-Pp-Ci, dans 'eau pure. Alors qu’un coefficient de 1,5 est
enregistré dans I'eau en présence d’hexamétaphosphate de sodium. Ceci montre
que la force ionigue conduit a une faible tendance des macromolécules a interagir

entre elles.

3.5.4. Mesures de la tension de surface : Estimation de la concentration

micellaire critique (CMC)

Les figures 3,22, 3,23, 3,24 et 3,25 représentent I'évolution de la tension de
surface des solutions des pectines Pi, Pc, Pb et Pp et leurs dérivés N-
dodecylpectinamides synthétisés. Dans chaque figure, la courbe de la tension
superficielle de N-dodecylpectinamide spécifique pour chaque pectine est placée

au-dessous de celle de sa pectine correspondante.

En examinant chacune de ces figures, nous constatons que toutes les courbes
de la tension de surface exhibent la méme allure qui est une caractéristique des
composés possédant des propriétés tensioactives. Lorsque la concentration en
soluté augmente, la tension de surface diminue puis elle tend vers une valeur

constante spécifique pour chague composeé.

Il faut noter que, la tension de surface de l'eau distillée utilisée pour la
préparation des solutions des pectines et leurs dérivés, mesurée dans les mémes

conditions est de I'ordre de 70,2 mN/m.
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Figure 3.22 : Profil de la tension de surface de Pi et N-Pi-Cy,
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Figure 3.23 : Profil de la tension de surface de Pb et N-Pb-C;,
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Nous nous intéressons tout d’abord aux courbes des pectines non modifiées
(Figures 3.22 a 25). Nous remarquons que pour toutes les pectines, la tension de
surface diminue progressivement en fonction de [l'augmentation de la
concentration en pectine puis elle devient presque constante a des concentrations
supérieures a 1,5 g/l. Aussi nous constatons que toutes les pectines, a de faibles
concentrations (10“ & 1 g/l), ne marquent pas une diminution remarquable de la
tension de surface. Cependant lorsque la concentration en pectine est supérieure
a 1g/l, nous enregistrons une diminution de la tension de surface variant de 64 a
48 mN/m.

Ces résultats confirment les propriétés tensioactives des pectines natives
comme rapportées dans la littérature [124]. Toutefois, il faut signaler qu’il existe
peu d’études détaillées sur les propriétés tensioactives des substances pectiques.
Certains travaux comme ceux de Yapo et al. [124] ont montré que la pectine
extraite a partir des pulpes de betterave par voie acide a chaud peut contribuer a
une diminution de la tension de surface jusqu’a un minimum de 48,3 mN/m et ceci
pour une concentration de 1g/l, ce qui concorde bien avec nos résultats trouvées

pour le méme type de pectine.

L’évolution de la tension de surface en fonction de la concentration des
molécules amphiphiles (N-dodecylpectinamide) est identique a celle d’un
tensioactif synthétique: diminution de y par augmentation de la concentration
jusqu’a atteindre un palier indiquant la formation de micelles. Cette concentration
correspond a la concentration micellaire critique (CMC). Pour des concentrations
inférieures a 1g/l, nous remarquons que la tension de surface diminue d’une
maniere exponentielle, et au-dela de cette concentration, la tension de surface
diminue progressivement pour se stabiliser aux alentours de 1,5 ou 2g/l selon le
type de pectine.

La variation de la tension de surface minimale, entre 39 et 41 mN/m, montre la
présence d'une bonne activitt de surface pour tous les dérivées N-
dodecylpectinamides étudiés. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus
pour d’autres dérivés des pectines ayant une chaine alkyle [97]. Par ailleurs,
I'abaissement de la tension de surface se traduit par le fait que dans le domaine

de concentrations inférieures a la CMC les molécules du tensioactif sont
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dispersées au sein de la solution et migrent en partie (chaines alkyles
hydrophobes) vers linterface pour s’adsorber de plus en plus lorsque la
concentration augmente. Au-dela de la CMC, linterface eau/air est saturée, la
tension de surface se stabilise et 'augmentation de la concentration en agent
amphiphile est suivie de I'organisation des molécules en micelles au cceur de la

solution.

Le calcul de la CMC d’une solution amphiphile par tensiométrie se réalise en se
basant sur la propriété de la molécule tensioactive a pouvoir abaisser la tension
de surface de I'eau depuis des concentrations inférieures a la CMC jusqu’a la
CMC. Au-dela, la tension de surface n’est presque plus affectée par
'augmentation de la concentration en tensioactif. La CMC est déduite a partir du
point d’inflexion de la courbe y = f (Log C) telle que représentée dans la figure
11.26.
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Figure 3.26 : Evolution de la tension de surface en fonction de Log C

D’apres la figure 3.26, nous remarquons que la faible tension de surface
(39mN/m) est observée pour le N-Pb-C;, aux alentours d’une concentration de

'ordre de 1,5 g/l suivi par le N-Pi-C;, avec une tension de surface de 40,7mN/m
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pour une concentration de 1g/l. Cependant pour les deux autres dérivés N-Pp-Cy»
et N-Pc-Ci,, la tension de surface poursuit sa diminution pour se stabiliser a des
concentrations de 2 g/l. La différence observée entre le N-Pb-C;, et les autres
dérivées amphiphiles peut étre justifiée par le fait que la pectine de betterave
contient une teneur é€levée en groupements acétyles qui participent a
'augmentation de I'hydrophobie de cette derniére et par conséquent augmentent

son caractéere tensioactif.

En se basant sur leurs degrés de substitution, nous constatons que moins le
degré d’amidation est élevé, plus le dérivé amphiphile présente un bon caractere
tensioactif. Ceci apparait clairement entre le N-Pb-C;, avec le plus faible degré
d’amidation (9,5%) et le N-Pp-Ci, avec le degré d’amidation le plus élevé
(16,56%). Ce phénoméne peut étre traduit par I'existence d’interactions
suffisamment intenses au sein du polymere amphiphile (le plus substitué) en
solution pour empécher la migration des groupements hydrophobes a l'interface.
Dans cet ordre d’idée, Jorgensen et al. [142] signalent que pour les polymeéres
amphiphiles, la quasi-inexistence du caractére tensioactif s’explique par des
phénomeénes d’association intramoléculaires fortes lorsque la teneur en chaines
latérales est importante, ou par I'adoption d’'une conformation telle que la partie

hydrophobe soit protégée par la partie hydrophile.

Les valeurs de la CMC s’étagent de 1 a 1,5 g/l pour les deux dérivées
amphiphiles N-Pb-C;, et N-Pi-C;, respectivement et 2g/l pour les deux dérivés N-
Pp-C1, et N-Pc-Cy,. Ces résultats sont en conformité avec les données de la
littérature [97].

3.5.5. Mesures de la tension interfaciale

Les mesures de la tension interfaciale, réalisées a l'interface hexadécane / N-
dodecylpectinamide, montrent que [lintroduction des dérivés amphiphiles (N-
dodecylpectinamides) conduisent a la diminution de la tension interfaciale de 51,9
mN/m pour l'interface héxadecane /eau jusqu’a un minimum de 14,5 mN/m, 15,6

mN/m et 16,1 mN/m pour le N-Pb-C;,, N-Pi-C,, et N-Pc-C,, respectivement.

Ces résultats montrent que les dérivés N-dodecylpectinamides possédent une

tendance a s’adsorber a I'interface eau/hexadécane en provoquant une diminution
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de la tension interfaciale. D’autre part nous pouvons noter que I'effet tensioactif du
N-Pb-C1, semble plus important que celui rapporté dans le cas des deux autres
dérivés N-Pc-C;, et N-Pi-Ci, confirmant ainsi les résultats trouvés pour les
mesures de la tension de surface. Ceci peut étre expliqué par la différence en
composition chimique que ce soit le degré de substitution (DA) ou le contenu en
groupements acétyles. Toutefois il faut noter que, selon Desbrieres et al. [143],
dans la théorie de I'adsorption des polyélectrolytes amphiphiles, le role joué par le
degré de substitution et la longueur des groupements alkyle greffés sur I'activité

interfaciale reste mal connu.

3.5.6. Propriétés émulsifiantes

L'étude des proprietés émulsifiantes des dérivés amphiphiles N-
dodecylpectinamides a été réalisée par la mesure du pouvoir émulsifiant et la

stabilité de I'’émulsion de ces dérivés.

Aprés la centrifugation des émulsions préparées, trois phases ont été
observées, une petite phase d’huile en haut, une phase aqueuse des dérivés des

pectines et une couche d’émulsion comme le montre la figure 3.27.

Phase d'huile

Couche d'émulsion

Phase aqueuse

Figure 3.27 : Différentes phases obtenues du test pouvoir émulsifiant
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Les différents résultats relatifs aux calculs du pouvoir émulsifiant et de stabilité

de I'’émulsion sont récapitulés dans le Tableau 3.6.

Tableau 3.6 : Pouvoir émulsifiant et stabilité d’émulsion des

N-dodecylpectinamides

EA(%) ES(%)
Temps de stockage 1 jour 30 jours
Température 25°C 4°C 25°C 4°C 25°C
N-Pi-Ci> 64,5 89,6 78,8 89,4 78,1
N-Pc-Ci2 66 86,2 76,9 85,8 75,9
N-Pb-Ci, 66,6 91,1 88,5 89,7 88,2

L’analyse des résultats présentés dans le Tableau 3.6 montre que le pouvoir
émulsifiant des trois dérivés N-dodecypectinamides est supérieure a 50%, et il est
de l'ordre de 64,5, 66 et 66,6% pour les N-Pi-C;;, N-Pc-Ci» et N-Pb-Ci»
respectivement. Ces résultats sont meilleurs par rapport a ceux rapportés par
Yapo et al. [124] pour des pectines de betterave natives avec des valeurs de
47,1%. Ceci nous permet de conclure que I'hydrophobisation des pectines méene
aux dérivés amphiphiles dotés de propriétés d’émulsification considérables. De
plus la différence observée entre les trois dériveés justifie bien la différence en

composition chimique des trois types de pectines.

En ce qui concerne la stabilité d’émulsion, les résultats obtenus montrent que
les émulsions des N-dodecylpectinamides sont a 86,2 ~ 91,1% stables a 4°C et
76,9 ~ 88,5 % a 23°C aprés 1 jour de stockage. Alors qu’aprés 30 jours de
stockage, la stabilité des émulsions préparées est de I'ordre de 86 ~ 90 % a 4°C
et de 75,9~ 88 % a 23°C.

D’aprés ces résultats, nous constatons que tous les dérivés N-
dodecylpectinamides montrent un bon niveau de stabilité des émulsions sous

différentes températures de stockage. Cependant, nous enregistrons les
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meilleures stabilités pour les échantillons stockés a 4°C. Ainsi, 'augmentation du
temps de stockage engendre une diminution de la stabilité. Néanmoins, nous

notons que les diminutions enregistrées ne sont pas significatives (moins de 2%).

3.5.7. Conclusion

A la fin de cette partie de modification des pectines, nous pouvons tirer les

points suivants :

» L’amidation de la pectine est un processus hétérogéne complexe.

» Le degré de substitution est conditionné par plusieurs facteurs
(température, temps de réaction et structure de 'amine).

» Le N-dodecylpectinamide est un exemple des dérivés amphiphiles des
pectines avec une partie polaire qui est la chaine de [I'acide
polygalacturonique alors que la chaine latérale n-dedecyle constitue la
partie non polaire.

» L’introduction du groupe n-dodecyl a la pectine conduit aux changements
de ces propriétés physiques et chimiques, et en particulier 'augmentation
de son caractéere hydrophobe.

» Les dérivés amphiphiles N-dodecylpectinamides possedent de tres bonnes

propriétés de surface et d’émulsification.

3.6. BIOSORPTION DU CUIVRE SUR N-DODECYLPECTINAMIDES

Dans cette partie et avant de passer a I'étude de la biosorption du cuivre sur les
N-dodecylpectinamides, nous nous sommes intéressés au préalable a une étude
d’optimisation compléte du phénoméne de biosorption du cuivre sur des pectines
natives. Une comparaison a été réalisée entre cette derniére et celle modifiée

dans les conditions optimisées.
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3.6.1. Effet de la teneur en biosorbant sur la cinétique de la biosorption du

cuivre sur la pectine de pomme

L’évolution du taux d’élimination (obtenu aprés 120 min de contact) pour les
différentes teneurs en biosorbant montre une fixation dépendante de la quantité
de ce dernier, soit une augmentation de I'accumulation des cations Cu(ll) avec la
masse de biosorbant introduite (Figure 3.28 a, b). Une plus grande teneur en

biosorbant offre une surface de contact plus grande.

La quantité du cuivre fixée par gramme de biosorbant en fonction du temps
diminue pour des teneurs croissantes en biomasse. L’augmentation de la teneur
en biomasse dans la suspension diminue le rapport de la quantité de métal fixé

par gramme de biomasse (Figure 3.28 b).
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Figure 3.28 : Influence de la teneur en biosorbant sur
la cinétique de biosorption
(a) évolution de la concentration résiduelle de Cu(ll) en fonction du temps

(b) Capacité d’élimination du Cu(ll) en fonction du temps
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Bien que la réduction de la concentration en biosorbant dans la suspension
augmente le rapport de la quantité de métal fixé par gramme de biosorbant, les
grandes teneurs restent en pratique les plus intéressantes du fait qu’elles
aboutissent a une baisse significative de la concentration résiduelle des cations et
de la biodisponibilité croissante des sites réactionnels facilitant le phénoméne de
biosorption. Selon Kogej et Pavko [144], la teneur optimale en biosorbant est un
compromis entre le taux d’adsorption et la qualité de I'agitation dans le réacteur ;
les teneurs élevées menent a une agitation difficile et donc a une diminution de la

surface de contact.

Dans notre cas, il est inutile d’augmenter la teneur de la pectine au-dela d’une
marge située entre 7g/l et 10g/l ou les cinétiques d’élimination des cations Cu(ll)
sont presque identiques aboutissant a des capacités semblables (Figure 3.28 a,
b).

3.6.2. Effet du pH sur la cinétique de la biosorption du cuivre sur la pectine
de pomme

Un des facteurs les plus importants dans I'étude de biosorption est I'effet de
l'acidité du milieu. Cette derniére affecte la capacité de fixation des ions
métalliques car les ions d’hydrogéne peuvent entrer en concurrence avec les ions
métalliques pour se fixer sur les sites actifs de la surface disponible a la
biosorption.

Dans cette partie, nous étudions I'effet de deux pH (5 et 3,1) sur la cinétique de
biosorption des cations Cu(ll) sur la pectine Pp (avec une teneur de 7 g/l). Les

résultats obtenus sont illustrés sur la figure 3.29.
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Figure 3.29 : Effet du pH sur la cinétique de biosorption des ions

Cu(ll) sur la pectine de pomme

L’examen de la figure 3.29 montre que pour les deux pH étudiés, la cinétique
de biosorption est rapide. Les capacités d’adsorption maximales a I'équilibre sont
enregistrées dés les 10 premiéres minutes. Néanmoins, il faut signaler que la

capacité obtenue pour un pH =5 ( ~ 64 mg/g) est meilleure par rapport a celle

obtenue a pH=3.1 (~ 34 mg/qg).

Ces résultats peuvent étre expliqués par la compétition entre les protons H* et
les cations Cu (Il). A fortes concentrations (pH=3,1), les protons transforment une
partie non négligeable des sites actifs sous une forme protonée (COOH), ce qui
empéche la fixation des ions Cu(ll). La surface disponible a la biosorption est donc
pas totalement occupée et donne une faible capacité d’adsorption. En milieu
moins acide (pH=5), les groupements carboxyliques sont sous la forme
déprotonée (COQ) et sont donc disponible a capter les cations Cu(ll). Le nombre
des sites anioniques est donc plus important et la capacité de biosorption est

améliorée.
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Des résultats similaires sont obtenus par Rosangela et al. [145]. La capacité
d’adsorption des ions Pb(ll) sur les coquilles jaunes des fruits de passiflore est
multipliée par 2 entre pH= 2 et pH=5. De plus un écart de 30mg/g est enregistré
entre pH=3 et pH=5. Ainsi ils suggérent que I'explication la plus plausible de ce
phénomene de biosorption c'est qu'a de faibles valeurs de pH, la dissociation des
acides carboxyliques menant a la formation des groupements COO' sera exclue,
puisque le pKa des acides carboxyliques s'étend de 3,8 a 5,0. Donc,
'augmentation du pH de 2 a 5 engendre une amélioration de la capacité de

fixation des ions Pb(ll).

Pour cela, nous considérons qu’'un pH=5 est adéquat a la fixation des cations
Cu(ll) sur la pectine, il permet I'exploitation maximale de la surface biosorbante

toute en ayant le métal sous sa forme soluble.

3.6.3. Effet du degré d’estérification sur la cinétigue de biosorption

L’étude de la cinétique de biosorption des ions Cu(ll) sur deux types de pectine
HM et FM montre que le degré d’estérification n’a pas une influence significative
sur la cinétique d’adsorption. La figure 3.30 montre clairement qu'un temps de
contact de 10min est trouvé suffisant pour atteindre I'équilibre et ceci pour les
deux types des pectines. Toutefois, il faut noter que la capacité d’adsorption est

nettement améliorée entre la pectine de DE=41% et celle de DE=75%.

Cette différence peut étre expliquée par le fait, que dans la pectine HM
(DE=75%) le pourcentage des groupements carboxyligues COOH (25%) est
inférieur a celui de la pectine FM (59%) ce qui minimise la capacité de fixation des
ions Cu(ll) pour la pectine HM. De plus, les groupements méthylestérifiés
(COOCHj3;) d’acide galcturonique ne sont pas actifs, alors que les groupements
carboxyliques libres chargés négativement (COQO") forment des liaisons covalentes
avec les ions Cu(ll) comme le suggére Wai et al. [146]. Des résultats similaires

ont été eégalement enregistrés par Khotimchenko et al. [147].
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Figure 3.30 : Effet du degré d’estérification des pectines sur la cinétique de

biosorption de Cu(ll) sur la pectine du citrange

3.6.4. Biosorption des ions du cuivre sur N-dodecylpectinamide

Dans cette partie nous avons testé la possibilité d’utiliser la pectine modifiée
pour la fixation des ions Cu(ll) aux conditions optimisées pour la pectine
commerciale (teneur en biosorbant, pH). Nous rappelons que N-Pp-C;, est utilisé
pour ce test. Contrairement aux effets du pH et teneur en biosorbant, 'amidation
de la pectine influe positivement sur la cinétique de la biosorption des cations
Cu(ll). En effet le temps nécessaire pour atteindre I'équilibre est réduit pour le N-
dodecylpectinamide comparé a celui obtenu pour la pectine non modifiée (Figure
3.31). De plus, la capacité de fixation des ions Cu(ll) est améliorée en utilisant le
N-dodecylpectinamide. Ce phénomene peut étre justifié par le fait que la teneur en
groupement méthylestérifiés inactifs est faible pour le N-dodecylpectinamide par
rapport a celle d’'une pectine native. De plus lors de la modification chimique, la
premiere étape relative au lavage par l'acide chlorhydrique peut également
provoquer une démeéthylation de la pectine donc augmentation du pourcentage
des groupements carboxyliques libres. Toutefois, il faut signaler que dans la limite

de nos conditions expérimentales (teneur en biosorbant, pH, Concentration initiale
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en Cu(ll)), le N-dodecylpectinamide mene a une faible amélioration de la capacité
de fixation avec un écart moyen de l'ordre de 5 mg/g. Cet écart pourrait étre
nettement remarquable en testant des concentrations initiales plus importantes

(dans les conditions saturantes du deux biosorbants).
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Figure 3.31 : Cinétique de biosorption du cuivre Cu(ll) sur la pectine de pomme

et son dérivé N-Pp-C,,

3.6.5. Conclusion

A la fin de cette partie, nous tirons les points suivants :

- La pectine représente une biomasse d’intérét majeur dans le domaine de la
biosorption des ions métalliques;

- Le processus de biosorption des ions métalliques du cuivre sur les pectines
natives est largement conditionné par plusieurs facteurs comme le pH, la

teneur en biosorbant et le degré d’estérification des pectines.
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Les dérivées amphiphiles des pectines menent a une amélioration
appréciable de la cinétique de biosorption du Cu(ll) ;
La capacité d’adsorption du Cu(ll) sur les pectines modifiées est également

améliorée comparée a celle obtenue avec les pectines natives (plus de 5

mg/qg).
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CONCLUSION GENERALE

Le travail présenté dans ce manuscrit avait pour objectif la syntheése puis I'étude
des propriétés d’auto-organisation aux interfaces liquide/air et liquide/liquide des
dérivés amphiphiles associant la pectine et des groupements hydrophobes. I
s’agissait plus particulierement de réaliser des dérivés N-alkylpectinamides dotés

de nouvelles propriétés.

Pour ce faire, nous avons procédé, lors du premier volet de ce travail, a
I'extraction de ce polysaccharide (la pectine) a partir de trois sources végétales :
les albédos du citron, les albédos du citrange et les pulpes de betterave. Les
substances pectiques ont été extraites par voie acide a chaud en adoptant une
méthodologie basée sur les plans d’expériences dont le but d’évaluer l'effet des
différents parametres opératoires sur le rendement en pectines ainsi que sur leurs
propriétés structurales. Les extraits obtenus ont été soumis a des analyses
physicochimiques appropriées (analyse par FTIR, CCM, détermination de DE,

teneur en méthoxyles, étude viscosimétrique...).

Les résultats obtenus, montrent qu'un rendement de 24,5% en pectine
hautement méthylée avec un degré d’estérification de 62,5% peut étre obtenu
dans les conditions suivantes: un pH de 1,2, une température de 80°C et un
temps d’extraction de 90 min. Ces conditions ont été considérées comme
optimales pour la suite du travail. Les différents tests réalisés, montrent également
que, la nature de la matiere végétale constitue un paramétre structural
caractéristique des substances pectiques. Ainsi, les pectines extraites a partir des
pulpes de betterave possedent une bonne teneur en groupements acétyles (21%)
conduisant a une augmentation de son hydrophobicité ce qui gouverne ses

propriétés de surface et émulsifiantes.

Par ailleurs, I'extraction par chauffage a induction électromagnétique représente
une méthode alternative pour 'extraction des pectines. L'intérét est la possibilité

de préserver la qualité des produits a extraire en faisant appel a une technologie
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qui permet une homogénéisation rapide de la température du milieu d’extraction.
Les essais réalisés montrent que le méme rendement en pectine extraite par
chauffage conventionnel (24%) obtenu en 90 min peut étre obtenu en un temps
trois fois moins (30 min) en utilisant le chauffage a induction électromagnétique.
Alors que, la caractérisation structurale des pectines extraites ne représente pas
une différence significative par rapport aux deux modes de chauffage. Ainsi, il
s’avéere que l'extraction des substances pectiques par induction électromagnétique
est une méthodologie prometteuse sur le plan technologique. Le temps
d’extraction est significativement réduit avec conservation des propriétés

structurales en comparaison avec la méthode classique.

Dans le deuxiéme volet, 'accent a été mis sur la modification chimique de la
pectine. Cette modification est réalisée par I'amidation de la pectine avec des
amines primaires de différentes longueurs de chaine alkyle en milieu hétérogéne
(biphasique). La réaction en milieu organique hétérogéne a permis I'obtention de
taux de substitution variant de 8% a 18%. Comme résultat, une famille de dérivés
de pectine (N-alkylpectinamides) a été obtenue, allant de polymeéres hydrosolubles
jusqu’a des polymeéres peu solubles en eau. Par ailleurs, le suivi du processus
d’amidation des pectines sous différentes conditions réactionnelles montre qu’il
est possible de moduler a souhait les taux de substitution. Les résultats obtenus
montrent, qu’afin d’obtenir des dérivés N-alkylpectinamides plus substitués, il est
nécessaire de réaliser 'amidation a des températures élevées pour des temps de
contact longs et avec un excés d’amine possédant la plus longue chaine alkyle.

La tensiométrie a démontré un certain potentiel tensioactif des dérivés N-
alkylpectinamides a l'interface eau/air avec une tension de surface minimale
enregistrée autour de 39 mN/m. En revanche, les pectines natives
correspondantes ne sont que trés faiblement actives a l'interface eau/air, ce qui
confirme que, I'effet hydrophobe prédomine largement et conduit a la diffusion des
macromolécules de la solution vers linterface puis leur adsorption. De plus,
'étude des propriétés émulsifiantes des dérivés amphiphiles  N-
dodecylpectinamides, réalisée par la mesure du pouvoir émulsifiant et la stabilité
de I'émulsion, a permis d’enregistrer un bon pouvoir émulsifiant ( > 60%) et une

bonne stabilité des émulsions ( > 75%) en comparaison avec les pectines natives.
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De plus, la viscosimétrie capillaire a montré que la fixation des groupements
hydrocarbonés apolaires sur la chaine de la pectine conduit & un changement de
sa conformation en solution aqueuse. Cette nouvelle conformation qui est a
'origine des faibles viscosités intrinseques obtenues pour les dérivés N-
dodecylpectinamides comparées a celles obtenues pour les pectines natives, se
traduit par la prédominance des interactions hydrophobes inter et intra

macromoléculaires.

Enfin, nous avons testé la possibilité d’utiliser les dérivées N-
dodecylpectinamides comme des biosorbants pour la fixation des ions Cu(ll).
L’étude du processus de biosorption des ions Cu(ll) sur les pectines modifiées,
révéle une capacité d’adsorption ultime légérement supérieure a celle obtenue
pour les pectines natives (un écart de 5mg/g). Néanmoins, I'amidation des
pectines influe positivement sur la cinétique de la biosorption des cations Cu(ll).
Le temps nécessaire pour atteindre I'équilibre est considérablement amélioré, de

20 min pour les pectines natives a 5 min pour les dérivés N-dodecylpectinamides.

Plusieurs perspectives peuvent étre proposées pour la conduite de ce travail de

recherche :

v' Pour l'extraction des substances pectiques, lintroduction de l'induction
électromagnétique s’est avérée une technologie prometteuse. Cependant
nous sommes malgré tout dans la phase exploratrice de cette technologie,
beaucoup de travaux restent a réaliser tant sur le plan du fonctionnement,

que sur le plan du « design » évolutif des réacteurs a induction

électromagnétique directe.

v" En ce qui concerne la synthése de pectines amphiphiles, il serait
souhaitable d’étudier la modification en milieu organique homogéne pour
'obtention des dérivés possédant des degrés de substitution élevés. Ce
point mériterait une étude plus détaillée qui n’a pas pu étre menée dans le

cadre de ce travail de thése.

v Enfin sur I'étude de la biosorption réalisée a la fin de ce travail, plusieurs
essais sont nécessaires sur ce point, afin de décrypter les relations degrés

de substitution-capacité de fixation.



CDTA
Cu
CPG
CMC
CMC
CHP

DE
DAc
D-galA
DM
DA
DMSO
DMF
DS
DMF
ES

EA
EDTA
FTIR
FM

Glu

SYMBOLES ET ABREVIATIONS

surface

concentration (g/l)

taux de cendre (%)

degré Celsius

longueur de la chaine hydrocarbonée
cyclohexane diamine tétra-acétique
cuivre

Chromatographie en Phase Gazeuse
Concentration Micellaire Critique
Carboxyméthyle cellulose

cholestéryl pullulane

distance parcourue par le solvant (cm)
degré d’estérification (%)

degré d’acétylation (%)
D-galacturonique

degré de méthylation (%)

degré d'amidation (%)
dimethylsulfoxide

diméthylformamide

degré de substitution

N,N-dimethyl formamide

stabilité des émulsions (%)

activité émulsifiante (%)

ethylene diamine tétra-acétique

Infra Rouge a Transformée de Fourier
faiblement méthylée

constante du poids

Glucose



HPLC :  Chromatographie en Phase Liquide a Haute Performance

H/E . huile dans 'eau

HM :  hautement méthylée

HG :  Homogalacturonane

HEC . Hydroxyéthylcellulose

HPC . hydroxypropylcellulose

HPMC . hydroxypropylméthylcellulose

H : taux d’humidité (%)

IEM . Induction Electromagnétique
KBr : bromure de potassium

Man :  Mannose

MALLS : Multi-angle Laser light Scattering
MeO . teneur en methoxyl (%)

MC : méthyle cellulose

Mp . masse moléculaire moyenne (kDa)
MV . matiére végétale

M . masse molaire (g/mol)

M : molarité (mol/l)

N : normalité

PAHBAH : acide parahydroxybenzoique hydrazide

Pc . pectine de citron

Pb . pectine de betterave

Pct . pectine du citrange

Pp . pectine de pomme

Pi . pectine commerciale

P-CV . pectine extraite par chauffage conventionnel
P-IEM . pectine extraite par chauffage a induction électromagnétique
P . poids de pectine (g)

Rs . rapport frontal

RG : rhamnogalacturonanes

RMN . Résonance Magnétique Nucléaire

Rha : Rhamnose

R . rendement (%)



R? . coefficient de corrélation

SEC . Size-Exclusion Chromatography
SM . spectrométrie de masse

S-N . sucre neutre

T . température (°C)

\% : volume (ml)

Xyl . Xylose

d . distance parcourue par le sucre (cm)
g . gramme

h : heure

Ky . coefficient de Huggins

kDa . kilodaltons

km . kilometre

k :  nombre des facteurs

mg : milligramme

mm : millimetre

m . masse de I'’échantillon (mg)
min :  minute

m-HDP . méta-hydroxydiphényl

m . métre

ml - millilitre

nm : nanométre

g . capacité d’adsorption (mg/g)
t . temps (s)

trs . tours

Y . tension de surface (mN/m)
Nred . viscosité réduite

Nsp . viscosité spécifique

[n] : viscosité intrinséque en dLg™

ul . microlitre
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